170
%
2 &7 INVERIDAD NACINAL AUTONOMA DE MEXKO

FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

EFECTO DE LA INTERLEUCINA -2
(IL-2 EN SOBRENADANTE) EN CULTIVO
DE LINFOCITOS EN POBLACIONES DE
TRES DIFERENTES CENTROS HOSPITALARIOS.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B I 0 L O G A
P R E S E N T A

MARTHA  CECILIA,  SANEHEZ GUERRERO

MEXICO, D, F. 1994

Ty py Clixryng

TESIS CON LRI B808y
FALLA DE ORIGEN o



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.






o mis hermanss $ume y Fase Luls
nea ou condfie.

& mio cuffades Yuadalupe y Oocenr
non ou gran ansye.

11

& Poguile



Sracias a Reberde Suewara Y. y o Boncepcibn Jerena de Vepa nea ouw

valiesa amintad y coladoractdS5n en el presente trabago.

S da Dra. Yandre $omey sSneye npen Lo confianza y e Uempe
dedicadsy o ele ebose.

o lo A en € Ma. Tewoa Benltez y of Bidlege Mguel Hngel Meneseo
nen los camentarioes al prasente.

feel



& Aance nor ou paciencia. y canifie

s le Dra. Penie Condn L. Jele ded Depn. de fendlica y o L Dra.
Dalsres Fowedna ©O. ouldireciora de lewestgacidbn del Roopltal  Yeneral
"Da. Manuel Sea Songalez" ner ou aneye.

o todes aquellas pevvena que de alguna u e manera  parlicinaaen
en o elolenncidn de este Lialaje.

| A



-
=
[i=4
P
0
m

1.~ AgradecimientoScsccsssscaserscrarssssnssssannes
2.~ RESUMEN.t.sacevetrsonceassacaeasencascnnsassona
Se= INLroducCion..cvevsaoescsssennncsssnstosscnnnas
4.~ ObjetivoE.cscsacacscevecuntoeosscnassunvossnes
S.= HipotasSiBeesnscuesencoavcencunsnnsvescesacaonne
6.~ Material y M6todoS.ccuveevocuccnonspevecannnuss
7.~ ResuUltadoS...ccicccccuccrcsnnncacsrcracrssnnnes
8.~ Discusién y Conclusiones..ecrccescorsnccnsnanse
9.- Perspectivas de la TécniCaicieceeenvereannnees
10.- Referencias.sccccecsnsnnanenrscrnnnnssrrsonesns

11.- Apendice Iicvvccecesroonnncrccncnsnsosnnsanane

Pagina
i
2
3
22
23
24
27
35

137
38
43



RESUMEN

La Interleucina-2 {IL-2) en sobrenadante de cultivos de linfocitos de
48 horas de crecimiento, adicionandola a dos tiempos diferentes es de
gran ayuda en el laboratorio de citogenética ya que con este
sabrenadante, se puede obtener mayor numero de metafases, sin que asto

implique un costo adicional,



INTRODUCCION

Entre los examenes de laboratorio que son aespeci ficos de la Genética
Humana est4 el anilisis citogenético, para el cual las células mas
empleadas soh los linfocitos T, mediante los cuales se obtienen
cromosomas y gracias a su andlisis es posible detectar gran cantidad
de anomalfas, por ejemplo: S{ndrome de Turner, parejas con problemas
de infertilidad, problemas de diferenciacién sexual, etc.

Para realizar un diagnéstico citogenético adecuado es necesario contar
con suficientes células en metafase, cuya calidad debe ser dptima para
su anAlisis.

Los linfocitos T constituyen parte del sistema inmune, cuya funcidn
bisica es identificar, destruir a las sustancias extrafas al organismo
asi como a los invasores y a las moléculas toéxicas producidas por
células (24).

Casi cualquier macromolécula, siempre que sea extrafta al individuo,
puede inducir una manifastacién inmunolégica. Toda sustancia capaz de
desencadenar dicha respuesta recibe €l nombre de anti{geno. Existen dos
formas de raaccién del sistema inmune: -
1) Respuesta mediada por anticuerpos (Inmunidad Humoral)

2) Respuesta mediada por células, {Inmunidad Celular), que implica la
activacién de células especializadas que realizan funciones que
tienen por objeto intervenir en contra de los ant!{genos.

Dentro de las actividades que tiene el sistema inmune aestan: la
Reactividad alfamgnte especfiticas vy la habilidad para discriminar

entre lo propio y lo no propig, pPara lo cual origina estirpas

celulares con capacidad de destruccién del ant{geno después de la
expogsicién inicial (2, 47).
Una de las células responsables de la irmunidad son los linfocitos.
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Los cuales se localizan en el tejido sanguineo, linfa y en tejidos
linfoides especializados come €] timo, ganglios linfaticos, bazo vy
apéndice. El ser humano en condiciones normales tiene aproximadamente
2x10'? linfocitos.

En la década de los 60's se demostré que la respuesta inmunitaria esta
mediada por dos clases de linfocitos, las células IAque se diferenci{an
en el timo y son responsables de la inmunidad mediada por ceélulas vy
las célylas B que se especializan independientemente del timo, son
células secretoras, que dan origen a la inmunidad humoral (2, 6, 37).
Los linfocitos se desarrollan a partir de una célula madre
hematoroyética pluripotencial, que produce todas las células
sanguineas. Los linfocitos estan capacitados para responder hacia un
antigeno determinado antes de habar estado expuestos a 61, ya que
Poseen receptores que se unen espec{ficamente al ant{geho (37}.

Las zonas reconocidas da un antigeno por un receptor dado reciben el
nombre de determinantes antigénicas (2).

A partir de la década de los 70's, se realizaron una serie de trabajos
que ayudaron a conocer los mecanismos de activacion y el
funcionamiento de la respuesta inmunolégica, asi como las astirpes
celulares que participan en ella y los factores polip;ptldlcos de
crecimiento, que las mismas células secretan al ser estimuladas por
antigenos o mitégenos (6, 51).

