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Monterrey, Nuevo Ledn, a 14 de Julio de 2008.

Dr. Gerardo del Carmen Palacios Saucedo.
Investigador responsable
Presente

En mi cardcter de Director General de la UMAE Hospital de Especialidades No. 25 doy
mi autorizacidén para que el estudio: “Caracterizacion parcial y purificacion de Ia
actividad inmunosupresora del liquido de ascitis y pleural de pacientes con
neoplasias primarias mediante la inhibicién.de la producciéon de Oxido Nitrico en
Células Mononucleares de sangre periférica”, protocolo ya autorizado por el CLIS
1908 del Centro de Investigacion Biomédica del Noreste (CIBIN) con el No. R-2008-
1908-2, y que se propone como protocelo de tesis de un residente de Medicina Interna,
sea realizado en colaboracion con el CIBIN bajo su.¢onducciéon como investigador local
principal, siendo responsable de conducir dicho estudio de acuerdo a los lineamientos
éticos internos, asi como aquellos de las Buenas: Practicas Clinicas Internacionales y la
Legislacion Sanitaria vigente en: México. Se le‘entrégan los documentos que presentd a
este comité, en la inteligencia-de que quedaﬁ‘bﬁjo su resguardo y que deberan estar
disponibles en cualquier momento-que el CLIS 0 laDivision de Investigacion en Salud se
lo requieran durante al menes cinco afios. 55

Quisiera hacer mencién de que esta institucioneuenta con la infraestructura necesaria, asi

COmo con recursos humanos capaci_tadojs-.parég_;lﬁj-fe_alizacién del estudio.

Atentamente
“Seguridad y Solidayidad Social”
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Dictamen de Autorizado

. COMITE LOCAL DF INVESTIGACION EN SALUD 1908

i 18/01/2008

Estimado Dr. (a).

Rebeca Palacios Corona
PRESENTE

ngo el agrado de notificarle que, el protocolo de mvestigacion en salud presentado par
usted, cuyo titulo es:

-
o

. Caracterizacion parcial y purificacion de la actividad inmunosupresora dei liquido de
ascitis y pleural de pacientes con neoplasias primarias mediante la inhibicion de la
produccion de Oxido Nitrico en Células Mononucleares de Sangre Periférica.

fue scmetide a consideracion del Comite Local de Investigacidn en Salug, quien de acuerdo
con ias recomendaciones de sus integrantes y de fos reviseres consideraron que cumple con le
calidad metodologica vy los requerimientos de ética meédica y de investigacion vigentes, por lo
que el dictamen emitido fuede: AUTORIZADO.

Habiendose asignado e! siguiente ndmero de reaistro instituciona:

No. de Registro
. R-2008-1908-2

Fn consecuencia, solicita a usted gue una vez recibido el dictamen de autonzacion de los CLIS
. antes sefalados, notifique a este Comité, el nimero de registro asignado.

Atentamente ! /

Dr(a). ) - £, e
Presidente del Comite Loacal de Investigacidn en Salud Num 1908

IMSS
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RESUMEN

TITULO DEL PROYECTO: ldentificacion de péptidos obtenidos de liquido de ascitis
de pacientes con neoplasias malignas, con actividad inhibitoria de la produccion de Oxido
Nitrico en Fagocitos Humanos, posibles candidatos para la elaboracion de un biomarcador
tumoral.

ANTECEDENTES: Las células tumorales producen factores que abaten la respuesta
inmune; un mecanismo antineoplasico es la produccion de 6xido nitrico por los fagocitos
humanos. La Espectrometria de Masas es una técnica utilizada para caracterizar los
cambios en el proteoma; esta herramienta ha llevado al descubrimiento de nuevos
biomarcadores.

OBJETIVO GENERAL: Identificar por Espectrometria de Masas el o los péptidos
responsables de la inmunosupresion en el liquido de ascitis de pacientes con neoplasias
malignas.

MATERIAL Y METODOS: En 18 muestras de liquido de ascitis de pacientes con cancer
y con actividad inmunosupresora demostrada, se realizé la purificacion parcial de las
muestras y se obtuvieron las secuencias utilizando la técnica de HPLC acoplada a
Espectrometria de Masas (LC-ESI-MS/MS). Se realizé el analisis con las bases de datos
Swissprot-MASCOT y Protein-BLAST del NCBI.

RESULTADOS: Identificamos 656 péptidos, catalogando como péptidos confiables solo
341. Se encontraron 22 péptidos altamente confiables, repetidos en diferentes tipos de
neoplasias. Se obtuvieron alineaciones con proteinas relacionadas con los mecanismos de

progresion tumoral y metastasis.



CONCLUSION: Se identificaron péptidos con similitudes estructurales entre los
diferentes tipos de neoplasias con actividad inhibitoria de la produccion de Oxido Nitrico
mediante Espectrometria de Masas. Con estos resultados se pretende analizar
posteriormente la relevancia de los péptidos obtenidos para la elaboracion de un

biomarcador tumoral.

PALABRAS CLAVE: Fagocitos Humanos, Oxido Nitrico, Neoplasias, Actividad

[nmunosupresora, Biomarcador tumoral.



ANTECEDENTES

Identificacion y Caracterizacion de los factores inmunosupresores de origen tumoral

Varios grupos de investigadores han identificado diversos factores con actividad
inmunosupresora. Actualmente con ayuda del analisis protedmico, por medio de nuevas
tecnologias entre ellas, la Identificacion y caracterizacion por Espectrometria de Masas,
que pueden ser aplicadas a tejidos y liquidos corporales a fin de extraer importante
informacion biologica, que ayuda a médicos y cientificos para el entendimiento de la
dinamica bioldgica y de sus sistemas de interés, tal y como lo es en el paciente con cancer
(Verma M, 2001). La aplicacion de las tecnologias protedmicas beneficia a la comunidad
oncologica en diversas areas relacionadas al descubrimiento de biomarcadores y en
tratamiento: Tamizaje serologico y analisis de tejidos para la deteccion temprana de
malignidad, asi como mapeo de las vias de sefializacion molecular para implementar

intervenciones terapéuticas farmaco-protedomicas (Posadas E, Kohn E, et al 2005).

Uno de los primeros en identificar factores con actividad inmunosupresora fue
Horikawa quien en 1969 aislé y purificé una glicoproteina (glicoproteina acida alfa-1) a
partir del fluido ascitico de pacientes con cancer de estdomago; dicha glicoproteina fue
caracterizada en el afno 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 afio 2003, Bruno R y
col, se propusieron identificar marcadores de sobrevivencia en pacientes con cancer de

pulmon de células no pequenias, los cuales estaban bajo tratamiento con Docetaxel, en base
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a los resultados de este estudio es posible considerar a la glicoproteina acida alfa-1 como
un marcador independiente de la respuesta al tratamiento con Docetaxel y aun mas
importante, como un factor de sobrevivencia en pacientes con cancer de pulmon de células

no pequeiias (Bruno R et al, 2003.).

En 1975, Bole y col, realizaron el aislamiento y caracterizacion de una
glicoproteina con un peso de 48.5 kDa y un pl de 5.3, proveniente de granulomas la cual
inhibia la fagocitosis in vitro de macréfagos peritoneales (Bole GG Jr et al, 1975.); en un
estudio similar en 1981, una proteina acidica de 50 kDa de peso y un pl de 3.0 aislada a
partir de fluidos asciticos de pacientes con cancer mostrd tener un cfecto inmunosupresor
ya que se encontré en un ensayo in vitro que suprime la induccion de la formacion 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 origen tumoral, en ratones
portadores de un fibrosarcoma informando que es liberado a la circulacion, lo que hace al
animal susceptible a ser infectado experimentalmente con Listeria monocytogenes (Miyata
H et al, 1981.). También se ha informado que el sobrenadante de cultivos de células
tumorales desactiva a los macrofagos inhibiendo la actividad antitoxoplasmal vy
antileishmanial asi como el metabolismo oxidativo de macrofagos, en condiciones in vitro

(Szuro-Sudol A et al, 1983.).




Fujii y su equipo purificaron y caracterizaron una glicoproteina de 52 kDa a partir
de fluido ascitico de pacientes con cancer gastrointestinal; a la cual llamaron IS (por sus
siglas en inglés Immunosuppressive Substance) y que mostré tener una actividad
inmunosupresora mayor a la registrada en ensayos in vivo e in vitro por la alfa 1-AG

aislada en 1979 (por sus siglas en inglés alpha 1-acid glycoprotein) (Fujii M et al, 1987.).

