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JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Desde 1957 se sabe que los dializados de extractos leucocitarios de
donadores inmunes, transfieren la respuesta inmune celular, en una forma antigeno
(Ag) especifica, a personas no reactoras; es decir que existen moléculas
dializables, que se encuentran en los linfocitos de individuos inmunes, que pueden
transferir informacion o “instruir” a linfocitos virgenes o no inmunes.

La naturaleza quimica exacta y los mecanismos que provocan estos efectos
no han sido bien definidos; sin embargo, estos “factores de transferencia® (FT) han
encontrado una amplia aplicacién clinica, ya que la respuesta inmune que
transfieren provee de beneficios, tanto profilacticos como terapéuticos, a pacientes
que debido a una inmunidad celular deficiente, son susceptibles a padecer de
infecciones causadas por gérmenes oportunistas, como virus, parasitos, bactetias y
hongos.

En- los Gltimos 2 afios el uso del FT ha nivel mundial ha aumentado
vertiginosamente, y de manera paralela la informacion acerca de él, sin embargo,
en nuestro pais su uso adn no es aceptado por muchos meédicos, debido a que no
se conoce su mecanismo de accién, provocando con ésto que la introduccion al
mercado nacional se haya visto un tanto limitada, y ain no se haya considerado
como una alternativa de tratamiento para diversos padecimientos.

Los efectos benéficos que el FT presenta son innegables, y es por ésto que
es fundamental investigar su modo de accion. Muchos de los estudios realizados
desde que el FT se empezd a utilizar, se basan fundamentalmente en conocer su
estructura quimica y pocos hay sobre su forma de accién. Este trabajo investigo el
efecto que tiene el FT sobre las células mononucleares de sangre periférica

(PBMNC) de individuos sanos y para ello se utilizaron PBMNC activadas con FT
1



nacional, producido en el Depto. de Inmunologia de la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas del [.LP.N. Ei FT se utilizé a diferentes concentraciones para
posteriormente analizar la presencia del RNAm de la p-actina y de la osteopontina
(Opn) mediante la técnica de la transcripcién inversa asociada a la reaccién en

cadena de la polimerasa (RT-PCR).



INTRODUCCION

FACTOR DE TRANSFERENCIA

Historia

A principios de los afios 40's Landstainer y Chase describieron por primera
vez la transferencia de respuesta inmune celufar (RIC) de un donador inmune a
uno no inmune utilizando para ello células de exudado peritoneal de cobayos
sensibilizados a tuberculina o cloruro de picrilo. Las células de los animales
sensibilizados eran transferidas a los receptores no sensibilizados y éstos adquirian
la capacidad de expresar la RIC de los donadores. Estudios posteriores en
animales indicaron que la transferencia era mejor cuando se realizaba entre
donadores y receptores que tuvieran alguna relacion y sélo cuando se usaban
células intactas y vivas. Las transferencias con células muertas o suero, no dieron
resultado (Chase 1942},

En 1949 Lawrence demostrd que era posible transferir la RIC en humanos,
abriendo con ésto nuevas ramas en la investigacion y el inicio en el desarrollo de
nuevas formas de inmunoterapia.

Lawrence inicialmente utilizo para preparar el FT, linfocitos viables intactos
de un individuo narmal con una intradermoreaccion (i.d.) positiva a la tuberculina.
Con este FT inyectd a un individuo normal que no presentaba i.d. a la tuberculina,
provocando que este individuo, al ser posteriormente retado con tuberculina,
presentara una respuesta intradérmica positiva. Estas observaciones no causaron
un gran impacto dentro de la comunidad cientifica de la epoca, debido en gran
parte a que al linfocito no se le reconocia ain como una célula del sistema
inmunologico, sino que era estudiado Unicamente desde el punto de vista

hematoldgico.



En 1955 Lawrence y col. demostraron que la hipersensibilidad cutanea tardia
6 DTH (de las siglas en inglés de delayed fype hypersensitivity) podia ser
transferida utilizando extractos solubles de leucocitos provenientes de 20mL de
sangre total. Al componente activo de estos extractos celulares se le llamé factor
de transferencia (FT). En estos experimentos Lawrence utilizé lisados de
leucocitos de donadores que presentaban i.d. positivas a antigenos tales como la
coccidiodina, el toxoide diftérico, la proteina M del estreptococo y el PPD. En
todos los casos los receptores eran individuos con i.d. negativas a estos antigenos;
pocas horas después de haber recibido el FT, los receptores eran capaces de
presentar reacciones de DTH positivas a los antigenos que eran reconocidos por
los donadores y el efecto parecia ser antigeno especifico.

En 1963 Lawrence y col. dieron a conocer que el FT podia pasar a través de
una membrana de didlisis con un corte molecular de 12,000 Da, complicando con
ésto, alin mas, el entendimiento de los mecanismos inmunologicos involucrados en
la transferencia, ya que los investigadores no entendian como moléculas tan
pequefias eran capaces de transferir la RIC de manera antigeno especifica. Esto
provocd que aparecieran varias explicaciones: como que el FT funcionaba
simplemente como amplificador de una sensibilizacion ya existente, 6 que los
dializados contenian fragmentos antigénicos altamente inmunogénicos (Petersen
1981).