Sa sabe en la actualidad que existen una serie de glicoproteinas que
acttain preferencialmente sobre células totipotenciales de la médula
ésea, a las cuales se les conoce como factores de crecimiento
hematopoyético, los cuales estimulan a varias estirpes celulares, que
son células de la linea blanca que se han clasificado en tres

subtipost granulocitos, linfocitos y monocitos, cada una con una



funcidn diferente (40).

La médula ¢sea normal contiene un pequeffo nimero de células o unidades

formadoras de colonias (UFC). En cultivos celulares, las UFC producen
" agregados de granulocitos bajo el estimulo de una glicoproteina

similar a una hormona, que se ha denominado factor estimulante de
colonias (FEC) y que es elaborado por los monocitos sanguineos o los
macréfagos tisulares (4, 21). Los granulocitos a su vez se dividen en
tres clases:
NEUTROFILOS (Polimorfonucleares): constituyen el grupo predominante de
granulocitos. Tienen movilidad ameboide, quimiotaxis y capacidad
litica debida a la presencia de algunos tiros de enzimas: proteasas,
catepsinas y lisozimas, contenidas en grianulos especificos. Cuando
estas células fagocitan bacterias u otras particulas, se provoca la
desgranulacidn, va que las enzimas de los granulos son vaciadas hacia
la vacuola fagocitica con el material ingerido. De esta manera
participan en la respuesta inmuna inespectifica.

EOSINOFILOS: células de defensa en contra de helmintos y

" protozoarios. Poseen grinulos que contienen enzimas similares a los
neutréfilos, ademas tienen alto contenido de peroxidasas y aryl
sul fatasa. Los eventos de fagocitosis son similares a los que
desarrollan los neutréfilos. No efectuan sintesis de enzimas
antimicrobianas lo que indica qua su accién no es la de aliminar
bacterias (4, 18, 21).
BASOFILOS: son pequeflos, en relacidn a los anteriores, méviles,
capaces de fagocitar, aunque no es clarc qua sea ésta su actividad
prioritaria. Parecen tener funciéon segretora (exocitocis)., Presentan
un contenido alto de histaminas, y heparina lo qua facilita el
metabolismo de los triglicéridos (4, 21),
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LINFOCITOS. constituyen del 30 al 60% de los leucocitos sangulneos.
Células pequeflas que miden de 8 a 15um de diametro. Son activamente
méviles pero no fagociticoes. Pueden clasificarse bisicamente en T o B
segun sus propiedades fisicas e inmunolégicas. Las células T al  igual
que las B responden a un antigeno por divisidn clonal y diferenciacion
en algunas de las clases de células T especificas para el antigeno.
Las celulas T citotéxicas (TC), se unen al antigeno viral que se
presenta sobre la superficie de una célula infectada y la matan. Los
linfocitos T supresores (TS) actuan para inhibir la respuesta inmune a
un antfgeno, tiempo despuéds que la respuesta se ha desencadenado.

Los linfocitos ayudadores (TA) se adhieren al antigeno sobre 1la
superficie de células B que se han unido ellas mismas al antigeno,
cada célula TA libera un tipo de hormonas Illamadas linfocinas que
permiten a las células B diferenciarse y multiplicarse (8, 21, 34, 37)
MONOCITOS: Células grandes fagociticas, representan del i al S5X% de los
leucocitos circulantes, su nhumero aumenta en infecciones comoz
tuberculosis, micosis generalizadas, endocarditis bacteriana y en
ciertos ataques por protozoarios. Los monocitos permanecen alrededor
de 8 horas en la circulacién antes de pasar a los tejidos, donde se
transforman en macréfagos alveolares, células da Kupffer u otros
macréfagos tisulares. Las células de la linea monocitica ante la
presencia de un estimulo antigénico producen linfocinas y/o citocinas
sustancias que pueden inducir la secresion de factores estimulantes
de colonias (CSF's), tales como Interleucina -1 (IL-1), y @l factor de
necrosis tumoral (TNF) (21).

Se han encontrado otros factores de crecimiento hamatopoyético que
forman una gran familia de proteinas extracelulares glicosiladas, que
ragulan la produccién vy actividad de células hematopoyéticas. Aqul se
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1hcluyen las Interleucanas (ILs) 1, 2, 4, 5, 6 y 7 (28, 40) su accidén
primaria es sobre células linfoides, ejemplos de ellos son: los
factores de estimulacidén granulocito-macréfago, estimulantes de
colonias de macréfagos (M-CS5F), los que estimulan a los granulocitos o
a los monocitos (GM-CSF) o solo granulocitos (G-CSF) y Multi-CSF ¢
IL-3. Actuan sobre neutréfilos, macréfagos, eosinsfilos,
megacariocitos y adipocitos (40). Jurgus (25) demostraron que
los Factores de crecimiento de células T (TCGF) parcialmente
purificados pueden ser usados para regular la proliferacién de células
TC de cultivos en suspensién, en pacientes con Leucemia Mielocitica
crénica (30, 38, 40).

La IL-5 e IL-6 estimulan células que se diferencian en eosindfilos o
neutrdfilos y macrofagos respectivamente, se ha demostrado en algunos
trabajos qua la IL-7 puede actuar como una saffal mitogénica para
timocitos y/o células T3 aunque en estos ultimos su papel no ha sido
bien definido (16). Estos factores de crecimiento hematopoyético son
glicoproteinas relativamente pequeffas, que contienen puentes d{sulfuro
intra o intermoleculares, los cuales son N u 0 glicosilados sobre una
treonina (29, 40).

En la actualidad la aplicacién terapedtica de la IL-2, interferén
(IFN y ) y otros factores de crecimiento linfocitario son de gran
ayuda como tratamiento adecuado en pacientes con cancar de cabeza,
cuello, higado, leucemias, etc. Estos factores se han utilizado como
terapia dando buenos resultados en algunos de ellos (i2, 14, 15, 50).
Todos 1os factores de crecimiento hematopoyético son sintetizados como
moléculas precursoras con una cadena inhicial hidrofébica de 25-32
aminoAcidos (aa) adyacente a un sitio clave para su actividad. Para
algunos de estos factores, esta secuencia es importante en el control
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de la secrecidn, niveles de 9gliceosilacién, transporte o seffales
peptidicas de anclaje.

