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Resumen

A pesar del empleo amplio del Factor de Transferencia (FT) en la terapéutica de
enfermedades relacionadas con defectos en los mecanismos de modulacién de la respuesta
inmune, hasta la fecha no ha sido posible identificar con precision a las moléculas responsables
de su actividad como regulador y potenciador de los mecanismos inmunolégicos. Esta falta de
identificacion se debe en buena medida a que no se tiene un modelo experimental sensible,
reproducible, que permita el estudio, el andlisis y la evaluacion de cada una de las moléculas que
se encuentran en los extractos dializables de leucocitos.

El modelo de Salmonelosis murina ha sido ampliamente utilizado para el andlisis de la
respuesta inmune frente a infecciones bacterianas pues permite estudiar los sistemas de
modulacién de la respuesta inmune frente a la agresion del parasito y se ha demostrado que
puede ser utilizado para estudiar el evento de maduracién del sistema inmunolégico.

En el presente protocolo se emple6 el modelo murino de infeccién por Salmonella B con el
objetivo de determinar la posible actividad inmunomoduladora del FT, identificar los posibles
blancos de accién y evaluar la utilidad de este modelo para la identificacién de los principios

activos del FT y el analisis de la maduracion de la respuesta inmune murina.

Obijetivo general:

Estudiar la actividad inmunomoduladora de los Extractos Dializables de Leucocitos (DLEs
por sus siglas en inglés) utilizando un modelo experimental de infeccién con Salmonella B en

ratones neonatos.



Obijetivos especificos:

1. Obtener DLE especifico para Salmonella B (DLE®)
2. Observar la actividad del DLE®® en ratones neonatos infectados experimentalmente con

Salmonella B.

Material y métodos. Se inocularon ratones adultos con Salmonella B a fin de inmunizarlos y

obtener extractos dializables de leucocitos, especificos para Salmonella B (DLE®®) empleando la
metodologia descrita por Lawrence. Posteriormente se determind la capacidad protectora del
DLE®® comparando la DLsg, de dos tipos de poblaciones de ratones neonatos: ratones tratados

con DLE®*®y ratones neonatos sin tratamiento.

Lugar y fecha de realizacién.

El protocolo se realizd en el Laboratorio de Bacteriologia Experimental del Instituto Nacional de
Pediatria, en el Departamento de Inmunologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del
Instituto Politécnico Nacional y en la Unidad de Produccion y Experimentacion en Animales de

Laboratorio de la UAM-Xochimilco (UPEAL-UAMX).



Antecedentes

El Factor de Transferencia v los Extractos Dializables de Leucocitos

El Factor de Transferencia (FT) es un derivado de leucocitos descrito en los anos 50 por
su capacidad de transferir hipersensibilidad cutdnea tardia o DTH (por sus siglas en inglés
Delayed - Type Hypersensitivity) entre humanos sanos (1-2). El extracto dializable leucocitario
tiene la habilidad de transferir inmunidad celular especifica de un donador inmune a un receptor
no inmune mediante varias moléculas que pueden actuar de forma especifica 0 no especifica
ante un antigeno (2-3). En 1955 Lawrence y cols. demostraron que se podria transferir la DTH
utilizando extractos solubles de leucocitos provenientes de 20 mililitros de sangre total. Al
componente activo de estos extractos celulares se le llam6 “factor de transferencia” por su
capacidad de transferir hipersensibilidad retardada hacia un antigeno especifico.

Lawrence utiliz6 lisados de leucocitos de donadores que presentaban
intradermorreacciones positivas a antigenos tales como coccidioidina, toxoide diftérico, proteina
M del estreptococo y PPD (derivado proteico purificado de Mycobacterium). En todos los casos
los receptores tenian intradermorreacciones negativas a estos antigenos; 24 horas después de
haber recibido el FT, los receptores presentaron intradermorreacciones positivas a los antigenos
que fueron reconocidos por los donadores cuyo efecto era especifico al antigeno (4). Este
descubrimiento llamé poco la atenciéon pues en la época se creia que las Unicas moléculas
involucradas en el fenémeno inmunoldgico eran los anticuerpos.

Hoy sabemos que la preparacion a la que originalmente se le conoci6 como Factor de
Transferencia es en realidad una mezcla de moléculas denominada “Extracto Dializable de
Leucocitos” o DLEs (Dialyzable Leukocyte Extract), que contiene al menos 200 moléculas
diferentes con pesos moleculares de 1 a 20 kiloDaltones (kDa) (2, 5-8). Este factor se obtiene

mediante diversos métodos a partir de fuentes linfoides de humano y animal, como células de



sangre periférica, bazo, ganglios linfaticos y calostro (8). La fuente de obtenciéon de FT mas
difundida es la obtenida a partir de leucocitos de sangre periférica, que son lisados por
congelacion y descongelacion, se colocan en una bolsa de didlisis excluyendo moléculas
mayores a 10 0 12 kDa y el dializado es el factor de transferencia. El DLE puede conservarse a -
20°C por varios anos o si se liofiliza puede guardarse sin perder su actividad (9-10).

El descubrimiento del factor de transferencia y el factor inhibidor de migracién leucocitaria
dan lugar a la posibilidad de que las células inmunolégicamente activas podrian comunicarse
efectivamente entre si mediante “mensajeros” solubles diferentes a las inmunoglobulinas (11).

