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Resumen

RESUMEN

Los linfocitos T regulan importantes  funciones on la respucsta inmune, como la
produccién de linfocinas que  participan cn la respucsta celular entre Jas que sc
incluye la Interleucina 2 (IL-2) y la expresion de su seceptor (RI11.-2). El RIL-2 es un
complejo proteico formado por tres cadenas o subunidades: a-p55, -p75 y 7y-p64,
las cuales sc expresan unidas no covalentemente en la superficie de linfocitos T, B,
NK, macréfagos y monocitos. Recientemente ha sido reportada su presencia en células
normales no hematopoyéticas, como células intestinales y células de origen nervioso lo
cual demuestra Que este receptor no es exclusivo de células hematopoyéticas, ya que sc
ha reportado la presencia cn células neoplisicas tanto  en lincas linfoides como en
tumores sélidos humanos, cntre los que se encuentran los carcinomas de cabeza y
cuello, melanoma y mama.

Hasta el momento no se tiene claro ¢l papel que juega el RIL-2 en células tumorales,
en particular, nucstro grupo de trabajo propone que la expresion de este receptor pucde
ser un posible mecanismo de escape inmune ya que a través del RIL-2 las células

p petir con los linfocitos por IL-2, impidiendo su prolifcracion

o diferenciacion. Con el propésito de esclarecer esta hipétesis en ¢l presente trabajo
se emplearon dos lineas celulares Jde carcinoma de cérvix  (CaCu), denominadas
CALO c INBL en las cuales se determind fa presencia del RIL-2 v se evalué ¢l efecto
de IL-2 sobre su proliferaciéon.  Se cligio  este tipo de tumor por que en México, el

CaCu es una de las principales causas de muerte en la mujer. a pesar de considerarse

) i s

O por su asociacion con una ctiologia viral,

Nuestros resultados muestran que ambas lineas celulares responden positivamente y
de manecra diferencial a bajas concentraciones de 1L-2 lo cual parece estar en funcion
directa del estadio clinico. Asimismo, sc detectéd la presencia de las cadenas a y 3 del
RIL-2 en las fracciones de citosol y membrana de la  linca INBL, micntras que la
linea CALO tnicamente presenta fa cadena 3 en ambas fraccioncs. Ademas, sc
demostré que el receptor detectado es muy importante para la proliferacion celular

sobre todo en INBL. ya que al bloquear los componentes del R1L-2 con anticuerpos
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especiticos dingidos contra las cadenas o y 3 del RIL-2 1a proliferacion disminuye, lo
tumorales parecen volverse dependientes de la citocina

cual sugicre que fas células
sobre todo en estadios terminales. Tambidén se demostrd que el efecto observado no sc
2

debe a  la presencia del receptor para H.-15 que pucde ser utilizado por H.-2 para

inducir activacion, tal como s¢ ha reportado en Jinfocitos, por ¢l hecho de compartir

la cadena pB.
tanto sobre !a respuesta

Por otro lado. debemos mencionar que los datos obtenidos
RI.-2 en funcién del estadio clinico nos

a IL-2 como la distribucion diferencial del
permite proponer un posible mecanismo de escape inmunolégico de las células de
CaCu para evitar ser eliminadas, como seria ¢l competir con los Linfocitos de Sangre
en donde las células umorales estarian en ventaju ya que
para proliferar que los LLSP pam
en el microambiente

Periférica (LSP) por 11.-2
requicren una concentracién
diferenciarse en cdélulas citotdxicas. Bajo estas condiciones,
tumoral se permitiria el crecimiento de las células cancerosas a expensas de la 11.-2

10 veces menor

sintetizada por los LSP tempranamente activados.

Finalmente debemos mencionar que los datos obtenidos en cste wabajo son de gran
interés ya que proporcionan informacion relevante sobre la biologia del CaCu, la cual
puede ser empleada para  diseftar  alternativas terapdéuticas para las pacientes que

sufren de este tipo de tumor.

»
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INTRODUCCION

La investigacion desarrollada en diferentes dreas del conocimiento, como  la biologia
molecular, ha permitido  la caracterizacion  de numerosas  proteinas que  panticipan
en la proliferacion y diferenciacion celular.
conocidos

tas proicinas forman parte de una clasc
son sccretadas  en

de mediadores intercelulares como citocinas. que
respuesta a cstimulos especiticos a través de receplores de membrana
metabolismo  celular.
o antitumorales,
infecciosos v

y actuan

Algunas citocinas presentan  caracteristicas

papel protector en la
invasoras.

modulando <!
antimicrobiales, antivirales
defensa del organismo  contra  patogenos
Debido a su gran importancia bioJogica. algunas de estas citocinas han sido incluidas
investigacion basica » clinica, para evaluar su cficiencia en el

sugiricndo un
enfermedades

en protocolos de
tratamiento de algunos padecimientos como el ciincer, con ¢l propésito de  ofrecer
Las citocinas  acttan

nuevas alternativas terapéuticas a los pacientes que o sufren.

efecto pleiotropico  sobre diversos tipos

como hormonas ya que pucden tencr un
celulares en diferentes ctapas del desarrollo, pero también ticnen efecto autécrino, os
decir son producidas y utilizadas por la misma célula. caracteristicas Que son de gran
utilidad en la investigacion (Kaplan, 1996). Para un mejor entendimicnto las citocinas
han sido divididas cn clases. quc incluyen a factores de crecimiento ¢ interleucinas.
Las citocinas presenian semcjanza  cn su naturaleza polipeptidica y en su via de
activacion  celular, ya que al interaccionar con su receptor producen  cambios

metabdlicos, induccién de genes

y alteraciones estructurales que conducen a una
o diferenciacién celular  (Taniguchi,

respucsta de proliferacion 1993; Waldmann,
1993).

Por esta razén se ha evaluado el efecto positivo o negativo de cicrtas citocinas sobre la
proliferacién in vitro de céiulas tumorales, sin embargo, in vivo estos efectos podrian
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estar relacionados con un comployo sistema de

nicracciones celulares, que presenten
un cfeccto sinérpico con otras sustancias  para  regular la proliterscion del tejido
tumoral. No obstante. se han utilizado algunas citocinas como Interferon-y (INFy) vy
Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a), en la terapis inmunologica. cuyo use  ha
permi

sido emplecada paru disminuir la proliferacién de células de carcinoma escamoso de

do retardar la progresion de las enfermedades malignas, en particular la IL-2 ha

cabeza y cuello. Debido a esto. es de primordial impornancia desarrollar protocolos de
investigacion basica. con ¢l objctivo de conocer los mecanismos  de proliferaciéon y
difercnciacion necoplasica y esclarecer las posibles estrategias de escape inmunolégico

utilizadas por las células tumorales para cvadir la respuesta inmunc (Yannelli, 1991).
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MARCO TEORICO

DIFERENCIACION CELULAR Y CANCER

La diferenciacién celular es el proceso mediante el cual una célula primitiva sc

boélicas especificas. El

convierte en una célula con caracteristicas fisiolégicas y r
proceso por ¢l cual una célula especializada picrde sus caracteristicas fisioldgicas y
metabdlicas  se le conoce como  desdiferenciacion. Debido a esto. se produce una
reoricntacion de los patrones del metabolismo, originando una sintesis continua de
acidos nucleicos, proteinas mitogénicas, enzimas y otras citocinas relacionadas con la
proliferacién celular, que conduce al desarrollo de crecimientos tumorales originados
a expensas de un  grupo cclular localizado on un drca determinada de tejido, con un
aumcento cn ¢l numero celular y con una multiplicacién progresiva y aparentemente

auténoma del control celular (Wyke, 1986).

De acucrdo a su comportamiento, las neoplasias pueden clasificarse en benignas o
malignas. Estas gltimas [lamadas cancer, a diferencia de las benignas, son grupos de
células que crecen invadiendo las estructuras y tejidos circundantes que incluyen
vasos gui y ] nerviosos. Dado su crecimiento auténomo algunas
necoplasias malignas puedcn establecer nucvas colonias en distintas  partes dcl

or i origi do un crecimi o dario conocido como metastasis (De Vita,

1989).
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CARCINOMA CERVICO-UTERINO

E} cancer cervical es considerndo en México como un problema de salud puablica; ya
que es una de las principales causas Je mucrte ¢n  las mujeres mexicanas,
registrandose mas de 4,000 muertes anuales por csta enfermedad. A pesar de los
d ién implen dos, la incidencia de nuevos casos s muy alta

prog de

debido principalmente a que las mujeres acuden tardiamente al médico y ¢l tumor es

detectado en estadios avanzados (Lazcano, 1996).

En la actualidad sc han incrementado los avances en las investi i cn el Je

epidemiolédgico del cancer cervico-uterino (CaCu), lo cual ha llevado a la apariciéon de
nuevas hipotesis acerca de su ctiologia. El cdncer de cérvix tiene un origen
multifactorial, en ¢l cual los mas importantes  factores de fiesgo, propucstos o
establecidos, indican que esta asociado  con ¢l uso de tabaco, multiparidad, inicio de
ne genital deficiente, amplio namcero de

relaciones sexuales a temprana edad, higi
compaiieros sexuales, uso de anticonceptivos orales, dicta deficiente en frutas v

1 bajo ¢ o de vitamina C, fi-carotenos y folatos. Asimismo, sc ha

dctectado que ¢} CaCu esti asociado estrechamente con una ctiologia viral, en
particular con el Papillomavirus, ¢l Herpesvirus y en menor grado el Citomegalovirus.
De mas de 80 subtipos de Papillomavirus Humano (11PV), alrededor de 20 de cilos se
asocian con infecciones genitales, encontrindose con mayor frecuencia los tipos 16 y
18 que inducen transformacion de  células epiteliales  del cérvix  a cancer in situ
denominadas NIC (Ncoplasia Intracpitelial Cervical) ¢ invasor (Brinton. 1992: Pontén,
1995). Debido a su ctiologia, ¢l CaCu podria scr un buen candidato para scr tratado por
medio de inmunotcrapia ya que debe ser muy antigénico, lo cual se apoya por el hecho
de que estos tumores suclen cstar altamente infiltrados por linfocitos denominados

TIL.
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LINFOCITOS INFILTRANTES DEL TUMOR

Los linfocitos infiltrantes del tumor (TIL) estin presentes en la mayoria de los

tumores solidos humanos localizados de muanecra intratumoral y peritumoral,

itnid principal por linfocitos T (Von Kleist, 1987). Se ha demostrado

que los TIL normalmente sc encucntran infiltrando todo el tumor. Los TIL obtenidos
1 en pr ia de IL-2 son capacecs de

de carcinoma de mama, renal y
aumentar su actividad antitumoral in vitro ¢ in vivo (Baxevanis 1994, Parmiani 1990).
La IL-2 ha sido utilizada sola o en combinacién en la inmunoterapia adoptiva tanto en
pamn inducir la regresidon del tumores en estudios
tumoral

animales como en humanos
avanzados estimulando la generacién de una respuesta inmunc de rechazo

(Rosenberg, 1987).

RESPUESTA INMUNE

La inmunologia es ¢l estudio de la inmunidad, de los eventos es y mol

és del tro del organismo con moléculas extrailas. Las células

que ocurren d
¥y las moléculas responsables de la inmunidad y su colectiva y coordinada respucsta
ante una sustancia extrafa constituyen ¢l sistema inmunc.

