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RESUMEN 

TITULO DEL PROYECTO: Identificación de péptidos obtenidos de líquido de ascitis 

de pacientes con neoplasias malignas, con actividad inhibitoria de la producción de Óxido 

Nítrico en Fagocitos Humanos, posibles candidatos para la elaboración de un biomarcador 

tumoral. 

ANTECEDENTES: Las células tumorales producen factores que abaten la respuesta 

inmune; un mecarusmo antineoplásico es la producción de óxido nitrico por los fagocitos 

humanos. La Espectrometría de Masas es una técnica utilizada para caracterizar lo 

cambios en el proteoma; esta herramienta ha llevado al descubrimiento de nuevos 

biomarcadores. 

OBJETIVO GENERAL: Identificar por Espectrometría de Masas el o los péptidos 

responsables de la inmunosupresión en el líquido de ascitis de pacientes con neoplasias 

malignas. 

MATERIAL Y MÉTODOS: En 18 muestras de líquido de ascitis de pacientes con cáncer 

y con actividad inmunosupresora demostrada, se realizó la purificación parcial de las 

muestras y se obtuvieron las secuencias utili zando la técnica de HPLC acoplada a 

Espectrometría de Masas (LC-ESJ-MS/MS). Se realizó el análisis con las bases de datos 

Swissprot-MASCOT y Protein-BLAST del NCBI. 

RESULTADOS: Identificamos 656 péptidos, catalogando como péptidos confiables sólo 

341. Se encontraron 22 pépticlos altamente confiables, repetidos en diferentes tipos de 

neoplasias. Se obtuvieron alineaciones con proteínas relacionadas con los mecanismos de 

progresión tumoral y metástasis. 
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CONCLUSIÓN: Se identificaron péptidos con similitudes estructurales entre los 

diferentes tipos de neoplasias con actividad inhibitoria de la producción de Óxido Nítrico 

mediante Espectrometría de Masas. Con estos resultados se pretende analizar 

posteriormente la relevancia de los péptidos obtenidos para la elaboración de un 

biomarcador tumoral. 

PALABRAS CLAVE: Fagocitos Humanos, Óxido Nítrico, Neoplasias, Actividad 

lnmunosupresora, Biomarcador tumoral. 

8 



ANTECEDENTES 

Identificación y Caracterización de los factores inmunosupresores de origen tumoral 

Varios grupos de investigadores han identificado diversos factores con actividad 

inmunosupresora. Actualmente con ayuda del análisis proteómico, por medio de nuevas 

tecnologías entre ellas, la Identificación y caracterización por Espectrometría de Masas, 

que pueden ser aplicadas a tejidos y líquidos corporales a fin de extraer importante 

información biológica, que ayuda a médicos y científicos para el entendimiento de la 

dinámica biológica y de sus sistemas de interés, tal y como lo es en el paciente con cáncer 

(Yerma M, 2001). La aplicación de las tecnologías proteómicas beneficia a la comunidad 

oncológica en diversas áreas relacionadas al descubrimiento de biomarcadores y en 

tratamiento: Tamizaje serológico y análisis de tejidos para la detección temprana de 

malignidad, así como mapeo de las vías de señalización molecular para implementar 

intervenciones terapéuticas fármaco-proteómicas (Posadas E, Kohn E, et al 2005). 

Uno de los primeros en identificar factores con actividad inmunosupresora fue 

Horikawa quien en 1969 aisló y purificó una glicoproteina (glicoproteína ácida alfa-I) a 

partir del fluido ascítico de pacientes con cáncer de estómago; dicha glicoproteína fue 

caracterizada en el año de 1970 la cual tiene un peso molecular de 44 kDa (Horikawa M et 

al , 1969; Hotta K, 1970; Lee SY, et al , 2001.). Posteriormente en el año 2003 , Bruno R y 

col , se propusieron identificar marcadores de sobrevivencia en pacientes con cáncer de 

pulmón de células no pequeñas, los cuales estaban bajo tratamiento con Docetaxel , en base 
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a los resultados de este estudio es posible considerar a la glicoproteína ácida alfa-I como 

un marcador independiente de la respuesta al tratamiento con Docetaxel y aun más 

importante, como un factor de sobrevivencia en pacientes con cáncer de pulmón de células 

no pequeñas (Bruno R et al, 2003.). 

En 1975, Bole y col, realizaron el aislamiento y caracterización de una 

glicoproteína con un peso de 48.5 kDa y un pi de 5.3, proveniente de granulomas la cual 

inhjbía la fagocitosis in vitro de macrófagos peritoneaJes (Bole GG Jr et al , 1975.); en un 

estudio similar en 1981 , una proteína acídica de 50 kDa de peso y un pi de 3.0 aislada a 

partir de fluidos ascíticos de pacientes con cáncer mostró tener un efecto inmunosupresor 

ya que se encontró en un ensayo in vitro que suprime la inducción de la formación de 

linfoblastos por la fitohemaglutinina (PHA, por sus siglas en inglés Phitohemaglutinine) 

(Tamura K. et al. 1981.). 

Miyata H y su grupo identificaron un factor de ongen tumoral , en ratones 

portadores de un fibrosarcoma informando que es liberado a la circulación, lo que hace al 

animal susceptible a ser infectado experimentalmente con Lis/ería monocy/ogenes (Miyata 

H et al , 1981.). También se ha informado que el sobrenadante de cultivos de células 

tumorales desactiva a los macrófagos inhibiendo la actividad antitoxoplasmal y 

antileishmanial así como el metabolismo oxidativo de macrófagos, en condiciones in vitro 

(Szuro-Sudol A et al, 1983.). 
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Fujii y su equipo purificaron y caracterizaron una glicoproteína de 52 kDa a partir 

de fluido ascítico de pacientes con cáncer gastrointestinal; a la cual llamaron IS (por sus 

siglas en inglés Irnmunosuppressive Substance) y que mostró tener una actividad 

inrnunosupresora mayor a la registrada en ensayos in vivo e in vitro por la alfa l-AG 

aislada en 1979 (por sus siglas en inglés alpha l-acid glycoprotein) (Fujii M et al , 1987.). 

Así mIsmo, la línea celular A 549 de cáncer de pulmón humano produce 

espontáneamente un factor inrnunosupresor derivado de tumor (TDSF, por sus siglas en 

inglés Tumor-Derived Irnmunosuppressive Factor) de alto peso molecular (150 kDa), el 

cual inhibe la proliferación de linfocitos T estimulados con PHA, esto en un patrón dosis 

dependiente; se demostró que la síntesis de este factor se inhibe mediante la administración 

de mitomicma e, actinomicina D y cyclohexarnida; indicando que el factor es un producto 

génico de las células A 549 (Wang RO et al , 1989a; Wang RO et al , 1989b.). 

En 1990, se detectó una sustancia producida por las células HT29 de cáncer de 

colon (factor HT29), el cual suprimía la proliferación mitogénica de células T así como la 

producción de IL-2. En dicho estudio se evaluó un rango de funciones de las células T las 

cuales son susceptibles a los efectos inhibitorios del factor HT29; así mi smo este factor 

abolió el desarrollo de células asesinas activadas por linfocinas cuando era presentado 

durante la activación de linfocitos de sangre periférica por Interleucina 2 (1L-2), pero 

cuando era agregado solo en la etapa de lisis no afectaba la lisis de células blanco por 

efectores normales. El factor HT29 no afecta la generación de concavalina A inducida por 

linfocitos supresores, sin embargo inhibe la síntesis de DNA (por sus siglas en inglés, 
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Ácido Desoxirribonucleico), RNA (por u siglas en inglé , Ácido Ribonucleico) a í como 

la expresión del antígeno CD25 durante la activación mitogénica de célula T. Este factor 

por si mismo no induce a las células supresoras, indicando que dicho factor es selectivo 

(Ebert EC et al , 1990.) . 

Ourante ese mIsmo año, otro estudio describió los efectos de un factor 

inmunosupresor derivado de tumor (TOSF por sus siglas en inglé ) con un peso molecular 

de 150 kDa sobre la producción de Interleucina 2 (IL-2), su respuesta y la expresión de su 

receptores. I TDSF es capaz de inhibir marcadamente la producción de IL-2 en linfocito 

estimulados por fitohemaglutinina (pHA por sus siglas en inglés) así como la proliferación 

IL-2-dependiente de linfocitos. El hecho de que el TDSF exhiba una potente acción 

inhibitoria sobre la respuesta a la IL-2 es de gran importancia si se esta considerando a la 

IL-2 como un agente terapéutico, lo cual puede ser una importante razón por la que el 

tratamiento de tumores con IL-2 no proporciona resultados satisfactorios a largo plazo 

(Wang RO, 1990.). 