La primera alternativa se descart6 al realizar experimentos controlados con
ratones y con antigenos sintéticos y la segunda atn no ha sido eliminada.

En los afios que le siguieron a 1963, la investigacion sobre el FT se vio
estancada y fué hasta la década de los 70's donde resurgi0, al demostrarse que

ciertos sindromes de inmunodeficiencias podian reconstituirse utilizando FT (Levin
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1970). En 1973 Levin demostrd que el FT ademas de transferir la RIC, conferia la
capacidad de inducir la produccion de linfocinas en respuesta a antigenos
especificos, asi como la resistencia a la infeccion en padecimientos con una
inmunidad deficiente de caracter genético.

En la década de los 80's se realizaron numerosos estudios clinicos del
efecto del FT en diversos padecimientos, observandose en la mayoria de ellos
efectos benéficos (Fudenberg y Pizza 1993).

En los siguientes afios, la investigacion sobre el FT se enfoco al estudio de
su estructura quimica, utilizando para elio diversas metodologias enzimaticas,
quimicas y fisicogquimicas (Kirkpatrick y Rozzo 1992).

Kirkpatrick y Rozzo emplearon en 1983 antigeno inmovilizado como
“anzuelo” para capturar al FT, obteniendo con ésto FT concentrado para
posteriormente purificarlo por cromatografia liquida de alta presion (HPLC); en este
trabajo también se desarrofld un modelo animal para seguir la purificacion del FT
especifico, induciendo la induracion del cojinete plantar de ratones no
sensibilizados, y tratados con las diferentes fracciones purificadas.

En los albores del afio 2000, el FT ha tenido un repunte impresionante, en
diversos paises del mundo se utiliza ampliamente como profilactico, ofreciendo una
aternativa a diversos tratamientos, o simplemente como Unica allernativa de
tratamienta, como es el caso de la Hepatitis C.

Actualmente, utilizando la red de comunicacién mundial (Internet), es facil
encontrar reportes clinicos e informacion general sobre el FT. Desgraciadamente,

su naturaleza quimica exacta y su mecanismos de accion, alin no se conocen.



Definicién de términos

Es comin confudirse con los términos “extracto dializable de leucocitos" y
“factor de transferencia®’, ya que desde el inicio de las investigaciones ambos
fueron usados para definir una misma accién, entendiéndose actualmente que :

El extracto_dializable de leucocitos (DLE) proviene del rompimiento del

paguete de leucocitos (“buffy coat”) de una pinta de sangre (450 mL), 6 de células
linfoides obtenidas del bazo, seguida de un proceso de didlisis donde se obtiene la
fraccién de bajo peso molecular que dializa.

Desde el principio se penso que era el FT lo que le daba la actividad al DLE.
Sin embargo, al analizar los DLE se encontré que éste contiene mas de 200
especies quimicas (contrario a lo que suponia Lawrence), y muchas de ellas tienen
actividad biologica.

Ciertos componentes del DLE tienen un efecto no especifico sobre la
inmunidad celular, son antigeno independientes, y participan activamente en el
fendmeno inflamatorio, algunos de estos son: prostaglandinas, nicotinamida, &cido
ascarbico, histamina, serotonina, factores de diferenciacion de linfocitos (timosinaj,
quimioatrayentes para monocitos (quimiocinas) y factores inmovilizadores de
neutréfilo (Wilson y Fudenberg 1983).

Por lo tanto quedar reservado el nombre de factor de transferencia (FT), a
los componentes del extracto dializable de leucocitos (DLE) que transfieren la
respuesta de linfocitos T de una manera antigeno especifica. La fraccion antigeno
especifica contiene una multitud de diferentes factores de transferencia (FT's) que
corresponden a la suma de las experiencias inmunes del individuo de donde se

obtiene el extracto leucocitario dializado.



Caracteristicas generales del FT

¥ Todos los FT's son moléculas de bajo peso molecular comprendido entre
los 3,500 y 6,000 Da.

® E| FT es labil al calor, pero muy estable al frio, puede ser almacenado por
varios afios a temperaturas comprendidas entre -20°C y -70°C.

B Existe una interaccidn Unica y especifica entre el FT y el antigeno que fué
utilizado para inducirlo.

Estructura gquimica del FT

La mayoria de los estudios indican que el FT contiene ribonucledtidos unidos
a pequenios péptidos, originando una estructura de oligoribonucleopéptido. Hubo
cierta discrepancia entre diversos investigadores de todo el mundo en lo que se
referia a esta estructura, llegandose a la conclusion de que todo dependia de la
forma en ia gue se obtuviese el FT. Tal parece que e! péptido y el
oligonbonucledtido se unen in vivo v el rompimiento de esta unidn destruye su
actividad bioldgica (Fudenberg 1993).

El consenso general es que e FT pesa entre 3,500 y 6,000 Da. Si en
realidad existe un FT Gnico para cada antigeno, entonces es posible gque los
factores de transferencia varien estructuralmente de una manera muy similar a
como lo hacen las regiones determinantes de complementariedad (CDR) de las
regiones hipervariables de las inmunoglobulinas {lg’s) o del receptor de la célula T
(TCR).