105 inmunolégicos para defender al organismo
extrafios; el

Existen principalmente dos
del ataque de microbios, virus, células transformadas y otros agentes

primero ¢s conocido como inmunidad innata y ¢l otro como inmunidad adquirida o

especifica. La inmunidad innata, constituye la primer linea de defensa del organismo y

en ella panticipan  células  fagocitarias como macréfagos, monocitos. neutrédfilos y

células asesinas naturales (NK), estos tipos célulares  destruyen antigenos y células

tumorales de manera incspecifica mediante la lisis (citdlisis), o inhibicién del

crecimiento (citotaxis) (Kigi, 1995).
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La respucsta inmune adquirnda o especilica es un componente de un sistema integrado
de alta defensa cn la cual numcrosas células comeo los linfocitos Ty moléculas de
membrana funcionan cooperativamente para lisar las células blanco. Esu respucsta
osdelai idad nat { O innatd quc son necesarios

utiliza algunos de los
para climinar invasotes externos y tlienc ademas dos importantes propicdades

adicionales:

a) Memoriza cada encuentro con microbios o antigenos externos, de tal manecra
que el subsecuente encuentro estimula los mecanismos de defensa altamente cfectivos
inducidos por los linfocitos T ci icos (CTLs) y linfocitos T del fenotipo CD45RO.

b)Lar inmune esp fica amplifica los mecanismos protectores de la

inmunidad natural, directos o cnfocados éstos a los sitios de entrada de los antigenos
quec son capaces de climinar.
La respucsts inmune cspecifica  se divide en dos tipos la humoral ¥ la celular, dc

acuerdo a las células que en clla participan (Abbas, 1994),

INMUNIDAD HUMORAL

La inmunidad natural es mediada por linfocitos B, defienden al organismo contra
microorganismos extracelulares como infecciones bacteriales y  actian por medio de
protcinas  secretadas por  células B diferenciadas a células plasmaticas, conocidas

como anticucrpos o inmt globulinas  (Ig). las cuales se encucntran cn el plasma

i ¥y son T de identificar y unirse a los marcadores cspecificos de las

células blanco para que secan reconocidas y eliminadas (Abbas, 1994).
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INMUNIDAD CELULAR

El scgundo upo de respucsta inmune cspecifica, defiende al organismo del ataque dc

hongos, p iones virales y células transformadas. En esta fase los
linfocitos T son los encargados de llevar a cabo ¢l 1 imiento y elimi ion de
las células bl di la secrecion de citocinas como IFN-y y TNF-a (Henkart,

1985; Abbas.1994).

Independientemente del tipo de respucsta inmune que despierte, €sta se inicia por el

r imiento de antig: extermos que conducen a la activacién de los linfocitos

hacia un antigeno especifico y culmina con l!a climinacién del antigeno. La

ifica bién se puede dividir en fase de reconocimiento, fase

de activacién y fase efectora (Fig. 1).

1) La fase de¢ reconocimiento, como su nombre lo dice, i en el recec imiento
por unién de agentes externos a receptores cspecificos, en linfocitos maduros.
2) La fasec dec activacion es la secuencia de ecventos inducidos en linfocitos como

de r imiento especifico del antigeno, que produce la expansiéon

clonal de linfocitos especificos dirigidos contra el antigeno.

3) La fase cfectora de la respucsta inmune  cs el estado en ¢l cual los linfocitos T han

sido especificamente activados parn climinar a los antigenos que despertaron la
(Boch . 1989).

LINFOCITOS T

Son células -de r pecifi diferentes . determinantes

antigénicos; su tamafio ¢s de 8-10 micrémetros (um) de didmetro, con niicleo largo y
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densa heterocromatina, un escaso  aro de citoplasma que contiene mitocondrias,

ribosomas y lisosomas sin organclos especializados. Sus precursores se originan en la
se subdividen en diferentes

médula  dsca, migran v maduran cn ¢l timo,

subpoblaciones como son; linfocitos T citotoxicos (CTLs) o CDK y células T
auxiliares (Th) o CD4. En respuesta a una estimulacién antigénica, las células T
auxiliares secretan proteinas hormonales (citocinas) cuya funcién es la de promover la
proliferacién y la diferenciacion de las células T. B y macréfagos. Los linfocitos T
de defc nlégica contra virus,

citotéxicos, que son cl principal
son importantes en la destruccion de tumores. Para que sc lleve a cabo una eficiente
t6n de antigenos a través de moléculas del

respucsta inmune cs ia la pr
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) presentes  en la superficie de

diferentes tipos celulares (Kigi, 1995).

EXPRESION DE MOLECULAS DEL COMPLEJO MAYOR DE

HISTOCOMPATIBILIDAD

Los linfocitos CD8 reconocen antigenos externos tales como polipéptidos virales
cuando éstos son unidos a la molécula del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
{MHQ) clase 1. La capacidad de los CTLs para lisar células infectadas con virus esta
en funcién directa de la cantidad de moléculas de clase | expresadas. Por su parte Jos
CD4 reconocen antigenos unidos a moléculas  del CMH clase Il La

linfocitos
< I y I pueden ser modulados por

transcripcion  de los genes que codifican para cli
citocinas como ¢l Interferon-y (INF-y) y ¢l Factor Necrotico Tumoral (TNF) quiencs

incrementan los niveles de expresion de estas moléculas. En general las moléculas de
clase 1 estin prescntes en todas las células nucleadas, mientras que las moléculas de
clase 1] son cxpresadas por células inmuncs activadas » es en el contexto de estas

moléculas que se pucden reconocer antigenos (Germain, 1993).
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Fig. 1. Respuesta funcional de las celulas T. Reconocimicnto de anugenos por células T (en ecste
ejemplo. una celula blanco CD4~) conduce a la produccion de citocinas (Interieucina 2 ). proliferacion
on de células T,

Celulas T
efectoras

Células T de
memoria

como un resultado de estimulacion autocrina v
activacion de macrofagos y promocion de ia inflamacion > auxtio pan la dlftrencuc.on de CTL.'s).

un bajo » su principal
A {CPA) (Tomado dc Abbas 1993).

Los meocnos T Citotoricos CD8+ (CTL.'s)
ora es Ia cichisis Células Pr
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ANTIGENOS

Los antigenos pueden ser definidos como ina sustancia o molécula exiema del
organismo: sin embargo. algunas eces moleculas biologicas como azicares, lipidos,
macromoléculas tlales como carbohidratos. complcjos de

hormonas. asi c¢omo
incluso las propias células pueden

fosfolipidos. dcidos nucleicos M proteinas,
despertar una respuesta inmune al  ser considerndos como antigenos  extraios. Para
que sc lleve a cabo una adecuada respucsta inmune es necesario que los antigenos sean

procesados ¥ presentados por celulas especificas (Abbas. 19943).

CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENOS

Para que una célula pucda llevar acabo la funcién de presentar antigenos debe cubrir
dos requisitos basicos: uno de ellos es su capacidad para proccsar moléculas extrafjas

¥ la segunda es que exprese en su membrana moldéculas del MHC clase 1y [I. Las

células prescntadoras dec  antigenos mejor conocidas incluyen fagocitos
mononucleares, linfocitos B. células dendriticas. células de Langerhans dec la piel »

fagocitan activamente particulas

células endotcliales. Los macréfagos » granulocitos
~ pardsitos, que

grandes. derivadas de organismos infecciosos tales como bacterias

son degradados en peptidos mas pequeios. los cuales posterniormente son presentados a

linfocitos B » T.

Los antigenos presentados a células T CD8B, son péptidos comunmente derivados de
protcinas antigénicas que son sintetizadas en las células presentadoras de antigenos v

subsecuentemenic cxpresadas  en su superficic asociadas a moléculas de clase I.

algunos cjemplos de proteinas exiernas proccsadas endogenamente son las proteinas

virales » los antigenos tumorales (Guagliardi. 1990).
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RECEPTORES DE CELULAST

El receptor para células T es un complejo constituido por lus cadenas . y 3. las cuales
con la molécula CD3 compucsta por las proteinas

estan asociadas no co
7. 8 ¥ € y un homodimecro & y & 6 heterodimero § y n. Este complejo TeR-CD3 ¢s ¢l

responsable del reconocimi o cspecifico de antigenos por parte de los linfocitos T.
Al de las pro del complcjo  regulan la unidén especifica a moléculas del
joras de antigenos o células blanco (Abbas,

MHC prese: en las células pr
1994). Las células T ademds expresan otras protefnas de superficie celular las cuales

son denominadas moléculuas accesonas para el reconocimiento, activacion y lisis.

Durante ¢l proccso de activacion, las células T ecntran a un programa de activacién,

iniciando la sintesis y secrecion de citocinas entre 1as que se encuentra la Interleucina
Interlcucina 2 (RIL-2)

2 (IL-2), asimismo se induce la expresion del Receptor para

(Smith, 1980; Waldmann, 1989).

ACTIVACION DE CELULAST

La activacion dc las células T involucra un aumcnto de su receptor en ja superficie
celular y la transmisién de una scial dependiente de calcio al nucleo. Esta seiial activa
la wunscripcidn de varios genes iniciando la diferenciacion, proliferacion y sccrecién
de citocinas. Aunque la clasica activacién de las células T requicre ]la presencia de
antigenos que pasticipan en la inmunidad adquirida ¢ innata, este proceso también
requicre y genera citocinas. En particular, la produccién de 11.-2 y su receptor es muy

importante en la activacion de células T (Henkart, 1985; Mcager, 1991).
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Las cdélulas T activadas progresan automdticamente  a través de varios cambios
morfolégicos que son d dos después de 12 hrs de la activacion. La division
celular ocurre entre las 24 y 48 hrs bajo cambios metabdlicos y estructurales, sin

I 1 durante las 2 primeras hrs y son

embargo. los ¢ l mo £ F
suficienics para que se inicic la respucsta mitogénica. La cntrada de las células a fasc S
depende de las concentraciones de 1L-2 en el medio extracelular y en el namero de
T de csta (Duprcz, 1986). La expresién del gene de [L-2 se relaciona
con la hidrélisis de fosfatidil inositol, movilizaciéon dc calcio y fosforilacién de
pr f citopl. ati y de brana que aparceen después de 5 min de la scfial de
activacién. Las células T normalmente requicren la activacion de protefnas tirosina

cinasas (PKC) para la produccién de 11.-2 (Taniguchi. 1995).

La sintesis dec la cadena a del receptor para IL-2 tiene lugar aproximadamente 2 hrs
despuds del paso de activacion inicial y se incrementa a las 8 hrs, esto da como
resultado que se forme un complcjo de alta afinidad de los receptores de IL-2, que
permiten una eficiente interaccidén ligando- receptor (Greene, 1986; Meager, 1991).

INTERLEUCINA 2 (IL-2)

Proteina producida por linfocitos de sangre periférica normales, que induce Ia
proliferacion de linfocitos T estimulados con antigeno, ademas de modular  in vitro
in vivo diversas funciones en células del inicial fue d inad

factor de crecimiento de células T (TCGF), factor mitogénico de timocitos (TMF),
factor auxiliador de células asesinas o factor coestimulador (KHF), en la actualidad se

le conoce como IL-2 (Cosman, 1984; Aggarwal, 1992).
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El gence que sintetiza la IL-2 tiene 3662 bases con 3 intrones y csta localizado en el

cromosoma <. La IL-2 es una dec las primeras linfocinas que fucron identificadas y
In expansion clonal de linfocitos T activados, tiene un

juega un papel primordial en
15-18 kDa, el cual depende del grado de

peso molecular de aproximadamente
glicosilacién, con un punto iso¢ldctrico de 6.8-8.2. Es sintetizada como un polipéptido

de 153 residuos de amino dcidos (aa). Los primeros 20 aa reprosentan una secuencia
sefial insertada para producir cl factor maduro. La proteina madura contiene 3 residuos
de cisteina, dos de los cuales forman una unién disulfuro que cs requerida para la
actividad bioldégica. La estructura tridimensional se determiné usando  cristalografia
de rayos X y se¢ demostré que ©s una proteina compuesta de un centro compacto de Joae-
{as por tres uniones (Fig. 2) (Mizel, 1989).

heli: paralelas
Son limitados los tipos celulares que producen IL-2, entre los se encuentran Jas céfulas
T CD4 (Thil)y en menores proporciones las células T CD& (Coventry, 1996).