Los DLEs contienen diversas especies moleculares y uno de los primeros en demostrarlo
fue Sandler y cols., quienes en 1975 obtuvieron cuatro fracciones utilizando columnas de
filtracion en gel, dos con ascorbato, serotonina y un elemento no identificado con actividad
colinérgica (12). Lo anterior confirmé lo que desde finales de los 60°s presuponia Kirkpatrick:
existia en los DLEs una mezcla heterogénea de moléculas con actividad biolégica diversa (13).
Inicialmente se pensaba que las sustancias responsables de transferir la hipersensibilidad
cutanea tardia en los extractos de leucocitos eran dializables, orcinol positivos, Biuret positivo,
Dnasa — Rnasa — tripsina resistentes y podian ser eluidos como moléculas menores a 10 kDa
(11).

El factor de transferencia se comporta como un conjunto de citocinas polipeptidicas, es
dependiente y especifico a un antigeno, presente en los extractos dializables de leucocitos y
tejido linfoide secundario de individuos sensibilizados (1). Wilson y Fudenberg, a principios de los
anos 80s demostraron que los DLEs producian dos efectos; uno dependiente del antigeno,

mediado por los FT, y otro independiente del antigeno (9, 14).



Se han dividido entonces, de manera general, a los componentes de los DLEs en dos

fracciones principales:

a)

Fraccion especifica o dependiente de antigeno: Corresponde a moléculas de
naturaleza peptidica con un peso molecular de 3.5 a 6 kDa, entre las que encontramos
los factores de transferencia, identificados quimicamente como péptidos pequefios con
capacidad de transferir DTH. Esta fraccidén contiene diferentes FTs que corresponden a
la suma de las experiencias inmunes del individuo de donde se ha obtenido el extracto
y aumenta la respuesta contra un antigeno determinado. Algunas moléculas
comprendidas en esta fraccion ya han sido analizadas y secuenciadas parcialmente en
algunas especies y son las responsables de conferir inmunidad de un sujeto sano
sensibilizado a un enfermo con la misma enfermedad y tener efecto terapéutico
favorable (2, 9, 10,12).

Fraccion no especifica o independiente de antigeno: Comprende moléculas
menores de 3.5 kDa y mayores de 6 kDa, incrementan las actividades del sistema
inmunolégico como coadyuvantes inespecificos, por ejemplo, las prostaglandinas,
nicotinamida, acido ascorbico, histamina, hipoxantina, serotonina, bradicinina,
nucleétidos ciclicos, factores de diferenciacion de linfocitos (timosina),
quimioatrayentes para monocitos y factores inmovilizadores de neutréfilo (10-11, 14).
Gottlieb defini6 en 1995 como IMREG a la fraccion menor de 3.5 kDa,
inmunomoduladora en diversos ensayos in vitro, identificando dentro de ella a una
molécula inmunosupresora de 1 kDa denominada LSF por sus siglas en inglés

Lymphocytic Supresor Factor (15-16).



Una prueba directa de inhibicion en la migracién leucocitaria con FT ha revelado dos
actividades opuestas, ambas especificas a un antigeno, presentes en el mismo dializado. La
primera, el “factor inductor”, tiene funciéon “cooperadora” convirtiendo células no inmunes a un
estado de actividad especifica a antigeno y dependiente de la dosis, inhibiendo la migraciéon en
presencia de un antigeno determinado. La segunda es el “factor supresor” que anula la respuesta
de las células inmunes en presencia de un antigeno determinado e invalida la inhibicién
anticipada de la migracion. (11, 17).

Se sugiere que la actividad de los DLEs especifica para un antigeno se debe al factor
inductor, presente en fracciones dializadas mayores de 3.5 kDa y menores de 12 kDa,
confiriendo un estado de actividad inmune a las células por su capacidad de unirse a antigenos.
La falla en la funcién de este factor por si solo como superantigeno o en conjunto a anticuerpos
especificos con titulos altos excluye la presencia de fragmentos antigénicos dializados como
fuente de dicha especificidad. Puede considerarse que el factor consta de fragmentos
proteoliticos dializables de un receptor de antigeno de células T cooperadoras (Tc) y confiere
actividad inmune a poblaciones no inmunoldgicas de células T por su capacidad de unirse a
antigenos. La selectividad del factor inductor a células T y macréfagos sugiere el incremento de
inmunidad celular mediante una red inmunorreguladora, sin embargo aun no es del todo clara la
secuencia de eventos siguientes a la unién del factor inductor a las células y macréfagos que
desencadena la induccién o incremento de respuesta inmune celular in vitro. (11)

El factor supresor especifico para un antigeno se encuentra en el mismo dializado de
moléculas y existe otro no especifico en fragmentos menores a 3.5 kDa. Estudios in vitro revelan
que el factor supresor compite con antigenos especificos por los sitios de unién en las células T
cooperadoras. Si las células inmunes se contactaran inicialmente con el factor supresor y
posteriormente con el antigeno, la respuesta al mismo seria suprimida. Si por el contrario se
unieran primero con el antigeno y posteriormente con el factor supresor no habria supresion

alguna y las células se inhibirian en su migracién. Sin embargo, si las células inmunes fueran



unidas simultdneamente con el antigeno y el factor supresor, entonces la respuesta al antigeno
se veria suprimida en un grado menor a si el factor supresor se conjuntara antes que el antigeno.
El inhibidor del factor inductor especifico y el factor supresor antigeno especifico pueden ser so6lo
manifestaciones diferentes de la misma actividad en los dializados, sin embargo su identidad no
es del todo clara. El factor supresor podria inhibir la respuesta de células inmunes a un antigeno
especifico, probablemente por competencia por el receptor en células respondedoras bloqueando
la respuesta sélo si se agrega antes o simultaneamente al antigeno, pero no después de que las
células han sido expuestas al mismo (11).