Somers SS Y cols, notaron que el sobrenadante de la línea celular de melanoma 

G361 contenía un factor que suprime la generación de célula LAK (por us ig la en 

inglés Iymphoki ne-activated killer ce 11 s) ; para caracterizar d icho factor se realizaron 

comparaciones fisicoquímicas y funcionales con el TGF- ~ (por u ig las en inglé 

Transforming Growth Factor-~), alguna de las diferencias más importante encontradas en 

este estudio fueron que el TOSF perdía u actividad a un pH menor a 4, mientras que e l 

TGF-~ no mostró perdida de la misma; este TOSF posee en promedio un pI (por sus sigla 
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punto Isoeléctrico) de 4.3 y una masa molecular de 68-87 kDa, mientras que el TGF-~ 

cuenta con valores de pI 9.5 Y un peso molecular de 25 kDa, todo e to indicaba qu e l 

TDSF era una sustancia diferente al TGF-~, esto se confirmó cuando los efecto del TGF-~ 

sobre las células LAK fue revertido mediante la adición de un anticuerpo anti-T F-~, por 

el contrario el efecto sobre las células LAK inducido por el TDSF no fue afectado por la 

adición de dichos anticuerpos (Somers SS et al , 1991 .). 

Posteriormente, Yoshino y col, caracterizaron un factor inmunosupre or derivado 

de células escamosas de carcinoma de pulmón (LSCF, por sus siglas en ing lés Lung 

Squamous cell Carcinoma Factor) se descubrió que el LSCF inhibe la proliferación, 

citotoxicidad y expresión de mRNA de citosina en célula T en un patrón dosi -

dependiente, tiene un peso de 22 k.Da y propiedades similares a la del TGF-~, sin embargo 

su actividad no es inhibida por suero anti-TGF-~ . (Yoshino et al , 1993 .). 

Krishnan y su grupo investigaron las capacidades inmunosupre oras de 

sobrenadantes de líneas celulares derivadas de coriocarcinoma humano (HC por su ig las 

en inglés) empezando por la proliferación de linfocitos T in vivo e in vilro (Kri hnan L et 

al, ]991 , Krishnan L et al, ]993 .), posteriormente se mostró que los HCS también inhiben 

la proliferación de células T de origen murino inducida por lipopolisacárido (LPS, por su 

siglas en inglés), sin embargo no se inhibe la proliferación de línea celulare de linfoma o 

de células B de hibridoma, indicando que este sobrenadante no tiene efectos inhibidores en 

células totalmente diferenciadas o transformadas. Así mismo en 1995 e aisló y caracterizo 
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parcialmente un factor supresor derivado del H S de la línea celular J G-3 (He f por us 

siglas en inglés), el cual tiene un pe o aproximado de 5-6 kDa (Krishnan L et al , 1995.). 

En 1997, se investigaron lo efectos de factores secretado por 3 línea celulare de 

carcinoma colorrectal, mostrando que el obrenadante de estas 3 líneas inhibe la 

proliferación de células T de manera dosis dependiente, esto debido a la ecreción de 

factores inmunosupresores (ISF, por sus siglas en inglés) ; además los obrenadant s de 2 

de las líneas celulares son capaces de inhibir la generación de célula LAK así como de 

disminuir la liberación de IL-2 en células T activadas con PHA. Sin embargo los efectos 

inducidos por los sobrenadantes no fueron idénticos, mientras los factores de la línea w25 

de eRe influencian eventos tempranos y tardíos de la activación y división de las células 

T, los sobrenadantes de las otras 2 (w19 y te6) influyen solo en la inhibición de factores 

tempranos. Dichos resultados sugieren que los factores secretados por la célula R 

pueden ser causa de la inmunosupresión observada in vivo en paciente con estos tumores 

(Luo JS, et al , 1997.). 

Así mIsmo, en 1997, se investigó la función inmunosupresora de una fracción 

aislada de sobrenadantes de líneas celulares de coriocarcinoma trofoblá tico humano (H 

por sus siglas en inglés), in vitro mediante la respuesta inmune de lo fagotitos humano e 

in vivo evaluando su efecto en una reacción local murina implante- er u -portador (GVH, 

por sus siglas en inglés) mediante un ensayo de odo linfático poplíteo (PLN por 1I sigla 

en inglés) . La fracción presentó actividad inmunosupresora tanto in vivo como in vi/ro, lo 
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cual sugiere la importancia de e ta y de otros factores similare tanto en el ámbito 

inmunológico como en el de sistemas de transplante (Markert UR et al , 1997 .). 

En un trabajo realizado por Palacios Corona R y col , en 1999 se caracterizó 

parcialmente un factor inhibidor de la activación de macrófagos (FIAML) producido por I 

linfoma murino L5178Y, que fue aislado del líquido de ascitis libre de células. Este factor 

inhibe a los macrófagos sanos o de ratones portadores del tumor para producir Óxido 

Nítrico (NO, por sus siglas en inglés) cuando e tán estimulado con LP , pero no con 

Interferón gamma (INF-y). Este efecto inhibidor fue observado olamente cuando I 

cultivos de macrófagos eran expuestos al FIAML antes, pero no despué de su incubación 

el LPS; esto indica que dicho factor inhibe la activación de lo macrófago , pero no 

desactiva las células, como ocurre en el caso de citosinas como las 1 nterleucina 4 y 10, 

(IL-4, IL-1 O) Y TGF-~ (palacios Corona R et al , 1999.) . 

El papel biológico del FIAML aparenta ser muy diferente al de los de activadore 

de macrófagos; mientras que la función de los primeros consi te en prevenir un po ible 

daño en el tejido producido por lo macrófagos activados, el papel del FIAML puede ser 

deshabilitar la respuesta protectora de los macrófagos contra microorgani mas patógeno y 

células tumorales (Palacios Corona R et al , 1999.). Recientemente, se comprobó el efecto 

inhibitorio in vil o del FIAML obre la activación de los macrófago . Mediante la 

administración del FlAML se logró que E. hislolytica y L. monocylogenes produjeran 

abscesos hepáticos en ratone Balb/c, los cuales son normalmente inmune a to 

patógenos; e to debido a la inhibición de la activación de macrófagos por parte del 
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FIAML, provocando que los ratones se vuelvan susceptibles y ean capaces de producir un 

Absceso Hepático Experimental (AHE) (González-Garza MT et al , 2000 y Palacio -

Corona et al , En prensa.) . 

Zou JP Y cols, observaron mediante un estudio con linfocito T in vi/ro, que el 

sobrenadante de cultivo de células de g lioblastoma humano (G S, por sus siglas en ing lé ) 

di sminuye la producción de IL-2, INF-"(, factor necrótico tumoral-alpha (T F-a., por su 

siglas en inglés) y causa un aumento en la producción de IL-6 e lL-1 O; e demo tró que lo 

cambios inducidos por el GCS obre la producción de IL-2 e IL- I O ocurren en monocito , 

y que estos cambios son debidos a alteraciones en la expresión del gen p40 en la 

producción de IL-2 y en la expresión de mRNA de la IL-IO. Así mi mo el GCS cau a una 

reducción en la expresión del complejo mayor de rustocompatibilidad clase 11 (MH 11 por 

sus siglas en inglés) y en la expresión de molécu las co e timuladoras 0 80/86. Esto 

resultados mostraron que el GCS esta envuelto en la alteración de los perfiles de cito ina 

producidas por monocitos que actúan como células presentadore de antígeno (A P por 

sus siglas en inglés) y que dicha alteración inhibe las funciones de las célula T (Zou JP et 

al 1999.). 

Posteriormente en el año 2000, Luo JS Y cols, evaluaron el efecto de factore 

inmunosupresore (lSFs por su siglas en ing lés) producidos por 9 líneas celul ares de C R 

sobre la proliferación de linfocitos inducida por PHA y la secreción de c itosi nas. e 

encontró que la mayoría de las líneas celulares de CRC (8/9) propu ieron ISFs, lo cua le 

inhiben la proliferación de células T, con un patrón dosis dependiente; e to fue e tudiado 
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tanto en presencia como en au encia de monocitos, mostrando que los monocito pueden 

modular los efectos sobre los linfocitos derivados de los I Fs. Además, la e po ición de 

PBMe a estos ISFs produce una reducción de la producción de TNF-y, mientras que la 

secreción de IL-l ~, IL-2 Y TNF- a fue li geramente afectada; sugiriendo a í que la 

secreción de lSFs es una propiedad común de los eRes los cuales pueden er muy 

importantes en el mecanismo de escape de los carcinomas de colon in vivo (Luo ] , et al , 

2000.). 

En el 2004, Muminova Z, Strong T y Shaw D, publicaron la caracterización de la 

mesotelina, un nuevo y atractivo blanco para la inmunoterapia debido a su expre ión 

restringida en tejidos normales y su alta expresión en vario tipo de tumores, incluyendo 

adenocarcinomas pancreático y ovárico, a pesar del limitado entendimiento de su función 

biológica. También la variable soluble de la mesotelina se ha identificado como un posible 

marcador tumoral en los mesoteliomas malignos, además de que se ha de arrollado la 

ss1 (dsFv)PE38 que es una inmunotoxina recombinante anti-me otelina, que e encu ntra 

bajo evaluación clínica en pacientes con tumores que expresan la mesotelina (Has an, R 

2004). Recientemente se describe la participación de la mesotelina en lo adenocarcinomas 

de pulmón hasta en un 40%, así como en menor porcentaje en otra estirpe histológicas de 

cáncer pulmonar (Hassan, 2008). 

