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RESUMEN 

La lnterleuclna-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 

~obrenadante, se pueda obtener mayor número de metafases, sin que esto 

implique un costo adicional, 
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INTRODUCCION 

Entre los exámenes de laboratorio que son específicos de la Genética 

Humana estA el análisis citogenético, para el cual las células más 

empleadas son los linfocitos T, mediante los cuales se obtienen 

cromosomas y gracias a su análisis es posible detectar gran cantidad 

de anomalías, por ejemplo: Síndrome de Turner, pareJas con problemas 

de infertilidad, problemas de diferenciación sexual, etc. 

Para realizar un diagnóstico citogenético adecuado es necesario contar 

con suficientes células en metafase, cuya calidad debe ser 6Pti~a para 

su aná.lis1s. 

Los 1 infoci tos T constituyen parte del sistema inmune, cuya func:16n 

bAsica es identificar, destruir a las sustancias extranas al organismo 

así como a los invasores y a las moléculas tóxicas producidas por 

células 124). 

Casi cualquier macromolécula, siempre que sea extra~a al individuo, 

puede inducir una manifestación inmunológica. Toda sustnncia capaz de 

desencadenar dicha respuesta recibe el nombre de ant1geno. Existen dos 

formas de reacción del sistema inm111e1 

1) Respuesta mediada por anticuerpos !Inmunidad Humoral) 

2) Respuesta mediada por células, !Inmunidad Celular), que implica la 

activación de células especializadas que realizan funciones que 

tienen por objeto intervenir en contra de los antígenos. 

Dentro de las actividades que tiene el sistema Inmune astan• la 

fi!lactivirlad a!tamentw especificar y la habilidad eAt.A discrjminar 

~ lo propio ~ !,Q QQ. 2.!::.Qe.i.Q., para lo cual origina estirpes 

celulares con capacidad de destrucción del ant1geno después de la 

exposiciOn inicial (2, 47). 

Una de las células responsables de la inmunidad son los linfocitos. 
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Los cuales se localizan en el tejido sangu!neo, linfa y en tejidos 

linfoides espe.cializados como el timo, ganglios linfáticos, bazo Y 

apéndice. El ser humano en condiciones normales tiene aproximadamente 

2x10 12 linfocitos. 

En la década de los 60 1 s se demostró que la respuesta inmunitaria está 

mediada por dos clases de linfocitos, las sélulas I. que se diferencian 

en el timo y son responsables de la inmunidad mediada por células y 

las !iélylas !! que se especializan independientemente del timo, son 

c6Julas secretoras, que dan origen a la inmunidad humoral (2, 6, 37). 

Los linfocitos se desarrollan a partir de 

hematopoyética pluripotencial, que produce 

una 

todas 

célula madre 

las c6lulas 

sanguíneas. Los linfocitos estin capacitados para responder hacia un 

ant1geno determinado antes de haber estado expuestos a él, ya que 

poseen receptores que se unen específicamente al antígeno <371. 

Las zonas reconocidas de un ant1geno por un receptor dado reciben el 

nombre de determinantes antigénicas <21. 

A partir de la década de los 70's, se realizaron una serie de trabajos 

que ayudaron a conoc•r los mecanismos de activación y el 

funcionamiento de la respuesta inmunol~ica, as1 como las estirpes 

celulares que participan en ella y los factores Polipept1dicos de 

crec1miento, que las mismas células secretan al ser estimuladas por 

antígenos o mitógenos <6, 51). 

Se sabe en la actualidad que existen una seria de glicoprotaínas que 

actCán preferenc1almente sobre células totipotenciales de la médula 

ósea, a las cuales se les conoce co-o factores de creci•tento 

hematopoyét1co, los cuales estimulan a varias estirpes celulares, que 

son células de la linea blanca que se han clasificado en tres 

subt1posr granulocitos, linfocitos y monocitos, cada una con una 
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función diferente C40). 

La médula ósea normal contiene un pequeno número de células o unidades 

formadoras de colonias CUFCl. 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 CFECl y que es elaborado por los monocitos sanguíneos o los 

macrófagos tisulares C4, 21). Los granulocitos a su vez se dividen en 

tres clases1 

NEUTROFILOS !Polimorfonuclearesl: constituyen el grupo predominante de 

granulocitos, Tienen movilidad ameboide, quimiotaxis y capacidad 

lJtica debida a la presencia de algunos tipos de enzimas: proteasas, 

catepsinas y lisozimas, contenidas en gránulos específicos, Cuando 

estas células fagocitan bacterias u otras part1culas, se provoca la 

desgranulaci6n, Y• que las enzimas de los grAnulos son vaciadas hacia 

la vacuola fagocitica con el •aterial ingerido. De esta manera 

participan en la respuesta inmune inespecifica. 

EOSINOFILOS1 células de defensa en contra de helmintos y 

protozoarios. Poseen gránulos que contienen enzimas similares a los 

n•utrófilos, ademas tienen alto contenido de paroxidasas y aryl 

sulfatasa. Los eventos de fagocitosis son similares a los que 

desarrollan los n•utrófilos. No efectúan sintesis de enzimas 

anti•icrobianas lo qua indica que su acción no es la de eliminar 

bccteri•~ 14, iB, 21), 

BASOFILOS: son peque"os, en relación a los anteriores, móviles, 

capac•s de fagocitar, aunque no es claro que sea ésta su actividad 

Prioritaria. Parecen tener función secretora (e>cocitocis), Presentan 

un cont•nido alto de histaminas, y heparina lo que facilita al 

metabolismo de los triglicéridos C4, 21), 
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LINFOCITOS. constituyen del 30 al 60:1. de los leucocitos sangulneos. 