Kirkpatrick demostré que el FT era capaz de unirse especificamente al antigeno que le
daba origen; para ello emple6 DLE obtenido de ratones sensibilizados con ferritina e incubé los
dializados en superficies plasticas cubiertas con el antigeno observando que al recuperar el
sobrenadante éste perdia su capacidad de transferencia de DTH (18). Esta actividad podia ser
recuperada eliminando el sobrenadante anterior y adicionando urea 8M o acetonitrilo a las
placas. El fundamento de esta técnica es utilizado hoy en dia para la purificacion de FT
especifico pero la técnica se dificulta pues se requieren lotes grandes de DLEs para el
rendimiento de la purificacién (9).

El bajo peso molecular del FT ha dificultado el conocimiento completo de su estructura.
Se esta progresando en la determinacién de la naturaleza molecular del factor de transferencia.
De acuerdo a una prueba de DTH en ratones, el factor de transferencia murino reactivo a
antigeno tiene un peso molecular entre 4.9 y 5.5 kDa, compuesto por 40 a 50 aminoacidos con
una secuencia de sintesis de decapéptidos que bloguean la adquisicion de hipersensibilidad
tardia en ratones inyectados con la molécula completa del factor de transferencia que no afecta
la transferencia de hipersensibilidad tardia por si misma. Esta secuencia de decapéptidos
(MXLLYAQDL/VEDN) esta presente en todas las preparaciones de factor de transferencia
estudiadas. Moléculas tan pequefias como 10" mol son capaces de conferir una reaccion

especifica para un antigeno en el receptor murino. Kirkpatrick describi6 una secuencia



consensual de 14 aminoacidos en siete diferentes FT murinos purificados a partir de extractos
dializables de leucocitos murinos y bovinos (13). Estos péptidos utilizados aisladamente no
fueron capaces de transferir la DTH especifica al antigeno original, pero en conjunto con los
DLEs inhibieron la capacidad de transferencia de respuesta inmune celular que mostraron los
DLEs crudos, probablemente porque los péptidos sintéticos se unen al receptor original del FT.
Se estan desarrollando métodos analiticos para especificar la potencia del factor de transferencia
murino en términos de unidades de actividad especifica, con la finalidad de que puedan ser
aplicables en la caracterizacién del factor de transferencia humano y su uso en ensayos clinicos
(1,9).

Se han desarrollado diversos ensayos para estudiar los efectos de los DLEs sobre células
linfoides y para caracterizar a los componentes biolégicamente activos de esta preparacién.
Segun el modelo o el padecimiento en el que se apliquen, los DLEs ocasionan diversos efectos
inmunolodgicos. Son pocos los trabajos que estudian de manera individual las moléculas de FT,
su naturaleza y su mecanismo de accién, debido a la complejidad para obtenerlas y purificarlas
en cantidades adecuadas, por lo que la mayoria de los ensayos emplean los extractos completos
que incluyen moléculas de hasta 12 kDa. Asimismo se presenta como un obstéculo metodoldgico
la falta de un modelo animal experimental, que sea reproducible in vitro y que permita aclarar los
cuestionamientos que se han ido desplegando, sobre todo lo asociado a efectos adyuvantes
especificos y no especificos a un antigeno de la administraciéon de FT in vivo (11).

Ademas de la transferencia de DTH, los DLEs tienen actividad en la respuesta inmune
innata y adaptativa, actividad especifica y no especifica sobre la inmunidad celular y regulan el
proceso inflamatorio, por lo que pueden actuar como inmunoestimulantes o inmunosupresores,
confiriéndoles caracteristicas de un inmunorregulador (11,13, 19). El mecanismo de accion de
los DLEs no es completamente conocido, hay ensayos que reportan liberacién de citocinas
cuando las células sensibilizadas por FT se ponen en contacto con el antigeno, principalmente el

interferon gamma (INFy) (17), que muestra entre sus efectos activar macrofagos, células natural
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killers (NK) y linfocitos T cooperadores, células fundamentales para mecanismos efectores de la
respuesta inmune celular. Otros estudios analizan el suero de los receptores tras el tratamiento
con FT observando incrementos en moléculas circulantes de antigenos leucocitarios humanos
(HLA-I) y del factor inhibidor de migracion de macroéfago, interleucinas (IL) 2 y 6, mientras que la
concentracién de IL-15 disminuye. Un reporte relacionado describe incrementos en IL-6 e IL-8.
Estudios con células mononucleares in vitro demuestran produccién de IL-8 y RANTES tras la
exposicion a preparaciones de FT (1). Adicionalmente, se ha descrito la capacidad de los DLEs
de disminuir la produccion de factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y factor nuclear kappa B
(NFkB), incrementar la sintesis de IL-8 e IL-6, inducir la expresion de receptores tipo toll (TLR por
sus siglas en inglés Toll Like Receptors) TLR2 y TLR4, asi como las concentraciones de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) en leucocitos estimulados por extractos bacterianos, inhibir
la replicacion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) e incrementar la presencia de células
CD2+, CD4+, CD8+, células NK e incrementar el numero de células apoptéticas en modelos in
vivo (2, 6, 20-21).