Asi mismo, la linea celular A 549 de cancer de pulmon humano produce
espontaneamente un factor inmunosupresor derivado de tumor (TDSF, por sus siglas en
inglés Tumor-Derived Immunosuppressive Factor) de alto peso molecular (150 kDa), el
cual inhibe la proliferacion de linfocitos T estimulados con PHA, esto en un patron dosis
dependiente; se demostré que la sintesis de este factor se inhibe mediante la administracion
de mitomicina C, actinomicina D y cyclohexamida; indicando que el factor es un producto

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

En 1990, se detectdo una sustancia producida por las células HT29 de cancer de
colon (factor HT29), el cual suprimia la proliferacion mitogénica de células T asi como la
produccion de IL-2. En dicho estudio se evalué un rango de funciones de las células T las
cuales son susceptibles a los efectos inhibitorios del factor HT29; asi mismo este factor
abolio el desarrollo de células asesinas activadas por linfocinas cuando era presentado
durante la activacion de linfocitos de sangre periférica por Interleucina 2 (IL-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 generacion de concavalina A inducida por

linfocitos supresores, sin embargo inhibe la sintesis de DNA (por sus siglas en inglés,
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Acido Desoxirribonucleico), RNA (por sus siglas en inglés, Acido Ribonucleico) asi como
la expresion del antigeno CD25 durante la activacion mitogenica de células T. Este factor
por si mismo no induce a las células supresoras, indicando que dicho factor es selectivo

(Ebert EC et al, 1990.).

Durante ese mismo afio, otro estudio describido los efectos de un factor
inmunosupresor derivado de tumor (TDSF por sus siglas en inglés) con un peso molecular
de 150 kDa sobre la produccion de Interleucina 2 (IL-2), su respuesta y la expresion de sus
receptores. El TDSF es capaz de inhibir marcadamente la produccién de 1L-2 en linfocitos
estimulados por fitohemaglutinina (PHA por sus siglas en inglés) asi como la proliferacion
IL-2-dependiente de linfocitos. El hecho de que el TDSF exhiba una potente accion
inhibitoria sobre la respuesta a la IL-2 es de gran importancia si se esta considerando a la
IL-2 como un agente terapeutico, lo cual puede ser una importante razén por la que ¢l
tratamiento de tumores con IL-2 no proporciona resuitados satisfactorios a largo plazo

(Wang RD, 1990.).

Somers SS y cols, notaron que el sobrenadante de la linea celular de melanoma
G361 contenia un factor que suprime la generacion de células LAK (por sus siglas en
inglés lymphokine-activated killer cells); para caracterizar dicho factor se realizaron
comparaciones fisicoquimicas y funcionales con el TGF- [ (por sus siglas en inglés
Transforming Growth Factor-p), algunas de las diferencias mas importantes encontradas en
este estudio fueron que el TDSF perdia su actividad a un pH menor a 4, mientras que el

TGF-B no mostro perdida de la misma; este TDSF posee en promedio un pl (por sus siglas



punto lsoeléctrico) de 4.3 y una masa molecular de 68-87 kDa, mientras que el TGF-p
cuenta con valores de pl 9.5 y un peso molecular de 25 kDa, todo esto indicaba que el
TDSF era una sustancia diferente al TGF-P, esto se confirmé cuando los efectos del TGF-p
sobre las celulas LAK fue revertido mediante la adicion de un anticuerpo anti-TGF-3, por
el contrario el efecto sobre las células LAK inducido por el TDSF no fue afectado por la

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

Posteriormente, Yoshino y col, caracterizaron un factor inmunosupresor derivado
de células escamosas de carcinoma de pulmon (LSCF, por sus siglas en inglés Lung
Squamous cell Carcinoma Factor) se descubrié que el LSCF inhibe la proliferacion,
citotoxicidad y expresion de mRNA de citosinas en células T en un patron dosis-
dependiente, tiene un peso de 22 kDa y propiedades similares a las del TGF-B, sin embargo

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

Krishnan y su grupo investigaron las capacidades inmunosupresoras de
sobrenadantes de lineas celulares derivadas de coriocarcinoma humano (HCS por sus siglas
en inglés) empezando por la proliferacion de linfocitos T in vivo e in vifro (Krishnan L et
al, 1991, Krishnan L et al, 1993.), posteriormente se mostré que los HCS también inhiben
la proliferacion de células T de origen murino inducida por lipopolisacarido (LPS, por sus
siglas en inglés), sin embargo no se inhibe la proliferacion de lineas celulares de linfoma o
de celulas B de hibridoma, indicando que este sobrenadante no tiene efectos inhibidores en

células totalmente diferenciadas o transformadas. Asi mismo en 1995 se aislé y caracterizo




parcialmente un factor supresor derivado del HCS de la linea celular JEG-3 (HCSf por sus

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

En 1997, se investigaron los efectos de factores secretados por 3 lineas celulares de
carcinoma colorrectal, mostrando que el sobrenadante de estas 3 lineas inhibe la
proliferacién de celulas T de manera dosis dependiente, esto debido a la secrecion de
factores inmunosupresores (ISF, por sus siglas en inglés), ademas los sobrenadantes de 2
de las lineas celulares son capaces de inhibir la generacion de células LAK asi como de
disminuir la liberacion de IL-2 en cé€lulas T activadas con PHA. Sin embargo los efectos
inducidos por los sobrenadantes no fueron idénticos, mientras los factores de la linea w25
de CRC influencian eventos tempranos y tardios de la activacidon y division de las células
T, los sobrenadantes de las otras 2 (w19 y te6) influyen solo en la inhibicion de factores
tempranos. Dichos resultados sugieren que los factores secretados por las células CRC

pueden ser causa de la inmunosupresion observada in vivo en pacientes con estos tumores

(Luo JS, et al, 1997.).

Asi mismo, en 1997, se investigd la funcion inmunosupresora de una fraccion
aislada de sobrenadantes de lineas celulares de coriocarcinoma trofoblastico humano (HCS
por sus siglas en inglés), in vitro mediante la respuesta inmune de los fagotitos humanos e
in vivo evaluando su efecto en una reaccion local murina implante-versus-portador (GVH,
por sus siglas en inglés) mediante un ensayo de Nodo linfatico popliteo (PLN por sus siglas

en inglés). La fraccion presentd actividad inmunosupresora tanto in vivo como i1 vitro, o




cual sugiere la importancia de esta y de otros factores similares tanto en el ambito

inmunologico 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 caracterizo
parcialmente un factor inhibidor de la activacion de macréfagos (FIAML) producido por el
linfoma murino L5178Y, que fue aislado del liquido de ascitis libre de celulas. Este factor
inhibe a los macréfagos sanos o de ratones portadores del tumor para producir Oxido
Nitrico (NO, por sus siglas en ingles) cuando estan estimulados con LPS, pero no con
Interferon gamma (INF-y). Este efecto inhibidor fue observado solamente cuando los
cultivos de macrofagos eran expuestos al FIAML antes, pero no después de su incubacion
el LPS; esto indica que dicho factor inhibe la activacion de los macrofagos, pero no
desactiva las células, como ocurre en el caso de citosinas como las Interleucinas 4 y 10,

(1L-4, 1L-10) y TGF-f (Palacios Corona R et al, 1999)).

El papel biologico del FIAML aparenta ser muy diferente al de los desactivadores
de macrofagos; mientras que la funcion de los primeros consiste en prevenir un posible
dano en el tejido producido por los macrofagos activados, el papel del FIAML puede ser el
deshabilitar la respuesta protectora de los macrofagos contra microorganismos patogenos y
células tumorales (Palacios Corona R et al, 1999). Recientemente, se comprobo el efecto
inhibitorio in vivo del FIAML sobre la activacion de los macrofagos. Mediante la
administracion del FIAML se logro que E. histolytica y L. monocytogenes produjeran
abscesos hepaticos en ratones Balb/c, los cuales son normaimente inmunes a estos

patogenos, esto debido a la inhibicion de la activacion de macréfagos por parte del



FIAML, provocando que los ratones se vuelvan susceptibles y sean capaces de producir un
Absceso Hepatico Experimental (AHE) (Gonzalez-Garza MT et al, 2000 y Palacios-

Corona et al, En prensa.).

Zou JP y cols, observaron mediante un estudio con linfocitos T i vitro, que el
sobrenadante de cultivo de células de glioblastoma humano (GCS, por sus siglas en inglés)
disminuye la produccion de IL-2, INF-y, factor necrotico tumoral-alpha (TNF-a, por sus
siglas en inglé€s) y causa un aumento en la produccion de [L-6 e 1L-10; se demostro que los
cambios inducidos por el GCS sobre la produccion de [L-2 e IL-10 ocurren en monocitos,
y que estos cambios son debidos a alteraciones en la expresion del gen p40 en la
produccién de 1L-2 y en la expresion de mRNA de la 1L-10. Asi mismo el GCS causa una
reduccion en la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad clase 11 (MHCII por
sus siglas en ingleés) y en la expresion de moléculas co estimuladoras CD80/86. Estos
resultados mostraron que el GCS esta envuelto en la alteracion de los perfiles de citosinas
producidas por monocitos que actiian como células presentadores de antigeno (APC por
sus siglas en inglés) y que dicha alteracion inhibe las funciones de las células T (Zou JP et

al, 1999.).