Estos hechos refuerzan la hipótesis que señala que la liberación de ustancia 

tnmunosupresoras por células tumorales es uno de los principales mecanl mos 

involucrados en la evasión de la respuesta inmune; implicando con ello la nec sidad de 

conocer los mecanismos mediante los cuale dichos factores afectan la re puesta inmune. 
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El papel de los Fagocitos Humanos y el Oxido Nítrico (NO, por sus siglas en inglés) en 

el proceso tumoral. 

Además de la función importante de los macrófagos como células presentadoras de 

antígenos, se ha demostrado que los macrófagos juegan un papel muy impOltante en el 

reconocimiento y destrucción de las células neoplásicas y microorganismos patógenos 

(Roitt et al , 2001 b.) . 

Sin embargo, el crecimiento tumoral induce a su vez innumerables cambios en los 

macrófagos, como son : a) inhibición de la síntesis de citosinas (Walker MT et al , 1994.) 

alteración de las funciones accesorias de los macrófagos durante la proliferación de célu las 

T, (Yurochko AD et al , 1990a, Yurochko AD et al , 1990b, Walker TM et al , 1994.), y c) 

inhibición de la síntesis y función del Factor Estimulador de Colonias de Macrófagos y 

Granulocitos (GM-CSF) (Walker MT et al , 1994.) . 

A pesar de la importancia médica y fisiológica que implica la activación de los 

macrófagos, se sabe relativamente poco acerca de los mecanismos de los macrófago a 

nivel bioquí mico (Hibbs JB et al, 1988.). Actualmente se tiene conocimiento de los 

siguientes mecanismos: 1) la importancia de Intermediarios de Ox ígeno Reactivos (ROl, 

por sus siglas en inglés) involucrados en los mecanismos antimicrobianos y antitumorales. 

(Segal AW, 1989); 2) la acidificación intravacuolar como defensa del huésped hacia los 

agentes patógenos (Sibley L et al , 1985 .); 3) la importancia de Intermediarios de itrógeno 
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; 

Reactivos (NRl, por sus siglas en inglés Reactive itric lnterm diates) (Roitt tal, 

2001 c.); 4) la producción de lisozima , las cuales actúan directamente sobre la par d 

celular de patógenos (bacterias Gram-positivo) (Roitt et al , 200Ic.); y 5) la acción de la 

defensinas (proteínas cationicas y polipéptidos) (Roitt et al , 2001 c.). En 1989 se inform ' 

de la producción de Intermediario de itrógeno Reactivos como un mecanismo 

antimicrobiano de macrófagos munnos activados (Nathan CF y Hibbs JB, 1991). 

último mecanismo Juega un papel antimicrobiano importante, y se dilucido de la 

convergencia de dos líneas de investigación independientes: del análisis del metaboli mo 

de la nitrosamina en la carcinogénesis y del estudio de la acti idad antitumoral de lo 

macrófagos (Nathan CF y Ribbs JB, 1991 , Stuehr DJ y Marleta MA, 1985, Stuehr OJ y 

Marleta MA, 1987, Hibbs JB et al , 1987a, Hibbs JB et al , 1987b, Iyengar R.O et al , 1987.) . 

Estudios posteriores corroboraron la evidencia, de que los RNI contribuyen a la 

habilidad de los macrófagos murinos activados de inhibir a una amplia variedad d 

patógenos intracelulares como lo son Mycobaclrium tuberculosis, Lisleria 1170l1ocylogel1eS, 

Entamoeba hislolylica, entre otros (Gregory SR et al , 1993 ; han J et al , 1992; Boockvar 

KS et al 1994; Beckerman KP et al, 1993 ; Chan J et al , 1995; Oenis et al , 1992.). 

Doi K Y cols, realizaron un estudio en el cual investigaron el papel del O en la 

patología de tumores sólidos, esto por medio del monitoreo del NO por Resonancia 

paramagnética electrónica (EPR por sus siglas en inglés) así como mediante la 

examinación de isoformas de la i OS (por sus siglas en ingles inducible itric Oxide 

Syntase) a través de una reacción en cadena de la polimerasa- transcriptasa reversa (RT-
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PCR por sus siglas en inglés), los resultados de este trabajo identificaron inequívocamente 

la excesiva producción de O por la i OS en tumores sólidos. I NO producido por el 

tumor sólido puede estar envuelto en el aumento de la permeabilidad vascular y del flujo 

sanguíneo, y por consecuencia en el mantenimiento y crecimiento del tumor (Ooi K et al , 

1996.). 

En 1996 Di Napoli y col, mostraron que los macrófagos peritoneales (PE M, por sus 

siglas en inglés) de ratones Balb/c portadores de tumor mamario (T-PEM, por su iglas en 

inglés) disminuyeron su capacidad para lisar células después de la estimulación con LPS, 

un fenómeno asociado con la baja producción de NO, esto era revertido con una 

estimulación con INF-'Y (Di apoli MR et al , 1996.). Posteriormente este mismo grupo 

investigó la posible participación de moléculas y factores de transcripción, encontrando 

alteraciones en la actividad enlazante de los factores de trascripción ecrotic Factor­

kappaB y CIEBP (por sus siglas en inglés CCAA T Enhancer Binding Protein) parecen 

estar involucrados en la reducción de la transcripción de i OS; e tos resultado proveen 

evidencia de que la reducción en la transcripción de iNOS seguida de alteracione en la 

señalización de la célula, pueden er responsables de la disminución de la capacidad de lo 

macrófagos activados por LPS provenientes de portadores de tumor para producir O y 

lisar células tumorales (Di Napoli MR et al , 2005.). 

El hecho de considerar por una parte el gran potencial de los macrófago n contra 

de los microorganismos patógenos, y por otra el efecto inhibitorio de la célula cancerosa 

sobre la actividad de los macrófagos, sugiere fuertemente que la incidencia de infeccione 
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oportunistas ob ervada en pacientes con cáncer, probablemente d ba al efecto del t ' r o 

de estas células sobre la actividad de los macrófago (Ortiz N, 2000.). 

Estudios de macrófagos aisla(los de liquido (le ascitis de pacielltes COIl algulla Ileoplasia, 

Actualmente no se conocen estudios referentes a la caracterización de la acti idad 

estimuladora de la producción de NO de fracciones obtenidas de líquido a cítico d 

paciente con alguna neoplasia obre fagocitos humano de suj to ano . Sin mbargo, 

Baskic O. y co ls. utilizaron fagocitos humanos y macrófago a ociados a tumor (T AM , por 

sus sigla en inglés) de paciente con carcinomatosis peritoneal , que no habían recibido 

quimioterapia o terapia endocrinológica durante al menos tres mes s, utilizando omo 

grupos control, sujetos en diálisis peritoneal continua ambulatoria (OPCA) y sujeto an 

Ellos determinaron la cantidad de nitritos como indicador d la producción d óxido 

nitrico y encontraron elevacione sustanciales en los fagocitos humano d pacient con 

cáncer y no así en los fagocito humanos de los sujetos controle ano . A í mi mo, 

observaron una disminuida capacidad para producir óxido nítrico de lo TAM . (Ba kic 

et al. 2000.) (I3askic D . et al . 2001). 

Mantovani G. Y co ls. emplearon linfomonocitos a ociados a tumor (T ALM, por u 

siglas en inglés), obtenidos de líquidos neoplásicos y los compararon con lo fagocito 

humano de pacientes con cáncer y sujeto ano . Ellos encontraron que la T ALM fu ron 

funcionalmente defectuosas, mo trando altos niveles de ligando fa , el cual puede runa 

vía de e cape del control inmune. (Mantovani G. et al. 1999.) Ello mi mo demo traron, 
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que los linfocitos asociados a tumor (TAL, por su sigla en inglé ) producían mayore 

cantidades de citosinas en los líquidos de asciti o pleural, que aquello ncontrado n el 

suero y por lo fagocito humanos. (Mantovani G. et al . 1995.) 

Otra proteína encontrada en pacientes con asciti ecundaria a cáncer gá trico es la 

lipocortin-l (Le!) descrita por Koseki H y col ., quienes la probaron en fagocit humano 

propios de los pacientes, mostrando inmunosupre ión, indicando que esta proteína puede 

estar relacionada en mecanismos inmunosupre ores del tumor. (Koseki TI. et al . 1997.) 

Existen teorias acerca del desarrollo tumoral, a pesar de una vigilancia inmun 

funcionante . Y se ha agregado un nuevo concepto, denominado immunoediting (corrección 

inmune), que es una explicación má compleja del papel del i tema inmune en e l 

desarrollo tumoral. (Swann lB. and Smith M.l 2007.) ( roci 0 .0 . et al. 2007 .) 

El concepto " immunoediting" ha ido dividido en tres fa e : liminación, quilibrio 

y escape. La primera engloba la vigi lancia inmune, donde las célula tumoral son 

detectadas y eliminadas por el sistema, pero i exi te una falla del i tema y/o la c ' lula 

tumorales, ellas crean sustancias para alterar el buen funcionamiento del si tema inmun , 

entonces el tumor se de arrolla . La fase de equilibrio, e cuando no fue po ible eliminar e l 

tumor, pero aún el sistema inmune actúa como contención para u de arrollo, m diante 

mecani mo específicos. En la fase de e cape, el tumor evade todas la ruta de con t nción 

del sistema inmune yexi te progresión tumoral. (Swann lB. and Smith M.J . 2007 .) 
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Las principales células involucradas en la vigilancia inmune contra la neoplasia 

son los linfocitos T, células NK (del inglés, atural Killers), células polimorfonucleare 

(PMNC) y los monocitos/macrófagos. (Rabinovich G.A. et al. 2007 .) (Wang X. et al. 