Cada vez son mas los grupos de investigadores que estudian las aplicaciones preventivas
y terapéuticas de estas preparaciones mostrando efectos positivos en los estados de
inmunodeficiencia adquirida y genética, cancer asociado a virus e infecciones cronicas, choque
séptico, enfermedades virales, fungicas, bacterianas, micobacterianas, afecciones resistentes a
farmacoterapia actual como tuberculosis, VIH, entre otros. Son de gran interés las potenciales
condiciones subyacentes en la inmunidad del receptor que puedan influir en una respuesta
clinica favorable (1, 8, 22-24). Induce mejoria en pacientes con padecimientos como herpes,
psoriasis vulgar, infeccion combinada de citomegalovirus y Epstein Barr, coccidioidomicosis,
candidiasis mucocutanea, infecciones virales en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) , virus de la varicela zoster, virus de la estomatitis aftosa recurrente, sindrome

de fatiga cronica, fibromialgia, carcinoma de pulmén, sarcome osteogénico no metastatico,
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papiloma laringeo, Mycoplasma pneumoniae, meningitis supurativa, cistitis cronica, tuberculosis
pulmonar, sarcoidosis y diversas alergias entre otros (8).

La inmunopatogenia de la dermatitis atopica involucra alteraciones en inmunidad humoral
clasica de enfermedades alérgicas y alteraciones en inmunidad celular y fagocitosis bajo un
sustrato genético importante que favorece su expresion. El efecto inmunomodulador del FT en la
dermatitis atépica se debe a su capacidad para “desbloquear” a los linfocitos T, responsables de
la inmunidad celular y virar la respuesta de las células cooperadoras de Th2 a Th1, con
disminucion de IL-4 y aumento de células CD4 como parte de la inmunomodulacion, disminucién
de la sintesis exagerada de IgE y mayor expresién de marcadores de apoptosis en eosindéfilos
con mejoria clinica significativa. Al aumentar las concentraciones de células CD4 y CD8 se
regularia también la estimulacién policlonal por algunos microorganismos que actian como
superantigenos y contribuyen a la reagudizacién e inflamacién crénica persistente (2).

Otra aplicacion seria en situaciones de rechazo en transplante de 6rganos y las
complicaciones que resultan de la terapia inmunosupresora actual, produciendo in vitro factor
supresor dializable especifico para los antigenos HLA del prospecto donador del transplante, el
cual tendria la capacidad selectiva de bloquear la funcién de sélo subpoblaciones de células Tc
sensibilizadas y reactivas hacia las células blanco del 6rgano transplantado (11).

Sera importante entonces desarrollar pruebas de calidad controladas de modo que se
pueda detallar la integridad del sistema de factor de transferencia humano en estados
patolégicos comparados con la normalidad y asi poder crear estdndares de calidad, potencia y
acuerdos en la dosis requerida de las preparaciones del FT, con las especificaciones necesarias
sobre la funcién celular y técnicas que puedan convertirse en ensayos bioldgicos estandarizados
(1)- En todo paciente candidato al FT debe realizarse un “perfil inmunol6gico” para evaluar
inmunidad celular, humoral, fagocitosis y complemento: determinacion de linfocitos T vy
subpoblaciones para diferenciar de células cooperadoras y citotdxicas; intradermorreaciones

como PPD (proteina purificada y dializada de M. tuberculosis), candidina, varidasa (enzima de S.
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pyogenes) y tricofitina en las cuales si el paciente resulta negativo para la mayoria de los
antigenos indicara una posible alteracién en la respuesta inmune por linfocitos T; determinacién
de inmunoglobulinas (IgG, IgM, IgA), complemento y la prueba de nitroazul de tetrazolio para
mecanismos de muerte mediados por metabolitos del oxigeno (fagocitosis). De ser posible
también realizar pruebas para determinacién de citocinas y evaluar a la IL-2 y su receptor, IL 1, 4,
6 y 10, TNFa e IFNy para evaluar entre la participacién de subpoblaciones de linfocitos T
cooperadores (Th1 y Th2) de cuyo equilibrio depende la adecuada funcion del sistema
inmunoldgico (10). El modelo murino de infeccién con Salmonella enterica permitira avanzar en
ambas direcciones: el estudio de los procesos infecciosos relacionados con la inmadurez

inmunolodgica y el papel del FT como modulador y potenciador de la respuesta inmune.

El modelo murino de Salmonelosis.

Uno de los modelos experimentales mas ampliamente utilizados para el estudio de los
mecanismos inmunes es el modelo murino el cual permite el analisis detallado de cada uno de
los factores del huésped y del parasito que participan en el inicio, desarrollo y modulacion de la
respuesta inmunolégica (25)

El modelo murino ha sido ampliamente utilizado en el campo de la inmunologia, y ha
permitido el desarrollo de aproximaciones conceptuales y experimentales que han sido base de
avances fundamentales en la compresion de la respuesta inmune de los humanos. Una de las
ventajas del empleo de este modelo es que existen en el mercado reactivos que nos permiten la
identificacion y manipulacién de la gran mayoria de las moléculas que participan en la respuesta
inmune, se tienen cepas manipuladas genéticamente para el estudio del efecto de mutaciones o
defectos particulares y se ha mapeado el genoma completo del ratén (26).