Posteriormente en el afio 2000, Luo JS y cols, evaluaron el efecto de factores
inmunosupresores (ISFs por sus siglas en inglés) producidos por 9 lineas celulares de CRC
sobre la proliferacion de linfocitos inducida por PHA y la secrecion de citosinas. Se
encontré que la mayoria de las lineas celulares de CRC (8/9) propusieron ISFs, los cuales

inhiben la proliferacion de células T, con un patron dosis dependiente; esto fue estudiado



tanto en presencia como en ausencia de monocitos, mostrando que los monocitos pueden
modular los efectos sobre los linfocitos derivados de los [SFs. Ademas, la exposicion de
PBMC a estos ISFs produce una reduccion de la produccion de INF-y, mientras que la
secrecion de IL-1 B, IL-2 y TNF- a fue ligeramente afectada, sugiriendo asi que la
secrecion de ISFs es una propiedad comun de los CRCs los cuales pueden ser muy
importantes en el mecanismo de escape de los carcinomas de colon in vivo (Luo JS, et al,

2000.).

En el 2004, Muminova Z, Strong T y Shaw D, publicaron la caracterizacion de la
mesotelina, un nuevo y atractivo blanco para la inmunoterapia debido a su expresion
restringida en tejidos normales y su alta expresion en varios tipos de tumores, incluyendo
adenocarcinomas pancreatico y ovarico, a pesar del limitado entendimiento de su funcion
bioldgica. También la variable soluble de la mesotelina se ha identificado como un posible
marcador tumoral en los mesoteliomas malignos, ademas de que se ha desarrollado la
ss1(dsFv)PE38 que es una inmunotoxina recombinante anti-mesotelina, que se encuentra
bajo evaluacion clinica en pacientes con tumores que expresan la mesotelina (Hassan, R
2004). Recientemente se describe la participacion de la mesotelina en los adenocarcinomas
de pulmon hasta en un 40%, asi como en menor porcentaje en otras estirpes histologicas de
cancer pulmonar (Hassan, 2008).

Estos hechos refuerzan la hipotesis que sefiala que la liberacion de sustancias
inmunosupresoras por cé€lulas tumorales es uno de los principales mecanismos
involucrados en la evasion de la respuesta inmune; implicando con ello la necesidad de

conocer los mecanismos mediante los cuales dichos factores afectan la respuesta inmune.



El papel de los Fagocitos Humanos y el Oxido Nitrico (NO, por sus siglas en inglés) en

el proceso tumoral.

Ademas de la funcion importante de los macrofagos como células presentadoras de
antigenos, se ha demostrado que los macrofagos juegan un papel muy importante en el
reconocimiento y destruccion de las células neoplasicas y microorganismos patogenos

(Roitt et al, 2001b.).

Sin embargo, el crecimiento tumoral induce a su vez innumerables cambios en los
macrofagos, como son: a) inhibicion de la sintesis de citosinas (Walker MT et al, 1994))
alteracion de las funciones accesorias de los macréfagos durante la proliferacion de células
T, (Yurochko AD et al, 1990a, Yurochko AD et al, 1990b, Walker TM et al, 1994), y ¢)
inhibicion de la sintesis y funcion del Factor Estimulador de Colonias de Macrofagos y

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

A pesar de la importancia médica y fisiologica que implica la activacion de los
macrofagos, se sabe relativamente poco acerca de los mecanismos de los macrofagos a
nivel bioquimico (Hibbs JB et al, 1988.). Actualmente se tiene conocimiento de los
siguientes mecanismos: 1) la importancia de Intermediarios de Oxigeno Reactivos (ROI,
por sus siglas en inglés) involucrados en los mecanismos antimicrobianos y antitumorales.
(Segal AW, 1989); 2) la acidificacion intravacuolar como defensa del huésped hacia los

agentes patogenos (Sibley L et al, 1985.); 3) la importancia de Intermediarios de Nitroégeno
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Reactivos (NRI, por sus siglas en inglés Reactive Nitric Intermediates) (Roitt et al,
2001c.); 4) la produccion de lisozimas, las cuales actuan directamentc sobre la pared
celular de patogenos (bacterias Gram-positivo) (Roitt et al, 2001c¢.); y 5) la accion de las
defensinas (proteinas cationicas y polipéptidos) (Roitt et al, 200ic.). En 1989 se informo
de la produccion de Intermediarios de Nitrogeno Reactivos como un mecanismo
antimicrobiano de macrofagos murinos activados (Nathan CF y Hibbs JB, 1991) Este
Gltimo mecanismo juega un papel antimicrobiano importante, y se dilucido de la
convergencia de dos lineas de investigacion independientes: del analisis del metabolismo
de la nitrosamina en la carcinogénesis y del estudio de la actividad antitumoral de los
macréfagos (Nathan CF y Hibbs JB, 1991, Stuehr DJ y Marleta MA, 1985, Stuehr DJ Y

Marleta MA, 1987, Hibbs JB et al, 1987a, Hibbs JB et al, 1987b, lyengar RD et al, 1987.).

Estudios posteriores corroboraron la evidencia, de que los RNI contribuyen a la
habilidad de los macrofagos murinos activados de inhibir a una amplia variedad de
patogenos intracelulares como lo son Mycobactrium tnuberculosis, Listeria monocytogenes,
Entamoeba histolytica, entre otros (Gregory SH et al, 1993; Chan J et al, 1992, Boockvar

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

Doi K y cols, realizaron un estudio en el cual investigaron el papel del NO en la
patologia de tumores solidos, esto por medio del monitoreo del NO por Resonancia
paramagnética electronica (EPR por sus siglas en inglés) asi como mediante la
examinacion de isoformas de la iINOS (por sus siglas en ingles inducible Nitric Oxide

Syntase) a través de una reaccion en cadena de la polimerasa- transcriptasa reversa (RT-



PCR por sus siglas en inglés), los resultados de este trabajo identificaron inequivocamente
la excesiva produccion de NO por la iNOS en tumores solidos. EI NO producido por el
tumor solido puede estar envuelto en el aumento de la permeabilidad vascular y del flujo
sanguineo, y por consecuencia en el mantenimiento y crecimiento del tumor (Doi K et al,

1996.).

En 1996 Di Napoli y col, mostraron que los macrofagos peritoneales (PEM, por sus
siglas en inglés) de ratones Balb/c portadores de tumor mamario (T-PEM, por sus siglas en
inglés) disminuyeron su capacidad para lisar células después de la estimulacion con LPS,
un fendémeno asociado con la baja produccion de NO, esto era revertido con una
estimulacion con INF-y (D1 Napoli MR et al, 1996). Posteriormente este mismo grupo
investigd la posible participacion de moléculas y factores de transcripcion, encontrando
alteraciones en la actividad enlazante de los factores de trascripcion Necrotic Factor-
kappaB y C/EBP (por sus siglas en inglés CCAAT Enhancer Binding Protein) parecen
estar involucrados en la reduccion de la transcripcion de iINOS; estos resultados proveen
evidencia de que la reduccion en la transcripcion de iNOS seguida de alteraciones en la
seflalizacion de la célula, pueden ser responsables de la disminucion de la capacidad de los
macrofagos activados por LPS provenientes de portadores de tumor para producir NO vy

lisar células tumorales (D1 Napoli MR et al, 2005.).

El hecho de considerar por una parte el gran potencial de los macrofagos en contra
de los microorganismos patogenos, y por otra el efecto inhibitorio de la célula cancerosa

sobre la actividad de los macrofagos, sugiere fuertemente que la incidencia de infecciones



oportunistas observada en pacientes con cancer, probablemente se deba al efecto deletéreo

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

Estudios de macrofagos aislados de liquido de ascitis de pacientes con alguna neoplasia.

Actualmente no se conocen estudios referentes a la caracterizacion de la actividad
estimuladora de la produccién de NO de fracciones obtenidas de liquidos asciticos de
pacientes con alguna neoplasia sobre fagocitos humanos de sujetos sanos. Sin embargo,
Baskic D. y cols. utilizaron fagocitos humanos y macrdfagos asociados a tumor (TAM, por
sus siglas en inglés) de pacientes con carcinomatosis peritoneal, que no habian recibido
quimioterapia o terapia endocrinologica durante al menos tres meses, utilizando como
grupos control, sujetos en dialisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA) y sujetos sanos.
Ellos determinaron la cantidad de nitritos como indicador de la produccion de oxido
nitrico y encontraron elevaciones sustanciales en los fagocitos humanos de pacientes con
cancer y no asi en los fagocitos humanos de los sujetos controles sanos. Asi mismo,
observaron una disminuida capacidad para producir 6xido nitrico de los TAM (Baskic D.

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

Mantovani G. y cols. emplearon linfomonocitos asociados a tumor (TALM, por sus
siglas en inglés), obtenidos de liquidos neoplasicos y los compararon con los fagocitos
humanos de pacientes con cancer y sujetos sanos. Lllos encontraron que las TALM fueron
funcionalmente defectuosas, mostrando altos niveles de ligando IFas, el cual puede ser una

via de escape del control inmune. (Mantovani G. et al 1999.) Cllos mismos demostraron,



que los linfocitos asociados a tumor (TAL, por sus siglas en inglés) producian mayores
cantidades de citosinas en los liquidos de ascitis o pleural, que aquellos encontrados en el

suero y por los fagocitos humanos. (Mantovani G et al. 1995))

Otra proteina encontrada en pacientes con ascitis secundaria a cancer gastrico es la
lipocortin-1 (LC1) descrita por Koseki H y cols., quienes la probaron en fagocitos humanos
propios de los pacientes, mostrando inmunosupresion, indicando que esta proteina puede

estar relacionada en mecanismos inmunosupresores del tumor (Koseki Il et al. 1997.)