2006.) (Melichar B. et al. 2000.) (Mclntosh L.e. et al. 1986.) (Zembala M. et al. 1973.) 

(Baskic D . et al. 2003 .) Éstas evitan o retra an el escape tumoral del i tema inmune a 

través de varios mecanismos como son la falta o exceso de producción de ciertas cito ina 

(IF -y, TNF-~, lL-2, TGF-~, lL-10, PGE-2) (Wojtowicz-Praga S. 1997.) (Botti e. et al. 

1998.) (Zhou J.W. et al. 2004.) (Lagadec P . et al. 1999.); así como recientement e ha 

descubierto, la presencia de factores inmunosupresores de tipo prot ico, (Swann J.B. and 

Smith M .J. 2007.) (Eisenthal A. et al. 2006.) (Oh S.K. and Moolten F.L. 1981.) Ig . . 

et al . 1997.) (Morvillo V. et al. 1996.) (Aso H. et al. 1999.) y que han mostrado utilidad en 

el análisis (Yan Xu . and Anne E. Goodbody 1994.) y pronóstico de los pacientes (Takeuchi 

H. et al. 2003 .) Aquí es donde, nuestro estudio será de ayuda, al tratar de encontrar la 

proteína asociada a la actividad inmunosupresora de las células cancerosas y en un futuro 

crear un anticuerpo monoclonal que inhiba a dicha proteína, con el fin de poder contribuir 

al control del crecimiento y progresión tumoral, podríamos decir, a lgo llamado 

immunoediting farmacológico . 

Líquido de ascitis 

Las células del recubrimiento mesotelial del peritoneo secretan líquido sero o que 

circula dentro de la cavidad peritoneal. En condiciones normales esta última contiene de 50 

a 100 mI de líquido con una concentración de solutos casi idéntica a la del plasma; con una 

cantidad de proteínas de alrededor de 3 g/dI. El flujo sanguíneo y lo factores que alteran la 
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permeabilidad de la membrana peritoneal afectan la eficiencia del intercambio de líquido. 

La inflamación intraperitoneal aumenta en forma notable la permeabilidad peritoneal 

(Schwartz, 1999). 

Un pnnclplo básico hemodinámico de los fluidos en los capi lare es la relativa 

impermeabilidad a las proteínas, mientras los líquidos y solutos son capaces de atrave ar 

las membranas de manera fácil. Y como con ecuenCla, las diferencias en la 

concentraciones de proteínas a través de la membrana capilar están presentes y esto crea 

las diferencias en la presión oncótica necesaria para la reabsorción de fluido del espacio 

intersticial. Las propiedades anatómicas de la pared del capilar reúnen estos requerimiento 

fisiológicos. La anatomía microscópica de las membranas peritoneale muestran, aparte d 

del endotelio capilar y la membrana basal, tres distintas barreras para prevenir la pérdida de 

proteínas dentro de la cavidad peritoneal: el estroma intersticial , la membrana ba a l 

mesotelial y las células mesoteliales de revestimiento del peritoneo (Gotloib L, 1990). 

La ascitis maligna está caracterizada por presentar células malignas ; comparada con 

ascitis causada por otras entidades de carácter benigno tales como la cirrosi , desnutrición 

e insuficiencia cardiaca; la a citis maligna contiene alto nivele de d shidrogena a lácti a 

y mayor número de glóbulos blancos. (Salerno F, 1990) Así como e ha ob ervado que 

son mayores los niveles de proteínas en los líquidos de ascitis de lo paciente con 

carcinomatosis peritoneal (Jungst D, 1992). 
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Los factores identificados en la formación de la ascitis maligna son la disminución 

de la absorción linfática y el incremento de la producción de fluid o. El incremento neto d 

la producción de líquido por los capilares se debe a un incremento de la totalidad de la 

superficie de membrana capilar, incremento de la permeabilidad capi lar y 

subsecuentemente un incremento de la concentración de proteínas intraperitoneales, lo qu 

lleva a un incremento de la presión oncótica intraperitoneal. Esta secuencia pued er I 

resultado de péptidos biológicamente activos, producidos por células tumorale como el 

factor de crecimiento vascu lar endotelial y el factor de crecimiento bá ico de fibroblastos, 

entre otros. La interferencia contra estos mediadores puede servir de estrategias 

terapéuticas en un futuro (Tamsma JT, 2001). 

Virtualmente todos los tumores que se encuentran en el peritoneo son malignos y 

pueden ser di vididos en formas primarias y secundarias. (Robbins, 1999) Los tumores 

primarios se originan del mesotelio del peritoneo y son extraordinariamente raros y on 

llamados mesoteliomas; están asociados a la exposición de asbesto en má d I 80 por 

ciento de los casos. Y los tumores secundarios que en contraste, son los más frecuentes . 

En cualquier forma de cáncer avanzado, la penetración a la membrana erosa o implantes 

metastásicos pueden ocurrir. La ascitis maligna ocurre comúnmente en pacientes con 

cáncer de o ario, cáncer de mama, cánc r gástrico, cáncer pancreático, cánc r d hígado y 

cáncer de colon, entre otros menos frecuentes (Olopade 01, 1991). 
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Metástasis 

Las células cancerosas tienen la habilidad de no solo crecer n el t jido d ong n, 

sino también propagarse y colonizar sitios distantes. Los proc so de inva ión y metá ta i 

han sido comparados con los procesos fi iológicos normale de la migración c lular 

embriónica y la reparación tisular. Mu has moléculas re ponsables de di cho proce o 

fisiológicos normales se encuentran d r gu Iadas en la in asión tumoral. La migración d 

la célula maligna es regulada por integrinas, enzimas de degradación d la matriz celular 

de la adhesión célula-célula (pedraza-Fariña L, 2006). 

La metástasis es el resultado de múltiples eventos que proveen a la c ' lula tumoral la 

capacidad de migrar, acceder al sistema circulatorio y linfático, para propagar e a si ti 

distantes. ctualmente está claro qu estos procesos son altamente d p ndiente d 

compon ntes del si tema de coagulación, angiogénesis y más aún s ha d mostrado qu 

existen factor s tisulares que mantien n I pro eso d metá ta i (Bluff J, Staton e, 2008). 

Hay entidad s clínicas como el síndrome carcinoid qu es la ituación clíni a 

resultante de la acción de di ersa sustancias elaborada en exc so por un tumor 

neuro ndocri no, y cuando este apar fr cuent m nt xist n metá ta i h páti a . 

Existen marcadores para el diag nóstico de los tumores neuro ndocrino . La 

cromograninas, son los marcadores más utilizados, en stos casos, especialment la 

secretogranina V. Dentro de esta familia d proteínas s ncu ntran la cromogran1l1as 
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R ecretogranina I1 o romogranina C y la 

K, 2005 Y C bollero-Pr sman s M, 2004). 

retogranina IU, IV, V Y VI , CAM (Ob rg 

19unos estudios han encontrado aum nto de la expr ión d ci rtas prot ína n 

tej idos tumorales respecto a tejidos normal ; otras investigaciones han sugerido qu , al 

inhibir la actividad de stas proteínas, ntre sta encuentran implicada la familia d la 

metaloprot inasas, s podría pr enir la dis minación celular d I tumor. El análi i d la 

expresión d metaloprot inasas, así omo el pap I de sus inhibidor , ugi runa nu a 

era en el horizont , d I diagnóstico, la pre ención y el tratan1iento (St tI r-Stev n n WG, 

1993). 

La trasformación de una c ' lula y la adquisición d I fenotipo in a or y meta tá ico 

resulta de la activación de un grupo d procesos c lulares complejos, más que d I ~ 

un solo gen; se ha implicado a los genes homeobox como candidatos pot ncial s del 

control transcripcional de la trasformación y del fenotipo in asor (Ca trono o V, (994) 
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JUSTIFICACION 

El presente proyecto de in estigación responde a un problema d alud para el 

IMSS, ya que corresponde directamente al segundo tema en la li sta d T ma Prioritario 

de Salud : Tumores Malignos. 

Uno de los campos principales de investigación en el área de la Inmunología, 

dilucidar lo mecanismos por lo cuales las célula tumorales e ad n la r pu ta inmun 

para u proliferación incontrolable; una de las teorias más importante la 

evasión d las células tumorale pued er mediante la lib ra ión de u tancia 

1I1munosupr oras las cuajes tienen como blanco principal a lo Fagocito f-Iuman . 