Considerando el peso molecular y la composicion de los diferentes FT's
aislados hasta el momento, es factible que cada factor contenga por lo menos

ocho aminoacidos; por lo tanto, si consideramos las posibles combinaciones con



los 20 aminoacidos conocidos (aungque cabe mencionar que‘ solo se han
encontrado 18 de los 20, en FT’s purificados), entonces deben existir varios
millones de variaciones en la estructura primaria (8'%), y por lo tanto varics
millones de FT's especificos para todos los diversos antigenos existentes

(Kirkpatrick 1988).

Especificidad del Factor de Transferencia

Posiblemente una de las caracteristicas mas importantes y controvertidas
del FT, sea que muestra especificidad, y ésta estd dada por los antigenos utilizados
para inmunizar al donador, o en forma méas general, por los antigenos con los que
ha tenido contacto. Lo anterior fué propuestc posterior a la realizacion de
experimentos con antigenos sintéticos y microbianos.

La mayoria de los receptores no inmunes, adquieren RIC demostrable por
DTH a la mayoria de los antigenos a los cuales los donadores responden, pero hay
algunos antigenos a los que no responden. Aln mas dificil de entender, es la
adquisicién de una respuesta en el receptor no inmune, a un antigeno al cual el
donador da una prueba negativa (Kirkpatrick y col. 1985). En estos experimentos,
se utilizaron grupos de ratones que se inmunizaron con diferentes antigenos, de
cada grupo se preparé FT especifico, con extracto dializado de ios esplenocitos y
&ste se utiizd para sensibilizar ratones virgenes. Después de 24h los animales
receptores fueron retados con los diferentes antigenos empleados. Los ratones
receptores solo reaccionaron a los antigenos con los que el donador habia sido
previamente inmunizado. Los controles utilizados en estos experimentos eran

ratones que recibieron FT provenientes de animales no inmunes, estos animales no



presentaron DTH para ningn antigeno, por lo que quedé descartada una actividad
de adyuvante en el FT (Petersen 1981).

Mecanismo de accidén

Aungue el mecanismo de accidn exacto no se conoce, se¢ han propuesto
varias hipotesis para explicario; una de ellas es que el FT forma parte del TCR, si
ésto es cierto entonces el FT seria necesario para la activacion de los Th, ya que la
activacion se efectda al unirse el Ag a las MHCIi de las células presentadoras de
antigeno (APC). Esto se apoya en que el FT especifico para PPD se une
exclusivamente a PPD (Kirkpatrick 1993).

Otra hipotesis sefiala que el FT puede desbloquear o desreprimir
poblacicnes de linfocitos T, responsables de la inmunidad celular, y por lo tanto
modular la misma. Ambas hipdtesis atn no han sido comprobadas, haciendo falta
realizarse mas experimentos, ya que gueda por explicarse de qué manera se
puede fransferir la inmunidad a un receplor previamente no respondedor, en una
forma totalmente especifica.

Aplicaciones dej FT

El FT se ha utilizado clinicamente como un agente inmunoprofilactico o
inmunomodulador en diferentes padecimientos, como se muestra en la Tabla L.

El FT se adminisira por via oral o parenteral, y en el mercado se puede
adquirir en diversas presentaciones; tabietas, capsulas, solucidn 6 liofilizado.

No se han reportado efectos adversos después de su administracion, y el
costo del FT producido en nuestro pals es mucho menor en comparacion al del

producido en otros lugares en el mundo.



TABLA|

1.~ Inmunodeficiencias severas

A.- Defectos congénitos

Sindrome de Wiskott-Aldrich

Ataxia telangiectasia

Sindrome de inmunodeficiencia severa combinada
Sindrome parcial de Di George

Disgamaglobutinemia con defectos en inmunidad celular

" & & & 8

il.- Enfermedades Infecciosas

A.- Hongos
« Candidiasis mucocutanea crénica
+» Histoplasmosis diseminada
Coccidioidomicosis diseminada

L

B.- Virus

« Citomegalovirus

* Herpes zoster

¢«  Sarampion

+ QOtros
C.- Micobacterias

+« Tuberculosis

e Lepra

+ Mycobactenium fortuitum
D.- Protozoarios

+ Leishmaniasis cutanea
E.- Cancer (principalmente cuando tiene etiologia viral)

¢ Osteosarcoma

+ Hipernefroma

« Céancer de mama

« Carcinoma nasofaringeo

Il.- Enfermedades autcinmunes

A.- Enfermedades autoinmunes no érgano especifico
s Lupus eritematose crénico discoide
« Sindrome de Behcet

Como se puede apreciar en la tabla anterior, los usas clinicos que se le han

dado al FT han sido muy variados, utilizandose recientemente, en pacientes con

SIDA con muy buenos resultados (Gottlieb & Sizemore 1995).
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OSTEOPONTINA

Esta proteina es relativamente joven ya que las investigaciones sobre ella se
han realizado en los Ultimos 10 afios. Debido a que ha se ha aislado en diversas
especies, y de diferentes tejidos ha recibido nombres taies como: 2ar, 2B7 mRNA,
44K BPP (bone phosphoprotein), 66KDa BPP, bone sialoprotein-1, Eta-1 (early T
lymphocyte activation protein 1), M11, Spp-1, transformation-associated secreted
phosphoprotein,  transformation related phosphoprotein, tumor  secreted
phosphoprotein, urinary stone protein y uropontina,