Existen teorias acerca del desarrollo tumoral, a pesar de una vigilancia inmune
funcionante. Y se ha agregado un nuevo concepto, denominado immunoediting (correccion
inmune), que es una explicacion mas compleja del papel del sistema inmune en el

desarrollo tumoral. (Swann J.B and Smith M.J 2007.) (Croci D.O. et al 2007 )

El concepto “immunoediting” ha sido dividido en tres fases: eliminacion, equilibrio
y escape. La primera engloba la vigilancia inmune, donde las cé¢lulas tumorales son
detectadas y eliminadas por el sistema, pero si existe una falla de! sistema y/o las células
tumorales, ellas crean sustancias para alterar el buen funcionamiento del sistema inmune,
entonces el tumor se desarrolla. La fase de equilibrio, es cuando no fue posible eliminar el
tumor, pero aun el sistema inmune actta como contencion para su desarrollo, mediante
mecanismos especificos. En la fase de escape, el tumor evade todas las rutas de contencion

del sistema inmune y existe progresion tumoral. (Swann J.B. and Smith M.] 2007.)



LLas principales células involucradas en la vigilancia inmune contra las neoplasias
son los linfocitos T, células NK (del ingles, Natural Killers), células polimorfonucleares
(PMNC) vy los monocitos/macrofagos. (Rabinovich G.A. et al. 2007.) (Wang X. et al.
2006.) (Melichar B. et al. 2000.) (McIntosh L.C. et al. 1986.) (Zembala M et al 1973))
(Baskic D. et al. 2003.) Estas evitan o retrasan el escape tumoral del sistema inmune a
través de varios mecanismos como son la falta o exceso de produccion de ciertas citosinas
(IFN-y, TNF-B, 1L-2, TGF-B, 1L-10, PGE-2) (Wojtowicz-Praga S. 1997.) (Botti C. et al.
1998.) (Zhou J W. et al. 2004.) (L.agadec P. et al. 1999.); asi como recientemente se ha
descubierto, la presencia de factores inmunosupresores de tipo proteico, (Swann J.B. and
Smith M.J. 2007 ) (Eisenthal A et al. 2006.) (Oh S.K. and Moolten I' L. 1981.) (Elg S A.
et al. 1997.) (Morvillo V. et al. 1996.) (Aso H. et al. 1999.) y que han mostrado utilidad en
el analisis (Yan Xu. and Anne E. Goodbody 1994 .) y pronostico de los pacientes (Takeuchi
H. et al. 2003) Aqui es donde, nuestro estudio sera de ayuda, al tratar de encontrar la
proteina asociada a la actividad inmunosupresora de las células cancerosas y en un futuro
crear un anticuerpo monoclonal que inhiba a dicha proteina, con el fin de poder contribuir
al control del crecimiento y progresion tumoral, podriamos decir, algo Illamado

immunoediting farmacolégico.

Liquido de ascitis

Las células del recubrimiento mesotelial del peritoneo secretan liquido seroso que
circula dentro de la cavidad peritoneal. En condiciones normales esta ultima contiene de 50
a 100 ml de liquido con una concentracion de solutos casi idéntica a la del plasma, con una

cantidad de proteinas de alrededor de 3 g/dl. EI flujo sanguineo y los factores que alteran la
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permeabilidad de la membrana peritoneal afectan la eficiencia del intercambio de liquido.

La inflamacion intraperitoneal aumenta en forma notable la permeabilidad peritoneal

(Schwartz, 1999).

Un principio basico hemodinamico de los fluidos en los capilares es la relativa
impermeabilidad a las proteinas, mientras los liquidos y solutos son capaces de atravesar
las membranas de manera facil Y como consecuencia, las diferencias en las
concentraciones de proteinas a través de la membrana capilar estan presentes y esto crea
las diferencias en la presion oncoética necesaria para la reabsorcion de fluido del espacio
intersticial. Las propiedades anatomicas de la pared del capilar retinen estos requerimientos
fisiologicos. La anatomia microscopica de las membranas peritoneales muestran, aparte de
del endotelio capilar y la membrana basal, tres distintas barreras para prevenir la pérdida de
proteinas dentro de la cavidad peritoneal: el estroma intersticial, la membrana basal

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

La ascitis maligna esta caracterizada por presentar células malignas; comparada con
ascitis causada por otras entidades de caracter benigno tales como la cirrosis, desnutricion
e insuficiencia cardiaca; la ascitis maligna contiene altos niveles de deshidrogenasa lactica
y mayor namero de globulos blancos. (Salerno IF, 1990) Asi como se ha observado que
son mayores los niveles de proteinas en los liquidos de ascitis de los pacientes con

carcinomatosis peritoneal (Jungst D, 1992).



LLos factores identitficados en la formacion de la ascitis maligna son la disminucion
de la absorcion linfatica y el incremento de la produccion de fluido. El incremento neto de
la produccion de liquido por los capilares se debe a un incremento de la totalidad de la
superficie de membrana capilar, incremento de la permeabilidad capilar y
subsecuentemente un incremento de la concentracion de proteinas intraperitoneales, lo que
lleva a un incremento de la presion oncética intraperitoneal. [sta secuencia puede ser el
resultado de péptidos bioldgicamente activos, producidos por células tumorales como el
factor de crecimiento vascular endotelial y el factor de crecimiento basico 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 divididos en formas primarias y secundarias. (Robbins, 1999) Los tumores
primarios se originan del mesotelio del peritoneo y son extraordinariamente raros y son
Ilamados mesoteliomas; estan asociados a la exposicion de asbesto en mas del 80 por
ciento de los casos. Y los tumores secundarios que en contraste, son los mas frecuentes.
En cualquier forma de cancer avanzado, la penetracion a la membrana serosa o implantes
metastasicos pueden ocurrir.  La ascitis maligna ocurre cominmente en pacientes con
cancer de ovario, cancer de mama, cancer gastrico, cancer pancreatico, cancer de higado y

cancer de colon, entre otros menos frecuentes (Olopade OI, 1991).



Metastasis

Las células cancerosas tienen la habilidad de no solo crecer en el tejido de origen,
sino también propagarse y colonizar sitios distantes. Los procesos de invasion y metastasis
han sido comparados con los procesos fisiologicos normales de la migracion celular
embrionica y la reparacion tisular. Muchas moléculas responsables de dichos procesos
fisiologicos normales se encuentran desreguladas en la invasion tumoral La migracion de
la celula maligna es regulada por integrinas, enzimas de degradacion de la matriz celular y

de la adhesion célula-célula (Pedraza-Farina L, 2006).

La metastasis es el resultado de multiples eventos que proveen a la célula tumoral la
capacidad de migrar, acceder al sistema circulatorio y linfatico, para propagarse a sitios
distantes. Actualmente esta claro que estos procesos son altamente dependientes de
componentes del sistema de coagulacion, angiogénesis y mas aun se ha demostrado que

existen factores tisulares que mantienen el proceso de metastasis (Bluff J, Staton C, 2008).

Hay entidades clinicas como el sindrome carcinoide que es la situacion clinica
resultante de la accion de diversas sustancias elaboradas en exceso por un tumor
neuroendocrino, y cuando este aparece frecuentemente existen metastasis hepaticas.
Existen marcadores para el diagnostico de los tumores neuroendocrinos. Las
cromograninas, son los marcadores mas utilizados, en estos casos, cspecialmente la

secretogranina V. Dentro de esta familia de proteinas se encuentran las cromograninas A y
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B. secretogranina 1l o cromogranina C y la secretogranina 11, 1V, V y VI, NCAM (Oberg

K, 2005 y Cebollero-Presmanes M, 2004).

Algunos estudios han encontrado aumento de la expresion de ciertas proteinas en
tejidos tumorales respecto a tejidos normales, otras investigaciones han sugerido que, al
inhibir la actividad de estas proteinas, entre estas se encuentran implicadas la familia de las
metaloproteinasas, se podria prevenir la diseminacion celular del tumor. Ll analisis de a
expresion de metaloproteinasas, asi como el papel de sus inhibidores, sugiere una nucva
era en el horizonte, del diagnostico, la prevencion y el tratamiento (Stetler-Stevenson WG,

1993).

La trasformacion de una célula y la adquisicion del fenotipo invasor y metastasico
resulta de la activacion de un grupo de procesos celulares complejos, mas que del efecto de
un solo gen; se ha implicado a los genes homeobox como candidatos potenciales del

control transcripcional de la trasformacion y del fenotipo invasor (Castronovo V, 1994)



JUSTIFICACION

El presente proyecto de investigacion responde a un problema de salud para el
IMSS, ya que corresponde directamente al segundo tema en la lista de Temas Prioritarios

de Salud: Tumores Malignos.