Células peque~as que miden de 8 a 15µm de diámetro. Son activamente 

móviles pero no fagocit1cos. Pueden clasificarse básicamente en T o B 

según sus propiedades fis1cas e 1nmunol6g1cas. Las cOlulas T al igual 

que las B responden a un antigeno por división clonal y diferenciación 

en algunas de las clases de células T especificas para el antígeno. 

Las células T citot6x1cas <TC>, se unen al antigeno viral que se 

presenta sobre la superficie de una célula infectada y la matan. Los 

linfocitos T supresores <TS) actúan para inhibir la respuesta inmune a 

un antigeno, tiempo después que la respuesta se ha desencadenado. 

Los linfocitos ayudadores <TA> se adhieren al ant1geno sobre la 

superficie de células B que se han unido ellas mismas al ant1geno, 

cada célula TA libera un tipo de hormonas llamadas linfocinas que 

permit•n a las células B diferenciarse y multiplicarse <0, 21, 34, 37) 

MONOCITOS1 Células grandes fagociticas, representan del 1 al 5X de los 

leucocitos circulantes, su nómero aumenta en infecciones como1 

tuberculosis, micosis generalizadas, endocarditis bacteriana y en 

ciertos ataques por protozoarios. Los monocitos permanecen alrededor 

de 0 horas en la circulación antes de pasar a los tejidos, donde se 

transforman en macrófagos alveolares, células de Kupffer u otros 

macr6fagos tisulares. Las células de la linea monocitica ante Ja 

presencia de un estimulo antigén1co producen 11nfocinas y/o citoc1nas 

sustancias que pueden inducir la secresión de factores estimulantes 

de colonias <CSF's), tales como Interleucina -1 <IL-ll, y el factor de 

necrosis tumoral <TNFl (21) • 

Se han encontrado otros factores de crecimiento hematopoyético que 

forman una gran familia de prote1nas e~tracelulares glicosiladas, que 

regulan la p1•oducc16n y actividad de células hematopoyéticas. Aqul se 

6 



incluyen las Inter leucinas ( Ils) 1, 2, 4, 5, 6 y 7 (28, 40) su acción 

primaria es sobre células linfoides, ejemplos de ellos son: los 

factores de estimulación granulocito-macrófago, estimulantes de 

colonias de macrófagos CM-CSF>, los que estimulan a los granulocitos o 

a los monocitos <GM-CSF> o solo granulocitos (G-CSF> Y Multi-CSF 6 

IL-3. Ac:tuan sobre neutr6filos, macr6fagos, eosin6filos, 

megacariocitos y adipocitos (40l. Jurgus (25l demostraron que 

los Factores de crecimiento de c4lulas T <TCGFl parcialmente 

purificados pueden ser usados para regular la proliferación de c:Qlulas 

TC de cultivos en suspensión, en pacientes con leucemia Mielocltica 

crónica (30, 38, 40). 

La IL-5 e IL-6 estimulan células que se diferencian en eosin6filos o 

neutrófilos y macrófagos respectivamente, se ha demostrado en algunos 

trabajos que la IL-7 puede actuar como una se~al mitog,nica para 

timocitos y/o células TJ aunqu• en estos Oltimos su papel no ha sido 

bien definido (16). Estos factores de crecimiento hematopoyético son 

glicoprotelnas relativamente pequenas, que contienen puentes disulfuro 

intra o intermoleculares, los cuales son N u O glicosilados sobra una 

treonina (29, 40l. 

En la actualidad la aplicación terape(Jt1ca de la IL-2, interfer6n 

CIFN y ) y otros factores de crecimiento linfocitario son de gran 

ayuda como tratamiento adecuado en pacientes con cincer de cabeza, 

ct~ello, h!gil:do, leucemias.. et.e. Estos factores se han utilizado como 

terapia dando buenos resultados en algunos de ellos (12, 14, 15, 50). 

Todos los factores de crecimiento hematopoyético son sintetizados como 

moléculas precursoras con una cadena inicial hidrofóbica de 25-32 

amino.ácidos Caa) 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 secreción, niveles de 9l1co::.1lación, transporte o sefrales 

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 común. 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 senal antigén1ca, como en el caso de los linfocitos T que 

actúan a partir de seNales intercelulares (401. 

Algunos modelos de est1mulaci6n inmunológica 11 1n vitro" sugieren que 

la interacción entre antigeno y un receptor da origen a un anticuerpo, 

situado en la superficie celular (36). 

INICIO DE LA RESPUESTA INMUNE 

La activación de las células T requiere de múltiples senales de 

Inicio. El estimulo inicial es provisto por mit6genos 6 por el 

ant!geno presentado y procesado. Los mit6genos sobre la superficie 

celular son necezarios para comenzar cierto estadio del ciclo 

mitótico. Estos son requeridos para generar procesos metabólicos 

Intracelulares, que pueden ser a nivel de ensamblaje de ARNr. Se ha 

descrito que algunas lectinas tales como• fitohemaglutinina <PHAI, 

acetato mir!stico de forbol <PMAI o la concanaval1na A <con Al 

mediante est1mulación alo9énica tienen mas 

inducción de IL-2 <17, 28, 29, 381. 

para la 

La afinidad entre los receptores de las células y las lectinas varia 

de c6lula a célula (33, 36, 381. 