La IL-2 promueve la progresiéon de linfocitos T a través de la fase Gl del ciclo celular
inc do el pH int » induce la expresion de su receptor (RIL-2), de los
genes c-Myc, ¢-Myb, etimula la actividad citotéxica y produccién de citocinas en las

que se incluyc el Interferén-y. También promucve la proliferacién de Linfocitos
Ganulares Largos (I.GL), aumenta la actividad asesina natural NK ¢ incrementa la
proliferacion de monocitos, células B activadas y células oligodendrogliales y mas
del cerebro (Ciacci, 1993;

i sc le co 1 como inmunoestimulador

Nistico, 1991).



AMarco Tedrico

Fig. 2. Modclo csquematico de 1L-2 basado en los datos obtenidos por cristalografla de rayos X. Las
alfa hélices estan representadas como cilindros ¥ estan marcados secuencialmente para los amino scidos
terminales (Tomado de Smith, 1988).

Sc ha demostrado que la {L-2 pucde actuar negativamente con la regulacion  del
crecimiento celular programado de las células T maduras a apoptosis, lo cual sugiriere
que la IL-2 libera varias scfiales atruvés de su receptor en  un amplio rango de tipos
celulares, via una interaccion con su receptor.  (Lenardo, 1991). También se ha
demostrado que el efecto de la I1.-2 no esti limitado a  poblaciones de células
inmunes, ya que se ha descubicnio que media la proliferacion y la expresién de Factor
de Crecimiento Transformante B (TGF-f) y la lectina mac-2 en lincas cpiteliales
intestinales de ratas pequefias, mostrando que la IL-2 producida por la mucosa
intestinal incrementa la migracion celular epitelial en un modclo in vitro y sugicre que

ésta puede jugar un imponante papcl en la reconstitucion epitelial y cicatrizacion in

vivo cuando s¢ presentan heridas intestinales, inflamr i s, ir iones y
(Dignass, 1996).
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Otros de los efectos de la 11.-2 es su capacidad  antiviral, presenta un papel importante
en el rechazo de injertos y debido a que es considerada un potente activador de células
inmunocompetentes, ha  sido empleada durante los altimos aflos cen importantes
protocolos de tratamicntos clinicos. con ¢l proposito de estimular  y mantener la
actividad de células citotéxicas en  enfermedades malignas, particularmente en

car renal (Ro berg, 1989) y mclanoma maligno (Rosenberg, 1987). en donde

se han ob ido r ftad inter de rcchazo tumoral (Smith, 1984, 1988;
Waldmann, 1984). En la actualidad se tienen reportes de otra citocina conocida como

1L-15, que ticne ciertos cfectos bioldgicos semejantes a [L-2.

INTERLEUCINA 15 (IL-15)

La Interleucina 15 (IL-15). es una citocina rccién caracterizada, obtenida del medio
condicionado dc !a linea celular epitclial de simio, llamada CVI/EBNA (Grabstein,
1994). A diferencia dec la JL-2, la IL-15 es expresada por una amplia variedad dc
tejidos, y tipos celulares, como corazén, higado, pulmén, placenta, misculo
esquelético macréfagos activados, c<élulas  musculares, queratinocitos, células
epitcliales renales, células endotcliales, fibroblastos embrionarios, picl, macréfagos,
linfocitoas T y monocitos activados (Giri, 1994). También comparte algunas

propicdades biolégicas con la IL-2, ya que ¢s capaz de el crecimi de la

linca celular CTLL-2 dependiente de IL-2. Otra semejanza es la similitud en ¢l tamafio
de las proteinas, sin embargo. posce cicnas caracteristicas especificas como el valor
del punto isoeléctrico (pl), para IL-15 es de 4.5, cn comparacién con cl de IL-2 que es
de 6.5 a 8, y la secuencia de amino acidos de 153 en IL-2 y 162 en IL-15 (Anderson,
1995a; Grabstein, 1994).
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A pesar de que o [L-15 no preseata una secucncia homologa con la IL-2, la 1L-18
pucde unirse a disversas lincas celulares humanas, como  célulus T activadas,

macrofagos v células NK. Induce la generacion de células LAK. CTL s y sirve como

un co-mitdgeno para la proliferacion y diferenciacion de linfocitos B activados

Grab i 1994; Ar 1995). Su activacién sc lleva a cabo al

su receptor o a través de los componentes del RIL-20 y RIL-2y

(Carson. 1994;
interactuar con
(Kondo. 1993 Russcll 1993; Noguchi, 1993).

Por otro lado. recientemente se cloné el gene para la cadena a del RIL-15 humano y
laci da con lacad

de raton mostrando que dicha cadena esta estructuralmente r
a del RIL-2 (Kay 1992), aunquec ¢! RIL-15a tiene una mayor afinidad muestra una
i6n (Kd) para a IL-15 (Kg = 10°""M), micnuras que Kd de

de di
10"°M. La cadena del RIL-15a se expresa en Linfocitos

mayor
la cadena a del RIL-2 es de
de Sangre Periférica (LSP) después de 24 hrs de haber sido estimulados al igual que la

del RIL-2 a (Fig. 3), (Anderson, 1995b; Chac, 1996).

Datos recientes en modelos de ratén demuestran que la IL-15 derivada de macréfagos
imi de la resp linfocitica en

es mas cfectiva que la [L-2 cn el
diferentes 6rganos, incluyendo cl puimdn (Doherty, 1996). Otros datos sugieren que
la IL-15 induce la compartimentalizaciéon de células T en la membrana sinovial de
pacientes con artritis reumatoide (Agostini, 1996: MclInnes, 1996). Ademas cxiste la
posibilidad de que la IL-15 puede actuar como un factor anabdlico para el
musculo esquclético (Quinn, 1995; Mcazza, 1996). También sc ha detectado que la IL-
15 puede reemplazar el requerimicnto de la IL-2 en Ja producciéon de IL-5 por células

T, ya que estimula la transcripcion del gene y la de lail-5h quc ind
el recl i de filos cn la mucosa bronquial y detienc la  fase de bronco-
constriccién ducida por la inhalacié de ige especificos en importantes

modclos experimentales de asma (Mori, 1996).
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. 3. Comparacién estructural entre Ia cadena a del RIL-2 y la cadena a del RIL-15. Ambas proteinas
contienen el consenso corto  repetido (dominio “sushi™), formado por puentes disulfuro, sitios
e glicosilaci las regiones conservadas ricas en prolina y treonina. El RIL-15a contiene

un io sushi, mi que ¢l RIL-2a contiene dos (Tomado de Giri. 1995).

Por oua parte sc ha examinado la capacidad de Interleucina-15 recombinante (riL-15)
para remplazar a la Interleucina-2 recombinante (ril.-2) humanas en la iniciacién de la
tema cstimulador dec co-cultivo celular,

proliferacién de las células NK cn el
revelando que la rlL-15 sola no pucede subtituir a la rlL-2, pero que la proliferacién de

iada cuando rll-15 cs combinada con IL-10 o 1L-12. Sc sugicre

las células NK es ini
la fase dependiente de células T de 1a proliferacion de las células NK pucde

que
y citocinas derivadas de células no T

involucrar un efecto sindrgico entre  la [L-2
tales como la IL-10, IL-12 o IL-15, particularmente cuando las concentraciones de 1L-2

son limitadas, entonces, la riL-10, rlL-12 y la rll.-15 son cfectivas en concentraciones

membrass  citoplésmico
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bmi éni de rll.-2, debido a csto se sugiere que existe un efecto sinérgico de la

1L-2 y la IL-15 (Naume, 1992; Robertson, 1992; Warren, 1996).

La secrecidon de la  IL-15 bioldgicamente activa  ha sido detectada solamente  en
[algunas lineas celulares tales como la linea celular CVI-EBNA, la linea celular de
médula estromal IMLTH y las lincas celulares infectadas HTLV-1 (Grabstein, 1994;
Banford, 1994). Sin embargo, no cxisten reportes de ln expresion de [1.-15 en tumores
s6lidos humanos. Un estudio realizado en  células de cancer de pulmon (SCLC),
maostrd la expresion del gene de ka 11215 y la expresion de su ARN mensajero y
algunas lincas ceclulares predominaniemente realizan una transcripcion altemativa
(isoforma) de Il.-15 la cual conticne un exén adicional en la secuencia codificadora
del ARN mensajero de la IL-15 conocida. La isotorma  expresada en estas células
tumorzles cs también detectada en las células normales, aunque en éstas no es muy
predominante. Una explicacién a este fendomeno es que pudicra estar relacionado con
el ptl i lular, el cual Ime: es mias basico en durante cl ciclo celular

(Mcaza, 1996).

La IL-15 biolégicamente activa no fue detectada en estudios realizados en lineas
celulares de pulmén, la secrecion de IL-15 en una forma biolégicamente activa ha
sido reportado solamente en pocas lincas celulares transformadas por virus (Bamford.
1994; Grabstecin, 1994). La distribucién celular diferente de 1a molécula del RIL-15a y
del RIL-2a, sugicre que la IL-15 induce una funcién fisiolégica distinta de la conocida
actividad inmunoestimuladora compartida por la IL-2. Por otro lado, se¢ ha detectado
que ¢l RIL-15a ticne una constante de actividud promedio  Kd =~ 1X10 ', que cs
equivalente a la afinidad generada por ¢l complejo del RIL-2 heterotrimero para la [L-
2. lo cual pucde sugerir un posible papel funcional del R11.-15« como mediador de la

hasta ahora conocida sefial intracelular inducida por la unién de la 1L-15 (Giri, 1995).

20
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El uso de anticuerpos monoclonales anti-f3 ¥ anti-y del Ril.-2 pueden detener el efecto
la activacién de las células NK por parte de la

de la proliferacidn de las células NK:
A una Concentracion de 0.10

1L-15 es similar a la activacion abtenida por la JL-2.
sintesis de ADN en Jas células, mientras que

ng/ml de IL-2 se obscrva incremento en gy
de 11.-15 no s¢ muestra actividad. Trabajos previos han

a las mi concentr
mostrado que estas concentraciones de [1.-2 dan como resuluido una parcial o completa
saturacion del receptor de alta afinidad heterotrimérico RIL-2afly. Una concentracion

de 10 ng/ml de IL-2 satura parcialmente la afinidad intermedia del RIL-2 pero

también provee una completa saturacion  del RIL-2 de alta afinidad.

A diferencia de la IL-2, la respuesta proliferativa de las células NK por parte de la IL-
10 ng/ml. Ademais de que el anti-pS5 no

15 se presenta a una concentracién de
inhibicion (Carson, 1994). De esta

inhibe la proliferacion. cl anti-p75 si muestra
mancra se puecde comprobar que la  estimulacion mediada por la 1.-15 en la
activacién de las células asesinas activadas por linfocinas ¥ las €€lulas T requicren la

expresién de la subunidad B del RIL-2 » no de ja cadena RIL-2a (Bramford, 1994;

Armitage, 1995).