Aunque se han estudiado pocos factores solubl de inmunosupresión en fluido corporal e 

en paciente con cáncer, definiti amente con el desarrollo de e t pro ecto logramo 

caracterizar difer ntes factore con propiedade diferente a lo ya d rito en el camp 

del arte con impacto científico y terapéutico. Por lo que la originalidad d e te pro 

radico en ll evar a cabo la purificación y caracterización parcial del los factor obt nido 

de las mue tras de líquidos ascíticos de pacientes con neopla ias maligna, determinando 

su similitud en ecuencia entre sí determinar u mecanismo d acción en ba a u 

caracterización. Esta información puede ser utilizada para el desarro llo de biomarcadore 

tumorales importantes. 
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PLANTEAMIENTO 

Se ha sugerido que la inmunodeticiencia en pacientes con cáncer d b a la 

presencia de factores producidos por la célula tumoral que inducen el abatimi nto d la 

respuesta inmune. Los Fagocitos Humano juegan un papel important en I m cani m 

antineoplásico produciendo sustancias citotóxicas como el NO y e posible qu 

mecalllsmo sea inhibido en I s pacientes con cáncer. Se considera que e po ible 

identificar caracterizar la ec encla respon able de la acti idad inhibitoria d I Ó ido 

ítrico producido por los fagoci os humanos de los pacientes con a citi ecundaria a una 

neoplasia maligna, que poste1 'ormente pueda conducir a la elaboración de un 

biomarcador tumoral. 
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PREGU A DE INVESTIGACIÓ 

¿Cuál e la ecuencia del o lo p 'ptido re pon able de la a tividad inhibitoria de la 

producción de Oxido Ítrico por lo fagocito humano , con po ibl 

mecani smos de e asión y/ o metástasis hacia la c ' lulas n oplá i a ? 
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OBJETIVO GENERAL 

• Identificar y Caracterizar por Esp ctrom tría de ma a (MS) I o lo factor 

responsables de la inmunosupresión en el líquido de ascitis de pacientes con n pla ia 

malignas. 

OBJETIVO ESPECÍFICO 

• Determinar la relación en t ' rmino d ecuencia de aminoácido ntre lo líquido 

ascíticos de los pacientes con neoplasias malignas. 
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MATERIAL Y METODOS 

Tipo de estudio: Se trata de un estudio experimental in vi/ro a partir d líquido d 

ascitis obtenjdo de pacientes. 

Lugar del estudio: Unidad Médica de Ita specialidad 25, MNN ; Centro d 

Investigación B iomédica del Noroeste, IMSS, Monterrey, N.L. , México. 

Criterios de inclusión: 

Se incluyeron las muestras de líquido d ascitis de paci nte perten cient a la 

población del departamento de hemato-oncología médica de la VMA '" 25 con diag nó tic 

de cáncer, en los cuales se demo tró la actividad inmuno upresora medida mediante la 

inhibición de la producción de Óxido itrico por Fagocitos Humanos. 

Criterios de exclusión: 

Se excluyeron las muestra de líquido de ascitis d pacl ntes on n opla ia 

malignas en la que no se demostró la acti idad inmunosupr ora medida mediant la 

inhibició n de la producción de Ó ido itrico por Fagocito Humano . 
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DESCRIPCIÓN GENERAL DEL ESTUDIO 

Se utilizaron muestras de líquido de ascitis con actividad inmunosupr ora dem trada n 

un estudio pre iamente realizado en la Unidad Médica de Alta Especialidad 25 , M Y 

en el Centro de lnvestigación Biomédica d I oroeste, fMSS Monterre , N .L. , M ' i o . 

1. OBTENCIÓN DE PROTEÍNAS EN MUESTRAS DE LÍQUIDO DE ASCITIS 

DE PACIENTES CON NEOPLASIAS MAL IGNAS. 

a. Se trabajó con 18 mue tras de liquido de a ci ti de pa iente con n op la ia 

malignas, (Gráfica 1), las cuales e colocaron en tubos con microfiltro para r 

centrifugadas a 14 000 revo lucione por minuto durante 20 minuto , para obt ner 

fracciones de proteína de bajo pe o molecular y parando I obrenadant en 

dond se deben de encontrar proteína y resto c lulares d ma or p o mol ular; 

se trabajó con la fracciones obt nida de 1 mi por ada mu tra . 

b. Se separan las proteína de bajo p o mo l cular, obt niendo mu tra d difer nte 

volumen en microlitro (de acuerdo a cada mu tra) e o locan n tubo 

previamente rotulado haciendo referencia a cada mue tra por paci nte. 
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2. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS DE LAS MUESTRAS DE LÍQUIDO DE 

ASCITIS. 

a. Para poder determinar la cantidad de proteína de cada mue tra e utilizó I m ' tod 

de Lowry (Lowry et al , ] 951 ) 

b. El primer pa o consistió en realizar la curva de seroalbúmina bo ina fracci ó n V, la 

cual se realiza agregando O, 5, 10, 20, 40, 60, 80 mi d eroalbúmina, por 

duplicado, en tubos de ensayo de 13 x 100 mm . Se aforó con agua a 200 microlitro 

(~) . Se añadió a cada mue tra 1 mL de la solución e y e mezcló . e in ubaron 

por 10 minutos a temperatura ambiente. Se agregó entonces la olución , agitó 

y se reposó a temperatura ambiente durante 30 min o 

c. Se realizó la lectura de la ab orbancia a 750nm. utilizando un e pectrofotómetro 

(Biote~ Synergy HT). 

Solución A: Se disolvieron 2 g de carbonato de sodio en 100 mL de aOH 0. 1 

Solución B 1: Se disol ieron 2 g de tartrato de sodio potasio n 100 mL d agua . 

Solución B2: Se disol vió] g d ulfato de cobre en 100 mL d agua d ioni zada . 

Solución E: Se diluyeron 3 mL del reactivo de Folin-eiclateau con 3 mL de Ilel 

N. (Inmediatamente antes de u arse) 

Solución e : Se mezclaron 49 mL de olución , 0.5 mL de olución Bl y 0.5 mL 

de solución B2. (Inmediatamente antes de usar e) 
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En tubos de ensa o se colocaron 1 00 ~ (JO Jlg) de la fracción d bajo pe o 

molecular de la muestra de los pacientes con líquidos de a citi . 

Se agregó 1 mL de la solución e, e agitaron la m zclas y se d jaron 10 min a 

temperatura ambiente. Po teriormente e agregó a cada tubo 0.1 mL de la o lución 

E, agitando inmediatamente, e repo aron las mue tras por JO min a t mp ratura 

ambiente y po teriorm nte se midió la ab orbancia a 750 nm en un 

espectrofotómetro (Biotek, Synergy HT). 

Para calcular la masa de proteínas e realizó la ecuación obtenida de la curva 

preparada con seroalbúmina bo ina fracción . (programa E c 11) . (Tabla 1) 

d. Se capturaron los datos de la cantidad de prot ína obt nida de ada mue tra, en 

Excel para graficar los resultados y obtener el re ultado de Regresión lineal (R
2

) del 

cual se obtiene R2= 0 .999 Y la formula del valor de 'y , donde y= 0.005x + 0.171 1 

donde el valor de 'Y' es igual al resultado de la lectura d cada mu tra d la 

medición por e pectrofotometría. 

e. Se despeja el valor de "x" de la formula quedando de la iguiente manera para 

obtener el resultado de "x" con la siguiente fórmula : - y - 0.1711 /0.005 

f. Se aplica la formula de "x" acando el valor de " .. de cada mue tra . en dond 

igual a concentración en Jlg en 100 JlL de muestra. 
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g. Se convierte a unidades de J-lg/ml de cada re ultado. 

3. CONCENTRACIÓN DE LAS MUESTRAS DE PROTEÍNAS MEDIANTE 

EVAPORACIÓN 

a. Se añade acetonitrilo en una proporción de 3 : 1 con la mue tra líquido de a citi 

ya procesadas con u d terminación de proteínas corre pondiente. 

b. Se colocan las muestra en el Centrivap console (Labconco) y po teriorm nte 

procede a prender el aparato erifícando previamente que tenga etanol. 

continúan los pa os de encendido: 

1. ncender (COLD TRAP) 

11. Dejar enfriar por 30 minuto 

111. ncender bomba de vacío (VACUUM PUMP) 

IV . Girar perilla de concentrador de vacío 

v. Encender rotor (ROTOR) 

VI. Girar perilla d auxiliar de vacío 

c. Se retiran las muestras al presentar evaporación del olumen contenido 

d. Se siguen los pa os de apagado del equipo : 
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1. Liberar el vacío al regre ar la perilla de au iliar d a ío a u 

posición de apagado 

11. Se apaga rotor 

111. Apagar la bomba de vacío 

IV . Cerrar la perilla de concentrador de a ío 

4. PROCESO DE DIGESTIÓN DE LAS MUESTRAS DE PROTEÍNAS PARA SU 

POSTERIOR SECUENCIA CIÓN. 

a. Reactivos a utilizar y modo de preparación: 

l. Bicarbonato de amonio 100 mM 

Se pesaron 79.10 mg de NHJ1C03 y e di olieron n 10 mL de agua 

MlLLI-Q. 