Las primeras células en efectuar el reconocimiento del antigeno son 

los macrófagos, los cuales engloban al antigeno, lo procesan para 
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Tabla l. FACTORES DE CRECIMIENTO LlNFOCITARIO. 

Factores de Localización Ni:.ero de 
crecimiento cromos6mica exónes 

M-CSF 5c¡33.1 10 

G-CSF 17c¡21-c¡22 5 

GM-CSF 5ci21-ci31 4 

IL-1 2c¡l3-c¡21 ? 

IL-2 4c¡26-c¡28 4 

IL-3 o Multi-CSF 5c¡ ? 

IL-5 5c¡31 .. 
Il-6 7p21-p15 5 

Interfarón 12ci24.1 ? 

Tomado de Nicola 1989 C39l. 
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posteriormente desplegar en su membrana doaterminantes ant1gen1cas que 

interactúan con el CompleJo Mayor de Histocompat1bilidad CMHC> clase l 

Y clase 11, dando inicio asi al proceso inmunológico como se muestra 

en la Fig. l (2, 34, 37>. El anti geno puede ser reconocido por células 

T awciliares CTA> o linfocitos T citotóxicos <TC>, una vez iniciado el 

reconocimiento entre el macrófago y el 1 infoci to TC o el macrófago y 

el linfocito TA, se inicia la fase de slntesis de factores de 

crecimiento celular, que inducirán la diferenciación y maduración de 

distintas estirpes celulares (18, 27). 

En 1976 se reportó que las células T humanas también pueden ser 

cultivadas sin un estimulo antigénico, hasta por un ano, solo 

adicionando a intervalos regulares un medio que contenga el 

sobrenadante con la molécula estimuladora <28, 35). 

Vong y Halliday en 1982 157) informaron que en sobrenadantes de 

cultivos donde hubo proliferación linfocitaria, se presenta 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-1 IIL-1>, la cual es liberada por los macrófagos y otros 

tipos celulares. Esta IL-1 fue llamada anteriormente Factor de 

Inhibici6n de la Migración de los Macrófagos !MIFl (341. 

La activación de ct!olula~ T por ant1genos o estimulo mito9én1co en 

asociación con IL-I induce la transición de las células en fase Go a 

la fase GI del ciclo celular. La salida de células T de la fase Go a 

Gl es acompal"iada por la exposición de receptores de Interleucina-2 

<IL-2> sobre la superficie de células T y la secresión de IL-2 (33). 

La IL-1 una vez sintetizada actúa sobre los linfocitos TA en presencia 

de la doble sella! constituida por IL-1 y por el antlgeno contenido en 
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macrófagos, los 1 infoci tos TA se diferencian y producen IL-2 y esta a 

su vez provoca la secresión "en cascada" de varias. interleucinas y 

estimula la producción de la misma en algunos linfocitos TA que actúan 

sobre linfocitos B inductores de anticuerpos (7, 18, 33). 

En caso de estimulación por un antigeno, se observa el receptor 

durante una decena de divisiones después de la presentación de aquel. 

Una vez secretada la IL-2 por las células TA, migra hacia las mismas 

TA que le dieron origen <retroalimentación positiva> las cuales han 

iniciado su proliferación (7, 18). 

La IL-2 es requerida para la proliferación de células T, su acción es 

dependiente de la unión de la IL-2 a receptores espec1ficos para ella, 

sobre la superficie de células sensibles. La unión de la JL-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 lnterleucina - 2. Esta modula la efectividad de una 

respuesta inmune. Se ha demostrado que la IL-2 aumenta la 

proliferación y generación de células citotOxicas y poblaciones de 

células T estimuladas por anttgenos, este proceso a su vez provoca la 

sintesis d~ interferón gamma <IFN r ). También es capaz de contribuir 

a producir una segunda sena! para la activación de células TA 

antigano-especlficas. Estas actividades pueden ser secundarias a un 

proce•o de act1vaci6'1 de linfocitos T (17, 35}. 

ESTRUCTURA DE INTERLEUCINA 2 

Se ha demostrado que la IL-2 es una 9! lcoproteina con un peso 

molecular <PM> de 15 Kd. Mediante la utilización de tOc:nicas se 

Southern blot, anUisis total de ADN humano, y a11.1lis1s estructural de 
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los fragmentos clonados obtenidos por Eco Rl, se demostró que la 

Interleucina-2 en una molécula constituida por 133 aminoácidos Caa), 

los cuales son codificados por un gen que se localiza en el cromosoma 

4 en la regi6n q26 a q28, Este gen est~ constituido por 4 e•ones y 3 

intrones y se encuentra en una sola copia por complemento haploide 

humano. Presenta cierta heterogeneidad, la cual quizá se deba a 

modificaciones post-transcripcionales C18, 19, 26). Se han localizado 

dos regiones de divergencia nucleotidica en la región no codificante 

en 3', tal divergencia puede representar un polimorfismo genético en 

esta regi6n del gen <19). 