Al cstudiar la capacidad de la IL-15 de coestimular a las célylas B comparando con
IL-2, s¢ ha demostrado que puede ser adicionada a la lista de factores solubles
quc desplazan una actividad coestimuladora en las células B acrivadas con anti-IgM o
éster formol. Como la IL-2, la IL-15 induce la proliferacion de células B activadas pero
no de células B latentes, e induce la secrecion de IgM., 1gG ¢ IgA  (Armitage. 1993). La
secrecion de estos isolipos inducida por la [L-2, o por la 11.-15 pucde ser inhibida por
la IL-4 pero incrementada por la [L.-10. También se ha detectado que  la cadena 8 del
RIL-2 es nccesaria para la transduccion de las seflales en las células B. [La induccion de

la proliferacion dec células B mediada porla IL-2 pucde ser inhibida eficientemente
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por un anti-a. pero sdlo parcialmente por un anti-f}. Sin embarge, al utilizar 1L-15 1a
proliferacion cs inhibida por un anticuerpo monoclonal anti-B pero 10 por un anti-a.

De todas las citocinas utilizadas, la [1.-15 pucde remplazar o 1a 11_-2 par ja generacion
de una respucsta primaria cspecifica in virro. Ademas, o pesar del uso diferencial de
los componentes del RIL-2, Ia IL-2 y la IL-15 mucstran actividades biologicas

comunes cn las células B, ticnen papeles funcionales in vivo que sOn mediados por

»s sitios anatdmicos; la 1L-15 requicre de la cadena B ¥ y del complejo RIL-2
para la transduccién de la sefal, no obstante, la presencia de ¢stas subunidades no
garantiza la respuesta de la 1L-15, ya que ¢s necesaria la presencia de la cadena « del

RIL-15 que permite la alta afinidad de unidn (Armitage, 1995).

RECEPTOR DE IL-2 (RIL-2)

El receptor pama 1L-2 (RIL-2) es  un complcjo proteico formado por tres subunidades
o cadenas a (p5S), B (P75) y a (p61). las cuales se expresan unidas no
covalentemente en la supcrficie de linfocitos T. B. NK. macréfagos y monocitos
(Waldmann, 1993). Asi mismo se ha detectado su presencia en células pormales no
hematopoyéticas comeo queratinocitos, células intestinales, oligodendrocitos. células de
origen nervioso, c¢lulas endoteliales de cordén umbilical, fibroblastos de médula ésea,
fibroblastos ecmbridnicos humanos y células pituitarias (Fig. 4), (Benevisto, 1986;
Arzt, 1992; Théze, 1996).
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TOR DF. 11.-2 (RI1.-2a)

CADENA a DEL RECE

El RIL.-2a descrito originalmente como el antigeno Tac es una  glicoproteina de 55-
13
> con baja afinidad, con una constante de disociacion

kDa (p55) capaz de unirse a [1L.-2
(Kd) = 10 nM. Su expresién es inducida unicamente en células T activadas con

mitégeno o antigeno. Esta compuesta de 251 amino dcidos (aa). asi como un péptido
sefial de 21 aa de longitud. La estructura primaria del RIL-Z2a¢ no muestra  una
secuencuencia homdloga importante con otras moléculas de receptores conocidos y no
pertencee a la superfamilia de receptores de citocinas (Cosman, 1990).

Iste dominio contiene dos

Los 219 aa terminales forman un dominio extracelular.
sitios potenciales de glicosilacion de union Ny maltiples sitios de posibles unjones a
carbohidratos. Los multiples residuos de cisteina identificados participan en la
fortnacion de enlaces disulfuro requeridos para unirse a la 1L-2. Un segundo dominio
contiene una simple  ropion hidrofobica  proxima al carboxito terminal (COQOH-
terminal) de 19 aa, ¢l cual es una region transmembranal. Bl tercer y Gltimo dominio es
una region citoplasmatica muy corta de 13 aa, quc conticne aa cargados
positivamente de gran importancia involucrados ¢n el anclaje de la proteina. Los sitios
potenciales aceptores de fosfato (serina ¥ treonina pero no tirosina) ostan presentes en
el dominio intracitoplasmatico. [l gene que codifica para ¢l RIL-2a consiste de 8
exoncs y 7 intrones empalmados en una distancia minima de 24 Kb, estd localizado en

el cromosoma 10 (Greene, 1985; Hatakeyama, 1985).

CADENA 3 DEL RECEPTOR DE IL-2 (RIL-2p3)

Importantes observaciones han determinado que cl péptido Tac pS5 no es la unica
d d una resp

molécula involucrada en la unién a la IL-2 para
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inmunoldgica. Ensayos de uniones de afinidad posteriores a la caracterizacion de la

cadena a  identificaron bioquimicamente otro componente del RIL-2 (Sharon, 1986,

Dukovich, 1987). La estructura de  este componente RII-2f1 (p75) fue confinnada o

wravés de la expresion clonal de ADN para el RIL-23 humano, usando anticuerpos
sudo, 1989).

monoclonales contra ¢! RIL-2[3 (Hatakeyama, 1985;

La cadena § s una proteina transmembranal que consiste de 551 aminoacidos (sa). La
protcina presenta una secuencia scfal seguida de 525 residuos de aminoacidos que

forman la proteina madura de] RIL-2f3. En osta cadena, las regiones de 213, 25 y 286
an en longitud constituyen fa regién de membrana  extracclular v regiones
i H At respectiv 3 La porcidn citoplasmatica del RIL-2f8 es mas grande
que el RIL-2a. pero ésta no conticne ninguna region de cinasas aparcnte (Hanks,

residuos de serina (30/286), y esta

1988). Esta es rica en prolina (247286) y

notablemente inclinada o torcida por los aa carpados negativamente, por lo tanto, esta
regién contienc 40 an cargados negativamente  (dcido glutdmico y asparico), y
solamente 18 aa cargados positivamente (Jisina y arginina). Esta inclinacién es
particularmente evidente en la porcion media de csta region (345-390 residuos de aa).

La region citoplasmatica del RIL-23 puede ser dividida en tres subregiones basadas en
su composicion de aa. Estas subregiones han sido designadas como 14 “regién rica en
scrina™, “region acida™ y  “regién rica en prolina™ esta subunidad presenta una
constante de disociacion de mas de 100 nM (Caligiurs, 1990; Hatakeyama, 1991).

24 kb en ¢!

El gene del RIL-2f3 consta de 10 exones y 9 intrones empalmados en
de! RIL-28, deducido por la secuencia de

cromosoma 22q. La forma madura
nucledtidos que consiste de 525 residuos de aa, pertencce a la superfamilia de

receptores de citocinas con un factor comun de dos pares de residuos de cisteina
conservados cerca de la regién amino terminal y un tripiéfano-scrina- X-triptéfano-
scrina (WSXWS, regién WS) en el dominio extracelular (Bazan 1990a). La region

24
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BAJA AFINIDAD ALTA AFINIDAD MEDIANA AFINIDAD

cisteias

219 as regsbn WEXWS

regibn rica en serina

regisn dcida

286 =a

regién rica cn prolina

Flg, 4. Esquema de las wres clases de receptores para 1L-2. Baja afinidad formado por la cadena a, alia

por las a, B v v, Ia afinidad intermedia formada por tas cadenas B y v. Las
cadenas B y vy son micmbros de la supcrfamilia de receptores de citocinas, con cuatro cisteinas
conservadas (dos pares de barras) y una regnbn Trp-Ser-X- Trp-Ser (WSXWS). Los tamafios de los
dominios de amino acidos (aa) ci y para cada cadena. En la
region citoplasmatica de la cadena B se obscrvan las regiones ricas en scrina, prolina y la region acida,
involucradas en la sefial de vansduccion intracelular (Tomado de Warren, 1996).

25
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WS es importante para la la union al ligando y la transduccion de la seial, que a su
vez son fuctores para ta formacion del RIL-2 funcional; mutaciones puntuales en el
sitio de la regidn WS del RIL-2f3 disminuye su capacidad de unién a a 11.-2
(Miyazaki, 1991). El dominio citoplasmatico que consiste de 286 residuos de aa. es
suficientemente largo para contribuir a la transduccién de la sedal intracclular. El
dominio citoplasmatico contiene una region que esta involucrada en la transduccion
de la scial, tal como la regién 1, rica cn serina y regiones ricas en prolina. Ademas sc
demostrd que la transfeccion de la cadena p75 en células linfoides induce la expresién
de un receptor funcional de afinidad intermedia y con actividad transduccional (Bazan,
1990b; Fung.1991).

Existen datos que indican la cadena a expresada en células de ratén  tiene una baja
afinidad por 1a IL-2 pero no conduce a una respucsta proliferativa, sin embargo, ¢n
otras lineas celulares quc fueron transfectadas con el gene para expresar la cadena B
ademas de la a se observa una afinidad intermedia con induccién a la proliferacion en
presencia de 1L-2. Esto sugicre que <l RIL-20 juega un papel importante en la

d i6n  de fal mitdticas  inducidas por la H.-2 en lincas celulares

hematopoyéticas (Minami, 1993).

La secuencia primaria de la region rica en serina del RIL-23 humano tiene
aproximadamente ¢l 80% de homologia con cl RIL-2B de ratén (Kodo, 1990). Eswa
region también muestra gran homologia con la correspondiente region en el receptor
de eriropoyetina (EPO-R) (Miura, 1991). Algunas observaciones realizaduas sugieren
que la region rica en serina del RIL-2f es impontante para mediar la via de activacion

en la transduccion de seiiales. El reempl

micnto de la leucina 299 en esta region
por prolina induce un cambio conformacional en el RIL-2B. y ¢l receptor resultante
no es lo suficientemente largo para transmitir la selal mitética por 1L-2 (Mori, 1991).

Los residuos de aa que rodean alaleucina también se encucntran conscrvados en la
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cadena B de RIL-2 de humano, rmton y ¢l receptor de la EPO (Dindrea, 1989
Hatakeyama, 1992),

CADENA y DEL RECEPTOR DE 1L-2 (R11.-2y).

Basandose en la

de aa, se aislo ¢l clon completo de ADN que codifica una

molécula de 64 kDa, demostrando que ésta  es ¢l tercer componente del RIL-2

conocido como cadena ¥ (RI1.-2y), del receptor para 1L-2 (Takeshiw, 1992). La forma
madura de la cadena, p64, consiste de 347 residuos de an con una secuencia tipica que
lo incluye cn la superfamilia de receptores para citocinas, tal como la cadena 3. El
dominio extracelular contiene una region  de lcucina como cremallera, pero no sc
sabe si esta region esta implicada en alguna funcion del receptor. BEste dominio
citoplasmaitico conticne 86 residuos de aa. presenta 1a region conocida como

SHI2 la
cual es homologa a los dos subdominios

de ta repion 2 homologa a Src (SH2)
compucsta de 5 subdominios conservados (Bazan, 1990b).