Los genes que codifican para GM-CSF e IL-3 se encuentran muy cercanos
el uno del otro en el cromosoma 5, esto sugiere que puedan tener un
ancestro comn. Los genes tanto para el M-CSF como para su receptor se
localizan también en el cromosoma 5. El gen de G-CSF se ubica en el
cromosoma 17 (tabla 1). Algunos de estos genes e activan cuando
existe una sefal antigénica, como en el caso de los linfocitos T que
actyan a partir de seffales intercelulares (40).

Algunos modelos de estimulacidn inmunoldgica "in vitro" sugieren que
la interaccidn entre antigeno y un receptor da origen a un anticuerpo,

situado en la superficie celular (36).

INICIO DE LA RESPUESTA INMUNE

La activacidn de las células T regquiere de maltiples seNales de
tnicio. El estimulo inicial es provisto por mitégenos o por el
antigeno presentado y procesado. Loz mitégenos sobre la superficie
celular son necesarios para comenzar clerto estadio del ciclo
mitético. Estos son requeridos para generar procesos metabdlicos
intracelulares, que pueden ser a nivel de ensamblaje de ARNr. Se ha
descrito que algunas lectinas tales como: fitohemaglutinina (PHA),
acetato miristico de forbol {(PMA) o la concanavalina A (con A)
mediante estimulacién alogénica tienen mas acbivaidad para la
induccién de IL-2 (17, 28, 29, 33).

La afinidad entre los receptores de las células y las lectinas varia
de célula a célula (33, 36, 38).

Las primeras células en efectuar el reconocimiento del antigeno son
los macréfagos, los cuales engloban al antigeno, 1o procesan Para
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Tabla l. FACTORES DE CRECIMIENTO LINFOCITARIO.

Factores de Localizacién Nimero de
crecimiento cromosdémica exdnes
M-CSF 5933.1 io0
G-CSF 17921 ~922 S
GM-CSF 9q21-931 4
IL-1 2q13-921 ?
IL-2 4926-928 4
IL-3 o Multi-CSF Sq ?
IL-5 5q31 4
I1-6 7P21-p15 S
Interfardn 12q24.1 ?

Tomado de Nicola 1989 (39).




posteriormente desplegar ern su membrana daterminantes antigemicas que
interactlan con el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) clase I
y clase 11, dando inicio as{ al procesc inmunolégico como =e muestra
en la Fig. 1 (2, 34, 37). El antigeno puede ser reconacido por células
T auxiliares (TA) o linfocitos T citotdxicos (TC), una vez iniciado el
reconocimiento entre el macréfago v el linfocito TC o =21 macrdéfago vy
el linfocito TA, se inicia la fase de sintesis de factores de
crecimiento celular, que induciran la diferenciacion y maduracién de
distintas estirpes celulares (18, 27).

En 1976 se reportd que las células T humanas también pueden ser
cultivadas sin un estimulo antigénico, hasta por un afio, solo
adicionando a intervalos regulares un medio que contenga el
sobrenadante con la molécula estimuladora (28, 35).

Yong y Halliday en 1982 (57) informaron <que en sobrenadantes de
cultivos donde hubo proliferacién linfocitaria, se prasenta una
molécula que influye en el crecimiento celular, siempre y cuando
exista un estimulo antigénico.

Uno de los primeros factores de crecimiento secretado es la
Interleucina-i (IL-1), la cual es liberada por los macréfagos y otros
tipos celulares. Esta IL-1 fue llamada anteriormente Factor de
Inhibicién de la Migracién de los Macréfagos (MIF) (34).

La activacisén de c#lulas T por antigenos o estimulo mitogénico en
asociacidn con IL-1 induce la transicion de las células en fase Go a
la fase Gl del ciclo celular. La salida de cé¢lulas T de la fase Go a
G] es acompafada por la exposicién de receptores de Interleucina-2
(IL-2} sobre la superficie de células T y la secresidén de IL-2 (33).
La IL~1 una vez sintetizada actua sobre los linfocitos TA en presencia
de la doble sefial constitutda por IL-1 y por 2] antigeno contenido en
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macrédfagos, los linfocitos TA se diferencian y producen IL-2 vy esta a
su vez provoca la secresidn "en cascada" de variaz interleucinas vy
estimula la produccidén de la misma en algunos linfocitos TA que actuan
sobre linfocitos B inductores de anticuerpos (7, 18, 33),

En caso de estimulacidn por un antigeno, se observa el receptor
durante una decena de divisiones después de la presentacioén de aquel.
Una vez secretada la IL-2 por las células TA, migra hacia las mismas
TA que le dieron origen (retroalimentacidén positiva) las cuales han
iniciado su proliferacion (7, 18).

La IL-2 es requerida para la proliferacidn de células T, su acciséh es
dependiente de 1a unidn de la IL-2 a receptores especificos para ella,
sobre la superficie de células sensibles. La unién de la IL-2 a sus
receptores sobre la superficie de células T induce a las células a
continuar en el ciclo celular (33).

Taniguchi y cols en 1983 (48) fueron los primeros en descubrir y
caracterizar la Interleucina - 2. Esta modula la efectividad de una
respuesta inmune. Se ha demostrado que la IL-2 aumenta la
proliferacion y generacidn de células citotéxicas y poblaciones de
células T estimuladas por antigenos, este proceso a su vez provoca la
sintesis da interferdn gamma (IFN y ). También es capaz de contribuir
a producir una segunda seMal para la activacién de células TA
antigeno-espec) ficas. Estas actividades pueden ser secundarias a un

procaxo de activacidn de linfocitos T (17, 35).