Localizacion

La osteopontina (Opn) es una proteina de adhesién ubicada en la matriz
extracelular, es abundante en hueso, donde es sintetizada por los preosteoblastos,
osteoblastos y osteoclastos que se encuentran en la fase mineralizada de la matriz
dsea. En células osteoblasticas, la expresion del RNAm de Opn es regulado
positivamente por factores de diferenciacion y factores de crecimiento tales como:
el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento transfo}mante B (TGFB) vy la proteina
mortfogénica de hueso (BMP-7). Otras vias de induccion de sintesis son: estres que
promueva la formacion de hueso, y hormonas osteotrépicas como el acido retindico
y la vitamina D3, que promueven la resabsorcion y remodelacion gsea {Rodan
1995).

Esta proteina se encuentra en grandes cantidades en la leche, en orina y se
ha encontrada también en células maklignas. La Opn se considera una citocina, ya
que es secretada por macrofagos activados y representa la molécula mas

abundantemente secretada por los linfocitos T activados. Es expresada
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constifutivamente por lineas de linfocitos inmaduros dobles negativos (Weber
1996).

En la rata, la Opn se encuentra en grandes cantidades en el rifidn, y en el
ratén se han detectado altos niveles de expresion de esta citocina en medula osea,
tejido epitelial especializado, incluyendo tibulos renales potsnatales y embribnicos,
epitelio uterino; también es sintetizada por odontoblastos.

Caracteristicas proteicas

La Opn es una proteina de caracter acido, fosforilada, rica en acido sidlico y
capaz de unir Ca®*, contiene una secuencia sefial de secrecion. Sus mliltiples
interacciones con el Ca®*, probablemente influencien en su conformacion, pudiendo
formar parte i;;;rtante en procesos mediados o dependientes de ca®".

Probablemente existe en isoformas especificas en cada tejido, que pudiesen
tener funciones celulares pariculares; ésto se apoya en que se han encontrado
diferentes fragmentos de la proteina, unidos a trombina, y existen evidencias que
sugieren que dicha unidn puede ser importante en la regulacién de la funcién de la
proteina. La Opn en hueso es extremadamente heterogénea y difiere de la que se
encuentra en leche, en que la primera tiene 28 residuos compietamente
fosforilados. Las células renales de rata secretan tanto la forma fosforilada como la
no fosforilada y ambas tienen diferentes propiedades fisiologicas.

Las diversas formas de la proteina parecen estar reguladas de manera de
distinta en células normales y células fransformadas, a través de mecanismos
transcripcionales v post-transcripcionales que son regulados por hormonaé

osteotropicas, factores de crecimiento y factores promotores de tumores, como el

12-O-tetradecanoil-forbol-13 acetato (Mukherjee 1905).
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Expresion y Receptores de Opn

El gene que codifica para ta Opn ha sido mapeada en el humanc al
cromosoma 4q y en &l ratén al cromosoma 5. La proteina contiene una secuencia
de Arg-Gly-Asp (RGD), la cual funciona como una secuencia de adhesion celular
gue reconoce a la integrina aVB3 (receptor de vitronectina). Mediante experimentos
de mutagénesis dirigida sobre esta secuencia, se obtuve una Opn recombinante
mutada en esta secuencia; esta proteina perdié su capacidad de adhesion celular.
La Opn también parece unirse a otras integrinas tales como VPS5 y la aVp1
(Sanger 1996), y actualmente se sabe que también puede ser ligando de CD44.

Esta dltima interaccion: Qpn-CD44 participa en la quimictaxis, dependiendo
de la presentacion de la osteopontina, ya sea en forma soluble o inmovilizada. La
secrecion de osteopontina y 1a expresion de CD44 causan fa migracion de células
tumorales a sitios especificos de formacion de metastasis (Weber 1997).

Funcién Biologica

La Opn tiene un amplio espectro de actividades, sin embargo no todas estan
relacionadas con células en desarrollo, remodelacion y reabsorcion de hueso. Las
ofras involucran reclutamiento y estimulacion de macrdfagos y linfocitos, como
parte de la respuesta no especifica a infecciones bacterianas. Diferentes lineas
celulares de macrofagos murinos y macrofagos peritoneales muestran diferentes
niveles de expresion del gen de osteopontina.

La unién de Opn a CD44:

1) Induce actividad quimiotactica provocando la migracion de los

macréfagos.,
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2) El estallido respiratorio y la actividad de la oxide nifrico sintetasa son
suprimidas, posiblemente como proteccidn contra dafo al tejido durante la
migracion macrofagica (Weber 1996).

3) Incrementa la proliferacién de linfocitos B y la generacion de
inmunoglobulinas.