Se sugicre que este componente especifico celular ahora conocido como RIL-2y,
puede cstar involucrado en la formacion de los receptores de 11L-2 de alta ¢ intermedia
afinidad. El RIL-2y (p64) puedce ser coprecipitado con ¢ RIL-2P en presencia de 1122
en células linfoides produciendo ef RIL-2 de alta afinidad. Ademas, la cantidad RIL-
2y coprecipitado con el RIL-2{3, ¢s proporcional a los numerosos sitios de union de la
IL-2 en dos subclones de células T, cuando la cantidad de R1L-23 no correlaciona con
los numerosos sitios de union que posce la 1L

. Recientemente ¢} ADN de la cadena
del RIL-2y humano fue clonado, y las sccuencias completas de nucleotidos  fueron
determinadas. De aqui se¢ propone que la proteina posce 22 aa en ¢l extremo animo
terminal y con 347 aa mas conforma la protcina madura. En esta cadena, las regiones

de 232, 29 y 86 aa constituyen la longitud extracclular que atraviesa la membrana y la
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La region citoplasmatica de RIL-2y es

lasmdtica respecti

cl RIL-28. E! dominio extracclular decl RIL-..‘/

regién
de

considerablemente mas corta que
conticne importantes regiones QuEe s¢ CORSEervin cn otros  recep
indicando que cl RIL-Zy pertenece a la superfamilia de receptores hematopoyéticos.
y s P en fibrobl s

(Takeshita, 1992; Voss, 1992,

Cuando los ADNS para RIL-Za By 7 seintrod
reconstituyc c! receptor de alts afinidad para la IL-

1993).

ENDOCITOSIS DEL COMPLEJO RIL-2/11.-2

Uno de los primeros eventos a la unién de la [1.-2 a su receptor de alta afinidad cs la
internali ion del i, do (I1L.-2)/r p (RIL.-2) (Subtil, 1994). Este complcjo tienc
i tular de aproximad 30 min. Los

un tiempo de vida media en la superficie
T ptores intr b, les unidos a la IL.-2 desaparecen de la superficie celular al
mismo tiempo que la IL-2 es intermalizada y degradada (Duprez, 1988; Saito, 1991).
Las cadenas a y B quc forman el complcjo de afinidad intermedia son necesarias
para la endocitosis dec la IL-2, la cual es internalizada (Hatakeyama 1989); micntras

que la cadena « sola no parcce mediar 1a endocitosis de la IL-2 (Fuji, 1986; Nabhoiz,

1987).

Durante la cndocitosis mediada por el receptor después de 10 min, el complejo
ligando/receptor ©s  internalizado cn vesiculas transportadoras que liberan estas
pr en parti; endo: 1 en el citopl. (Rubin, 1985; Fung,
1988; Ferrer, 1993). Por su parte el RIL-2a ha sido localizado unido a la IL-2 en
es pericentriolares (Mayor, 1993). Sin embargo, cl RIL-23

ha sido localizado en companimentos endociticos, mostrando que los componentes

28



Afarco Tedrico

de vida en la supcrficic. Las cadenas 8 y v

del receptor ticnen  diferentes tiempos
presentan un tiempo de vida media alrededor de 1| hr para la cadena 8 en presencia de

IL-2 cs alrededor de $5 min, micntras gue para la cadena vy s aproximadamente de 70
min. La riapida disminucion del numero de receptores de superficic refleja
dir su degradacion. Cuando los receptores de alta afinidad estin saturados
con el ligando, la vida media de éstos cn la superficie celular es muy corta, con un

tiempo aproximado de 15-25 min (Duprez, 1988), micntras que la cadena @@ es mas

estable, con un tiempo de 48 hrs (Hemar, 1990). Por lo tanto, los componentes de este
tienen diferentes fases  intracclulares después de la

receptor multimolecular
en la membrana plasmitica, micniras

d: a sc iclad

i 1i ién, ya que la

que B y vy estan destinadas a la degr
celular da como resultado un  balance entre las fuses de sintesis, intermalizaciéon y

El nimero de receptores de superficie

dacién

reciclamiento (Meager, 1991).

Como sc¢ mencioné antes, la cadena a tiene un tiempo de vida media largo, en
lacion con el r lamiento dc esta ion. Ademas,

n bunidad después de la internali
es posible que la translocaciéon de la IL-2 o el complejo IL-2/RIL-2 al nicleo puede

regular la transcripcién de varios genes, como ha sido sugendo para otros factores de

crecimiento, cn el que se incluye la prolactina (Duprez, 1992).

EFECTO DE INTERLEUCINA 2 (IL-2) EN CELULAS TUMORALES

Durante la década pasada se descubrié que algunas interlcucinas y otras citocinas

eran expresadas por una amplia variedad de células, gjcrciendo efectos funcionales en

diferentes poblaciones celulares y regulando importantes interacciones entre
lulares del si i (Di 1996).
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La IL-2 ha sido considerada como un producto especifico de linfocitos T y lincas

celulares T, inducidas por antigenos o mitégenos (Smith, 1988). §in embargo, lincas
filococus aureuns aumentan la sintesis de 11.-2 y sus

de células B i das con
transcritos, asi como de moléculas semejantes a la 11.-2 quc han sido demostradas en
élul. foblasti hu Boch 1989). Un epitope semcjante a la 11.-2

ha sido también descrito en capas de queratinocitos granulares de picl humana. Una

molécula parecida a la IL-2, producida por células nerviosas, 16xica para

oligodendrocitos y asociada con la generacion del sistema nervioso central también ha

sido identificada (Eitan, 1992). Sin cmbargo. la presencia de ARNm para H.-2 y

la sintesis de IL-2 ha sido determinada por ELISA en miofibroblastos humanos

después de la radiacion de fibrosis en pacientes con cancer de mama (Aliléche, 1994).

En cdlulas de meclanoma humano, en cultivos libres de 1L-2 exégena s¢ ha detectado la
presencia de IL-2 en una localizacién nicleo/nucleolar, sugiriendo una produccién
autécerina de IL-2 por estas células. En las células de melanoma G361, se ha observado

que la IL-2 producida endogenamente esta involucrada en la regulacién del

en dos : primera, en la quec se observa la presencia del RIL-28,

scgunda, disminucién de la expresion de la subunidad B del RIL-2 y el marcaje

nucleo/nucleolar de 1L-2 cuando las células estan en confluencia (Aliléche, 1993).

La localizacién nucleo/nucleolar de las cadenas 3 y y del RIL-2 en las células
tumorales de carcinoma de mama, pulmon, colorectal y melanoma sugiere que estas
células son capuaces de producir IL-2 y que la [1.-2 endégena puede unirse al RIL-28
expresado en la superficie de las células tumorales. Asi mismo se ha observado que al
adicionar un anticuerpo especifico que bloquea la cadena $ del RIL-2 en estas células
se observa una inhibicion de la proliferacion. Por esta razén se sugicre que la
e celular del tumor

expresién de la cadena P parcce ser ia para ¢l creci

¥ que la IL-2 endogena puede estar involucrada en la lacion del cr
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tumoral, yva que se ha demostrado que esta (122 es biologicamente acuva (Aliléche,
1993; McMillan, 1995).

Esta modalidad de citocinas producidas por células tumorales y su efecto sobre cllas
mismas e¢s de gman importancia. ya que durante muchos afos se han realizado
diferentes estudios  con citocinas, sobre todos ixjuellas con actividades antitumorales,
sin embargo, aqui se debe tener mucho cuidadoe ya que algunas citocinas tales como la
IL-1, IL-6 y TNF-a pueden estimular directamente  a las células tumorales y apoyan la
teoria de 1a inmunofacilitacién del crecimiento tumoral (Tsai, 1987). Sin embargo, con
¢l descubrimiento de que las células tumorales no linfoides humanas son capaces de

producir citocinas, existe la posibilidad de una estimulacion autocrina del crecimicnto
cclular del tumor, io cual conduce a mantener en el microambicnte tumoral las

condiciones adecundas para continuar con esta proliferacion (Miki. 1989; Wu, 1993).

El efecto de la 1L-2 en células T' transtformadas o celulas no hinfoides incluye

cambios en la scnsibilidad de las ¢élulas tumorales a otras citocinas, alteraciones en la

expresion de moléculas de superficie tales como ICAM-1 o CMILL ¢ inhibicion del
crecimiento  de células de carcinoma (Paciotti. 1988). Trabajos previos han descrito
un efecto dual de 1L-2 en la expresion de ICAM-] el cual depende del tipo y 1a
densidad celular (Piaisance, 1992, 1993} Un lineas celulares de melanoma, se ha
analizado que la IL-2 causa una buja  expresion de ICANM-1, por otro lado se ha
observado que en otras células de melanoma MELP, la 11.-2 induce una  sobre-
regulacion de ICAM-1 y CD44. Este compontamicnto puede representar un parametro
que define 1a expresion de un fenotipo mas maligno de melanoma en comparacion
con otras células de melanoma. La expresion incrementada in vivo en melanoma por
estas dos moléculas de adhesion ¢ considerado como un marcador de progresion
metastasica  El aumento en la proliferacion  in vitro ¢ in vivo en las células de
melanoma pucde ser debido a un efecto directo estimulador de 1L-2 y una baja
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secrecion de una citacina antiproliferativa como la 1L-6 (Han. 1996).

El RIL-2 puede scr capuz de responder a otros ligandos como la [L-2 (Kanakura,
Recicntemente sc ha enfocado la atencién en la posibilidad

1993; Grabstein, 1994).
h no linfoid pued: producir y responder a

de que las células tumorales
algunas citocinas. Ya que se¢ ha demostrado que las interleucinas IL-1 (a y 8) e IL-6
Ia proliteracidn de cicrtas lincas celulares de tumores sélidos humanos in

estimulan
vitro, por otro lado, existen evidencias de que las células tumorales también pucden
como la IL-6, la cual en células de carcinoma de rifidn

ciertas
1987; Miki, 1989; Lahm,

funciona como un factor de crecimiento autécrino (Tsai,

1992).

Algunas células de mclanoma también seccretan IL-2 modificando Ia expresion de
(ICAM-1, CD44 y HLA-DR) involucradas en el

moléculas de superficie
1993). La adicién

inmunoreconocimicnto
exégena y la produccién in situ de [L-2, asi como dc la sinteis de otras citocinas como

1a IL-3, IL-6, IL-4, IL-7 y IL-9, que pucden interactuar con el compicjo del RIL-2 que

y progresiéon de mclanoma (Aliléche,

es reconocido por éstas, induce la for ion de otros complej que contribuyen a
i iones biologicas, las les puced: ser favorables para el pacicnte pero

desfavorables para la progresion del tumor, ya quc se ha demostrado que la adicién
exégena de IL-2 a pacientes con melanona induce la progresién del tumor hasta

llegar a una metdstasis (Han, 1996 ).

RECEPTOR PARA INTERLEUCINA 2 (RIL-2) EN CELULAS TUMORALES

El concepto inicial relacionado con la expresién restringida del RIL-2 funcional a

ciertos tipos celulares, asi como especificidad de los componentes del RIL-2 ha
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cambiado recientemente, ya que se¢ ha demustrado que ¢l RIL.-2 no es exclusivo de
células hematopoyéticas o cé¢lulas normmales no hematopoyéticas, como las del pancreas
y fibroblastos de pulmon. Existen reportes de la presencia del RIL-2 en células
neoplasicas tanto en lineas linfoides como obtenidas de tumores solidos humanos. La
expresion de las cadenas a y B del RIL-2 han sido reponadas in vitro en
fibrosarcomas humanos, fibroblastos de medula asca, piel, carcinoma de pulmén
(Heys, 1994), cancer de mama y mclanomas (Plaisance, 1993. Rimoldi. 1993, Han,
1996) y carcinoma escamoso de cabeza y cucllo (Weidmann, 1992, Yasumura, 1994).