En el caso que nos interesa, el modelo murino permite definir el papel de distintos factores

del parasito como moduladores de los mecanismos de defensa del huésped, identificar a los

13



genes asociados a la virulencia y desarrollar modelos de regulacién de los factores de virulencia
de Salmonella sp que le permiten la supervivencia y adaptacion al huésped colonizado (27-31).
En el caso del huésped, se han identificado factores asociados a la respuesta frente a la
infeccidbn y sus mecanismos de regulacién y el modelo murino ha permitido valorar las
posibilidades de manipulaciéon del huésped, del parasito y de ambos, con el propdsito de realizar
un andlisis que permita el desarrollo posterior de sistemas de inmunodeteccién, terapéuticos y

de inmunoprofilaxis (26-29, 32-35).

El modelo murino de inmadurez inmunoldgica.

Muchas especies de mamiferos al iniciar su vida extrauterina tienen inmadurez inmune,
principalmente de la respuesta inmune celular, y en un lapso corto logran alcanzar un nivel de
eficiencia semejante al del adulto joven. El ratdn tiene esa situacion y se ha demostrado que la
sensibilidad a la infeccién por Salmonella sp disminuye con la edad, lo que hace a este modelo
un sistema de estudio para analizarlos mecanismos involucrados en la maduraciéon de la

respuesta inmune (36-37).

El modelo murino v el estudio de los DLEs.

Utilizando el modelo murino de infeccién por Mycobacterium, Estrada-Parra y col. han
demostrado que el empleo de DLEs modifica sustancialmente el desarrollo de la infeccion,
permitiendo una mayor tasa de supervivencia de los ratones infectados, un mejoramiento de sus
niveles de expresién de citocinas Th-1, TNFa e iNOS y una mejor respuesta a la quimioterapia, lo
que permite suponer que el FT actia como un regulador y estimulador de los mecanismos de la
respuesta inmune en el ratén (38). Asi también el modelo murino ha permitido establecer la
dosis, la via de inoculacién y la respuesta del huésped a la aplicacion del FT (39). A pesar de las

experiencias con el modelo, su utilizacién presenta problemas de bioseguridad por el uso de
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Mycobacteriumy por lo mismo requiere de instalaciones especiales para el mantenimiento de los
huéspedes infectados.

Un aspecto interesante es la actividad antibactericida de los DLEs frente a Gram
negativos y Gram positivos, lo que implica la presencia de blancos bacterianos o celulares
inespecificos y evidencia las posibilidades terapéuticas de este grupo de biomoléculas (40). En
el estudio de las actividades biolégicas del DLE ha resultado importante la aportacion del grupo
de Nuevo Ledn, México, utilizando modelos bacterianos y extractos bovinos para el estudio de
las actividades inmunomodulares del DLE y las aportaciones del grupo de Cuba en el empleo
terapéutico del DLE y sus mecanismos moduladores, ambos empleando modelos de
estimulacion con lipopolisacaridos, acidos teicoicos y peptidoglicanos bacterianos (20, 41-42).

Una meta importante ha sido el desarrollo de terapias dirigidas a la inhibicion de la
produccion de TNFa, considerando que no pueden removerse por completo las citocinas
pudiendo ser esto mas dafino que benéfico ya que usualmente permiten una respuesta
compensatoria del huésped, la remocién del TNFa y la IL-1 dejaria al huésped inmunosuprimido.
Franco-Molina y cols. analizaron el choque endotéxico en modelo murino inducido por
lipopolisacaridos de membrana (LPS) y la utilizacion de un DLE bovino (bDLE). Los efectos de la
sepsis por Gram negativos pueden ser imitados por una infusion de endotoxinas con liberacion
de citocinas proinflamatorias, mediadores del lipidos y radicales libres, citocinas antiinflamatorias.
El pretratamiento con bDLE a diferentes momentos no afect6é ni la morbilidad ni la mortalidad
inducida por la administracion del LPS pero el postratamiento tras inyectar LPS disminuyeron la
mortalidad. El tratamiento con LPS indujo la expresién de genes de citocinas: IL-10, IL-6 y TNFa,
IL-1B, IL-12p40. Los resultados muestran que el bDLE da lugar a mayor supervivencia en el
choque endotoxico inducido por LPS en modelo murino, modulando la expresion génica de
citocinas proinflamatorias y sugiriendo que el bDLE es un agente terapéutico efectivo para
patologias inflamatorias asociadas a unas expresion desbalanceada de citocinas inflamatorias

con en el choque séptico, artritis reumatoide y otras (3).
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En los ensayos clinicos y terapéuticos sobre el factor de transferencia deben considerarse
si las preparaciones son relativamente impuras (1). Comparando con otros “modificadores de la
respuesta inmune” o “inmunmoduladores” el factor de transferencia presenta ventajas como su
relativa facilidad de preparacion, el ser dializable lo deja libre de microorganismos o antigenos de
histocompatibilidad y los efectos secundarios respectivos. (10). Tal vez las respuestas clinicas
favorables se deban a componentes no reactivos a antigenos en la preparacion, o que sean
dependientes de antigeno o sélo un resultado casual, relaciondndose a moléculas similares a
citocinas independientes de antigenos que actian por si mismos o en conjunto con componentes
realmente reactivos a ellos (1).