ESTRUCTURA DE INTERLEUCINA 2

Se ha demostrado que 1la IL-2 es una glicoproteina con un peso
molacular (PM) da 15 Kd. Mediante la wutilizacién de técnicas se
Southern blot, analisis total de ADN humano, y analisis estructural de
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los fragmentos clonados obtenidos por Eco R1, se demostrs que la
Interleucina-Z aen una molécula constituida por 133 aminoacidos (aa),

los cuales son codificados por un gen que se localiza en el cromosoma
4 en la regidn q26 a q28. Este gen esta constituido por 4 exones y 3
intrones y se encuentra en una sola copta por complamento haploide
humano. Presenta cierta heterogeneidad, la cual quizd se deba a
modi ficaciones post-transcripcionales (18, 19, 26). Se han localizado
dos regiones de divergencia nuclectidica en la regién no codificante
en 3', tal divergencia puade representar un polimorfismo genético en
esta regidn del gen (19).

La estructura de la IL-2 es la siguiente: Regidn I, NHz2 terminal
(rasiduos 1-20); ragién II, una regién interna (residuos 21-65),
raegién 111, los residuos de cisteimas (58, 105 y 125); y la regién
1V, el COOH terminal (residuos 121-133) (26). La delecidn en la regidn
NH2 terminal en el aa 20 6 el COOH terminal en el aa 10 vresulta en
la pérdida del 99% de su bicactividad. La substitucion de aa en
sitios especificos de estas regiones dan origen a protei{nas que poseen
1% de su actividad (26, 29).

La IL-2 presenta una estructura de « hélice, una porcion de la
molécula forma una estructura de peldafios es ahi an donde se encuentra
el sitio de unidn de la molécula con el receptor (9),

Ju (26) y Collins (10) demostraron que un segmento corto helicoidal
(hélice a, aa 11-19) es esencial para la actividad bioldgica de Ila
molécula y se requiere esta conformacidn para la unidn con un péptido
denominado p75. También demostraron que el aa 20 Aspargina (Asp) es
nacesario para la unién efectiva de p735. La segunda hélice es una asa
extendida, que involucra los residuos 33-56, qua a su vez forman un
asa intermedia. Estos segmentos son nacesarios para el enlace de otro
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péptido llamado pSS. Una a hélice adicional en la regién de los aa
107~-113, que tedricamente pueden unirse a un péptido adicional del
receptor de la IL-2. Finalmente en la regidn carboxilo terminal de los
residuos 131-133 e unen a dos cisteinas (cys 58 y 105) Fig. 2 (9).

Su estructura terciaria se mantiene mediante un puente disulfuro que
enlaza dos aa la cys 58 y la cys 105 que son indispensables para la
actividad bicldgica de la molécula. Kuo y Robb (31) usando anticuerpos
para regiones especificas de la molécula de IL-2 han demostrado que
los residuos 8-27 y 33-54 estan involucrados en la interacciéon del
receptor de alta afinidad. Ademas han sugerido que los aa. 8-25
interactuan con el receptor p7S.

En 1978 se demostré que la IL-2 es secretada por linfocitos TA
estimulados ¥ que induce la proliferacién de todas las células que
poseen e&n su superficie receptores capaces de reconocerla.

Cuando los linfocites reconocen al antigeno *se activan® al
encontrarse con este y exprasan el receptor de IL-2.

Este mecanismo involucra receptores de superficie, la IL-2 se wune a
allos; estos receptores son de dos tipos: de afinidad baja o bien de
alta afinidad, con un peso de 55 Kd (pS5S) y de 75 Kd (p75)

reaspactivamente (7,19),
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ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE IL-2

Para identificar el receptor de IL-2 se emplearon anticuerpos
monoclonales obtenidos a partir de ratones, a los que se denomind
Anti - Tac; con la utilizacién de los mismos se logrd caracterizar
bioquimicamente una glicoproteina transmembranal de 55 Kd llamada pSS.
Warren y cols, (54) demostraron que esta molécula proviene de un
precursor peptidico de 33 Kd después de la separacidén de una secuencia
hidrofdbica lider.

Este precursor es N-glicosilado de 35 y 37 Kd para después observarse
la forma madura de 55 Kd. Esto hace suponer que los carbohidratos
asociados al receptor, son sulfatados y fosforilados sobre un residuo
de serina.

A partir de ADN complementario (ADNc) para el receptor de IL-2z humano
obtenido de células T infectadas con HTLV -1, sa determind que la
secuancia de la proteina madura consiste de 251 aa. Contiene un
dominio extracelular de 219 residuos. En el aa 2! se encuentra una
seffal peptidica para el gitio de glicosilacién. Se han 1dentificado
rasiduos de cistelnas en 1la formacién de puentes disul furo
intramoleculares que son requeridos para la unién de la IL-2.

Se encontréd un segundo dominio hidrofébico transmembranal de 19
residuos, donde se evidencia un COOH terminal el cual es una regién de
unién a la membrana. E]l tercer dominio es citoplasmitico, consta de 13
aa cargados positivamente, los cuales estan involucrados en el
anclaje de la molécula. En este dominio estan presentes aa aceptores
da fosfato (sarina y treonina).

Utilizando la técnica de hibridacidn “in situ" se describe que el gen
dal receptor de IL-2 estiA localizado en el cromosoma 10, de la regidn
pi4 a 1a p1S, el cual estid constituido por ocho exones y siete
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intrones. En 2! primer exdn se encuentra una sefal peptidica vy uha
regidn no tradt;u:ida en direccitn S5' el exdn 2, el cual esti localizado
hacia las Ultimas {5 Kb del exén 1, corresponde al primer aa de 1la
protetna madura (52). Utilizando el gen de cloranfenicol acetil
transferasa (CAT) se demostré que las secuencias en al extremo 5' del
axdn 1 contienen la regidén promotora del receptor de I{.-2.