En el caso de las células tumorales se ha observado una  abundante expresion de  1a
cadena B del RIL-2 y muy baja de la cadena a (Yasumura, 1993). Por su pane. la
cadena y del RIL-2 ha sido detectado en un 50% de lineas celulares de melanoma vy en
lineas celulares de carcinoma de cabeza y cucllo (Weidmann, 1992); de igual forma se

interesante mencionar

detectaron en células epiteliales intestinales (Dignass, 1996).
que en células normales como las de fibroblastos de pulmén y picl, que ¢n cultivo
suclen expresar la cadena a y B del RIL-2, después de algunas resiembras  estas lincas
y2 no expresan la cadecna . que parece ser un patrdon de células cn ctapas de

envejecimiento (Plaisance. 1992).

Usando anticucrpos cspecificos contra las cadenas a y 3 del RIL-2 sc ha demostrado
que en tumores malignos humanos de diversas histogénesis, las células neoplasicas
pero no ¢l tgjido normal adyacente expresan el RIL-2f; sin embargo, no sec detectd la
presencia del RIL-2a en dichas células. Por otra parte, ademas de la expresion de las

cadenas o y B del RIL-2 en células tumorales. también se ha detectado la presencia

intracelular de IL-2 en tumores de pulmoén, mama. colorectal y melanoma, lo cual
indica que dichos receptores son funcionales, ya que permiten la internalizacién de
citocinas (McMillan, 1995).
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El efecto de la IL-2 sobre células no hematopoyéticas parcce ser diferencial, ya que
altas concenlraciones inhiben la proliferacion en un 50% de lincas ceclulares de

carcinoma escumoso de cabeza y cucllo tanto  in vitro como in vivo, incrementando ja

sensibilidad del tumor al efccto citostdtico de otras citocinas, este cfecto es bloqueado
al utilizar un anticuerpo monoclonal especifico dirigido contra la cadena 8 del RIL-2.

En las lincas celulares de carcinoma gastrico y renal se ha observado el mismo

comportamicento pero on ceste caso con bajas concentraciones de IL-2 y en estas células

el tratamiento con esta citocina también disminuye la expresion de  ICAM-1 y

antigenos de MHC clase | (Weidmann, 1992, Yasumura, 1994).

Las lincas celulares dc cancer intestinal, pulmén y mama incr su prolifc i6
que en 1} ma la IL-2 no tiene cfecto en la

en presencia de IL-2,
proliferacién, pero si en la expresion de moléculas de superficie ICAM-1, MHC I y lI,

que son inhibidas aumentindose la expresién de CD44 (Okamoto, 1990; Ciacci, 1993;

Katano, 1994).

En las células de melanoma que expresan tanto i vifro como in vivo las cadenas a y
del RIL-2, en un  50% expresan bajos niveles de la cadena y (Plaisance, 1993;
Rimoldi, 1993), quc al adicionar IL-2 estabiliza la expresién su ARNm

previos di han

incrementando la unién (Bosco, 1994; Han, 1996). Asi

demostrado una respuesta complcja en células cndoteliales de prepucio humano

(Hicks, 1991).

En los tumores s6lidos que expresan ¢l RIL-2 y que responde a IL-2 cxégena, se ha

observado que existen asociaciones entre las cadenas que Jo constituyen. Asimismo sc
idad que influyen en la formacién de un

han determinado variaci en su
receptor funcional o no, lo cual se ve reflejado en su respuesta bioldgica y aquellas
a IL-2 é que favorece la progresion

tumores pueden responder dir
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del tumor (Weidmann, 1992; Yasumura, 1994; Reinecker, 1995), L.a presencia de las
cadenas a y 3 del RIL-2 pucden proporcionar la formacion de un pseudo-receptor de
alta afinidad (Sugamura, 1995), que pucde responder de una  manera espontanca al

estimulo de IL.-2 (Fig. 5).

Alternativamente, es posible que la unién de la 1L.-2 a la molécula B del RIL-2 en

carcinomas pueda estar regulada de manera diferente a la de células linfoides, esto tal
vez debido a la estructura de la cadena [3, ¢l mas prominente componente  del
complejo RIL-2, o a la falta de asociacion de la cinasa Jakl con la cadena B, que sc

sabe ¢s necesaria para la activacion funcional del RIL-2 (Miyazaki, 1994).

no detectable

pPreudo-alta

atta intermedia baje bajn
Kd=j10pM Rd=1nM RKd=100pM Kd=10n™M Kd=10nM Kd>100nM Kd>1mM
sefial sefinl

Fig. 5. Afinidades y funcion de varios complcjos de cadenas del RIL-2. Los complejos del receptor de
IL-2 constituidos en la supcrfc-c de células 1 por tr: fe ién con tres genes de las

fueron de de sefiales mediada por la IL-2 y las
afinidadcs de unién a la [L-2 (Tomndn de Sugamura, 1995).
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Es posible que el complejo RIL-2 que se expresa en carcinomas humanos  pueda
formarse con las tres subunidades descritas en células linfoides, 0o que contienen
cadenas 3 alteradas ©  cadenas y expresadas que evitan una activacion normal de
proteinas que estan asociadas con diferentes  clementos trunsductores de scilales. Se ha
demostrado que la IL-2 y otras citocinas como la IL-4 IL-7, 1L-9 ¢ 11.-15, usan la
cadena B del RIL-2 que se expresa en células tumorales para inducir su proliferaciéon.

En vista de las similitudes entre 1a 11.-2 y 1a 1L.-15, asi como las evidencias de que esta
citocina  comparte cl RIL-2B., no pucde descartarse 1a idea de que la IL-15 pucde

utilizar las cadenas f o vy en carcinomas humanos para inducir su proliferaciéon
(Johnston, 19943).

La importancia biolégica de Ia presencia del RIL-2 en células no hematopoyéticas adn

no se esclarcce, sin embargo, algunos estudios indican que la IL-2 ex6gena puede
inhibir parcialmente

el crecimiento de carcinomas como los de cabeza y cucllo
(Weidmann 1992). El mecanismo

del efecto antiproliferative  mediado por 11.-2 en
células tumorales que presentan ¢l RIL-2 no es claro (Lin, 1995).
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PLANTEAMIE

TO DEL PROBLEMA

En México. ©} cancer cervicouterino (CaCu) ocupa el primer lugar dentro de las

neoplasias malignas en la mujer. Su incidencia es mayor cn grupos con ¢

pacidades
ccondmicamente reducidas y de drcas suburbanas. A pesar de las campanas de
deteccion  oportun:

. el diagndstico se establece con alta frecuencia
avanzados. por lo cunl

en estadios

constituye un problema de salud publica. su frecuencia

ascendente revela la necesidad de ampliar fa cobertura de los programas nacionales de
prevencion y deteccion oportuna (Rosenberg, 19901 La edad de las pacientes con esta

neoplasia aparentemente  sc encuentra en descenso ya que se diagnostica cancer de

cérvix en mujeres cada ves mas jovenes aumentandose su mortalidad en este grupo.
Con respecto a esto se ha sugerido que 1as neoplasias que ocurren en el grupo de
mujeres jovenes difieren en tipo histologico y comportamicnto biologico de las
lesiones desarrolladas en mujeres  postumenopausicas (Lazcano. 1996)

factores de riesgo para ¢l desarrollo Jde CaCu se encucntran

tre los

1a edad que Muctina entre
35 a 70 ados, inicio de relaciones sexuales  a temprana edad, promiscuidad sexual,
higiene genital deficiente (incluyendo a la pareja sexual),  use de anticonceptivos
orales, consumo de taubaco.

deficiencias nutricionales ¢ infecciones ginecologicas

frecuentes asi como una multipandad. A pesar de tados estos factores, ¢l CaCu es una

enfermedad progresiva que se imaa con lesiones denominadas  displasias,  que
responden al tratamiento médico de primer nivel de atencion en un 85% de los casos,

una vez que el cancer inic

L lcancer i sir) le toma de 10 a 20 anos para convertirse
en cdéncer invasor. Sin embargo. no se tiene la informacion clara acerca de los
mecanismos de escape que presenta este tipo de células (Rosenberg, 1990). Se plantea
que pucdan secretar factores inhibidores de 1a proliferacion y activacion de linfocitos
de sangre periférica (I.SP) ¢ incluso que pucdan competir por factores de crecimiento y
diferenciacion de células efectoras tal como la IL-2.
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JUSTIFICACION

tead.

Hasta el sc ha

la IL-2 en la inmunoterapia adoptiva experimental
contra ¢l cancer; csta estrategia culmina una basqueda casi centenaria en pos de una

via eficaz de utilizaciéon del sistema inmune para destruir células cancerosas. Hasta

como mel s

ahora, pacientes con tres o mas tipos de ignos, ca de
riflén y de célon que suclen ser muy resistentes a las terapias habituales han mejorado
con la administracion de la I1.-2 cn combinacién con células NK estimuladas por IL-2.
La proporcion de pacientes que han mcjorado significativamente con 1a terapia es
todavia baja. Si embargo, recientemente se ha demostrado 1a presencia del RIL-2 en
células tumorales de cabeza y cucllo lo que ha permitido determinar el efecto de 11.-2
exégena que actua en este tipo de células ncoplasicas inhibiendo o incrementando su
proliferacion (Kanakura, 1993). Por lo cual, Ia terupia con IL-2 no parece ser tan
recomendable sin antes determinar si el tipo de tumor expresa ef RIL-2.

Por esta razon, en el prescnte trabajo se pretende determinar la presencia del RIL-2 en

células ncoplasicas de carcinoma de cérvix y el cfecto en la proliferacion de éstas en

presencia de IL-2 exégena.
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HIPOTESIS

Se ha demostrado que la Interleucina-2 (11.-2) es una citocina que participa cn la
activacién, diferenciacion y proliferacion de finfocitos T, lintocitos B. células asesinas
naturales (NK) monocitos y granulocitos, quienes expresan el receptor para 11.-2, una
glucoproteina compuesta por tres cadenas: la p55-c de baja afinidad, la  p75-f§ de

afinidad intermedia y la cadena  p64-y que al unirse con las cadenas afy forman un

complejo de alta afinidad. Asimismo. se ha demostrado que ¢l receptor para [L-2 no

es exclusivo de células hematopoyeticas, ya que sc¢ ha detectado on células de origen
no linfoide tanto normales como neuplasicas. como es el caso de algunos carcinomas
de cabezis ¥ cucllo en los cuales 1a presencia de este receptor al unirse con 1L-2, puede
inducir actividad proliferativa o antiproliferativa. Por otro lado, recientemente nuestro
grupo de trabajo ha observado que las células de CaCu en presencia de 11.-2  tienen
una mayor proliferacidon después de 5 dias de cultivo. Por lo cual suponemaos que las
células de CaCu podrian presentar el receptor para 11.-2 en su membrana, ¥ de ser asi,
al utilizar anticuerpos dirigidos contra las cadenas a y 3 del receptor para IL-2 se
podria inhibir la proliferaciéon de dichas cdlulas. Suponemos que podria presentarse un

probable mecanismo de escape inmunolégico utilizade por estas células, ya que
posiblemente puedan scr reconocidas por ¢l sistema inmune. pero al expresar el RIL2
pueden competir por la citocina  sintetizada por los linfocitos, en ¢l microambiente
tumoral, favorcciendo su proliferacion desregulada.
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OBJETIVO GENERAL

Confirmar cl efecto de diferentes concentraciones de  IL-2 en la proliteracién de
células cpitcliales de cérvix normal y neopliasico, asi como determinar la presencia

del receptor para 1L-2 en células epiteliales de cérvix ncoplasico.

OBJETIVOS PARTICULARES

= Cultivar células de las lineas celulares tumorales CALO, INBL y cpitelios normales
de cérvix.

la concentracién adecuada de medio condicionado de la linea celular

* Determinar
i6 lular en las lincas celulares tumorales CALO ¢ INBL.