Uno de los campos principales de investigacion en el arca de la Inmunologia, es
dilucidar los mecanismos por los cuales las células tumorales evaden la respuesta inmunc
para su proliferacion incontrolable, una de las teorias mas importantes sostiene quc la
evasion de las ceélulas tumorales puede ser mediante la liberacion de sustancias
inmunosupresoras las cuales tienen como blanco principal a los Fagocitos [Humanos.
Aunque se han estudiado pocos factores solubles de inmunosupresion en fluidos corporales
en pacientes con cancer, definitivamente con el desarrollo de este proyecto logramos
caracterizar diferentes factores con propiedades diferentes a los ya descritos en el campo
del arte con impacto cientifico y terapéutico. Por lo que la originalidad de este proyecto
radico en llevar a cabo la purificacion y caracterizacion parcial del los factores obtenidos
de las muestras de liquidos asciticos de pacientes con neoplasias malignas, determinando
su simititud en secuencia entre si y determinar su mecanismo de accion en base a su
caracterizacion. Esta informacion puede ser utilizada para el desarrollo de biomarcadores

tumorales importantes.



PLANTEAMIENTO

Se ha sugerido que la inmunodeficiencia en pacientes con cancer se debe a la
presencia de factores producidos por la célula tumoral que inducen el abatimiento de la
respuesta inmune. Los Fagocitos Humanos juegan un papel importante e¢n el mecanismo
antineoplasico produciendo sustancias citotoxicas como el NO y es posible que éste
mecanismo sea inhibido en Ids pacientes con cancer. Se considera que es posible
identificar v caracterizar las semiencias responsables de la actividad inhibitoria del Oxido
Nitrico producido por los fagocifos humanos de los pacientes con ascitis secundaria a una
neoplasia maligna, que postefiormente pueda conducir a la  claboracion de un

biomarcador tumoral.




PREGUNTA DE INVESTIGACION

Cual es la secuencia del o los peptidos responsables de la actividad inhibitoria de la
produccion de Oxido Nitrico por los fagocitos humanos, con posibles implicaciones en los

mecanismos de evasion y/ o metastasis hacia las células neoplasicas?



OBJETIVO GENERAL

ldentificar y Caracterizar por Espectrometria de masas (MS) el o los factores
responsables de la inmunosupresion en el liquido de ascitis de pacientes con neoplasias

malignas.

OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar la relacion en término de secuencia de aminoacidos entre los liquidos

asciticos de los pacientes con neoplasias malignas.

31



MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio: Se trata de un estudio experimental /i vitro a partir de liquido de

ascitis obtenido de pacientes.

Lugar del estudio: Unidad Médica de Alta Especialidad 25, CMNN, Centro de

Investigacion Biomédica del Noroeste, IMSS, Monterrey, N.L., México.

Criterios de inclusion:

Se incluyeron las muestras de liquido de ascitis de pacientes pertenccientes a la
poblacion del departamento de hemato-oncologia médica de la UMAE 25 con diagnoéstico
de cancer, en los cuales se demostro la actividad inmunosupresora medida mediante la

inhibicion de la produccion de Oxido Nitrico por Fagocitos Humanos.

Criterios de exclusion:
Se excluyeron las nwestras de liquido de ascitis de pacientes con neoplasias
malignas en las que no se demostrd la actividad inmunosupresora medida mediante la

inhibicion de la produccion de Oxido Nitrico por Fagocitos Humanos.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se utilizaron muestras de liquido de ascitis con actividad inmunosupresora demostrada en
un estudio previamente realizado en la Unidad Médica de Alta Especialidad 25, CMNN y

en el Centro de Investigacion Biomédica del Noroeste, IMSS, Monterrey, N L., Mexico

[. OBTENCION DE PROTEINAS EN MUESTRAS DE LIQUIDO DE ASCITIS

DE PACIENTES CON NEOPLASIAS MALIGNAS.

a. Se trabajo con 18 muestras de liquido de ascitis de pacientes con neoplasias
malignas, (Gréfica 1), las cuales se colocaron en tubos con microfiltros para ser
centrifugadas a 14 000 revoluciones por minuto durante 20 minutos, para obtener
fracciones de proteinas de bajo peso molecular y separando el sobrenadantc en
donde se deben de encontrar proteinas y restos celulares de mayor peso molecular,

se trabajo6 con las fracciones obtenidas de | ml por cada muestra.

b. Se separan las proteinas de bajo peso molecular, obteniendo muestras de diferente
volumen en microlitros (de acuerdo a cada muestra) y se colocan en tubos

previamente rotulados haciendo referencia a cada muestra por paciente.

L2
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS DE LAS MUESTRAS DE LIQUIDO DE

ASCITIS.

Para poder determinar la cantidad de proteinas de cada muestra se utilizo el método

de Lowry (Lowry et al, 1951)

El primer paso consistio en realizar la curva de seroalbumina bovina fraccion V, la
cual se realiza agregando 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 ml de seroalbumina, por
duplicado, en tubos de ensayo de 13 x 100 mm. Se afor6 con agua a 200 microlitros
(uL). Se anadi6 a cada muestra 1 mL de la solucion C y se mezclo. Se incubaron
por 10 minutos a temperatura ambiente. Se agregd entonces la solucion E, se agito

y se reposo a temperatura ambiente durante 30 min.

Se realizo la lectura de la absorbancia a 750nm. utilizando un espectrofotometro
(Biotek, Synergy HT).

Solucion A: Se disolvieron 2 g de carbonato de sodio en 100 mL de NaOH 0 | N
Solucion B1: Se disolvieron 2 g de tartrato de sodio y potasio en 100 mL de agua.
Solucion B2. Se disolvio 1 g de sulfato de cobre en 100 mL de agua desionizada.
Solucion E: Se diluyeron 3 mL del reactivo de Folin-Ciclateau con 3 mL de 11CI |
N. (Inmediatamente antes de usarse)

Solucion C: Se mezclaron 49 mL de solucion A, 0.5 mL de solucion B1 y 0 5 mlL

de solucion B2, (Inmediatamente antes de usarse)
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En tubos de ensayo se colocaron 100 pl (30 ug) de la fraccion de bajo peso

molecular de las muestras de los pacientes con liquidos de ascitis.

Se agrego 1 mL de la solucion C, se agitaron las mezclas y se dejaron 10 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se agrego a cada tubo 0.1 mL de la solucion
E, agitando inmediatamente, se reposaron las muestras por 30 min a temperatura
ambiente y posteriormente se midid la absorbancia a 750 nm en un

espectrofotometro (Biotek. Synergy HT).

Para calcular la masa de proteinas se realizo la ecuacion obtenida de la curva

preparada con seroalbumina bovina fraccion V. (programa Excell). (Tabla 1)

Se capturaron los datos de la cantidad de proteina obtenida de cada muestra, en
Excel para graficar los resultados y obtener el resultado de Regresion lineal (R*) del
cual se obtiene R*= 0.9998 y la formuia del valor de 'y, donde y= 0.005x + 0. 1711
donde el valor de "y es igual al resultado de la lectura de cada muestra de la

medicion por espectrofotometria.

Se despeja el valor de "'x" de la formula quedando de la siguiente manera para

obtener el resultado de "x” con la siguiente formula. x=y -~ 0.1711/0.005

Se aplica la formula de "x” sacando el valor de "x" de cada muestra. en donde X" es

igual a concentracion en pg en 100 uL de muestra.
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Se convierte a unidades de nig/ml de cada resultado.

3. CONCENTRACION DE LAS MUESTRAS DE PROTEINAS MEDIANTE

EVAPORACION

a. Se afade acetonitrilo en una proporcion de 3:1 con las muestras liquido de ascitis

ya procesadas con su determinacion de proteinas correspondiente.

b. Se colocan las muestras en el Centrivap console (Labconco) y posteriormente se

procede a prender el aparato verificando previamente que tenga etanol Se

contintan los pasos de encendido:

ii.

vi.

Encender (COLD TRAP)

Dejar enfriar por 30 minutos

Encender bomba de vacio (VACUUM PUMP)
Girar perilla de concentrador de vacio
Encender rotor (ROTOR)

Girar perilla de auxiliar de vacio

¢. Seretiran las muestras al presentar evaporacion del volumen contenido

d. Se siguen los pasos de apagado del equipo:
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i. Liberar el vacio al regresar la perilla de auxiliar de vacio a su
posicion de apagado
ti.  Se apaga rotor
1l Apagar la bomba de vacio

iv. Cerrar la perilla de concentrador de vacio

PROCESO DE DIGESTION DE LAS MUESTRAS DE PROTEINAS PARA SU

POSTERIOR SECUENCIACION.