Los exonas 2 y 3 codifican los dos sitios de glicosilacién; son ricos
en serinas y traeoninas, lo cual sugiere que puedan contener sitios
adicionales de carbohidratos. El ex¢n 2 muestra una homologia del 25%
de los ma, con el exdén 4 incluyendo la conservacion de cistefinas,
prolinas y residuos de triptofano sugiriendo un evento de duplicaci¢n
génica en asta ragion.

Los exones 5 y 6 corresponden a la regidén dal receptor localizada
en el exterior de la membrana y los 2, S y 6 poseen secuencias de
serinas o treoninas, y ellos contienen sitios de adicién de
carbohidratos. £1 7 contiene la mayor parte del dominic
transmembranal. Otra parte del 7 y 8 codifican para el dominio
citoplasmitico, el cual @es de 13 aa de longitud, contiene 6 aa
cargados positivamente que tal vez sirvan como anclaje citoplasmitico.
La parte final del exén 8 codifica la region 3' no traducida,
incluyendo las tres seflales de poliadenilacidén.

Con estudios de marcaje y entrecruzamiento se demostrd la prasencia de
un nuevo péptido de 68 Kd - 70 Kd (p75) con una afinidad intermedia
para la IL-2. Sharon y cols. {(44) apoyaron estos hallazgos, ya que
también encontraron que todas las lineas celulares qua analizaron
prasentaron receptores de baja o intermedia afinidad as decir, p55 o
P75, mientras que los de alta afinidad dependian da la presencia de
los dos receptores.
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Waldman (952) propone un modelo de multisubunidades para el receptor de
alta afinidad, en donde existen independientemente los dos péptidos
pSS (TAC) ¥y p75 los cuales crean baja y mediana afinidad; mientras que
el de alta es creado cuando ambos se expresan y se asocian en forma
coovalente en un receptor complejo. Sharon y cols presentan un modelc
similar (45).

Dukouvich y cols (13) identificaron p70-75 en la ausencia de Tac sobre
la superficie de células B. Robb y cols (42), Teshigawara y cols ( 49)

realizaron aestudios similares,

La expresién de los receptores de alta afinidad se inicia por su
interaccién con el antigenos. El antigeno unido en presencia de
macréfagos estimulados por IL-1 o [L-6 induce la sintesis coordinada,
la secresi¢n de IL-2 y la expresién de receptores de alta afinidad.
La continua activacién del receptor de células T esta asociada con un
incremento en el Cat+ intracelular, activacién del ciclo fosfoinositol
y ®l transporte de la protein kinasa "C" del citoplasma a la membrana
Fig. 3 (7, 20, 27, 32, 40, 52).

Utilizando estudios de entrecruzamiento con IL-2 marcada Herrman
(23) Diamanstein an, Saragovi y Malek (43) presentaron
evidencias para un péptido en ratén de 90-100 Kd asociado con p75 vy
P55. Estos autores proponen a un tercar peéptido asociado con pS5 y
P75 en el racaptor de alta afinidad. Utilizande entrecruzamiento, e
IL-2 mafcadl para la linea EL-4 del ratén, obtienen una cadena
de 100 Kd. Estos estudios sugieren que hay tres péptidos de unién
para 1la IL-2 (pS5, P75 y p90-100) y sa asocian en un receptor
de multisubunidades para formar al receptor de alta afinidad.

Utilizando anticuerpos monoclonales (Anti-TAC) marcados sobre
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membranas de linfocitos humanos despugs de la activacién con PHA, se
ha observado que los receptores se prasentan dentro de las siguientes
4 - 8 horas, en un numero aproximado de 30 000 a 60 aoo
molécula/célula y permanecen por un lapso de 48 a 96 horas después de
la activacidn con el mitdgeno. E1 ARNm de Tac es evidente después de 4
horas de activacién con PHA, teniendo un picc a las 8-12 horas. Estos
datos sugieren que la raespuesta inmune de células T dependientes de
IL-2 puede ser regulada por la cantidad de IL-2 secretada, as{ como
Por la magnitud de la expresién de los receptores de.IL-2 (7, 35).

Una serie de linfocinas juegan un papel importante en la regulacidn de
la expresién del antigeno TAC. Se ha demostrado que la IL-1 es
requerida para la expresién del receptor para IL-2 en una clona de
células TA (46).

Yodoi y cols (56) han identificado un factor derivado de células T
leucémicas de adulto (ATL), (ADF) este induce la expresion del receptor
de alta afinidad de IL-2.

El péptido P55 es expresado por células activadas en ciertas
neoplasias linfoides, enfermedades autoinmunes y en individuos con
transplantes de células T linfotrépicas activas Tipe 1 (HTLV-I)
asociadas a células T leucémicas. Algunas observaciones indican que
IL-2 juega un papel en la regulacién de sus mismos receptores; la
distribucién de P55 se ha definido con la utilizacién de anticuerpos
monoclonales {(CD 25). Para p75 se empled IL-2 marcada Y
entrecruzamiento. PS5O se encuentra en timecitos inmaduros, <élulas B
activadas, células activadas de morocitos, células rojas Reed -
Stenberg del linfoma de Hodgkin; =erie macrdfagos, células de Kupffer
en el higado, células de tangerhans de la piel, monocitos de sangre
periférica estimulados con lipopolisaciridos o interferdn y.
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Con base en los resultados de Aguilera Scriano (1), quien en 1991
establecid por.medio de electroforesis que la IL-2 esti presente en el
sobrenadante de cultivos de sangre periférica, encontrando un pico de
méaxima concentracién a las 48 horas de iniciado el cultivo, asimismo
demostrs, una vez caracterizada la IL-2 que su mayor efectividad es
sobre cultivos de sangre periférica cosechados a las 72 horas y otro
mas pequefo a las 96 horas. Por lo que en el presente trabajo se
utilizan estos dos tiempos (72 y 96) de cosecha con el fin de obtener

mayor cantidad de metafases, para el anAlisis citogenético.
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OBJETIVOS:
- Detarminar el efecto que sobre el Indice Mitético (IM) se produce al
administrar sobrenadante de cultivo de linfocitos de 48 horas de

crecimiento que contiene IL-2 a cultivos frescos.
- Comparar el Indice Mitético (IM) de cultivos de sangre periférica de

72 y 96 horas. de pacientes, con y sin el sobrenadante que contiene

IL-2.
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HIPOTESIS:

§i el sobrenadante de cultivos de linfocitos contiene IL-2 y este es
estimulante del crecimiento celular entonces, al administrar el
sobrenadante a otros cultivos linfociticos , se incrementara el Indice

Mitético (IM).