€63 para inducir prolife

=-Evaluar el cfecto de IL-2 sobre la proliferacion de lineas ceclulares CALO, INBL y
cpitelios normalces.

= Determinar la prescncia de la cadena « y B dcel receptor para IL-2 en membrana y
citosol de CALO ¢ INBL.

® Determinar ¢l efecto de anticuerpos monoclonales especificos contra las cadenas a y
B del RIL-2 en la proliferacién de las células tumorales CALO, INBL y epitelios
normales estimuladas con [L-2 ¢ IL-15.

® Determinar la competencia por IL-2 cntre Linfocitos de Sangre Periférica Normal y

células tumorales CALO ¢ INBL.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

El material biolégico consistié dec lincas ceclulares de carcinoma de cérvix CALO
estadio clinico 1IB ¢ INBL cstadio clinico IVB. Como fuente de {L.-2 sc utilizd la linea
celular C63 transfectada con ¢l gene para sintctizar 1L-2. Estas células permanccen
criopreservadas cn ¢l Laboratorio de Diferenciacién Celular y Céncer dc la Facultad de
Estudio Superiores Zaragoza, U N.A M. Asimismo, sc utilizaron biopsias de cérvix
normal provenientes de donadoras sanas sin lesién por carcinoma de  cérvix,
proporcionadas por ¢l servicio de ginccologia del Hospital General de Zona Troncoso,

1.M.S.S. Las mucstras de sangre fucron obtenidas de donadores sanos.

Las muecstras de tejido normal fucron trasladadas al laboratorio en tubos de plastico de
50 ml de capacidad (Falcon, U.S.A.) conteniendo medio de cultivo RPMI-1640
(Sigma Chemical Co. U.S.A.) (Apéndice 1), en una proporcion del 90% mas 10% de
Suero Fetal de Bobino (SFB) (Hyclone, U.S.A.), previamente desactivado (Apéndice
2), ¢!l transporte s¢ hizo en un recipiente con hiclo.

Las células CALO, INBL y cpitelios normales se cultivaron en RPMI, suplementado
con 10% de SFB, los linfocitos de sangre periférica normal (LLSP) fueron cultivados
con medio RPMI con 20% de SFB y fitohemaglutinina (PHA), (Sigma Chemical Co.
U.S.A.) 6 100 U/ml de Interlcucina 2 recombinante humana (hriL-2) (Sigma Chemical
Co. U.S.A.), segin cl caso. Todos los cultivos fucron mantenidos en incubadora (Form
Scientific, Division of Mallincrodt, Inc. U.8.A.), a una atmésfera de 10% de CO?2,

temperatura de 37° C y un ambiente saturado de humedad.
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La densidad y viabiliadad de las células tumorales, cpitelios normales  (confluentes).
asi como los LSP en cultivo fucron contadas en  camara de Neubauer (American
Optical. U.S. A} y evaluadas por exclusion con azul de tripano (Sigma Chemical, Co.
U.S.A.), (Apéndice 3), para ser utilizadas en los cnsayos posteriores y ¢l resto sc

lacion por medio de la técnica de criopreservacion.

varon cn

CRIOPRESERVACION

ibles dc las muestras obtenidas de LSP. tejido

Con la finalidad de tener células disg
pitelial y células tum \] para los
de criopreservacién, la cual consiste en utilizar las células en fase exponencial, sin

by experi os. se utilizéd 1a técnica

llegar a la saturacién, fueron removidas de la superficic de la caja de cultivo con
solucién salina de verseno (Apéndice 4) mediante pipeteco, después se procedid a
lavar con medio de cultivo RPMI, finalmente cl botdn celular fué resuspendido en
medio para congclaciéon el cual consistié cn el caso de células normales ¥ tumorales
de 10% de SFB y 10% de dimetil sulféxido (Sigma Chemical Co. U.S.A)). en medio
de cultivo: para linfocitos se utiliza 90% de SFB mas 10% de dimetil sulféxido. Las
células se reparticron en pequefas ampollcetas (Cooke Laboratory Products, U.S . A) de
1 ml y se congelaron primero a -70° C durante un periodo de 23-72 hrs para
posteriormente ser introducidas en nitréogeno liquido a -190°C  para su preservacion

indefinida.

Para descongelar las células sc sacaron las ampollctas del nitrégeno liquido y se
mantuvicron a temperatura ambicnte por algunos minutos para ser descongeladas y
antes de estar totalmente liquidas fucron centrifugadas a 500 g por S min, se desecho ¢l
sobrenadante, posteriormente ¢l botén cclular se lavé dos veces con RPMI para
climinar residuos de dimetil sulféxido. Después de esto, las células fucron cultivadas

en medio de cultivo nucvo.
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DISGRFGACION MECANICA Y ENZINMATICA

Antes de procesar las muestras, éstas fucron  lavadas bajo condiciones de esterilidad
con una solucién  amortiguadom de  tostatos PBS  (Phosphate Buffer Solution)

(Apéndice S), durante 15 min cn un bafo de agua a 37°C. inmedistamente despuds el
tejido fue cortado con tijeras en pequeios rozos  de aproximadamente 1-2 mm’. Los
fragmentos de tejido fucron colocados en un matraz Frlen Meyer conteniendo un
agitador magnético cn ¢l que se adiciono  tripsina Tipo Il (Sigma Chemical Co.
U.S.A.), (Apéndice 6) al 0.025%, la disgregacion se realizé a una temperatura de
37°C durante 45 min con una agitacion constante. Después de este tiempo las celulas
en suspension fueron aisladas mediante pipetco  y se lavaron 3 veces con PBS

mediante centrifugacién a 600g durante 5 min. Finalmente las células se
resuspendicron en medio de cultivo adicionado con 10% de SFB y sc distribuyeron en

cajas de petri con un volumen total de 5 m! para su posterior incubacidn.

OBTENCION DE LINFOCITOS

En condiciones de esterilidad se obtubicron de 10-20 ml! de sangre periférica de
donadores normales, mediante jeringa o tubo de Vacutainer 1000 X 16 mm (Becton
Dickinson, Co. U.8.A)), conteniendo heparina 0.1 ml] a 1000 U/mi (Rickercab/NCHB,

U.S.A.). Después la sangre fue centrifugada durante 10 min a 500 g, para luego

separar ¢l plasma del paquete celular mediante pipeteo suave.

El paquete celular fue lavado con RPMI. se adiciond un volumen de medio igual al

del paquete celular, el lavado se realizé mediante centrifugucién a 500 g durante 10
min para despudés desechar ¢l sobrenadante »  resuspender ¢l paquete  celular
nuevamcente en RPMI para obtener
vertieron alicuotas de S ml dela mezcla en tubos conteniedo 2 mi de Ficoll Hypaque

una mezela homogenca; después de esto se

43



Afaseriales v Métodas

(Microlab, México). de 1.077 de densidad, que fucron centrifugados durante 30 min a
1000 g. Transcurrido este tiempo. se separon las bandas de células mononucleadas

situadas en la intertase entre ¢l paguete de eritrocitos y ¢l medio de RPMIL mediante

pipeteco suave. Los linfocitos se Iavaron tres veces con RPMI mediante centritugacion
o 60 g durante 10 min. Posteriormente cstos fucron cultivados con medio RPMI
suplementado con 20% de SFB y 100 U/ml dc Interl i 2 recombinante h

(hrIL.2) (Sigma Chemical, Co. U.S.A.), ¢n cajas de petri con capacidad de 3 ml.

DETERMINACION DEL PORCENTAJE ADECUADO DE MEDIO
CONDICIONADO (C63)

Para obtener ¢l medio condicionado de la linca C63 las células fueron cultivadas
durante 7 dias en RPMI en presencia de 20% de SFB, una vez transcurmdo cste
tiempo ¢! medio condici do fuc 1 do y centrifugado para climinar células y
desechos; posteriormente se concentré hasta R0 veces el volumen inicial con

membrana de amicon con poro de 30 kDa, lucgo fue concentrada en un speed vac
hasta secar completamente, el producto final fue resuspendido en PBS y dializado en
membrana de dialisis con pore de 5 kDa (Spectrum Medical, U.S.A.) en PBS durante
tres dias con cambios cada 23 hrs; el medio condicionado dializado fue esterilizado
con mcmbrana de 0.22 p. Posteriormente para evaluar el porcentaje adecuado de
medio condicionado concentrado (MCC) a utilizar con las lincas de cérvix y linfocitos
de sangre periférica normal, se realizaron cultivos de LSP normales en presencia de
1.5%, 3% y 6%% de MCC y 100 U/ml de IL-2 recombinate (control +), los cuales fucron
evaluados en su proliferacion a los 7 dias de cultive utilizando la técnica colorimétrica

de MTT en lector de ELISA (BIOTEC ELx800) con una absorbancia de 570 nm.
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TECNICA COLORIMETRICA DE MTT.

La proliferacién celular de Linfocitos de Sangre Periférica (1L.8P) y lincas celulares sc
realizé con la técnica de MTT. Para e¢llo sc sembraron  células  viables, después de 7
dias de cultivo se desecho ¢l sobrenadante y las células se incubaron durante 3 hrs con
50 ul de bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5  difeniltetruzolio (MTT) (Sigma
Chemical, Co. U.S.A.). El reactivo MTT enzimaticamente reducido a formazan (de
color amarillo) por las células vivas fué extrafido con 200 ul de isopropanol (Sigma
Chemical, Co. U.S.A.), para disolver los cristales de formazan. Las placas fueron
agitadas ligeramente durunte 5 min, posteriormente se procedio a leer la solucion
obtcnida a una absorbancia de 570 nm ¢n lector de ELISA (BIOTEC ELx800).

PROLIFERACION POR INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA

Esta técnica consite en la incorporacion del nucledtido timidina (marcado con
tritio -3H-) a los nicleos de las células en cultivo, de manera que cuando las células se
encucntren cn fase de sintesis, incorporen la timidina marcada en la molécula de ADN.
Cuando sc realiza cste tipo de evaluacion es recomendable emplear cultivos celulares
sincrénicos, con la finalidad de obtener una mayor representatividad de la poblacion
celular en la fase de sintesis del ciclo celular. Se eliming ¢l SFB del cultivo de las
células CALO ¢ INBL. para obtener células sincrénicas, posteriormente se sembraron
2,000 cél/pozo después de § dias de cultivo y a cada pozo sc adicioné 1pCi de 3H-
timidina por m! de medio de cultivo. Después de concluido ¢l tiempo del cultivo se
lavaron las células con PBS, y se adiciond a las células metanol (Sigma Chemical,
Co. U.S.A.) al 95% cn PBS, durante 20 min, i H se | 1 las célul

nuevamente con PBS. Después sc¢ agregd a cada cultive NaOH (Sigma Chemical,
Co. U.S.A.) 400 mM para lisar a las células y liberar al ADN marcado. Se colectd el
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ADN marcado con timidina tritinda en filtros de fibra de vidrio a través de una
coscchadora (BRANDEL, U.S . AL), la cual permite e} lavado de la timidina que se
encuentra en ol sobrenadante Los filtros que conticnen el ADN de las células que
incorporaron ¢l isotopo fucron secados a temperaturn wnbiente y posteriormente
colocados cn viales para centelleo a los cuales sc les adicioné 5 ml de trisol o liquido
de centelleo (Sigma Chemical, Co. U.S.A.). con la finalidad de amplificar las lecturas
del material incorporado. Los viales fucron evaluados en un contador de centelico de
emisién Beta (Beckman, ULS.AL).