La estandarizacién de formas o manifestaciones de una enfermedad y su severidad son
requeridas, asi como la especificacion microbiolégica del estado de infeccién en patologias
cronicas. También deben convenirse criterios de inclusion y exclusion, criterios de prondstico y
dosificacion del FT para estudios clinicos. Lo anterior requiere de pruebas de laboratorio con
valor predictivo en pacientes de ingreso para eleccién y durante su monitorizaciéon inmunolégica
de la respuesta al tratamiento. Comprendiendo mas sobre el mecanismo de accion en la salud y
la enfermedad ayudara a identificar los desérdenes y los pacientes que son mas probables de

beneficiarse de la terapia con dicho factor (1).

Justificacion

Ha surgido gran interés acerca de las caracteristicas, naturaleza, reactividad del antigeno
y funcién inmunolégica del factor de transferencia, principalmente sus potenciales aplicaciones
clinicas en inmunoterapia e inmunodiagnostico (1).

El recién nacido y los niflos son susceptibles a las infecciones por agentes
gastrointestinales tales como Salmonella sp., el curso de estas infecciones en adultos es

usualmente autolimitado, pero en neonatos puede progresar a una enfermedad sistémica
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diseminada. Los mecanismos exactos de la susceptibilidad neonatal incrementada y el proceso
que conduce al desarrollo de un proceso infeccioso usualmente controlado en los adultos
permanecen esencialmente desconocidos. Existen hipétesis de que los mediadores protectores
claves que estan presentes en adultos pueden estar ausentes en neonatos como resultado de
una inmadurez inmunoldgica.

Debido a que la susceptibilidad relacionada con la edad no es un proceso bien entendido,
un modelo animal neonatal de infeccién bacteriana podria ayudar a avanzar en el conocimiento
de los mecanismos involucrados en este proceso. Existen evidencias experimentales de una
susceptibilidad diferente a la infeccién experimental con S. typhimurium entre ratones inmaduros
y ratones adultos, menciondndose como factores asociados a ésta la inmadurez intestinal, la
presencia de flora diferente y la inmadurez inmunol6gica conocida del ratdbn neonato.

La infeccion de los ratones con S. enterica serovar typhimurium que causa una
enfermedad semejante a la tifoidea humana es un modelo ideal. Ambos, respuesta del huésped
y patogenicidad han sido estudiados, resultando en un sistema bien definido que es facilmente
adaptado para evaluar los pasos de maduracién en el desarrollo de defensa efectiva del
huésped.

La falta de un modelo experimental para el estudio de los mecanismos de accién del FT
que nos permita la identificacion precisa de los componentes activos de los DLEs, el estudio de
los mecanismos de accién de estos componentes, de su papel como inmunorreguladores y de
sus posibilidades reales en el tratamiento de patologias asociadas a defectos en la respuesta
celular del huésped es una de las principales limitantes.

La mayoria de los ensayos clinicos de la terapia con FT utilizan dializados leucocitarios en
crudo, que contienen proporciones variables de factor inductor y supresor. La meta es el
incremento de la inmunidad celular, que podria estimularse con el enriquecimiento del factor
inductor y la remocién del supresor en las preparaciones administradas del FT. En patologias con

respuesta hiperinmune deletérea o situaciones clinicas con respuesta inmune indeseable la
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administracién del factor supresor antigeno especifico podria estar indicada, como las alérgicas o

atdpicas, y autoinmunes como lupus (2).

Obijetivo general

Estudiar la actividad inmunomoduladora de los Extractos Dializables de Leucocitos (DLEs)

utilizando un modelo experimental de infeccién con Salmonella B en ratones neonatos

Objetivos especificos

1. Obtener DLE especifico para Salmonella B (DLE®)

2. Observar la actividad del DLE®® en ratones neonatos infectados experimentalmente con

Salmonella B.

Hipotesis
“El modelo de infeccién experimental en ratones neonatos permite evaluar la actividad

inmunopotenciadora del Extracto Dializable Leucocitario (Factor de Transferencia)”

Clasificacion del proyecto

Este es un proyecto comparativo, longitudinal, experimental, dentro del area biomédica.
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Material y Métodos

Parte 2.-_Obtencion de DLE especifico para Salmonella B (DLE*)

A) Obtencion del extracto dializable leucocitario

Siguiendo el protocolo descrito se obtuvieron los extractos dializables especificos (DLES?)

a partir de:
1) Bazos de ratones inmunizados con Salmonella B muerta por calor, inoculados
via subcutanea con 1x 10° bacterias/ 10uL mas AIF (adyuvante incompleto de
Freund) en el dia 0y 7 y con 20ug de EST (extracto soluble total) de Salmonella
B aplicada los dias 21 y 40.
I1) Bazos de ratones sanos.

Los productos obtenidos fueron enviados para evaluacion de esterilidad y cuantificacién
de endotoxina al laboratorio de control de calidad de la ENCB (tercero autorizado por

COFEPRIS).

Obtencion del DLE (bajo condiciones de esterilidad): Sacrificio de animales y obtencidn de bazo.

1. En este caso en particular, se procesaron 10 bazos (5 de ratones sin inmunizar y 5
ratones inmunes)

2. Los bazos se disgregaron en cajas Petri con la ayuda de una malla de acero inoxidable y
el émbolo de una jeringa de 10 mL y empleando un volumen final de 5 mL de agua filtrada
a través de un filtro Millipore estéril.

3. Las células en suspensién se colocaron en un tubo de centrifuga estéril y se rompieron
mediante choque térmico (congelacién y descongelacion) 4 veces, utilizando para ello un

bano de agua a 37°C y hielo seco a -78°C.
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4. Posteriormente el volumen obtenido (5mL) se dializé durante 18 hs contra 40mL de agua
Millipore (membrana utilizada con valor de corte de 10-12 kDa).