Después de la transformacion de fibroblastos y células epiteliales, se ha
observado un incremento en la secrecion de osteopontina, y ésto se correlacion
frecuentemente con carcinogénesis.

ta Opn se encuentra involucrada en la inflamacidén granulomatosa a través

de la reguiacién de la migracién de histiocitos. También se ha demostrado que se

encuentra involucrada en la calcificacion de las placas aterosclerodticas (O'Brien

1994).
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OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto de la preparacion llamada “factor de transferencia” (FT),
que se produce en la ENCBAPN, sobre células mononucleares de sangre periférica

obtenidas de individuos sanos.

OBJETIVC PARTICULAR
Identificar que genes se encienden o apagan en células mononucleares de
sangre periférica de individuos sanos estimuladas in vitro con FT aplicando la

técnica de RT-PCR.
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METODOLOGIAS
Durante el desarrolio de este trabajo se emplearon 3 metodologias
principales:

1.- Extraccién y purificacion de células mononucleares de sangre
periférica (PBMNC).

2.- Activacion de PBMNC con FT

3.- Transcripcion inversa- PCR (RT-PCR)
Estas se muestran en el diagrama de frabajo en la siguiente pagina, vy se

detallan a continuacion:

1.- EXTRACCION Y PURIFICACION DE CELULAS MONONUCLEARES DE

SANGRE PERIFERICA (PBMNC).

o Obtener 10 mL de sangre periférica utilizando heparina como
anticoagulante.

e Diiuir la sangre 1:2 con solucién de Hank's (Gibco BRL, Gaithersburg, MD,
USA) 1X.Estratificar cuidadosamente la sangre diluida en Lymphoprep (Sigma, St.
Lois Missouri, MO, USA) utilizando un tubo conico de 50 mL estéril. Cuidar que la
proporcion usada sea de 3ml de Lymphoprep por cada 7 mL de sangre.

s Centrifugar a 1,500 rpm durante 30 min.

sAspirar cuidadosamente las células mononucleares localizadas en Ia
interfase formada entre los gldbulos rojos y el plasma y transferidas a un tubo
conico de 50 mL nuevo y esteril .

» Adicionar 30 mL de solucion de Hank' s (Gibco BRL, Gaithersburg, MD,

USA } 1X para romper el gradiente de Lymphoprep y lavar las células.
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DIAGRAMA DE TRABAJO

Obtencion y purificacién
de c2lulas mononucleares
de sangre periférica

Cuenta de Cé&lulas

Activacién de células
mononucleares con FT

Incubacion

]

Cosecha en
regulador de lisis

1

Extraccién de RNA

Obtencion de cDNA
mediante la reaccion de
transcriptasa inversa

Amplificacion
de beta-actina y Opn
utilizando la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR)

Visualizacion de los
productos de PCR
en geles de agarosa al 2%

Analisis de resultados




+Centrifugar a 1,200 rpm durante 15 min.

oEliminar el sobrenadante y resuspender el botén de célutas en 20mL de
sol. de Hank's 1X.

» Centrifugar a 800 rpm durante 10 min.

« Repetir los dos pasos anteriores.

» Eliminar el sobrenadante y resuspender las células en 1mL de medio AIMV
(Gibco BRIL., Gaithersburg, MD, USA),

» Contar las células utilizando la camara de Neubauer y una dilucion 1:10 de

las células en azul tripano (ver apéndice).

2.- ACTIVACION DE PBMNC CON FACTOR DE TRANSFERENCIA

Se utilizaron cajas de cuitivo de 96 pozos con fondo en U estériles (Nunc)

» En cada pozo se sembraron un total de 2 x 10° PBMNC, contenidas en
150ul de medio AIMV. Se estudiaron cinco variables por triplicado, utilizando para
ello 15 pozos por placa y un total de 3 x 10% células por experimento (2 x 10° X 15
pozos).

Se dtilizaron 3 lotes diferentes de factor de transferencia (FT) producidos en

el Depto. de Inmunologia, de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, del IPN.
Lote 100497
Lote 650397
Lote 1TMO397
Agregar en cada pozo, segun sea el caso (ver esquema No. 1) las soluciones
correspondientes, contenidas todas en un volumen de 50ul, para obtener uh

volumen final de 200pl en cada pozo. Consultar apéndice .
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+Una vez agregadas ias soluciones en cada pozo, incubar a 37°C y 5%

presiodn parcial de CO; durante 6 horas.

Esguema No. 1

1.-Sin FT

2.- FT concentrado
3.-FT dil. 1:10

4.- FT dil. 1:100

5.- Concanavalina A

*Solo se esquematizan los pozos due se ocuparon en la placa de 96.
Cosecha celular

» Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, centrifugar la placa de cultivo
a 1,500 rpm durante 10 minutos.

« Eliminar el sobrenadante en cada pozo.

eAdicionar 200ul de regulador de lisis frio {ver apéndice) por pozo y
resuspender el botdn de células formado.

«Unir los 200l de regulador de lisis correspondientes a la misma variable en
un tubo Eppendorf de 1.5mL. De ésta manera se obtuvieron un total de 6 x 10°
células lisadas en un totat de 600ul de regulador de lisis frio.