11. Bicarbonato de amonio 50 mM 

Se realizó una dilución de 1:2 a partir de la olución de H411 C03 100 

mM utilizando agua MlLLl-Q. 

iii. Ditiotreitol (DTT) 200 mM 

Se pesaron 30.84 mg d DTT Y e di olieron n 1 mL d 1 L411 0 3 

100 mM. 
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iv. Iodoacetamida 1 M 

Se pe aron 37 mg de lodoacetamida y se di o lvieron n 200 IlL de 

NH,JIC03 100 mM. 

v. Tripsina 

50 Ilg de Trip ina (Sequencing Grade Modifíed Tryp in , PROME A) 

en una solución de ácido acético 50 mM a 1 ~lg/ IlL almacenada a -

70°C. 

b. Preparación de la muestra. 

l. La mue tras de proteínas de 100 Ilg e llevaron a 100 IlL con 

~C03 50 mM. y e expusieron 30 minuto a ultra on ido para la 

solubilización de las mue tras. Se agitaron en Vortex. 

c . Reacción disulfuro . 

l . Se añadieron 51lL de OTT a los lOOIlL de muestra. La mue tra 

calentó a ebullición por 10 minuto . Se agitó en ortex 

Spin. Se incubó a temperatura ambiente 1 hora. 

e di un 
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d. Alquilación. 

i. La mu tra se alquiló añadiendo 4 ¡.¡L d la lució n d 

incubó a Iodoacetamida. Se agitó en Vortex y se dió un Spin. 

temperatura ambiente 1 hora . 

e. Neutralización. 

f. Digestión. 

l. Se neutralizó la Iodoacetamida remanente aí'ladi ndo 20 JlL d DTT. 

Se agitó en Vortex 

ambiente 1 hora. 

e dió un Spin. Se III ubó a t mp ratura 

l. La muestra e digirió utilizando una olu ión d trip lila 

manteniendo una relación 1 :50 (w/w). Se agitó n Vorte y se dió un 

Spin. Se incubó 18 hora a 37 e precipitó para t rminar la 

actividad de proteasa al adicionar a ido tncloro acéti o para alcanzar 

una concentración final del 10%. 
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5. CONCENTRACIÓN DE LAS MUESTRAS POSTERIOR A LA DIGESTIÓN 

MEDIANTE EVAPORACIÓN. 

a. Se colocan la muestras de proteínas posterior al proceso de dig tión al entri ap 

console (Labconco) y e utiliza el mismo protocolo de uso ya de rito 

anteriomlente, por alrededor de una hora erificando la evaporación del olumen 

contenido. 

6. RESUSPENSIÓN DE LAS MUESTRAS CON 100 !LL DE ÁCIDO FÓRMICO 

AL 0.5%. 

a. Se añadieron 100 IlL de acido fórmico al 0.5% a cada muestra . agitó en Vort 

e guardaron bajo congelación ha ta u utilización. 

7. SECUENCIACIÓN DE LOS PÉPTIDOS DE INTERÉS MEDIANTE 
ESPECTROMETRÍA DE MASAS. 

a. Las muestra e introdujeron al e pectrómetro de ma a para u l tura utilizando la 

interfase SI en modo po itivo, el quipo híbrido uadrup lar-tiemp d vu I 

(modelo QTOF-micro, Waters) acoplado al si tema HPLC (Water Allian 2695), 

ambos controlados por l software Ma sLynx (v4.0) . La informa ión fu proc ada 
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con el oftware ProteinL n Global Server, versión 2.2 uti lizando la ba de dato 

de MASCOT. 

b. El método cromatográfico y de detección fueron optimizado utilizando albúmina 

sérica bovina como control para 'erifi ar la en ibilidad del m ' t do . (Jon ch r K, 

2005) 

c. Se analizaron los re ultados de los cromatograma de la mue tra de líquid de 

ascitis ya proce adas, con las ba de datos y e analizaron manualmente lo 

espectros según el grado de confíabilidad . 

d. Descripción del método cromatográfíco 

Fase móvil acuosa (A2) . S preparó ac tonitrilo al 1 % nagua Mili-Q con 0.1 % de 

ácido fórmico . Se colocó n el reservorio A. 

Fase móvil orgánica (B2) . Se preparó acetonitrilo al 80% en agua Mili-Q con 0.1 % 

de ácido fórmico . Se colocó en el re ervorio B. 

La columna se mantu o a una temp ratura d 50 oC y la mu tra a 4 ° . Como fa e 

móvi l se uti lizó un gradiente de concentración preparado a partir d a tonitrilo, 

grado HPLC (apéndice, tabla V) . l flujo se mantuvo constant a 0.2 mLlmin 

utilizó un volum n de iny cción de 15 pL 
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M 'todo de espectrometría de ma as 

Leucina encefa lina . 

Solución Stock. Para obtener una solución d 250 ng/~lL, di Ivi ron 25 

mg en 100 mL SO/50 M OH/ Agua on 1 % d ácido fórmico . 

Solución Spec. Para obtener una olución d 2ng/¡..¡.L tomaron 800 ~L d 

stock y se añadieron a 40 mL de M OH! gua con 1 % de á ido fórmi o . 

Glucofibrino-péptido (GFP)(C66H95 19026 15569 Da) . 

Solución stock. Para obtener una olución de 32 pmol/~L, s añadi r n 

2000 ~L al ial conteniendo originalmente 64 I1mol. S a1mac nó a -20°C. 

Solución intermedia. Para obtener una solución de 1 pl11ol/~L, e tomaron 

100 /¡..¡.L de la solución tock y se añadieron 3 100 ¡..¡.L de una mez la d SO/50 

MeOHJ Agua con 1 % de ácido acético . La olución e almacen ' a -20°C. 

Solución spec. Para obtener una so lución de 1 00 fmol/~L, e tomaron 220 

~L de la olución intermedia y se añadieron 2000 ~L de una mezcla de SO/50 

MeOH/ Agua con 1 % de ácido acético . 

Condicion s de calibración 
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El esp ctrómetro de masas se cal ibró con la olución p c de I uCll1a 

encefalina, con la cual e llevó a cabo el álcu lo de lo parámetro d re olu i ' n 

el ajuste del valor del punto de calibración inicial (I.-'telT) . 

Para la calibración de un 010 punto, e utilizó la solución pec d I GFP. ~ I 

ion doblemente cargado [(M+2Hij con alor de ma a acta de 7 5 Da lib r · a 

través del sprayer de r ferencia de la fuente anoLockSpray. 

Voltaj del capilar: 3500 V 

Voltaje del cono de xtracción: 2 V 

oltaje d ex1racción de la muestra: 35 V 

Temp ratura d d olvatación: 350 oC 

Análisis de r su ltados. 

El análisis dIos r sultados s 11 vó a cabo utilizando el bla tp (prot in-prot in 

BL ST) del Protein BLAST del CBI. 
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RESULTADOS 

Se ha propuesto que la producción de líquido d ascitis d pa iente con cán r, 

indicativo del crecimiento y d sarrollo tumoral; el estudio d 

esencia l para discernir los compuestos que por ende pueden e tar involu rado 

proc o de la inhibición de la re pu sta inmun . Es por eso qu n un tudio pr 

d mostró la inhibición de la producción de O por lo fagocito humano n líquid de 

asciti s de paci ntes con neoplasias malignas ( rzúa-González AR 2007); Y qu a había 

sido previamente observado en un modelo murino (Pala ios-Corona R, 1999, Y 2006). 

Se cuantificaron las concentraciones de proteínas en 18 muestra de líquido de 

asciti , secundaria a una neopla ia maligna, por el m ' todo tradi ional de Lowry y 01 

uti lizando en todos los experimentos 30 IlglmL de cada una de las fraccion prot I a de 

bajo peso molecular corr pondi nt a cada paci nte (Tab la 1) . 

S obtuvo la secuencia de lo péptidos ont nido n las fraccion purificada la 

id ntificación d la prot ínas a la qu sto on ma or onfiabi lidad . 111 

embargo no e posible dar a conoc r las ecuencia aminoa ídi a d lo p ' ptido 

obtenidos en st trabajo por tar en trámite la licitud d la pat nt ant la 

Coordinación de Investigación n Salud d IIMSS. 
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Con las fracciones purificadas de líquido d as itis s logro la I tura e 

interpr tación de lo esp tro obt nidos n s uncias d aminoá idos u ando la ba d 

datos M SCOT con el software Prot inLynx Global Serv r rsión 2 .2. 

Se identificaron 656 péptidos, d los cual se catalogaron como péptido on alt 

·alor de confiabi lidad (ma or a 30 %) por I Espe trórn tro d ma a . Tra un rutinio 

mmucloso r alizado por el softwar mencionado se d terminaron ólo 314 p ' ptid a 

analizar subsecuent mente (Tabla 2). 

En la Tabla 2 se mu stra, la cantidad de péptido confiab le qu propor i no I 

análisis de las fraccion s por medio d EM de cada una d las mu stra d Iíquid d 

ascitis de pacient s con cáncer. Los péptidos important tuvi ron un rang d 

probabilidad dado por el software del EM, I cual fu de 45 a 96%, y di ha dato e tom ' n 

cuenta para seleccionar los p 'ptidos a analizar. En la Tabla 3 se clasifican, las s u n ia 

con confiabi lidad d id ntifica ión mayor al 70%, t niendo n cuenta qu por I m ' todo 

utilizado se gen ran id ntificacion s corr ctas a partir duna confiabi lidad mayor a l 40% 

(Jonsch r KR, 2005). 