5. Se cuantificd el contenido de enlaces peptidicos empleando la técnica de BCA para
conocer el contenido proteico del dializado

6. Se ajustd y dosificd el volumen, para obtener 10 unidades por frasco.

7. El extracto se liofilizé y se mantuvo a 4°C hasta su utilizacién.

8. Almacenaje.

5ml H20 estéril

BALB/C 5 ciclos de choque térmico

(congelacién y descongelacion
E -78°Cy 37°C). <:j <:j Disgregar bazo

Didlisis utilizando un
corte de 10-12 KDa.
18hr.

o Dosificacion y ajuste
Formulacién con )
|l> Sacarosa al 2.4% |:> a 10 U DLE murino

y glicina al 4.8% por frasco

Liofilizacion

Almacenaje <_—_|
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B) Obtencion de Antigeno de Salmonella

Se realizaron cultivos de la cepa de Salmonella tipo B en caldo soya tripticaseina
incubados durante 24 h a 37°C, posteriormente los cultivos fueron centrifugados a 5,000 x g
durante 10 min y el sedimento resuspendido en 3 mL de solucion salina isoténica estéril, la
biomasa resuspendida se sometié a 4 ciclos de choque térmico y posteriormente se centrifugé a

5,000 x g durante 10 min. El sobrenadante se transfiri6 a tubos Eppendorf.

Con el fin de clarificar el sobrenadante y evitar particulas suspendidas, éste se centrifugd
a 15,000 x g durante10 min. El sobrenadante clarificado se filtr6 empleando un poro de 0.22

micrometros y posteriormente se realizé la determinacion de proteinas.

Las pruebas de control de calidad y determinaciéon de proteinas se muestran en un anexo

en la parte final de este documento.

Parte 3.- Evaluacion de la actividad inmunomoduladora del DLES?

A) Determinacion de DTH especifica para Salmonella B

Con el fin de evaluar la capacidad del DLE en la transferencia de DTH, se emplearon 3
grupos de experimentacién cada uno de ellos con 10 ratones a los cuales se les administr6 el
DLE *® y 48 posteriores a la aplicacién del DLE se administré a cada ratén 18.09 ug de antigeno
de Salmonella en un volumen de 30uL, en el cojinete plantar, aplicando desde la parte superior

de la pata del ratén, para evitar la reaccion provocada por el piquete.

=

DLE
N B  Obtenido a partir de ratones sin inmunizar (inespecifico)

A Obtenido a partir de ratones inmunizados (especifico)
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Los grupos se distribuyeron de la siguiente manera:

Tabla 3. Distribucion de grupos

Grupo Transferencia | Reto Pata control| Reto Pata Antigeno
Control SS* SS 18.09 ug
Especifico DLE®® 3ug SS 18.09 pg
Inespecifico DLE 3ug SS 18.09 ug

*Solucién Salina

B) Lectura de DTH

Se midié el grosor del cojinete plantar en el tiempo cero TO (previo a la aplicacion del
DLE), a las 24, 48 y 72 hrs de su administracion (T24, T48, T72 respectivamente). La evaluacién
de los datos se realiz6 restandole el tiempo cero (basal) a las lecturas de las 24, 48 y 72 hrs en
cada pata. Posteriormente el resultado del Ass de la pata control (Solucién salina) se la restamos

al Axg de la pata que se reto con antigeno.

Tabla 4. Lectura de DTH

Pata Antigeno Pata Control DTH

A1 pg (T24 A1 s (T24-TO) A1 pg- A1 ss
A2 g (T48 A2 5 (T48-TO) A2 pg—D2 g5
A3 g (T72 A3 ss (T72-TO) A3 pg—NA3ss
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Etica

Ya que en este protocolo se utilizaron animales de laboratorio, se requirié la autorizacion
del Comité Institucional para el Cuidado de Animales de Laboratorio del INP (CICUAL) (46) y de
la Comisién Etica para el Manejo de Animales de Laboratorio de la UAM-X. Para el manejo de
los animales de experimentacién se siguieron los procedimientos y normas de Unidad de
Produccion y Experimentacion en Animales de Laboratorio (UPEAL-UAMX).

En el caso de los desechos generados por los roedores en experimentacion, se siguieron
las indicaciones de la NOM-062-ZO0-1999 (47).

Los roedores se mantuvieron en los espacios especificos para la observacion de animales
en experimentacion designados por la UPEAL alojandose de manera colectiva de acuerdo al
grupo de experimentacion al que correspondieron, se mantuvieron a temperatura controlada, en
periodos de luz-oscuridad de 12/12 horas con agua y alimento ad limitum (Laboratory Rodent
Diet 5001 PMI); en su caso, los animales de experimentaciéon fueron sacrificados mediante una

dosis de anestésico (Anestesal Reg. S.A.G.A.R. Q-0001-065).

Resultados

A) Transferencia de la DTH

Se reportd la capacidad de transferencia de hipersensibilidad cutdnea tardia en los tres
grupos: grupo control, grupo con administracién del DLE especifico para Salmonella y un tercer
grupo con DLE inespecifico. Se cuantificd a las 24, 48 y 72 hs posteriores a la administracién del

mismo.
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Gréfica 1. DTH de los grupos control y los grupos administrados con DLE especifico e

inespecifico.