¢+ La muestra puede ser almacenada en éste paso a -70°C en caso de no

ser procesada inmediatamente.
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3.- TRANSCRIPCION INVERSA-PCR (RT-PCR)

A) EXTRACCION DE RNA CON FENOL ACIDO-CLOROFORMO PARA
ANALISIS DE RT-PCR.
Todo el proceso debe realizarse manteniendo siempre la muestra en hielo.
s Adiadir a cada 600 pl. de lisado que contiene el RNA:
1.- 50uL de acetato de sodio 2M frio y agitar en vortex 30 seg
2.- 500k de fenol acido ( pH 4.3 Gibco BRL., Gaithersburg, MD, USA)
frio y agitar en vortex 30 seg
3.~ 100pt de cloroformo {Merck 8547) y agitar en vortex 1 min
» Dejar 1a muestra en hielo durante 15 minutos, agitando vigorosamente
cada Smin
» Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min
+ Remover la fase acuosa sin tocar la interfase (aprox. 400ul). Este paso
debe realizarse con sumo cuidado para no contaminar el RNA extraido con DNA.
+ Precipitar el RNA con un volumen igual de alcohol iscpropilico frio
{aproximadamente 400puL),
» Incubar la muestra -70°C por 1 h 0 en nitrégeno liquido por cinco minutos
(para acelerar la precipitacion del RNA). En caso de no llevarse a cabo |a
transcripcion inversa en este punto se puede almacenar la muestra a -70°C hasta
Su uso.
B) TRANSCRIPCION INVERSA DE mRNA
+ Centrifugar la muestra a 14,000 rpm durante 20 min para recuperar el |

RNA. .
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« Decantar el sobrenadante, con cuidado de no lievarse el precipitado de
RNA.

« Afadir 800ul. de etanol (grado reactivo) al 80 % en agua-DEPC (ver
apéndice) y agitar suavemente.

« Centrifugar a 14,000 rpm durante 1 min y decantar el sobrenadante.
Efiminar el exceso de etanol sin tocar el total de RNA.

« Repetir los dos pasos anteriores.

o Secar en la estufa a 37°C de 10 a 15 min.

« Resuspender el precipitado seco en 13ulL de Agua-DEPC aspirando y
regresando el RNA varias veces para asegurar su disolucion.

e Afadir 2uL de la solucién concentrada de Smyimb de oligo dT (Gibco
BRL Oligo dT13.1a).

« Incubar a 65°C por 10 min, en el termociclador {Hybad Omn-E).

¢ Sacar y colocar en hielo 5 min.

« Agregar 15ul de mezcla de reaccién (*) para obtener cDNA (volumen final
de 30uL).

¢ Centrifugar durante 10 seg para mezclar todos los componentes de la
reaccion,

«Continuar la reaccion en el termociclador con las siguientes temperaturas’

TEMPERATURA TIEMPO
37°C 1 hora

85°C & minutos
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*Mezcla de reaccion para cDNA

Solucién Concentracion final
Agua -DEPC 3.8 ul
5X 12 Strand Buffer | 6.0 pl | 1X
Gibco BRL 18427-013
dNTP’s 10 mM 1.2 pL [ 400 uM
Gibco BRL 10297-018
MMLV-RT 200 U/l | 1.0 L |200U/pL
Gibco BRL 28025-013
DTT 100 mM 3.0 ul |10 pM
Gibco BRL 18418-012

« Terminada la reaccién agregar 70 pL. de Agua-DEPC para obtener un
volumen final de 100 pL. De este cDNA se tomaron 5 pl- para hacer el PCR.

« Mantener en congelacién el cDNA hasta su utilizacion.
C) RT-PCR

o Utilizar 5uL del cDNA dilvido anteriormente Y adicionar 45pL de la

mezcla de reaccion* para PCR obteniendo un volumen final de 50.0 uL .
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*Mezcla de reaccion para PCR

Soluciones volumen Cong. Final
Agua-DEPC 35.3ul

Reguiador 10X PCR 5.0pL 1X

MgCl;  50mM 2.5ub 2.5mM
dNTP’s 10mM 1.0pL 200 pM
Gibco BRL 10297-018

Primer 57 20uM 0.5pL 0.2 u
Primer 3" 20uM -0.5pL 0.2 uM
Taq polimerasa 5U/uL 0.2ul 1-2.5 UfulL
Gibco BRL 10342-620

cDNA 5.0uL

o Adicionar a cada tubo de reaccion 40 plL de aceite mineral.
« Llevar acabo la reaccion de PCR en el termociclador (Hybad Omn-E) con

los siguientes parametros.

No.de ciclos Temperatura Tiempo
30 94°C 45 segundos
60°C 45 segundos
72°C 90 segundos
1 72°C 7 minutos

Los iniciadores o “primers"” utilizados para este trabajo fueron:
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f-actina humana

5: TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA

3"  CTAGAAGCATTGCGGTGGACGATGGAGGG
Tamario de! producto: 661 pb

Osteopontina (Opn)