HIPOTESIS NULA (Ho)s
Al administrar el sobrenadante conteniendo la IL-2 a los cultivos, no

se incrementard el Indice Mitdético (IM).
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MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DEL SOBRENADANTE QUE CONTIENE LA IL-2

Se extraleron con una Jeringa heparinizada 10 ml de sangre periférica
obtenida de un individuo sano, (sin antecedentes de 1nfecciones
virales o bacterianas anteriores, no fumador, no bebedor), ijoven,
voluntario. Los cultivos de sangre periférica se sembraron siguiendo
la técnica de Arakaki y Spearks (3) para la siembra y Moorhead y cols
(39) para la cosecha, con algunas modificaciones.

En 4 frascos astériles se adiciond a cada uno:

=0.50 ml de fitohemaglutinina (PHA), (Microlab, Méx.)

~0.2 ml de estreptomicina-penicilina (10 Ul/ml, 20 ug/ml).

-2 ml de suero fetal de ternera (SFT), (Microlab, Méx.).

-8 ml. de medio Mc Coy Sa Modificada (Gibco, Grand Island Biological
Company, N.Y.).

- 2ml de sangre pariférica

- Se incubaron a 37 °C durante 48 horas.

EXTRACCION DEL SOBRENADANTE

A las 48 horas de iniciado el cultivo se separd el sobrenadante de los
4 frascos con una jeringa estéril y se procaeséd de la siguiente manera:
- Se centrifugd a 1500 rpm. durante 10 min.

- Se separd el sobrenadante dal paquete celular, el cual se pasé por
filtro Millipore con una apertura de 0.22 im (filtro de jeringa)
aestéril, Millipore Filter Corp., Bedbard, Mass., U.S5.A.

- Una vez filtrado se guardé en frascos estériles y se congeld a -20
oC, para ser utilizados posteriormente.

- La cbtencién y la extraccién del sobrenadante se realizaron en
condiciones de esterilidad.
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UTILIZACION DEL SOBRENADANTE

Se tomaron Z ml de sangre periférica a cada paciente, se sembrd con
la técnica ya ‘mencionada, se trabajaron cuatro frascos por cada
paciente, dos se cosecharon a las 72 hy 2 a 96 h. De cada pareja de
frascos, uno fue el testigo y el otro el experimental al gual se le
adicionaron 0.25 ml de sobrenadante que contiene la IL-2, previamente
obtenido.

~ A las 24 h de haberse iniciado el cultivo y en condiciones estériles
se agregaron 0.29ml del sobrenadante que contiene IL-2 a cada frasco
experimental.

COSECHA Y ELABORACION DE LAMINILLAS

- Se adicioné 0.2 ml de colchicina a una concentracion de 10 ul/ml
durante 30 min. A cada uno de los dos tiempos.

- Centrifugar 10 min a 1500 rpm

-~ Eliminar el sobrenadante, agregar 10 ml de solucién hipoténica (KCL)
0.75M durante 30 min.

- Centrifugar, eliminar el sobrenadante

= Fijar con Carnoy (Metanol 3:Ac. acético 1)

- Las laminillas se aelaboraron tomando con una pipeta Pasteur la
muestra y dejando caer una gota sobre un portacbjetos, previamente
desengrasado, dejando secar. Se realizaron laminillazs del frasco
testigo y del experiemntal de los dos tiempos probados (72 y 96 h).

- Ge tiffaron con Giemsa de forma habitual, para la datarminacién del
Indice Mitdtico (IM). La tincion sa realizé durante 3 nin. en la
giguiente mezcla: 45 ml. de amortiguador Sorensen pH 6.8 y S§ ml. de
colorante Giemsa (Merck).

- Enjuagar la laminilla, dejar secar para su analisis.
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DETERMINACION DEL INDICE MITOTICC

- Para determinar el IM se hizo 21 conteo de nucleos transformados
{nUcleos grandes, teflidos palidamente; color rosa), nlcleos no
transformados (nUcleos pequeflios, teflidos intensamentes color morado) y
metafases, en un total de 3000 células, por individue y para cada

frasco.

VALIDACION DE DATOS.

~ Con el fin de interpretar estadi{sticamente los resultados entre el
grupo testigo y el experimental, en los dos tiempos de cultivo, se
aplicaron las pruebas de " t de Student" y la "U de Mann-Whitney". Se

describen brevemente en el apéndice (1) (5, 53).
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RESULTADOS

Se Procesaron un total de 28 muestras de sangre periférica de
Pacientes que 1legaron a los laboratorios de Genética, para descartar
alguna alteracidn cromosdmica en los tres centros participantes:
Centro Medico Nacional (C.M.N.) IMSS, Hospital General "Dr. Manuel Gea
Gonzalez” S.S5., Hospital Regional 2¢ de Noviembre, ISSSTE.

En las tablas 2 y 3 se presentan los resultados de los Indices
Mitéticos (IM), as{ como el 1incremento en cada uno de ellos, al
agregar el sobrenadante se observan los promedios y las desviaciores
estandar para el total de la muestra en los dos tiempos de cuitivo.
Estos aumentos confirman que la [IL-2, si actua como factor de
crecimiento, es decir se obtiene un mayor ntmero de mitoszis en los dos
tiempos de cosecha (Grafica 1).

Al aplicar las pruabas astadisticas de "t Student" y la “U da
Mann-wWhitney, se observa que con ambas los valores obtenidos son
estadisticamente significativos (Tabla 4), es decir se apoya la Ha vy
se rechaza Ho.