La estructura de la IL-2 es la siguiente: Regi6n 1, NH2 terminal 

<residuos 1-20); ragi6n 11, una regi6n interna (residuos 21-65>, 

regi6n I 11, los residuos de cisteinas (58, 105 y 125>: y la región 

IV, el COOH terminal (residuos 121-133> <26), La delec16n en la regi6n 

NH2 terminal en el aa 20 6 el COOH terminal en el aa 10 resulta en 

la pérdida del 99Y. de su bioactividad. La substltuci6n de aa en 

sitios especificas de estas regiones dan origen a prote1nas que poseen 

1Y. de su actividad (26, 29), 

La IL-2 presenta una estructura de a hélice, una porci6n de la 

molkula forma una estructura de peldal'!os es ahi en donde se encueritra 

el sitio de uni6n de la molécula con el receptor (9), 

Ju (26> y Collins (10) demostraron que un segmento corto helico1dal 

(hélice a, aa 11-19) es esencial para Ja actividad biológica de la 

molécula y se requiere esta conformaci6n para la uni6n con un péptido 

denominado p75. También demostraron que el aa 20 Aspargina <Asp) es 

necesario para la unión efectiva de p75. La segunda hélice es una asa 

extendida, que involucra los residuos 33-56, qua a su vez forman un 

asa intermedia. Estos segmentos son necesarios para el enlace de otro 
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péptido llamado p55. Una a t1él1ce Et.d1c1cir1cd en la región de los aa 

107-113, que teóricamente pueden unirse a un pépt1do adicional del 

receptor de la IL-2. Finalmente en la región carboxilo terminal de los 

residuos 131-133 se unen a dos cistelnas (cys 58 y 105) Fig. 2 (9). 

Su estructura terciaria se mantiene mediante un puente disul furo que 

enlaza dos aa la cys 58 y la cys 105 que son indispensables para la 

actividad biológica 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 interacción del 

receptor de alta afinidad. AdemAs han sugerido que los aa. 8-25 

interactOan con el receptor p75. 

En 1978 se demostró que la IL-2 es secretada por linfocitos TA 

estimulados y que induce la proliferación de todas las células que 

poseen en su superficie receptores capaces de reconocerla. 

Cuando los linfocitos reconocen al antigeno "se activan" al 

encontrarse con este y expresan el receptor de IL-2. 

Este mecanismo involucra receptores de superficie, la IL-2 

elloa1 estos receptores son de dos tipos: de afinidad baja o 

alta afinidad, con un peso de 55 Kd (p55) y de 75 

raapectivamente (7,18). 

se una a 

bien de 

Kd (p75l 
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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 denornin6 

Anti - Tac; con la utilización de los mismos se logró caracterizar 

bioqulmicamente una glicoprotelna transmembranal de 55 Kd llamada p55. 

Warren y cols. (5'4) demostraron que esta molécula proviene de un 

precursor peptidico de 33 Kd después de la separación de una secuencia 

hidrofóbica llder. 

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-2 humano 

obtenido de células T infectadas con HTLV -1, se determinó que la 

secuencia de la Proteina madura consiste de 251 aa. Contiene un 

dominio extracelular de 219 residuos. En el aa 21 se encuentra una 

se~al pept1dica para el sitio da glicosilación. Se han identificado 

residuos de cistelnas en la formación de puentes dlsulfuro 

intra•oleculares que son requeridos para la unión de la IL-2. 

Se encontró un segundo dominio hidrofóbico transmembranal de 19 

residuos, donde se evidencia un COOH terminal el cual es una reglón de 

uni6n a la membrana. El tercer dominio es c:itoplasmAt.1co, consta de 13 

aa cargados positivamente, los cuales estan involucrados en el 

anclaje de la mol•cula. En este dominio estan presentes aa aceptares 

de fosf~to <serina y treoninal. 

Utilizando la técnica de hibridación "in s1tu" se des;cr!be que el gen 

del receptor de IL-2 está localizado en al cromosoma 10, de la región 

p14 a la p15, el cual está constituido por ocho eHones Y siete 
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intrones. En el Primer ex6n se encuentra una seNal pept!dica y una 

región no traducida en dirección 5' el exón 2, el cual estA localizado 

hacia las últimas 15 Kb del exón 1, corresponde al Primer aa de la 

prote!na madura 1521. Utilizando el gen de cloranfenicol acetil 

transferasa (CAT> se demostró que las secuencias en al eHtremo 5' del 

exón 1 contienen la región promotora del receptor de IL-2. 

Los eHones 2 y 3 codifican los dos sitios de glicosilaci6n; son ricos 

en serinas y traoninas, lo cual sugiere que puedan contener sitios 

adicionales de carbohidratos. El ex6n 2 muestra una homolog!a del 25r. 

de los aa, con el eH6n 4 incluyendo la conservación de cisteinas, 

prolinas y residuos de triptofano sugiriendo un evento de duplicación 

gitnica en asta región. 

Los exonas 5 y 6 corresponden a la región del receptor localizada 

•n el •xterior de la membrana y los 2, 5 y 6 pos•en secuencias de 

serinas o treoninas, y ellos contienen sitios de adición de 

carbohidratos. El 7 contiene la mayor parta del ~minio 

transmembranal. Otra parta dal 7 y 8 codifican para el dominio 

citoplasmAtico, al cual es ele 13 aa da longitud, contiene 6 aa 

cargados positivamerite que tal vaz sirvan COlllO anclaje citoPlasmitico. 