5:  GAAGCTTTACAGCCTGCACC

3% GCTTGTGTACTAGCAGTGACGG

Tamaifio del producto: 297 pb
D) ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR EN GELES DE AGAROSA AL 2%
« Preparar agarosa (low eeo) al 2% en TBE 1X (ver apéndice).
« Agregar a la agarosa 5pL de bromuro de etidio (sol. conc. 10mg/mi}) por
cada 100mL de agarosa.
« Colocar la agarosa en las placas de electroforésis y dejar polimerizar por
lo menos 1 hora.
« Lienar ta camara con regulador TBE 1X. Por cada 100mL de TBE 1X se
adicionan 5 pL de bromuro de etidio (sol. conc. 10 mg/mL).
o Mezclar 1 pL de colorante para la muestra (ver apendice) con 5 ul de
producto del PCR y colocarla en el pozo correspondiente.
+ Se utiliza Un marcador de peso molecular como referencia (1Kb ladder
GIBCO) del cual se colocan 2 uL en el primer carril del gel.
« Correr el gel utiizando un corriente de 80-100 vV durante
aproximadamente 1 hora ( dependiendo del tamario del gel), cuidando que los

productos no se salgan del gel. Observar en un transiluminador.
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RESULTADOS
En las figuras 1, 2, y 3 se muestran consecutivamente los resultados
obtenidos del andlisis de los productos de PCR utilizando los lotes de FT No.
100497, 650397 y 1M0397.

En las tres figuras los carriles 1,2,3,4,5 y 6 nos muestran un producto de
aproximadamente 700 pb, el cual es el peso esperado para la amplificacion del
gene que codifica para la -actina. En el caril 6, en todas las figuras se corrit el
producto de la PCR para este gen, que funciond como control interno de reaccion.

En la figurat, a partir del carril 7, se observan las bandas correspondientes
a la amplificacién del gene que codifica para la Opn. Es claramente visible como
en el carrl 8, que corresponde a las PBMNC activadas con FT concentrado, |a
intensidad de la banda disminuye notablemente. Los carriles 12 y 13 se utilizaron
como controles de reaccion para Opn, negativo (agua) y positivo (B-actina),
respectivamente.

En las figuras 2 v 3 el orden de los carriles se conserva, observandose el
mismo comportamiento en el carrit 8, correspondiente a las PBMNC activadas con
FT concentrado. En ambas figuras, la banda de OPN no se observa, y vuelve a
aparecer conforme disminuye la concentracion de FT utilizada. Ei carril 12 de las

figuras 2 y 3 corresponde al control negativo de reaccion.
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Fig. 1. Expresion de mRNA para beta-actina y Opn en PBMNC
estimuladas durante 8 hr con FT producido en la ENCB No. de lote
100497. Se utilizaron 600,000 células para obtener el cDNA.el cual se
amplificd, ocupando para ello iniciadores especificos. 1.células sin FT, 2
células con FT concentrado, 3 células con FT dil 1:10, 4 células con FT dil
1:100,5 cel. con ConA, 6 control +beta actina, 7 cel. sin FT, 8 cel. con FT
concentrado, 9 cel. con FT dil. 1:10, 10 cel. con FT dil. 1:100, 11 cel. con
ConA, 12 control negativo Opn, 13 control positivo Opn.
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Fig. 2. Expresion de mRNA para beta-actina y Opn en PBMNC estimuladas

durante 6 hr con FT producido en la ENCB No. de lote 650397, Se utilizaron
600,000 células para obtener ¢l cDNA. el cual se amplificé ocupando para efio
iniciadores especificos. 1.células sin FT, 2 células con FT concentrado, 3 cel
con FT dil 1:10, 4 células con FT dil 1:100,5 cel. con ConA, 6 control + beta-
actina, 7 cel. sin FT, 8 cel. con FT concentrado, 9 cel. con FT dil. 1:10, 10 cel.
con FT dil. 1:100, 11 cel. con ConA, 12 control negativo Opn.
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Fig. 3

B actina Opn

MP1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Fig. 1. Expresién de mRNA para beta-actina y Opn en PBMNC estimuladas
durante 6 hr con FT producido en la ENCB No. de lote 1M0397. Se utilizaron
600,000 células para obtener el ¢cDNA. el cual se amplificé ocupando para
ello iniciadores especificos. 1.células sin FT, 2 células con FT concentrado,

3 células con FT dil 1:10, 4 células con FT dil 1:100,5 cel. con ConA,

Bcontrol + B actina, 7 cel. sin FT, 8 cel. con FT concentrado, 9 cel. con

FT dil. 1:10, 10 cel. con FT dil. 1:100, 11 cel. con ConA, 12 control negativo
Onn.
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ANALISIS DE RESULTADOS

El efecto que se presenta en la banda de osteopontina es claramente
visible: a altas concentraciones de FT, la banda de Osteopontina no se encuentra
presente 0 se encuenira notablemente disminuida y conforme disminuye la
cbncentracién de FT, la banda aparece nuevamente; es decir el efecto es
dependiente de la concentracion.

Es importante mencionar que dicho efecto se mantuvo en los tres lotes de
FT analizados (100497, 650397 y 1M0397), indicando con ésto, que el efecto es
constitutivo del FT. Dichos lotes de FT, provenian de personas diferentes y fueron
preparados en diferentes fechas.

Al buscar |a expresién de una molécula constitutiva, que en este caso es la
B- actina, nos aseguramos de que las células se mantuvieron viables durante el
cultivo al que fueron sometidas; por lo tanto, antes de realizar la PCR para
osteopontina, primero siempre se verifico la presencia de esta banda.