Reactivos a utilizar y modo de preparacion:

i. Bicarbonato de amonio 100 mM
Se pesaron 79 10 mg de NH,HCO3 y se disolvieron en 10 mL de agua

MILLI-Q

ii. Bicarbonato de amonio 50 mM
Se realizd una dilucion de 1:2 a partir de la solucion de NHL1ICO; 100

mM utilizando agua MILLI-Q.

iii. Ditiotreitol (DTT) 200 mM
Se pesaron 30.84 mg de DTT y se disolvieron en 1 mL de NILIICO;

100 mM.



iv. lodoacetamida 1 M
Se pesaron 37 mg de lodoacetamida y se disolvieron en 200 uL de

NHsHCO; 100 mM.

v. Tripsina
50 ug de Tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin, PROMLEGA)
en una solucion de acido acético 50 mM a 1 pg/ ul almacenada a -

70°C.

b. Preparacion de la muestra.

i. Las muestras de proteinas de 100 ug se llevaron a 100 uL con

NH4HCO; 50 mM. y se expusieron 30 minutos a ultrasonido para la

solubilizacion de las muestras. Se agitaron en Vortex.

¢. Reaccion disulfuro.

i. Se afadieron 5Sul. de DTT a los 100uL de muestra. La muestra se

calento a ebullicion por 10 minutos. Se agito en Vortex y se dio un

Spin. Se incubo a temperatura ambiente | hora.



d. Alquilacion.

La muestra se alquilo anadiendo 4 ul. de la solucion de
lodoacetamida. Se agitdé en Vortex y se dio un Spin. Se incubo a

temperatura ambiente | hora.

e. Neutralizacion.

.
i.

f  Digestion.

Se neutralizo la lodoacetamida remanente anadiendo 20 uL de DTT
Se agitd en Vortex y se dié un Spin. Se incubo a temperatura

ambiente 1 hora.

La muestra se digirid utilizando una solucion de tripsina
manteniendo una relacion 1:50 (w/w). Se agito en Vortex y se did un
Spin. Se incubd 18 horas a 37 C. Se precipitd para terminar la
actividad de proteasa al adicionar acido tricloro acético para alcanzar

una concentracion final del 10%.
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CONCENTRACION DE 1.AS MUESTRAS POSTERIOR A I.A DIGESTION

MEDIANTE EVAPORACION.

Se colocan las muestras de proteinas posterior al proceso de digestion al Centrivap
console (Labconco) y se utiliza el mismo protocolo de uso ya descrito
anteriormente, por alrededor de una hora verificando la evaporacion del volumen

contenido.

RESUSPENSION DE I.AS MUESTRAS CON 100 ul. DE ACIDO FORMICO

AL 0.5%.

Se anadieron 100 L. de acido formico al 0.5% a cada muestra. Se agito en Vortex y

se guardaron bajo congelacion hasta su utilizacion.

SECUENCIACION ~ DE LOS PEPTIDOS DE INTERES MEDIANTE
ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Las muestras se introdujeron al espectrometro de masas para su lectura utilizando la
interfase ESI en modo positivo, el equipo hibrido cuadrupolar-tiempo de vuelo
{(modelo QTOF-micro, Waters) acoplado al sistema HPLC (Waters Alliance 2695),

ambos controlados por el software MassLynx (v4.0). La informacion fue procesada
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con el software ProteinLynx Global Server, versiéon 2.2 utilizando la base de datos

de MASCOT.

El método cromatografico y de deteccion fueron optimizados utilizando albumina
sérica bovina como control para veriticar la sensibilidad del método. (Jonscher K,

2005)

Se analizaron los resultados de los cromatogramas de las muestras de liquido de
ascitis ya procesadas, con las bases de datos y se analizaron manualmente los

espectros segun el grado de confiabilidad.

Descripcion del método cromatografico

Fase movil acuosa (A2) Se preparo acetonitrilo al 1% en agua Mili-Q con 0.1% de

actdo formico. Se coloco en el reservorio A.

Fase movil organica (B2). Se preparo acetonitrilo al 80% en agua Mili-Q con 0.1%

de acido formico. Se coloco en el reservorio B.

La columna se mantuvo a una temperatura de 50 °C y la muestra a 4 °C Como fase
movil se utilizo un gradiente de concentracion preparado a partir de acctonitrilo,
grado HPLC (apéndice, tabla V) El flujo se mantuvo constante a 0.2 mL/min y se

utilizo un volumen de inyeccion de 15 pl.
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M¢étodo de espectrometria de masas

Leucina encefalina.

Solucion Stock. Para obtener una solucion de 250 ng/uL, se disolvieron 25
mg en 100 mL 50/50 MeOH/Agua con 1% de acido féormico.
Solucion Spec. Para obtener una solucion de 2ng/ul. se tomaron 800 uL del

stock y se afiadieron a 40 mL de MeOH/Agua con 1% de acido formico.

Glucofibrino-péptido (GFP)(C66HISN19026 15569 Da).

Solucion stock. Para obtener una solucion de 32 pmol/ul, se afadieron
2000 pL al vial conteniendo originalmente 64 nmol. Se almaceno a -20°C

Solucion intermedia. Para obtener una solucion de 1 pmol/pL, se tomaron
100 /uL de la solucion stock y se afiadieron 3 100 pl. de una mezcla de 50/50
MeOH/Agua con 1% de acido acético. La solucion se almacen¢ a -20°C

Solucion spec. Para obtener una solucion de 100 fimol/pL, se tomaron 220
il de la solucion intermedia y se afiadieron 2000 plL de una mezcla de 50/50

MeOH/Agua con 1% de acido acético.

Condiciones de calibracion



El espectrometro de masas se calibroO con la solucion spec de leucina
encefalina, con la cual se llevo a cabo el calculo de los parametros de resolucion y

el ajuste del valor del punto de calibracion inicial (L)

Para la calibracion de un solo punto, se utilizo la solucidon spec del GI'P. El
ion doblemente careado [(M+2H)> '] con valor de masa exacta de 785 Da se libero a

traves del sprayer de referencia de la fuente NanoLockSpray.

Voltaje del capilar: 3500 V
Voltaje del cono de extraccion: 2 V
Voltaje de extraccion de la muestra: 35 V

Temperatura de desolvatacion. 350 °C

Analisis de resultados.

[l analisis de los resultados se llevo a cabo utilizando el blastp (protein-protein

BLAST) del Protein BLAST del NCBI



RESULTADOS

Se ha propuesto que la produccion de iiquido de ascitis de pacientes con cancer, es
indicativo del crecimiento y desarrollo tumoral, el estudio de este liquido dc ascitis es
esencial para discernir los compuestos (ue por ende pueden estar involucrados en el
proceso de la inhibicion de la respuesta inmune. s por eso que en un estudio previo se
deniostrd la inhibicion de la produccion de NO por los fagocitos humanos en liquido de
ascitis de pacientes con neoplasias malignas (Urziia-Gonzalez AR, 2007), y que ya habia

sido previamente observado en un modelo murino (Palacios-Corona R, 1999, y 2006).

Se cuantificaron las concentraciones de proteinas en 18 muestras de liquido de
ascitis, secundaria a una neoplasia maiigna, por el método tradicional de Lowry v cols.
utilizando en todos los experimentos 30 ug/mL de cada una de las fracciones proteicas de

bajo peso miolecular correspondiente a cada paciente (Tabla 1).

Se obtuvo la secuencia de ios péptidos contenidos en las fracciones purificadas y la
identificacion de las proteinas a las que estos pertenecen, con mayor confiabilidad. Sin
embargo no es posible dar a conocer las secuencias aminoacidicas de los péptidos
obtenidos en este trabajo por estar en tramite la solicitud de la patente ante la

Coordinacion de Investigacion en Salud del IMSS.



Con las fracciones purificadas de liquido de ascitis se logro la lectura e
interpretacion de los espectros obtenidos en secuencias de aminoacidos usando la base de

datos MASCOT con el software ProteinLynx Global Server version 2 2.

Se identificaron 656 péptidos, de los cuales se catalogaron como péptidos con alto
valor de confiabilidad (mayor a 30 %) por el Cspectrometro de masas. 1ras un escrutinio
minucioso realizado por el software mencionado se determinaron solo 314 péptidos a

analizar subsecuentemente (Tabla 2).

En la Tabla 2 se muestra, la cantidad de péptidos confiables que proporciono el
analisis de las fracciones por medio de LM de cada una de las muestras de liquido de
ascitis de pacientes con cancer. Los péptidos importantes tuvieron un rango dc
probabilidad dado por el software del EM, el cual fue de 45 a 96%, y dicho dato se¢ tomé en
cuenta para seleccionar los péptidos a analizar. En la Tabla 3 se clasifican, las secucncias
con confiabilidad de identificacion mayor al 70%, teniendo en cuenta que por el método
utilizado se generan identificaciones correctas a partir de una confiabilidad mayor al 40%

(Jonscher KR, 2005).