La parte final del ex6n 8 codifica la región 3' no traducida, 

incluyendo las tres sanales de poliadenilación. 

Con estudios de marcaje y entrecruzamiento se deMostró la presencia de 

un nuevo P•Ptido de 68 Kd - 70 Kd (p75l con una afinidad intermedia 

Para la IL-2. Sharon y cols. (44) apoyaron estos hallazgos, ya que 

también encontraron que todas las lineas celulares que analizaron 

Presentaron receptores de baja o intermedia afinidad es decir, p55 o 

P75, mientras que los de alta afinidad dependian da la presencia de 

los dos receptores. 
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Waldman (52) propone un modelo de mult1subunidades pa,.a el receptor de 

alta afinidad, en donde existen indéper1d1enternente los dos pépt1dos 

p55 <TAC> y p75 los cuales crean baja y mediana afinidad; mientras que 

el de alta es creado cuando ambos se eMpresan y se asocian en forma 

coovalente en un receptor complejo. Sharon y cols presentan un modelo 

si mi lar <45>. 

Dukouvich y cols (13) identificaron p70-75 en la ausencia de Tac sobre 

la superficie de células B. Robb y cols C42l, Teshigawara y cols < 49) 

realizaron estudios similares. 

La expresión de los receptores de alta afinidad se inicia por su 

interacción con el antlgenos. El antlgeno unido en presencia de 

macrófagos estimulados por IL-1 o IL-6 induce la slntesis coordinada, 

la secresión da IL-2 y la expresión de receptores de alta afinidad. 

La continua activación del receptor de células T estA asociada con un 

incremento en el Ca++ intracelular, activación del ciclo fosfoinositol 

Y el transport• de la protain kinasa 11 C11 del citoplasma a la membrana 

Fig. 3 (7, 20, 27, 32, 40, 52>. 

Utilizando estudios da entrecruzamiento con IL-2 marcada Herrman 

(23) Diamanstein (!!). Saragovi y Malek <43> presentaron 

evidencias para un p6ptido en ratón de 90-100 Kd asociado con p75 y 

p55. Estos autores proponen a un tercer péptido asociado con p55 y 

p75 en el receptor de alta afinidad. Utilizando entrecruzamiento, e 

IL-2 marcada para la linea EL-4 del ratón, obtienen una cadena 

da 100 Kd. Estos estudios sugieren que hay tres péptidos de unión 

para la IL-2 (p55, p75 y p90-100l y se asocian en un receptor 

da multisubunidades para formar el receptor de alta afinidad. 

Utilizando anticuerpos monoclonales <Anti-TAC> marcados sobre 
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membranas de linfocitos humanos después de la activación con PHA, se 

ha observado que los receptores se presentan dentro de las siguientes 

4 S horas, en un número aproximado de 30 000 a 60 ººº 
molécula/célula y permanecen por un lapso de 48 a 96 horas después de 

la activación con el mit6geno. El ARNm de Tac es evidente despuós de 4 

horas de activación con PHA, teniendo un pico a las B-12 horas. Estos 

datos sugieren que la respuesta 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 expresión de los receptores de-ll-2 (7, 35). 

Una serie de linfocinas juegan un papel importante en la regulación de 

la expresión del ant1geno TAC. Se ha demostr;,do que la IL-1 es 

requerida pat6a la expresión del receptor para IL-2 en una 

células TA (46). 

clona de 

Vodoi y cols (56) han identificado un factor derivado de células T 

leucémicas de adulto <ATLl,<ADFl este induce la expresión del receptor 

de alta afinidad de IL-2. 

El péptido p55 es expresado por células activadas en ciertas 

neoplaaias linfoides, enfermedades autoinmunes y en individuos con 

transplantes de células T linfotrópicas activas Tipo <HTLV-Il 

asociadas a c•lulas T leuc•micas. Algunas observaciones indican que 

IL-2 juega un papel en la regulación de sus mismos receptores; la 

distribuciórl de p55 se ha definido con la utilización de anticuerpos 

monoclonales <CD 25>. Para p75 se empleó IL-2 marcada y 

entrecruzamiento. p55 se encuentra en timocitos inmaduros, células B 

activadas, células activadas de monocitos, células rojas Reed 

Stenberg del linfoma de Hodgkln; serie macrófagos, cólulns de Kupffer 

en el hlgado, células de Langerhans de la piel, monocitos de sangre 

periférica estimulados con lipopolisacAridos o interferón y. 
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Con base en los resultados de Aguilera Soriano (1), quien en 1991 

estableció por medio de electrofores1s que la IL-2 est~ presente en el 

sobrenadante de cultivos de sangre periférica, encontrando un pico de 

m~xima concentración a las 48 horas de iniciado el cultivo, asimismo 

demostró, una vez caracterizada la IL-2 que su mayor efectividad es 

sobre cultivos de sangre periférica cosechados a las 72 horas v otro 

mas pequefto a las 96 horas. Por lo que en el presente trabajo se 

utilizan estos dos tiempos (72 y 961 de cosecha con el fin de obtener 

mayor cantidad de metafases, para el anAlis1s citogenético. 
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OBJETIVOS: 

- DetarMinar el efecto que sobre el Indice Mitótico <IM> se produce al 

ad•inistrar sobrenadante de cultivo de linfocitos de 48 horas de 

crecimiento que contiene IL-2 a cultivos frescos. 