La osteopontina se expresé fuertemente tanto en las PBMNC que
contenian concanavalina A, como en las que sclo contenian el medio de cutivo,
lo cual nos indica que dicha expresién es independients de la activacion celular y
que es expresada constitutivamente por algunos (0 todos) los grupos celulares
que conforman las PBMNC.

Conaciendo las propiedades bioldgicas que se le atribuyen a Ia
osteopontina, es relavante el hecho, de que el FT sea capaz de inhibirla, ya que
asi se podrian formular varias hipdtesis acerca de su mecanisno de accion, tales
como que:

a).- El FT favoreceria al estallido respiratorio vy la actividad de la oxido

nitrico sintetasa provocando con esto una aclivacién macrofagica y favoreciendo
29



la eliminacién de microorganismos. Esto se basa en reportes que indican que la
Opn inhibe el estallido respiratorio (Weber 1996).

b).- Muchos articulos reportan que la ostecpontina es una molécula
supresora, el hecho de que el FT la inhiba, se interpretaria como que el FT esté
activando de manera directa a las células que la producen, inhibiendo su sintesis,
e indirectamente modulando la respuesta inmune.

Aun es mucho lo que queda por hacer en el campo de la investigacion
sobre el FT, entre mas se sepa acerca de los efectos que éste tiene sobre las
cefulas del sistema inmune, en este caso representadas por las PBMNC, se
esclarecerd mas rapidamente su mecanismo de accioén y por lo tanto se acepfara

su uso mas ampliamente,
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CONCLUSIONES

= FI factor de transferencia inhibe la expresién de osteopontina en PBMNC

cultivadas in vitro.

= La inhibicién se realiza de manera dosis- dependiente; a mayor concentracion

de! FT, mayor inhibicion en la expresién de Opn.

» El efecto de inhibicidn es reproducible, ésto se comprobé al utilizar diferentes

lotes de F¥.
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APENDICE
Agua DEPC 0.1%
Dietilpirocarbonato (Sigma) 100put
Preparar en una campana de extraccion. En un matraz Erlenmeyer colocar 99.9
ml. de agua desionizada y adicionar el dietilpirocarbonato, agitar durante 2 horas,

utilizando un agitador magnético y esterilizar en autoclave (121 ° C) durante

15minutos.

Azul Tripano
Azul tripano (Sigma) 0.16 ¢
NaCl (Merck) 085¢g

En 100 mL de agua destilada adicionar el azul tripano y solubilizar, posteriormente
adiconar ei NaCl y agitar hasta su disolucion. Guardar en un frasco ambar y en un

lugar fresco.

Citrato de Sodio 1M

Citrato de sodio (Merck) 29.41g
En un matraz Erlenmeyer ¢olocar 70 mL de agua desionizada y agregar el citrato
de sodio, agitar hasta su completa disolucién. Adicionar agua desionizada hasta

completar un volumen de 100 mL . Esterilizar en autoclave (121 ° C) 15 minutos.
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Requlador de lisis:

isotiocianato de guanidinic (Gibco) 4M 5mbL

Citrato de sodio (Merck) 1M 125pl
2-mercaptoetanol (Sigma) 45uL
Sarcosy! 10% {Sigma) 250uL

Mezclar los volumenes correspondientes en un tubo de 10 mL y agitar
ligeramente.

IMPORTANTE: E! regulador debe de prepararse en el momento en que se va

utilizar,

Regulador de la muestra de PCR

Para 20 mL:

Tris-HC! pH 8 1M 48mL
EDTA pH 8 (Sigma) 960uL
Gliceroi estétil 70% 1.71 mL
Azut de bromofenol 1% 1.2mlL
Agua destilada estéril 11.37 mL

Mezclar todos los componentes perfectamente y distribuir los 20 mL finales en

tubos Eppendotf de 1.5 mL. Conservar a -20° C.

Sarcosil 10%
N-fauril sarcosina (SIGMA) 25g

Disclver en 25 mL de agua desionizada y esterilizar en autoclave 15 minutos.

38



ST
TBE 10X S,{Ua @Tfm 7 oy

é‘i‘t)’ifpffw

Para preparar 1 L:

Tris base (Merck) 108.0¢9
Acido bérico (Merck) 55¢g
EDTA (Merck) 7.44¢g

En un matraz Erlenmeyer de 1 L, colocar 700 mL de agua desionizada y disolver
el Tris base, el 4cido bérico y el EDTA. Una vez disueltos completar a un volumen
final de 1000ml..

Para preparar TBE 1X para uso en geles, solo diluir la solucién anterior 1:10 con
agua desionizada y adicionar 5ul. de bromuro de etidio (sol. conc. 10 mg/mL) por

cada 100 mL de TBE 1X.

Tris base pH 8

Para 250 mL:

Trizma base {Merck) 30275¢

Disolver llevando a % partes del volumen final y ajustar el pH a 8 utilizando HCI
concentrado. Aforar a 250 mL y esterilizar en la autoclave (121 ° C/15 min). Se

debe tener cuidado al ajustar el pH porque esta cerca del pK, del Tris.
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