En las figuras 4, Sy 6 se notan las diferencias de los .lndices
Mitéticos de los cultives con y sin sobrenadante, en los dos tiempos
de cosecha, en las muestras de los pacientes de 1los tres centros
hospitalarios.

Esto hace aevidente que aquellos cultivos a los que se les adiciont el
sobrenadante conteniendo la IL-2, tienen incremento importante dal
Indica Mitético, lo cual indica que el sobrenadante conteniendo la

IL-2 actua como inductor de la proliferacidn celular.
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Tabla., 2 INDICE MITOTICO PARA LOS CULTIVOS DE 72 H

SIN CON aAn%
Sobrenadante Sobrenadante
1.33 4,12 309.77
0.66 1.81 274.24
0.30 2.17 434,00
1.19 1.94 176.36
0.81 2.82 348. 15
0.78 2.868 369.25
0.37 0.82 221.62
1.58 2.69 170.25
1.61 1.44 87.44
1.91 1.30 68.06
1,386 1.69 122.46
0,61 1,02 167.21
0.61 1,00 163,93
2.39 3,23 135.195
2.48 3.18 128.23
1.69 3.17 187.57
2.07 3.33 150.87
2.35 3,13 133. 19
¢.48 1.17 247.75
0.81 0,92 113.58
0.76 1.45 199.75
0.40 8.63 157.50
1.56 2,10 142.00
1.39 1.56 112.23
0.75 1.10 146.67
1.23 2.80 227.64
1.47 1.70 115.65
¥= 1.23 X= z.06 Xz 193.26
D.E.» 0.63 D.E= 0.94 D.Es 87.42
T=promedio, D.E.= Dbesviacion estandar

AX4= incremento en porcentaje

28




Tabla. 3 INDICE MITOTICO PARA LOS CULTIVOS DE 96 H

SIN CON AXK
Sobrenadante Sobrenadante
1.18 1.63 138.14
0.35 0,61 174,29
0.56 1.16 207.14
1.57 2.56 163.06
0.93 1.43 153.76
0.50 1.31 262.0
0.27 1.74 644,44
1.26 2.27 180.16
1.45 2.10 144.83
1.58 1.80 113.92
1.66 2.4 144.58
0.56 1.25 223.21
0.47 0.94 200.0
2.32 ’ 3.47 149.57
2.48 5.87 236.70
2,22 3.26 146.85
2.73 3.95 144,69
2.78 4.03 144,96
1.00 1.59 159.0
2.44 2.80 114,75
1.85 2.19 118.38
0.97 1.90 195.78
2.92 J.11 106.51
2.95 4.15 140.68
1.43 2.34 163,64
1.44 2.43 168.75
1.77 2.13 120.34
2.67 3.30 123,60
X= 1.55 = 2.44 X= 177.99
D.E.=0.8% D.E.=1.16 D.E.= 97.37
X= promedio, D.E.= desviacidn estandar

AXXe incremento en porcentaje

29




31UEPEUIIQOS UOD (T IIUBPEUAIQOS UIS B
odwoary
seioy = 96

<L

B\
W
N
N

N

Bt
A B R T
Ll
g 9
I
P
Ry
o A ] PO » v vt r v v e s % moe s moesmme e o=
o

A\

SN,
Y \\
N

g
o , ~Z
L I R oo AL RTINS
WAk | .
................................................................ — ST
~ €

O3LIONA 301pu]

SeI0Y 96 K gL 9P soanno eied OSNONA 9DIPU] 9P SIIOTRA

1 BdJRID

30



Tabla 4. Comparacién de los resultados de las pruebas eatadisticas en
los dos tiempos de cosecha. "t Student” y "U de Mann Whitney".

72 Hrs 96 Hrs
"t 5.92 P < 0.001 7.35 p < 0.001
"t 3.37 p < 0,005 2.74 p < 0.01
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El cultive de linfocitos de <cangre periférica es la técnica mas
empleada en citogenética, Por la facilidad de obtencién del tejido vy
por el bajo costo; pero en ocasiones no se obtiene la cantidad de
mitosis adecuada para realizar al analisis, es decir, no hay
suficiente multiplicacidn celular, lo cual se traduce en pocas o
ninguna metafase para realizar el cariotipo . Esto obliga & efectuar
una 2a ¢ 3a toma de muestra, con las consecuentes molestias para el
paciente, asi como mayor utilizacién de recursos tanto materiales como
humanos, por lo que es necesario contar con un agente que permita la
obtenci¢n de mas celulas en metafase para lograr un cultivo de ¢ptima
calidad. Una sustancia que reune estas caracteristicas, como
previamaente lo ha mostrado Aguilara Soriano (1) es la IL-2 que actua
como factor de crecimiento de linfocitos T.

Con respecto al empleo de la IL-2 no tiene grandes requerimentos, vya
que se obtiene de cultivos de sangre pariférica de 48 h, de
crecimiento como lo demostré Aguilera Soriano (1), sin embargo a pesar
de que no se obtiene pura, ya que el sobrenadante ademas d; IL-2
contiene otros factores da crecimiento, como lo describen Laing vy
Waiss (32) y Koyama y cols (30) quienes encontraron que ademis de la
IL-2, existen otros factores de crecimiento tales como: IL-1, IL-3,
IL-4, IL-S, IL-6, IFNy y TNF, por lo cual se puede utilizar como un
potenclador dae la divicién celular aqaue ayudara al anilisis
citogenético, ya que aumenta el numero y calidad de metafases (20, 30,
41), estos datos coinciden con los resultados de este trabajo {Tablas
2, 3y Grafica 1).

Al probar la IL-2 obtenida en sobrenadante de cultivos de linfocitos
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de 48 h de crecimiento y adicionarlo & cultives a las ‘24 h de
iniciado este y cosechados a las 72 y 96 h, se comprabd <qua se puede
obtener material con las caracteristicas necaesarias para un buen
diagnéstico citogenético (1, 30) este comportamiento coincide con el
descrito previamente por Aguilera Sorianc (1) vy Jurgus y cole (24).