De los 314 péptidos, se repitieron 22 sccuencias, con un rango de 5 a 11
aminoacidos en su estructura, entre los diferentes tipos de neoplasias. De las 22 sccuciicias
hubo similitudes en las secucncias entre los diferentes tipos dc neoplasias, incluso en las

mismas variedades de cancer (Tabla 5).
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Cabe destacar que hubo cuatro muestras de liquido de ascitis gue no proporcionaron
péptidos confiables (Tabia 2), que fueron las muestras 1,7,14 y 15 las cuales corresponden
a liquidos de ascitis de pacientes con carcinoma primario desconocido cn la mucstra 1 y a

cancer de ovario ias otras 3. Y por el contrario hubo muestras en las que sc identificaron

varias secuencias, como en el caso de ta muestra 13 con 9 secuencias identificadas

Las secuencias de aminoacidos que coimponen los péptidos identificados por LM de
los liquidos de ascitis de pacientes con las diferentes neoplasias malignas se identificaron
con la abreviacion SLEQ scguida del namero de péptido del 1 al 22 asignados

aleatoriamente, ya que por el momento se omitieron las secuencias especificas (Tabla 5)

Ln las secuencias repetiaas que fueron de la SEQ-1 a la SEQ-22 se les correlaciond
con un alto valor de confiabilidad con respecto a las demas secuencias encontradas (Tabla
4), por lo que se determino que dichas secuencias fucran sometidas a investigacion para la

busqueda de un biomarcador tumoral.

Por otro lado, se obtuvieron alineaciones de las secuencias obtenidas, con proteinas
ya descritas en las bases de datos de blastp (protein-protein BLAST) del Proicin BLAST
del NCBI. Como se observa en la Tabla 6, hubo 11 secuencias en las que no s¢ identificd
una alineacion con alguna proteina en cspecifico. Once secuencias alinearon de manera
confiable con proteinas con funciones parcialinente conocidas, como soi. aminopeptidase
P-like metallopeptidase, disintegrin and metallopepiidase domain 18, sceretogranin 'V,

homcobox protein cch-14, homeobox protein ceh-34, peroxisomal biogenesis factor 3, type
o]
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I restriction enzyme, 1S21 ATP-binding protcina, ribosomal protcin S20, ribosomal protein

L29 y electron transfer flavoprotein.
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NISCUSION Y CONCLUSIONES

El campo de la proteomica ha producido un cquipo d¢ tecnologias y técnicas
analiticas que han servido de mancra significativa para el diagnostico de cancer [stas
tecnologias permiten de manera cficicntce la identificacion de nuevos biomarcadores para la
deteccion temprana del cancer, y prometen nuevos métodos diagnosticos para scguimicnto

scrologico cn cstos pacientes (Verma M, 2001).

Las limitaciones estan aun prescntes, por lo que sc cstan mcjorando de mancra

multiples. £l analisis por especirometria de masas puede ser adaptado a aplicacionces costo-
efectivas y altamente dirigidas a multipics modelos de discriminacion de diferentes cstados
patoiogicos. El refinamiento de fa protcomica utilizando liquidos corporales y tejidos
permitira en un futuro proximo mayor precision en los métodos diagnosticos. La oncologia
podra cn un futuro individualizar las intervenciones terapéuticas cspecificaniente en las

vias de sefializacion involucradas en cada tipo de tumor (Posadas E, Kohn E, ct al 2005).

En cste estudio se utilizaron muestras de liquido de ascitis dc pacicnites con cancer,
con actividad inmunosupresora demostrada, con el proposito dc obtener informacion
accrca de las secuencias de los factores involucrados, para posteriormienic continuar con la

busqueda de un biomarcador Guc permita cvaluar ia posibilidad de un diagnostico mas

temprano en i0s pacicinites con ncoplasias malignas.
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Como se menciond anicrioriiente, hemos identificado péptidos por micdio de la
Espectrometria de masas (MS) y quc sc alincaron con distintas protcinas, las cuales ya han
sido identificadas que participan en procesos patologicos relacionados a la discminacion
metastasica, vias de scfalizacion de la apoptosis, progresion tumoral, crecimicnto,
migracion y angiogénesis, asi como algunas quc no se ha demostrado su actividad, y guc

participan con mccanismos aun no csclarccidos pero se encucntran presentcs on pacicntes

o
[¢]
E?\
—
(@]
(]

r de comportamiento agicsivo, como lo es el carcinoma pancreatico (At KX,

2008

Como cjemplo cstan las SI'Q-2 y SEQ-17 que alincaron con proteinas de la tamilia
de las metaloproteinasas, que estan implicadas cn varios acontecimicntos biologicos tales
como adherencia, fusion, migracion celular, desplazamiento de la protcina de la membrana
y proteolisis, dichos cfectos favorecen la diseminacion metastasica (Yoon SO, 2003),
todavia no sc cucnta con una herramienta efectiva que ayude a detener o identificar sus
cfectos dc mancra oportuna. Por otro lado hay estudios en cancer gastrico que han
cvaluado la cxpresion de las mictaloproteinasas en el tejido tumoral y el tgjido sano, y sc
demostro que hay una mayor expresion de ¢stas en las células tumorales, comparandola
con las cclulas sanas, lo Gue sugicic Gue un aumento de la expresién de dichas protcinas
juega un papel imporiante ¢n la invasion tumoral en el carcinoma gastrico y pucde ser
usado como marcador de la agresividad biologica (Honda M, 1990). Se cincontrd guc la
SEQ-17 obtenida, pertenece a una mucstra de liquido de ascitis d¢ un pacicnte con caicer

gastrico, lo cual pudiera sugerir algun tipo de asociacion que pueda permitir una linca de
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investigacion que permita la elaboracion de un biomarcador particndo de sccuencias

repctidas y con alto valor de confiabilidad identificadas.

Otro claro cjemplo es la implicacion Gue sc ha atribuido a las protcinas de la familia
homeobox como reguladoras de mctastasis cn cancer de pulmoén, demostrandosc tambicn
la amplificacion del gen de csta clasc de proteinas en ¢l cancer de mama (Cavalli LR,
2008). En cl presente estudio sc identificaron 2 sccuencias que alincaron de mancra
altamentc confiable con proteinas dc la familia homecobox, las cuales sua las S1LQ-3,
presente en Carcinoma primario desconocido y la SEQ-16, presciite en Cancer de ovario y

recto.

Asi mismo, otra protcina identificada, la sccretogranina V, (SEQ-4), proveniente dc
Cancer de ovario y Carcinoma primario desconocido, ¢s un marcador no cspecifico
utilizado principalniente cn ¢l diagndstico de los gastrinomas, auiiquc pucde cstar taimibicn
presenle en cualquier tipo de tumoies neuroendocrinos (Oberg K, 2005 y Cebollero-

Presmancs M, 2004).

Al alterarse la funcion normal del proceso de apoptosis, s¢ incrementa la capacidad
de quc las cclulas normales sc conviertan en células cancerosas (Yang L, 2003). En cste
estudio cncontramos guc la SEQ-9, alinca con la proteina ribosomal protcin S20, la cual sc
ha relacionado con la regulacion ncgativa del inicio de la apoptosis en lincas cclulares de

leucemia humana (Goldstone SD, Lavin MF, 1993); y solo sc identifico cn ¢l liquido de
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ascitis de un pacicnte portador de Leucemia linfocitica Cronica, que le da mayor peso a

estos resultados

La funcion de inmunosupresion ooscrvada en todas las mucstras de liquide de
ascitis cn las diferentes modalidades de ncoplasias malignas no ha sido reportada cn las
proteinas con las que se encontrd alincacion con alta confiabilidad, lo quc pudicra sugerir

una nueva accion de dichas proteinas.

Con respecto a las 4 mucstras de liquido de ascitis que no proporcionaron peptidos
confiables, quc fucron las mucstras 1,7, 14 y 15 las cuales corresponden a liquido de
ascitis de pacicntes con carcinoma primario desconocido en la mucstra 1y las otras 3 a
cancer de ovario, habria que analizar una nucva muestra dc cstos pacicntes para poder
obtencr sccuencias significativamente confiables como en el resto de fas mucstras

analizadas.