- CoMpar•r el Indice Mitótico <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: 

Si 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 

Mi t6tico 1 li'U. 

HIPOTESIS NULA !Ho>s 

Al administrar el sobrenadante conteniendo la IL-2 a los cultivos, no 

se incrementarA el Indice Mit6tico IIMl. 
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MATERIAL 'I HETOOOS 

OBTENCION DEL SOBRENADANTE QUE CONTIENE LA !L-2 

Se extraJeron con una Jeringa heparinizada 10 ml de sangre per1fér1ca 

obtenida d• un individuo sano, (sin antecedentes de 1nfecc1ones 

virales o bacterianas anteriores, no fumador, no bebedor>, joven, 

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 estériles se adicionó a cada uno: 

-0,50 .,¡ d• fitoh•11aglutinina (PHA>, (Microlab, Méx. l 

-0.2 mi de estrepto•icina-penicilina (10 U!/ml, 20 µg/ml>. 

-2 mi da su•ro fetal de ternera (SFTl, (Microlab, Méx. l. 

-8 •I· de medio Me Coy 5a Modificada (Gibco, Grand Island Biological 

Comp•ny, N.V.l. 

- 2ml d• sangre periférica 

- Se incubaron a 37 ºe durante 46 horas. 

EXTRACCION DEL SOBRENADANTE 

A l•s 46 horas de iniciado el cultivo se separ6 el sobrenadante de los 

4 frascos con una Jeringa estéril y se proces6 de la siguiente maneras 

- Se centrifugó a 1500 rpm. durante 10 min. 

- Se separó el sobrenadanta dal paquete celular, el cual se pas6 por 

filtro Millipore con una apertura de 0.22 µm (filtro de jeringa) 

est•r1l, Mill1pore Filter Corp., Bedbard, Mass., U.S.A. 

- Una .vez fi 1 trado se guard6 en frascos estériles y se congeló a -20 

ºe, para ser utilizados posteriormente. 

- La obt•nci6n Y la extracción del sobrenadante se realizaron en 

condiciones de esterilidad. 
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UTILIZACION DEL SOBRENADANTE 

Se tomaron 2 ml de sangre periférica a cada paciente, se sembró con 

la técnica ya ·mencionada, se trabajaron cuatro frascos por cada 

paciente, dos se cosecharon a las 72 h y 2 a 96 h. De cada pareja de 

frascos, uno fue el testigo y el otro el experimental al cual 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 0.25ml del sobrenadante que contiene IL-2 a cada frasco 

experimental. 

COSECHA Y ELABORACION DE LAMINILLAS 

- Se adicionó 0.2 mi de colchicina a una concentración de 10 µ!/mi 

durante 30 min. A cada uno de los dos tiempos. 

- Centrifugar 10 min a 1500 rpM 

- Eliminar el sobrenadante, agregar 10 mi de solución hipotónica <KCLl 

O, 75M durante 30 min. 

- Centrifugar, eliminar el sobrenadante 

- Fijar con Carnoy <Metano! 31Ac. acético ll 

- Las laminillas se elaboraron to~ando con una pipeta Pasteur la 

muestra y dejando caer una gota sobre un portaobjetos, previamente 

desengrasado, dejando secar. Se realizaron laminillas del frasco 

testigo y del experiemntal de los dos tiempos probados <72 y 96 hl, 

- Se tiMaron con Giemsa de forma habitual, para la dGtarminaci6n del 

Indice MitOtlco <IM>, La tinc10n se real izó durante 3 min. •m l• 

siguiente mezcla• 45 mi. de amortiguador Sorensen pH 6.8 y 5 mi. de 

colorante Giemsa (Merck), 

- Enjuagar la laminilla, dejar secar para su anAlisis. 
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DETERMINACION DEL INDICE MITOTICO 

- Para determinar el JM se hizo el conteo de núcl~os trat1sformados 

(núcleos grandes, teftidos pál 1da1nente; color rosa>, núcleos no 

transformados Cnüc:leos pequerios, tefhdos intensamente; color morado) y 

metafases, en un total de 3000 células, por indi v1duo y para cada 

frasco. 

VALIDACION DE DATOS. 

- Con el fin de interpretar estadisticamente los resultados entre el 

grupo testigo v el experiment•l, en los dos tiempos de cultivo, se 

aplicaron las pruebas de 11 t de Student 11 y la "U de Mann-Whitney". Se 

describen brev•mente en el apéndice <I> (5, 53). 
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RESULTADOS 

Se Procesaron un total de 28 muestras de sangre periférica de 

pacientes que llegaron a los laboratorios de Genética, para descartar 

alguna alteración cromosómica en los tres centros participantes: 

Centro Medico Nacional CC. M. N. > IMSS, Hospital General "!Ir. Manuel Gea 

González" S. S., Hospital Regional 20 de Noviembre, ISSSTE. 

En las tablas 2 y 3 se presentan los resultados de los Indices 

Mit6t1cos CIM), as! como el incremento en cada uno da ellos, al 

agregar el sobrenadante se observan los promedios y las desv1ac1ones 

estándar para el total de la muestra en los dos tiempos de cultivo. 

Estos aumentos confirman que la IL-2, s1 actúa colllO factor de 

crecimiento, es decir se obtiene un mayor número de mitosis en los dos 

tiempos de cosecha (Gráfica 1>. 