C) Induccién de la transferencia de DTH por FT inespecifico y especifico a Salmonella

Se realiz6 la medicion del cojinete plantar en los tres grupos ya mencionados al tiempo
cero o0 basal y a las 24, 48 y 72 hs posteriores a la administracion del antigeno. Se expresan las
mediciones obtenidas en cada uno de estos tiempos. En la mayoria de los grupos la mayor
respuesta se obtuvo a las 48 horas para posteriormente disminuir a las 72 horas, salvo en el

grupo control con la administracién de solucion salina.
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Gréfica 2: Lecturas de los cojinetes plantares en todos los tiempos,

En la siguiente grafica, se representan las diferencias en los incrementos de inflamacion

tra el tiempo cero o basal.

del cojinete plantar en ambas patas segun el intervalo de medicién con

del antigeno, con una

on

Se observa un incremento mayor a las 48 horas de la administraci

En

disminucién posterior a las 72 horas. Se observa un menor incremento en el grupo control.

los grupos de administracién de DLE especifico e inespecifico no hay diferencia significativa en el

incremento del cojinete plantar.
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Gréfica 3. Comparacion de la inflamacion en el cojinete plantar de los ratones, inducido por el FT

inespecifico y especifico a Salmonella

D) Identificacion preliminar del FT por espectrofotometria.

La espectrofotometria es un estudio cuantificable del espectro electromagnético mediante
la intensidad de la luz emitida. Con el propésito de realizar una identificacion y caracterizacién
del FT obtenido en este proyecto, se establecié el espectro de absorbancia de luz ultravioleta
(LUV) de nuestro compuesto y se compar6 con el espectro de un FT comercial. En la grafica 4 se
comparan los espectros UV entre ambos FT; en este caso, el espectro control de factor de
transferencia humano comparado con el obtenido del factor de transferencia murino infectado
con Salmonella, reflejan un patrén UV muy semejante, demostrando que lo utilizado en este
estudio contiene probablemente los mismos componentes proteicos que otros factores de

transferencia ya utilizados en otros estudios.
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Gréfica 4. Espectros de absorbancia de LUV de FT humano y murino
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Tabla 2. Cuantificacion de proteinas en el FT murino especifico a Salmonella

[Prot]
Prom Correc | [Prot]
Muestra Factor de| Corrida ug/ml x | ug/ml
Abs Abs ug/mi
dilucion FD
A B C
0.58 [0.573 |0.577|0.577 0.479 |51.489 [514.89
INP/N-NE/E-
20 0.375(0.375 0.376 0.278 [29.189 |583.78 |577.64
SAL/NO/120808
40 0.254 {0.256 | 0.258|0.256 0.158 |15.856 |634.24
Discusion

Transferir la hipersensibilidad retardada con células lisadas fue descrito primeramente por
Lawrence en la mitad de los afos 50s. Esta observacién fue hecha en humanos y los
mecanismos de accion y la estructura completa de los factores de transferencia todavia no ha
sido determinada. Una variedad de modelos moleculares han sido propuestos, existe
controversia acerca de cémo informacion inmunolbgica especifica puede ser transferida por
moléculas con pesos menores a los 10 kDa. Este estudio intenta dirigir estos cuestionamientos.

Los ratones a los que se les dio FT inespecifico mostraron una respuesta cutanea similar
a los que recibieron el factor de transferencia especifico. Los tres antigenos (control, factor de
transferencia inespecifico, especifico para Salmonella) fueron distribuidos entre los ratones de tal
forma que se midi6 la respuesta en el cojinete plantar. Cada una de las tres preparaciones indujo
una respuesta retardada de cojinete significativa hacia antigenos homélogos pero no para

antigenos heterélogos, lo cual era lo esperado.
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Por lo tanto, los demuestran que las preparaciones de factor de transferencia produjeron
una respuesta cutanea tardia y de inflamacién local, y que la reactividad producida por cada
antigeno es especifica. Cuando el antigeno se da al mismo tiempo que el factor de transferencia,
no se desarrolla respuesta al antigeno, en contraste, en intervalo de 24 o 48 hrs entre el factor
de transferencia y las inyecciones de antigeno resulta en una reactividad especifica al antigeno.
La evidencia ha sido presentada por otros laboratorios que tales reactividades, activamente
producidas por sensibilizacion con antigeno o pasivamente por la administracion de células
inmunolodgicas del bazo o RNA inmunogénico, reflejan la actividad de la inmunidad mediada por
células (48,49).

Fue imposible conferir cualquier reactividad especifica o inespecifica en estos ratones,
como se determiné en los cojinetes y en la proteccion en contra del reto letal de Salmonella,
posiblemente por tomar el antigeno de Salmonella del sobrenadante y no de la biomasa del
centrifugado, argumentando que esta muestra no es lo suficientemente antigénica y no
desencadena una respuesta antigeno - anticuerpo cutanea retardada especifica protectora.
Queda pendiente en futuros trabajos realizar la toma del antigeno de Salmonella a partir de la
biomasa con la finalidad de comparar los resultados obtenidos con este estudio, y esperar una
respuesta cutanea tardia especifica contra infeccion de Salmonella en ratones.

Se pudo demostrar que sustancias derivadas de células de bazos de ratones BALB/c
inmunizados con Salmonella pueden transferir esa sensibilidad a recipientes BALB/c no

inmunizados.
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