Al cemparar los resultados de los centros haspitalarios participantes,
en todos los casos se obtiene un mejor IM a las 96 h, Fig. 4, Sy 6 lo
cual implica que posiblemente la IL-2 al actuar sobre los cultivos
24 h mas, en un sistema asincrénico, produce mayor estimulo., No
obstante existe el riesgo que al ir aumentando el tiempo de cultivo
estos linfocitos no raspondan al estimulo mitogénico, ni al de la
IL-2, ya que estos al envejecer ya no responden, como lo han seffalado
Gullberg y cols (22) y Wu y cols (55).

Con la aplicacdtn de las pruebas estadisticas, se observa que existen
diferencias significativas, entre el grupo testigo y el experimental,
lo cual apoya el hecho de que el sobrenadante que contiene la IL-2
actUa estimulando a los linfocitos T {(Tabla 4).

Este factor de crecimiento como se mencioné anteriormente es facil de
obtener y aumenta las posibilidades de lograr cultivos &ptimos que
asaguren el mejor resultado citogenético, da manera econémica y
sencilla ya que no es necesario comprar la IL-2 sintética vy se puede

preparar en el mismo lugar de trabajo.
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PERSPECTIVAS DE LA TECNICA

El tipo d= pacientes en los que obtendrf{amoz mayores benaficios son
los que se encuentran en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCIN),
aquellos que por alguna causa en el primer intento no se ha obtenido
material y hay que poner atencidén especial en sus cultivoss;
inmunodeprimidos, los que requieren de técnicas especiales tales como:
Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH). “X" fragil (X Fra) Alta
resolucidn, ya que en estos casos el crecimiento linfocitario es muy
deficiente, debido a los reactivos que se utilizan. Otro tipo de
pacientes en los que se puede aplicar son, en los que de alguna manera
es diffcil obtener una 2a muestra; en caso de que no hava crecimiento,
como son los pacientes foraneos ( es dificil que pueda venir a una
segunda muastral, o niffos con multiples malformaciones con venas muy
delgadas, pacientes con compromiso hematolédgico, e incluso meédula
dsea.

Se propone comparar esta metodologia con medio Gibco, vya que aeste
medio praesenta mayor control de calidad dando mejores resultados f{en
la prictica diaria), as{ como la utilizacidn de IL-2 sintétic; para
determinar la eficacia del sobrenadante obtenido en el laboratorio. En
el presente trabajo no se utilizaron estas variables debido a que solo
se queria comprobar si este sobrenadante funciona como factor de

crecimiento de linfocitos T.
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APENDICE 1

PRUEBA DE WILCOXON DE SUMA DE RANGOS
La PtUeba "U" es alternativa no paramétrica de la prueba "t
bimuestral. La prueba “"U" también se denomina "prueba de MWilcoxon o
Prueba de Mann-wWhitney”.
La prueba de ;angos esta disefada para detectar cualquier clase de
diferencia entre los dos grupos: Ubicacitn, dispersidn, forma, o los
tres. Las Gnicas swrosiciones nacesarias para esta prueba son:
i. Ambas muestras se toman en forma aleatoria, e independientemente de
sus respectivas poblaciones,
2. La varaiable fundamantal, aleatoria de interés es continua f{para
svitar empates).
3, Los datos obtenidos constituyan, cuando menos, un nivel ordinal de
medicidon, tanto dentro como antrae las muestras.
Para efectuar la prueba, se deben reemplazar las observaciones en la
dog muestras de tamaflo ny ¥ ny Con sus rangos combinados {(salvp, por
supuesto, que Jlos datos obtenidos contuvieran inicialmente los
rangos). Los rangos se asignan de la misma manera que se hace en la
prueba de Kruskal-Wallis.
Sean ni (i=1,2,3,.....n) el nimaro de observaciones en la i-ésima
muastra, Primero se combinan todas las K muestras y se arreglan las
nanNl*n2,......* Nk observacionas en orden creciente, sustituyendo el
valor apropiado de 1, 2, 3yeeecsaan®a Cada observacion. En caso de
empates (observaciones idénticas), se sigue el procedimiento usual de

reemplazar las observaciones por las medias de los valores que las
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observaciones tendrian si fuesen distinguibles. La suma de los valores
correspondientes a 10s ni observaciones en la 1-ésima muestra se arota
con la variable arbitraria ki.

VLa prueba estadistica Tn1 de la prueba Wilcoxon de suma de rangos es
solo la suma de los rangos asignados a las observaciones n
muestra mas pequeffa. Para muestras de tamafio igual, se puede
seleccionar cualquier grupo para la determinacion de Tnl.

Para muestras de tamaffo grande, la prueba estadistica Tnl tiene una
distribucién aproximadamente normal. Por lo tanto, se puede usar la
giguiente férmula de aproximacién para muestras grandes para la

prueba de la hipdtesis nula.
0, Ing 1}
T, © 2

TV —————— it

n o nylnstl)
12

y con base en el mvel de significacion szseleccionado, se puade
rechazar la hipttesis nula si el valor de I calculado cas en la regién

spropiada de rechaze, segun si se tiene una prueba de dos o una cola.

PRUEBA T DE DIFERENCIA APAREADA,

El procedimiento para anlizar la diferenica entre las medias de dos
grupos cuando los datos se obtienen de muestras que estan relacionada,
es decir, los resultados del primer grupo no son independientes de los
del segundo. Esta caracteristica de dependencia de los dos grupos
ocurre, ya sea porqua las observaciones estan apareadas segin alguna

caracteristica o porque se obtienen mediciones repetidas con el mismo
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grupo de observaciones. en cualquer cazo la variable da interés se
convierte en la diferencia entre los valores de las obzervaciones, mas
bien que el de las observaciones en si.

Como se va a demostrar que las dos muestras son diferentes, entoncas,

se tiene una prueba de dos colas.
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