Al aplicar las pruebas estadisticas de ºt Student 11 v la 11 U de 

Mann-Whitney, se observa que con ambas los valores obtenidos son 

estadisticamenta significativos (Tabla 4), es decir se apoya la Ha y 

se rechaza Ho. 

En las figuras 4. 5 y 6 se notan las diferencias de los Indices 

Mitóticos de los cultivos con y sin sobrenadante. en los dos tiempos 

de cosecha, en las muestras de los pacientes de los tres centros 

hospitalarios. 

Esto hace evidente que aquellos cultivos a los que se les adicionó el 

sobrenadante conteniendo la lL-2, tienen incremento impcrtante del 

Indice Mit6tico, lo cual indica que el sobrenadante conteniendo la 

IL-2 actúa como inductor de la proliferación celular. 
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Tabla. 2 INDICE MITOTICO PARA LOS CULTlVOS DE 72 H 

SIN CON Ax:'. 
Sobrenadante Sobrenadante 

1.33 4.12 309.77 
0.66 1.01 274.24 
o.so 2.17 434.00 
1.10 1.94 176.36 
0.01 2.02 348.15 
0.78 2.88 369.23 
0.37 0.82 221.62 
1.58 2.69 170.25 
1.61 1.44 89.44 
1. 91 1.30 68.06 
1,38 1.69 122.46 
0.61 1.02 167.21 
0.61 1.00 163.93 
2.39 3.23 135.15 
2.48 3.18 128.23 
1.69 3.17 187.57 
2.07 3.33 160.87 
2,35 3.13 133. 19 
0,48 1.17 247.75 
0.81 0.92 113.58 
0.76 1.45 190. 79 
0.40 0.63 157.50 
1.50 2.13 142.00 
1,39 1.56 112. 23 
0.75 1.10 146.67 
1.23 2.00 227.64 
1.47 1. 70 115.65 

y. 1.23 Í(2 2.06 Í(2 193,26 
O.E.• 0.63 O,E= 0.94 O.E• 07.42 

X•pr0Med10, o.E.= Desviaci6n estandar 

AXX= in~remento en porcentaje 
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Tabla. 3 INDICE MITOTICO PARA LOS CULTIVOS DE 96 H 

SIN CON tix:-: 
Sobrenadant.e 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 
o.5o 1.31 262.0 
0.27 l. 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 J.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 2.00 114. 75 
1.85 2.19 118.38 
0.97 1.90 195. 78 
2.92 3.11 106.51 
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 x= 2.44 'X= 177.99 
D.E,:0.39 D.E.=1.16 O.E.• 97.37 

x• promedio, D.E.= desviación estandar 

liXY.• incremento en porcentaje 
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Tabla 4. Comparación de los resultados de las pruebas e3tad1sticas en 

los dos tiempos de cosecha. 11 t Student 11 y 11 U de Mann Whitnev". 

72 Hrs 

11 t" 5.92 p < 0.001 

11 U11 3.37 p o.oo:i 

31 

96 Hrs 

7.35 

2.74 

p < 0.001 

p < 0.01 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

El c•.flt1vo de 11nfoc1tos de sangre periférica es la téentca más 

empleada en cito9enét1ca, Por la facilidad de obtención del tejido y 

por el bajo costo; pero en ocasiones no se obtiene la cantidad de 

mitosis adecuada para realizar el anAlisis, es decir, no hay 

suficiente multiplicación celular, lo cual se traduce en pocas o 

ninguna metafase para realizar el cariotipo • Esto obliga a efectuar 

una 2a 6 3a toma de muestra, con las consecuentes nt0lestias para el 

paciente, as1 como mayor utilización de recursos tanto materiales como 

humanos, por lo que es necesario contar con un agente que permita la 

obtención de mas células en metafase para lograr un cultivo de óptima 

calidad. Una sustancia que reune estas caracteristicas, como 

praviamante 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 requer·imentos, ya 

que se obtiene de cultivos de sangre periférica de 48 h, de 

crecimiento como lo demostró Agu1lera Soriano (1), sin efttbargo a pesar 

de que no se obtiene pura, ya que el sobrenadante ademAs de IL-2 

contien• otros factores da crecimiento, como lo describen Laing 

de 

y 

la Waiss (32) y Koyama y cols (30) quienes encontraron que ademAs 

IL-2, &Misten otros factores de crecirn1ento tales comos lL-1, IL-3, 

IL-4, IL-5, IL-6, IFNr y TNF, por lo cual se puede utilizar como un 

potencl•dor de la d1vl~ién celular que ayudara al anUisls 

citogenético, ya que aumenta el numero y calidad de metafases (20, 30, 

411, estos datos coinciden con los resultados da aste trabajo (Tablas 

2, 3 y GrAfica 1). 

Al probar la IL-2 obtenida en &obrenadante de cultivos de linfocitos 
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de 48 h de crecimiento y adicionar lo a cLd t.ivc.•s a las '24 h de 

iniciado este y cosechados a las 72 y ·;,6 h, se comprobó que se puede 

obtener material con las caracteristicas ne•=esarias para un buen 

diagnóstico citogenético C1, 30> este comportamiento coincide con el 

descrito previamente por Aguilera Soriano C1> y Jurgus y cols C24>. 