DIos 314 p ' ptidos, se repiti ron 22 on un ~ngo d 5 a 11 

aminoácidos n su structura, ntr los difi r ntes tipo d n oplasia . O las 22 las 

hubo similitudes n las secuencias entr los difer ntes tipos d neop la i ,inclu n la 

misma variedad s de cáncer (Tabla 5). 
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Cabe destacar que hubo uatro mu tras de liquido d as itis qu no propor lonar n 

p ' ptidos confiables (Tabla 2), qu fu ron la mu stras 1,7, 14 15 la ual orr pond n 

a líquidos de ascitis de paci nt s con carcinoma primario desconocido n la mu tra 1 a 

cánc r d o ario las otras 3. Y por l contrario hubo mu tra id ntificar n 

varias secuencias, como en el caso d la mu stra 13 con 9 s cuencias id ntifi adas. 

La s cu ncias d aminoácido qu compon n los p ' ptidos id ntificado por ' M d 

los líquidos d ascitis de paci nt s con las difer nt n opla ias maligna s id ntifi aron 

con la abr iación SEQ s guida del núm ro d p ' ptido d l 1 al 22 a ign do 

aleatoriam nte, ya que por el momento s omitieron las secuencias sp cifíca . (Tabla 5) 

En las secu ncias r p tidas qu fu ron d la S '" Q-l a la S "Q-22 s l s orr la ionó 

con un alto alor de confiabilidad con r specto a las d má cuencias n ontrada (Tabl 

4), por lo qu se d terminó que dichas s cuen ias fueran ometidas a inve tiga ión para la 

búsqueda d un biomarcador tumoral. 

Por otro lado, se obtuvi ron alin a ion s d las se uencias obt nidas, on prot ín 

ya descrita n las bases de datos d blastp (prot in-protein BL ST) d l Prot in BL T 

d l CBI. Como s obs rva en la Tabla 6, hubo 1] s u n ias n las qu no id ntifi Ó 

una alinea ión con alguna prot ína en esp cífí o . Onc cuencias alin aron d man ra 

confiable con prot ínas con funcion s parcialm nt cono ida , omo on : aminop ptida 

P-lik m tallop ptidase, disint grin and m tallop ptida domain 18, s r t granin 

h m obo o prot in h-14, hom obo o prot in h-34, p ro °i omal biog n i f; tor 3, typ 
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1 r stnction nzym, IS21 TP-binding prot ína, ribosom I pr t in S20, ribo oma l prot in 

L29 y I tron transfl r fla oprot in . 
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I campo d la prot ' mica ha producido un qUIpo d t cn logía 111 as 

nalíticas qu han s rvido d man ra signifi ati a para I diagnó ti adán r. ' ta 

te nologías p rmit n d man la identifica ión d nu o biomar ador p ra la 

d t cción t mprana d I cánc r, y prom t n nu vos m ' todos diagnó ti os para guimi nto 

serológi o en stas paci nt s (V rma M, 2001) . 

Las limitacion s stán aun pres nt , por lo qu tán m jorand d man ra 

constan! nu as h rr mi ía on 

m ' It ipl s. El análisis p r p trom trí d masa pu d 

f¡ ctivas y altam nte dirigidas a múltipl s mod los d dis rimin ión d difl r nt tado 

patológi os. El r finami nto d la prot ómi a utilizando Ií uido orporaJ 

p rmitirá en un futuro pró imo mayor pr cisión n los m 'todos diagnósti o . La 011 ología 

podrá n un futuro indi idualizar las int rv n ion s trap 'uti a m nt n la 

ías de s ñalización involucradas n cada tipo d tumor (posadas , 1 ohn , tal 2005) . 

n studio se utilizaron mu stras de líquido d as itis d pa nt on cán r, 

con acti idad 111munosupr sora d mostrada, con I propósito d obt n r información 

ac rca d las secu ncias de los factor s involu radas, para post riorm nt c ntinu r n I 

búsqu da d un biomarcador qu p rmita aluar la posibi lid d d un di má 

t mprano n los paci nt s con n oplasias maligna . 
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Como s m ncionó ant riorm nt , h mos id ntifi do p ' ptid p r n di d I 

Espectrom tría d m (MS) . qu alin ar n con distintas prot ín 

sido id ntifícadas qu parti ipan n proc di m 111 i ' n 

m tastá i ías d i ' n d tosis, r 1111 nt , 

migración mo algun qu no id( d, qu 

p rti ip n on m cam mos aún no nt n p nt 

n c '.n r d mp rtami nto gr mo I I ar 1I10m p ( K 

2008) . 

Com j mplo tán las SEQ-2 S Q-17 u alin aron on pr d I f: mili 

d las m t I prot in , q impli das n ario ont imi nto bi l ' gi tal 

mo adh r nci , fusi' n, mi plazami nt d I m mbran( 

prot óli i , di ho milla ión m t tá i ( n 0, 2003); 

todavía no cu nta on un h rr mi nt ntifí r u 

ti tos d man ra oportuna. Por otro lado hay tudio n h n 

luado I 'pr ión d las n taloprot ina a n I t jido tumor J 

d mo tró u ha una mayor 'pr ión d ' st n la ' lul 

s (na, I qu n um 

JU ga un p p I 111 ión tumoral n I ar 1110 me r 

usado om mar ador d la r si idad biológi a (Hond M, 1996). S 

S Q-17 obt n, mu str d lí id d iti d un pe i nt n 

gástrico, lo ual pudi ra ug rir algún tipo d aso ia ión u pu da p rmitir un lín d 
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In stiga ión qu p rmita la labora ión d un biomar ador parti ndo d 

rep tidas y con alto alor d onfiabilid d id ntifi adas. 

Otro claro cj mplo es la impli 

hom obox omo r guiadoras d m tá t sis n 

ha atribuido a I prot Ína d le fami li 

r d pulmón, d mo tr¡ ndo t mbi ' n 

la amplifica ión d I g n d st las d prot Ínas n ' nc r d m m CC lIi LR, 

2008). En I pr s nt studio id lin ro n d 

altam nt onfiabl on prot Ín d la f¡ milia hom obo , n le SEQ-3, 

pr S nt n Car inoma primario d onocido I SEQ-16, pr nt n Cán r d o n y 

recto. 

sí mismo, otra prot Ína id ntifi d , I s r togranin , (SEQ-4), pro ' ni nt d 

Cán r d o arIo Carcinoma pnmarlo un mar e dor no 

utiliz do prin ip 1m nt n I di nósti o dios strinomas, aunqu 

pr ent n ualqui r IpO um r Ob rg K, 2005 

Pr sman s M, 2004). 

I alt rar I fun ión n rm I d I pr d 

d qu las ' Iul normal s s con i rt n n 

tudio ncontram s qu la SEQ-9, alin a on la prot Ín rib 

ha r la ionado on la r gula ión I g ti a d I ini io d la p 

l umia humana (Goldston SD, La in MF, 1993); Y ól id ntifi 

S20, I 

d 

n I li uid d 
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s itis d n p nt port dor d L mi linfó iti a Cróni , 1 d m or p o 

stos r s It dos. 

L fun ión d inm nos pr sión ob rv d n od s 1 m d lí o d 

asciti 

on 1 n onfi bilid d, I 

cción d di h s prot ín 

C n r sp to a la 4 m tr s d li ido d iti no prop r , tido 

c nfi bl , qu fu r n las m str s 1,7, 14 15 las orr pond n lí uid d 

asciti d pa I nt s on ar inom prim rio d 

cánc r d ovano, habría qu n,lizar un nu 

no ido n 1 m tr 

mu stra d tos P 

3 

p r, pod r 

obten r s cuen las signifi ati am nt 

analizadas. 

onfiabl somo n I r sto d las mu tras 

n ontramos (án r d o ano n su mayorí , g tri o, 

cáncer r ctal, Leu mia Linfo íti Cróni r 1I10m primario d on 

renal) en las que no se identificó alin ación con alguna proteína n parti ular d las 

d scritas n las bas s d datos utilizadas, sin mbargo r qui r d 111 t dio para 

analizar si stas s cu ncias son d no o pu da tratars de una protcín un no publi ada 

n di has bas s d datos, qu d s r así, s rí una import nt ontribu ión I d t r 

una prot ína d novo en est tipo d mu stras. Tampoco s han n ontrado r porte 
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r f¡ r nt s a los p ' ptidos id ntifi ados n st trabajo con fun ión d inhibi ión dIO n 

fagocitos hum nos 

Como stas hay astas J mplos d I rs n I on I nt mo I u 

pró ' imam nt S t ndrán r s It dos f: or bl s n uanto al di gno ti o mpr no d 

nferm dad s n opl ' i as, así amo d rollo d futuro f:' rm on 

especí fi cos para tratami nto d I án r; moti o por u I onsid ramo d grc ,n 

importan la u s ontinú on studio d stas t' cni s I Iíni o mbi ' n a 

111 I mol ular para I ent ndimi nto a fondo d sta d va t dar nD rm d d. 
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" 

Gráfica 1. Tipos de Neoplasias malignas en los pacientes con 
Iíq uido de ascitis. 
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TABLA 1. Cuantificación de proteínas de las muestras 
purificadas de líquido de ascitis de los pacientes con 
neoplasias malignas. 