Encontramos 11 secucncias (cancer de ovario en su mayoria, cancer gastrico,
cancer rectal, Leucemia Linfocitica Cronica, carcinoma primario desconocido y sarcoma
renal) en las que no se identifico alincacion con alguna protcina cn  particular de las
descritas cn las bascs de datos utilizadas, sin embargo sc requiere de mas estudios para
analizar si estas secuencias son de novo y pueda tratarse dc una protcina aun no publicada
en dichas bases de datos , ya quc de ser asi, seria una importante contribucion el destacar

una protcina de novo en este tipo de muestras.  Tampoco se han encontrado reportes

s




referentes a los pcptidos identificados ¢n cste trabajo con funcién de inhibicion del NO ¢n

o .

fagocitos humarnos

Como estos hay vasios cjemplos del arsenal con el que contamos y con ¢l que
proximamenie se tendréan resultados favorables en cuanto al diagnostico temiprano de
enferinedades neoplasicas, asi como ¢l desarrollo de futuros firmacos con blancos
especificos para el tratamiento dcl cancer, motivo por el cual consideramos d¢ gran
importancia que se contintie con ¢l cstudio de cstas técnicas a nivel clinico y tambicén a

nivel molecular para el entendimicnto a fondo de csta devastadora enfermedad
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Células Asesinas activadas por linfocinas

Carcinoma colorrectal

Ensayo implante-contra-portador

Resonancia paramagneética clectronica

Factor inhibidor de la activacion de macrofagos del linfoma
Sobrenadante de cultivo de cclulas de glioblastoma

Factor estimulador de colonias dc macrofagos/granulocitos
hora/s

Sobrenadante de células de Coriocarcinoma Humano
Factor derivado de sobrenadante de células dc
Coriocarcinoma Humano

Interleucina 10

Interlcucina 2

Interlcucina 4

Interleucina 6



INF-7 (gamma) Interferon gamima

INOS Sintetasa inducible del oxido nitrico
IS Substancia inmunosupresiva

ISF Factor inmunosupresor

KDa Kilo Daltons

l litro

LLC Leucemia Linfocitica Cronica

LPS Lipopolisacarido

LSCF Factor de colulas escamosas de carcinoma de pulmon
mg miligiramos

MHCI1 Compicjo mayor de histocompatibilidad 1
min minutos

mbL mililitros

mM Milimolar

MS Espectrometria de Masas

N Concentracion normal

nm Nanometros

nM Nanomoles

NO Oxido nitrico

NRI Intermediarios dc nitrogeno reactivos
°C Grados Centigrados

PEM Macrofagos peritoneales

pH Potencial de hidrogeno



PHA Fitohemaglutinina

pl Punto Isoeléctrico

ROI Intermediarios de oxigeno reactivos

RT-PCR Reaccion en cadena de polimerasa- transcriptasa reversa

SEQ Secucncias

TDSF Factor inmunosupresivo derivado de tumor

TGF-p (beta) Factor dc crecimicnto tumoral beta

TNF-a (alpha) Factor de Necrosis tumoral alpha

T-PEM Macrofagos peritoncales de ratones portadores dc tumor
mamario

U Unidades

Xg Centrifugacion relativa

ug microgramos

uM Micromoles

Ln
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Grafica 1. Tipos de Neoplasias malignas en los pacientes con
liguido de ascitis.
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TIPO DE NEOPLASIA

LLC=Leucemia Linfocitica Cronica




TABLA 1. Cuantificacion de proteinas de las muestras
purificadas de liquido de ascitis de los pacientes con

neoplasias malignas.

Tipo de Iniciales
No DE neoplasia del ABS Concentracién (pg)
MUESTRA | maligna Paciente (750 (en 30 pL de
nm) Muestra)

| CPD RNJ 0,2372 13,22
2 Ca Recto RTCN 02149 8,76
3 Ca Mama ABS 0,2374 13,26
4 Ca Prostata VGO 02118 8,14
5 Ca Gastrico 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 14,16
9 SR MOR 0,2588 17,54
10 LLC RMF 0,2285 11,48
11 Ca Ovario HAG 0,2071 7,2

12 Ca Gastrico TBJ 0,2428 14,34
13 CPD GLR 0,1891 3,6

14 Ca Ovario MBA 0,2257 10,92
IS Ca Ovario BOMA 0,1879 3,36
16 CPD PGML 0,2237 10,52
17 Ca Ovario MRV 0,2494 15,66
18 Ca Pancreas GGJ 0,2108 7,94

CPD=Carcinoma primario desconocido. LLC=Leucemia Linfocitica Cronica. SR=Sarcoma Renal
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TABLA 2. Rangos de confiabilidad de las secuencias detectadas

por Espectrometria de Masas en las muestras
purificadas de liquido de ascitis de los
pacientes con neoplasias malignas.

No. de
Péptidos con Secuencias repetidas en diferentes
Tipo de confiabilidad muestras con alta confiabilidad
MUESTRA Neoplasia de 30-96% (45% - 96%)
1 CPD 3 0
2 Ca Recto 15 (SEQ-16, SEQ-18)
3 Ca Mama 18 (SEQ-15)
4 Ca Prostata 17 (SEQ-1, SEQ-2)
5 Ca Gastrico 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 0
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 Gastrico 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-10)
14 Ca Ovario 7 0
15 Ca Ovario 20 0
16 CPD 16 (SEQ-3, SEQ-4)
(SEQ-11, SEQ-12, SEQ-13, SEQ-
17 Ca Ovario 32 14)
18 Ca Pancreas 4 (SEQ-1)

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

SEQ=Secuencia



TABLA 3. Secuencias de las muestras purificadas de liquido
de ascitis de los pacientes con neoplasias malignas

con Confiabilidad de Identificacion por
Espectrometria de masas mayor al 70%.

Tipo de Secuencias obtenidas con confiabilidad

MUESTRA Neoplasia >T70%

1 CPD -

2 Ca Recto SEQ-18

3 Ca Mama -

4 Ca Prostata SEQ-1

S Ca Gastrico SEQ-19, 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 Gastrico -

13 CPD -

14 Ca Ovario -

15 Ca Ovario -

16 CPD SEQ-4

17 Ca Ovario -

18 Ca Pancreas -

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

SEQ=Secuencia



TABLA 4. Confiabilidad de identificacion maxima de las
secuencias obtenidas por Espectrometria de Masas
en las muestras purificadas de liquido de ascitis de
los pacientes con neoplasias malignas.

SECUENCIAS _
SEQ-1 95.90%
SEQ-2 65.90%
SEQ-3 65.80%
SEQ-4 70.60%
SEQ-5 68.10%
SEQ-6 74.20%
SEQ-7 66.50%
SEQ-8 74.10%
SEQ-9 73.30%
SEQ-10 65.90%
SEQ-11 61.20%
SEQ-12 60.70%
SEQ-13 61.20%
SEQ-14 60.10%
SEQ-15 69.50%
SEQ-16 59.30%
SEQ-17 58.50%
SEQ-18 72.00%
SEQ-19 80.20%
SEQ-20 70.70%
SEQ-21 63.60%
SEQ-22 65.50%

SEQ=Secuencia. aa=Aminoacido



TABLA 5. Identificacion de las secuencias repetidas entre las

neoplasias malignas.

MUESTRA 4 (Ca

MUESTRA 18 (Ca

SEQ-1 (7 aa) | Préstata) Pancreaqs)
MUESTRA 4 (Ca
SEQ-2 (8 aa) | Préstatal) MUESTRA 13 {Prim Desc)
MUESTRA 13 (Prim
SEQ-3 (8 aa) | Desc) MUESTRA 16 [Prim Desc)
MUESTRA 13 (Prim MUESTRA 11 (Ca
SEQ-4 (8 aa) Desc) MUESTRA 16 (Prim Desc) | Ovario)
| MUESTRA 13 (Prim
SEQ-5 (9 aa) | | Desc) MUESTRA 10 {LLC)
[ MUESTRA 13 (Prim
SEQ-6 (8 aa) | | Desc) MUESTRA 10 (LLC)
i | MUESTRA 13 (Prim
SEQ-7 (8 aa) Desc) MUESTRA 10 ({LLC)
i | MUESTRA 13 (Prim
SEQ-8 (8 aa) | | Desc) MUESTRA 10 (LLC)
MUESTRA 13 {Prim
SEQ-9 (8 aa) | Desc) MUESTRA 10 (LLC)
MUESTRA 13 (Prim
SEQ-10 (8 aa) | Desc) MUESTRA 10 (LLC}
MUESTRA 17 (Ca
SEQ-11 (5 aa) | Ovario) MUESTRA 6 (Ca Ovario)
| MUESTRA 17 (Ca
SEQ-12 (5 aa) b | 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 Mamaq)
MUESTRA 6 {Ca
SEQ-16 (11 aa) Ovario) MUESTRA 2 [Ca Recto)
MUESTRA 11 (Ca MUESTRA 12 (Ca
SEQ-17 (10 aa) Ovario) Gdastrico)
MUESTRA 6 {Ca
SEQ-18 (11 aa) Ovario) MUESTRA 2 (Ca Recto)
MUESTRA 5 (Ca MUESTRA 12 (Ca
SEQ-19 (6 aa) Gastrico) Gastrico)
MUESTRA 5 (Ca MUESTRA 12 (Ca
SEQ-20 (6 aa) Gdstrico) Gdéstrico)
MUESTRA 12 (Ca MUESTRA 11 (Ca
SEQ-21 (10 aa) | Géstrico) OQvario)
MUESTRA 12 (Ca MUESTRA 9 {Sarcoma
SEQ-22 (6 aa) | Gdéstrico) Renal)

SEQ=Secuencia. LLC=Leucemia Linfocitica Crénica.

aa=Aminoacido
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TABLA 6. Proteinas alineadas con las secuencias repetidas
obtenidas de las muestras purificadas de liquido de
ascitis de los pacientes con neoplasias malignas.

No. DE
IDENTIFICACION
DE LA
SECUENCIA PROTEINAS ALINEADAS

SEQ-1 NI
SEQ-5 NI
SEQ-11 NI
SEQ-12 NI
SEQ-13 NI
SEQ-14 NI
SEQ-15 NI

SEQ=Secuencia. NI=No Identificada
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