Al comparar los resultados de los centros hospitalarios participantes, 

en todos los casos se obtiene un mejor IM a las 96 h, Fig. 4, 5 y 6 lo 

cual implica que posiblemente la IL-2 al actuar sobre los cultivos 

24 h mas, en un sistema asincrónico, produce mayor ~stimulo. No 

obstante existe el riesgo que al ir aumentando el tiempo de cultivo 

estos linfocitos no respondan al estimulo mitogénico, ni al de la 

IL-2, ya que estos al envejecer ya no responden, como lo han senalado 

Gullberg y cols 122) y Hu y cols (55). 

Con la aplicac6n de las pruebas estadisttcas, 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 

actOa estimulando a los linfocitos T <Tabla 4). 

Este factor de crecimiento como se mencionó anteriormente es fAcil de 

obtener y aumenta las posibilidades de lograr cultivos 6Ptimos que 

aseguren el maJor resultado citogenético, de manera económica y 

sencilla ya que no es necesario comprar la IL-2 sintética v se puede 

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

El tipo de pacientes en los que obtendríamos mayores beneficios 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 atención especial en sus cultivos; 

inmunodepr1midos. los que requieren de técnicas especiales tales como: 

Intercambio de CromAtidas Hermanas CICH>. "X" frágil <X Fra> Alta 

resoluc16n, ya que en estos casos el crecimiento lir1foc1tario 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 dificil obtener una 2a muestra; en caso de que no haya crecimiento, 

como son los pacientes forAneos <es dificil que pueda venir a una 

segunda muestra>, o ninos con múltiples malformaciones con venas muy 

delgadas, pacientes con compromiso hematol6gico, e incluso méd1.Ala 

ósea. 

Se propone comparar esta metodolog1a con medio Gibco, ya que este 

medio presenta mayor control de calidad dando mejores resultados (en 

la práctica diaria), as! corno la uti lizaci6n de IL-2 sintética para 

determinar la eficacia del sobrenadante obtenido en el laboratorio. En 

el presente trabajo no se utilizaron estas variables debido a que solo 

se quería comprobar si este sobrenadante funciona como factor de 

crecimiento de 11nfoc1ton T. 
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APENDICE I 

PRUEBA DE WILCOXON DE SUMA DE RANGOS 

La Prueba 11 U11 es alternativa no paramétrica de la prueba ºt11 

bimuestral. La prueba 11 U11 también se denomina 11 prueba de Wilco><on o 

prueba de Mann-Whi tney". 

La prueba de rangos esta dise~ada para detectar cualquier clase de 

diferencia •ntre los dos grupos: Ubicación, dispersión, for .. , o los 

tres. Las Onicas suposiciones ntte:esarias para esta p~ueba son: 

1. Antbas muestras se to•a'n en forma aleatoria, e independientemente de 

sus raspectivas poblacionas. 

2. La varaiabl• funda,..ntal, aleatoria de inter.,_ es continua (para 

avitar •111Patas). 

3, Los datos obtanidos constituyen, cuando lltlnOs, un nival ordinal de 

medición, tanto dentro COllO entre las IMlflStras. 

Para efectuar la prueba, se deben ree11Plazar las observaciona5 en la 

dos muestras da taaal!o n1 y n2 con sus rangos cOllbinados Csalvo, por 

suPuesto, qua los datos obtenidos contuvieran inicialinente los 

rangos>. Los ran9os se asi91"1an de la misma Manera que se hace en la 

prueba de Kruskal-Wallis. 

Sean ni (i=i,2,3, ••••• n> el ntllnero de observaciones en la i-ésima 

muestra. PriMero sa combinan todas las K muestras y se arreglan las 

n=nt•n2, •••••• • nk observaciones en orden creciente, sustituyendo el 

valor apropiado de 1, 2, 3, ••••••• n•a cada observación. 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 leis valc•res 

correspondientes a los ni observaciones en la i-ésima muestra se anota 

con la variable arbitraria ki. 

La prueba estadistica Tn1 de la pt·ueba W1 lcoxon de suma de rangos es 

solo la suma de los rangos asignados a las observaciones en la 

muestra mas pequef'ia. Para muestras de tarnaf'io igual, se puede 

seleccionar cualquier grupo para la determinación de Tn 1• 

Para muestras de ta•af'io grande, la prueba estadistica Tn 1 tiene una 

distribución aproximadamente normal. Por lo tanto, se puede usar la 

.siguiente f6rmula cM aproximaci6n para muestras grandes para la 

pru•ba d• la hipótesis nula. 

n11n+n 
Tn1 2 

~ 
12 

y con bas• en el nivel de significación seleccionado, se puede 

rechazar la hipótesis nula si el valor de Z calculado cae en la región 

aprepiada cM rechazo, según si se tiene una prueba de dos o una cola. 

PRUEBA T DE DIFERENCIA APAREADA. 

El procedi~iento para anlizer 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 

d•l sagundo. Esta caracteristice de dependencia de los dos grupos 

ocurre, ya sea porque las observaciones estan apareadas según alg1.ma 

caractar1stica o porque se obtienen med,ciones repetidas con el mismo 
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grupo de observaciones. en cualqu1e1· caso la variable de 1n'terés se 

convierte en la di fe:renc1a entre los valores de las observac1ofies, mas 

bien que el de las observaciones en si. 

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

se tiene una prueba de dos colas. 

__ s_o_ --
.¡n-
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