Tipo de Iniciales 

NoDE neoplasia del ABS Concentración ("g) 

MUESTRA maligna Paciente (750 (en 30 "L de 
nm) Muestra) 

CPO RNJ 0,2372 13,22 

2 Ca Recto RTCN 0,2149 8,76 

3 Ca Mama ABS 0,2374 13,26 

4 Ca Próstata VGO 0,2118 8,14 

5 Ca Gástrico CRA 0,2002 5,82 

6 Ca Ovario ASE 0,2349 12,76 

7 Ca Ovario CFA 0,2349 12,76 

8 Ca Ovario SZB 0,2419 14,1 6 

9 SR MOR 0,2588 17,54 

10 LLC RMF 0,2285 11,48 

11 Ca Ovario HAG 0,2071 7,2 

12 Ca Gástrico TBJ 0,2428 14,34 

13 CPO GLR 0, 1891 3,6 

14 Ca Ovario MBA 0,2257 10,92 

15 Ca Ovario BOMA 0, 1879 3,36 

16 CPO PGML 0,2237 10,52 

17 Ca Ovario MRV 0,2494 15,66 

18 Ca Páncreas GGJ 0,2 108 7,94 

CPD=Carcinoma primario desconocido. LLC= Leucemia Linfocítica Crónica. SR=Sarcoma Renal 
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TABLA 2. Rangos de confiabilidad de las secuencias detectadas 
por Espectrometría de Masas en las muestras 
purificadas de líquido de ascitis de los 
pacientes con neoplasias malignas. 

No. de 
Péptidoscon Secuencias repetidas en diferentes 

Tipo de confiabilidad muestras con alta confiabilidad 
MUESTRA Neo~lasia de 30-96% (45%-96%1 

1 CPD 3 O 

2 Ca Recto 15 (SEQ-16, SEQ-18) 

3 CaMama 18 (SEQ-15) 

4 Ca Próstata 17 (SEQ-1, SEQ-2) 

5 Ca Gástrico 16 (SEQ-19, SEQ-20) 
(SEQ-11,SEQ-12,SEQ-13,SEQ-14 

6 Ca Ovario 31 SEQ-16,SEQ-18) 

7 Ca Ovario 18 O 

8 Ca Ovario 13 (SEQ-15) 

9 SR 19 (SEQ-22) 
(SEQ-5,SEQ-6,SEQ-7,SEQ-8 

10 LLC 16 SEQ-9,SEQ-10) 

11 Ca Ovario 16 (SEQ-4, SEQ-11 , SEQ-17) 
(SEQ-17,SEQ-19,SEQ-20 

12 Ca Gástrico 18 SEQ-21,SEQ-22) 
(SEQ-2,SEQ-3,SEQ-4,SEQ-5 

SEQ-6,SEQ-7,SEQ-8 
13 CPD 35 SEQ-9 ,SEQ-1 O) 

14 Ca Ovario 7 O 

15 Ca Ovario 20 O 

16 CPD 16 (SEQ-3, SEQ-4) 
(SEQ-11, SEQ-12, SEQ-13, SEQ-

17 Ca Ovario 32 14) 

18 Ca Páncreas 4 (SEQ-1 ) 

CPD=Carcinoma primario desconocido. LLC=Leucemia Linfocitica Crónica. SR=Sarcoma Renal 

SEQ=Secuencia 
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TABLA 3. Secuencias de las muestras purificadas de líquido 
de ascitis de los pacientes con neoplasias malignas 
con Confiabilidad de Identificación por 
Espectrometría de masas mayor al 70%. 

Tipo de Secuencias obtenidas con confiabilidad 
MUESTRA Neoplasia >70"-. 

1 CPD -
2 Ca Recto SEQ-18 

3 CaMama -

4 Ca Próstata SEQ- I 

5 Ca Gástrico SEQ-1 9, SEQ-20 

6 Ca Ovario -
7 Ca Ovario -
8 Ca Ovario -

9 SR -
10 LLC SEQ-6,SEQ-8, SEQ-9 

11 Ca Ovario -
12 Ca Gástrico -
13 CPD -
14 Ca Ovario -
15 Ca Ovario -

16 CPD SEQ-4 

17 Ca Ovario -
18 Ca Páncreas -

CPD=Carcinoma primario desconocido. LLC=Leucemia Linfocitica Crónica. SR=Sarcoma Renal 

SEQ=Secuencia 
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TABLA 4. Con fiabilidad de identificación máxima de las 
secuencias obtenidas por Espectrometría de Masas 
en las muestras purificadas de líquido de ascitis de 
los pacientes con neoplasias malignas. 

No. de 
SECUENCIAS Aminoácidos Confiabilidad de Identificación 
. ~ ..:..-:: ,=-..0<" -" ~--:'=,,: . -,-,-,-.~-

SEQ-l (7 aa) 95.90% 

SEQ-2 (8 aa) 65.90% 

SEQ-3 (8 aa) 65.80% 

SEQ-4 (8 aa) 70.60% 

SEQ-5 (9 aa) 68.10% 

SEQ-6 (8 aa) 74.20% 

SEQ-7 (8 aa) 66.50% 

SEQ-8 (8 aa) 74.10% 

SEQ-9 (8 aa) 73.30% 

SEQ-IO (8 aa) 65.90% 

SEQ-II .- (5 aa) 61 .20% 

SEQ-12 (5 aa) 60.70% 

SEQ-13 (5 aa) 61.20% 

SEQ-14 (5 aa) r- 60.10% 

SEQ-15 (6 aa) 69.50% 

SEQ-16 ( 11 aa) 59.30% 

SEQ-17 (10aa) 58.50% 

SEQ-18 ( 11 aa) 72.00% 

SEQ-19 (6 aa) 80.20% 

SEQ-20 (6 aa) .. 70.70% 

SEQ-21 (10 aa) 63.60% 

SEQ-22 (6 aa) 65.50% 

SEQ=Secuencia. aa=Aminoácido 
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TABLA 5. Identificación de las secuencias repetidas entre las 
neoplasias malignas. 

1. 1 j - . . 
MUESTRA 4 (Ca MUESTRA 18 (Ca 

SEQ- I (7 aa) Próstata) Páncreas) 
MUESTRA 4 (Ca 

SEQ-2 (8 aa) Próstata) MU ESTR A 13 (Prim Dese) 
MUESTRA 13 (Prim 

SEQ-3 (8 aa) Dese) MUESTRA 16 (Prim Dese) 
MUESTRA 13 (Prim MUESTRA 1 1 (Ca 

SEQ-4 (8 aa) Dese) MUESTRA 16 (Prim Dese) Ovario) 

M UESTRA 13 (Prim 
SEQ-5 (9 aa) Dese) MUESTRA 10 (LLC) 

M UESTRA 13 (Prim 
SEQ-6 (8 aa) Dese) MUESTRA 10 (LLC) 

MUESTRA 13 (Prim 
SEQ-7 (8 aa) Dese) M UESTRA 10 (LLC) 

M UESTRA 13 (Prim 
SEQ-8 (8 aa) Dese) MUESTRA 10 (LLC) 

MUESTRA 13 (Prim 
SEQ-9 (8 aa) Dese) MUESTRA 10 (LLC) 

MUESTRA 13 (Prim 
SEQ-I O (8 aa) Dese) M UESTRA 10 (LLC) 

M UESTRA 17 (Ca 
SEQ-II (5 aa) Ovario) MUESTRA 6 (Ca Ovario) 

MUESTRA 17 (Ca 
SEQ-12 (5 aa) Ovario] MUESTRA 6 (Ca Ovario] 

MUESTRA 17 (Ca 
SEQ-13 (5 aa) Ovario) MUESTRA 6 (Ca Ovario) 

MUESTRA 17 (Ca 
SEQ-14 (5 aa) Ovario) MUESTRA 6 (Ca Ovario) 

MUESTRA 8 (Ca 
SEQ-15 (6 aa) Ovario) MUESTRA 3 (Ca Mama) 

MU ESTRA 6 (Ca 
SEQ- 16 (11 aa) Ovario) MUESTRA 2 (Ca Rec to) 

MUESTRA 11 (Ca MUESTRA 12 (Ca 
SEQ-17 (10 aa) Ovario) Gástrico) 

M UESTRA 6 (Ca 
SEQ-1 8 ( 11 aa) Ovario) MUESTRA 2 (Ca Recto) 

MUESTRA 5 (Ca MUESTRA 12 (Ca 
SEQ- 19 (6 aa) Gástrico) Gástrico) 

MUESTRA 5 (Ca MUESTRA 12 (Ca 
SEQ-20 (6 aa) Gástrico) Gástrico) 

M UESTRA 12 (Ca M UESTRA 11 (Ca 
SEQ-21 (10 aa) ¡- Gástrico) Ovario) 

MUESTRA 12 (Ca MUESTRA 9 (Sarcoma 
SEQ-22 (6 aa) Gástrico) Renal) 

SEQ=Secuencia. LLC=Leucemia Linfocítica Crónica. aa=Am inoácido 
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TABLA 6. Proteínas alineadas con las secuencias repetidas 
obtenidas de las muestras purificadas de líquido de 
ascitis de los pacientes con neoplasias malignas. 

No. DE 
IDENTIFICACIÓN 

DE LA 
SECUENCIA 

SEQ=Secuencia. N1= No Identificada 

PROTEINAS ALINEADAS 

NI 

NI 

NI 
Nl 

NI 
_' • ~. 1 j 1 ; ~: _ l' • t •• , j _j 11 

NI 

18 
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