EVALUACION DE LA PROLIFERACION DE CELULAS TUMORALES EN
PRESENCIA DE 1L-2

Las cinéticas de proliferacion se realizaron para algunos para lulares

como ¢l tiem de dupli i6 1 i la
po P y

P ante el estimulo de IL-2 de 1la
poblacion celutar.

Las células cn fase expc ial de las lineas CALO, INBL y cérvix normal, fueron
removidas del sustrato  con verseno y centrifugadas a 500 g durante 5 min,

postcriormente ¢l botén celular fue r pendido cn un vol conocido de medio
de cultivo suplementado pama ser evaluadas. Una vez determinado ¢l nimero celular se
procedié a secmbrar 5000 células por pozo en placas de 96, en presencia y ausencia de
5, 10 y 100 U/ml de 11.-2 (MCC). la evaluacion de la proliferacion celular se hizo por
la técnica colorimétrica de MTT a partir de las 24 hrs de cultivo hasta 6 dias, en
lector de ELISA (BIOTEC ELx800) a una absorbancia de 570 nm.
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LIS1S DE CELULAS TUMORALES

) un 75% del  sustrato

Se colectaron células en fase de confl is (aproxi
ocupado por las células) de las lincas CALO ¢ INBL., los botones cclulares se
colocaron en tubos de 1.5 ml con PBS y se¢ congelaron a -70°C hasta obtener botones
con aproximadamente B0 millones de células. Posteriormente s¢ descongelaron los
botones celulares y se centrifugaron durante S min a 14, 000 g pam descchar ¢l PBS
y adicionar 20-40 u/ml de buffer de lisis y se dejé reposar durante 30 min. Después de
este tiempo, cl lisado se resuspendié 20 veces con jeringa de insulina y se centrifugé a

3, 000 rpm por 7 min, cl sobrenadante fue recuperado y  centrifugado a 50, 000 g a

4°C durante 45 min y de csta manera se¢ obtuvieron fr i de brana (boton) y

citosol (sobrenadante) para poder ser separadas mediante clectroforesis.

ELECTROFORESIS (SDS-PAGE)

El SDS-PAGE sc rcalizé de acuerdo al método de Leammli, excepto que la
concentracion del gel concentrador utilizada fué de 4.5%6. Las concentraciones finales
en el gel separador fueron de 0.375 M Tris-HCI (Sigma Chemical, Co. U.S.A)) (PH 8.9
y 0.1%% p/v de SDS y las concentraciones de acrilamida usadas fueron 7.5% o 12.5%
p/v). Los geles sc polimerizaron por fa adicién de 0.05% p/v de persulfato de amonio
(Sigma Chemieal, Co. U.S.A)) y tetrametiletileno-diamina (TEMED)., (Sigma
Chemiical, Co. U.S.A)) para ¢l gel de resolucion ¢ 0.1%% de cada catalizador en el gel
concentrador. La solucion del tanque (pH 8.3) contenia 0.025 M Tris, 0.192 M de
glicina. Se tomaron 15 ul de cada una de las fracciones de membrana y citosol en fases
saturantes y en confluencia de las lincas CALO ¢ INBL y se resuspendicron en buffer
de Laemli.

Los marcadores preteftidos utilizados fueron los siguientes: cadena pesada de miosina
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(200 kDa), fosforilasa B (97.4 kDa), albamina (68 kDa). ovoalbumina (43 kDa),
anhidrasa carbonica (29 klJa), lactoglobulina (18.4 kIDa) y lisozima (14.3 kDa).

Tanto a las fracciones de las células CALO ¢ INBL., asf como a los marcadores les fue
adicionado 5 ul de buffer de Lacmi 5X y se procedid a hervir durante 5 min. La
clectroforésis se rcalizé ¢on voltaje constante de 100 V por 2 horas cn una camars
vertical de electroforesis (Gibeo, U.S.A).

WESTERN- BLOT

Las proteinas scparadai. mediante SDS-PAGE fucron transferidas a membrana de
nitrocelulosa segan el método de Kyhse- Andersen, en un aparato dec transferencia
semiscca, a corriente constante de 100 mA durante 2 horas. El buffer de transferencia
contenia 25 mM Tris (Sigma Chemical, Co. U.S.A). 192 mM Glicina (Sigma
Chemical, Co. U.S.A)). 20 % (v/v) metanol y 0.05% SDS a pH 8.3 (Sigma Chemical,

Co. U.S.A). La cficiencia de la transferencia se determiné mediante tincién dc la
b

de nitr fulosa con Ponceau S (Sigma Chemical, Co. U.S.A) y destedida
con agua destilada. La nitrocclulosa con las proteinas inmobilizadas s¢ bloqued con
5% (p/v) de leche semi-descremada en polvo en buffer TBS (150 mM NaCL 20 mM
Tris, pH 7.5) (Sigma Chemical, Co. U.S.A)). durante toda la noche a 4°C. Las
membranas fucron incubadas con los anticuerpos anti-p55 (3 pug/ml) o anti-p75 (2

pg/ml) (R&D Systems Inc. U.S.A.) en TBS-5% leche durante 2 hrs a temperatura

bi Las branas s¢ lavaron cinco veces con TBS durante 10 minutos cada
lavada ¥ una vez con TBS-5% leche. Sc utilizd un anticuerpo secundario conjugado
con fosfatasa alcalina diluido e¢n TBS-5% leche incubandolo durante 2 hrs a
temperatura ambiente. La membrana fué lavada 5 veces como se indicd anteriormente.
Después la membrana se¢ revel6 en 5 ml de buffer de fosfatasa alcalina (100 mM Tris

pH 9.5 100 mM NaCl, 5 mM MgCI2 (Sigma Chemical, Co. U.S.A.) conteniendo
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0.82 mg de S5-Bromo-d-cloro-3-indolil-fosfate y 1.65 mg de arul de tetrunzolio. La

i6n sc detuvo después de 15 min lavando con agua destilada.

PROLIFERACION DE CELULAS TUMORALES EN PRESENCIA DE IL-15

Las células CALO e INBL, asi como de los epitelios normales en confluencia fueron
separadas del sustrato con verseno, las células viables fucron resembradas en placas de
96, (5.000 célpozo). estimuladas con 1, 10 y 100 ng/ml dc Interleucina 15
recombinante humana (hrlL-15) (R&D Systems Inc. U.S.A.) y evaluadas mediante la
técnica colorimétrica de MTT a 1, 3 y 6 dias cn un lJector de ELISA (BIOTEC

ELx800) a una absorbancia de 570 nm.
lcl se i baron célul viables de ambas lincas celulares y se incubaron

Par
con 2.12 pug/ml de anticuerpo monoclonal dirigido contra la cadena 3 del RIL-2 (R&D
Systems Inc. U.S.A.), en medio de cultivo RPMI para bloquear ¢l 50% de los
receptores presentes en las células tumorales a 37°C durante 50 min. Después de cste
tiempo, las células fueron lavadas con RPMI y estimuladas con  Ing/ml! de hrlL-15)
(R&D Systems Inc. U.S.A.) y evaluadas con MTT a 1, 3 y 6 dias en un lector de
ELISA (BIOTEC ELx800) a una absorbancia de 570 nm.

PROLIFERACION DE CELULAS TUMORALES EN PRESENCIA DE IL-2

Las células en confluencia de las lincas CALO e INBL no estimuladas fueron
separadas del sustrato con verseno, las células viables fueron incubadas 80 min a
37°C con RPMI y anticuerpos monoclonales anti-p55 a 3 pg/ml (Boehringer
M heim Bioch i U.S.A.). anti-p75 B 3.4 ug/ml (R&D Systems Inc. U.S.A) y
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una combinacion de ambos anticucrpos para blogquear ¢l 80% dc las cadenas a y 3

RIL-2. Después de este tiempo las células fueron lavadas con RPMLL Posteriormentce sc
sembraron 5, 000 células por pozo en placas de 96, con medio de cultive RPMI
suplementado con 10% de SFB. Sc utilizaron células no bloqueadas como control del

experimento.

Por otra lado. sc¢ utilizaron células a las i condici £ i d.
anteriormente y fucron cstimuladas con 10 y 100 U/m! de IL-2. Sc utilizaron como
control células no blogucadas estimuladas con IL-2 sin bloqueo de receptores y
cdlulas no estimuladas y no bloqueadas. La evaluacién de la proliferacion se realizé a
1, 3 ¥ 5 dias con MTT en lector de ELISA (BIOTEC ELx800) a una absorbancia de

570 nm.

CO-CULTIVOS CELULARES

Las células tumorales CALO e INBL c¢n fasec de confluencia fueron separadas del
sustralo con verscno, postcrionmente se sembraron 1,000 células viables por pozo en
placas de 96 con RPMI] suplementado con 10 % de SFB y sc incubaron durante tres
dias, después de tres dias de cultivo, se deseché ¢l medio y anicamente se dejaron las

células adheridas en el fondo del pozo.

Por ouo lado. se¢ obtuvicron Linfocitos de Sangre Periférica normal (LSP) y se

cultivaron con ¢n medio de cultivo RPMI suplementado en 20 % dc SFB y

Fitohemaglutinina (PHA) en cultivos de tres dias para obtencr poblaciones de
linfocitos activados. Despuds de este tiempo los LSP fueron colectados mediante

pipetco y  resuspendidos en medio de cultive RPMI para determinar ¢} nomero y

viabilidad utilizando azul de tripano.
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Los co-cultivos celulares se realizaron sembrando c¢élulas tumorales y LSP, para cllo
fucron sembrados 50, 000 linfocitos por pozo, cn las placas que contenian las células
tumorales CALO ¢ INBL adheridas en ¢l fondo de los pozos con una relacién:
50.000 LSP : 1,000 células tumorales. Se estimuld con 10, 100 y 1000 U/simnl de 1L-2.
La evaluacién sc realizé a 7 y 21 dias separando los LSP del co<cutivo presentes en
cl sobrenadante evitando tocar las cdlulas adheridas, posteriormente los LSP  fucron
lavados con PBS y sc cvalud la proliferacion mediante la técnica de MTT y se utilizd
un lector de ELISA (BIOTEC ELx800) a una absorbancia de 5§70 nm. Cada 7 dias se

realiz6 un cambio de medio asi como un nuevo estimulo de IL-2.

bajo se hicieron por triplicado y

Todos los ensayos realizad d el pr
con tres repeticiones cada uno.



Resuliados

RESULTADOS

EVALUACION DE LA PROLIFERACION DE CELULAS DE CaCu

ESTIMULADAS CON IL-2 POR MEDIO DE INCORPORACION DE

TIMIDINA TRITIADA

Las interlcucinas fueron caracterizadas como  glicopr bi ivas sccr d. por

] das en la modul 1 y coordi i6n de

¢lulas linforeticulares quc b in
diversas funciones de células inmunes (Mizel 1989). Sin embargo, recientemente sc
ha puesto atencién a la posibilidad de que células de origen no linfoide puedan
también ser capaces de producir y responder a algunas citocinas. Micntras que células
cpiteliales no son capaces de responder a la accién mitogénica de la interleucina 2, se
encontré que aquellas provenientes de varios tumores de tipo epitelial (tumores de
cabeza y cucllo de rifdn y melanomas) respondian a este estimulo (Yasumura, 1994).
Tomando en consideracién que las células que conforman los tumores de CaCu
tambi¢n son de tipo epitelial se considerd interesante evaluar si estas células cran
capaces de responder a’la accién mitogénica de la IL-2, para cllo se utilizaron dos
lineas celulares (CALO ¢ INBL) obtenidas a partir de biopsias de tumores de CaCu. La
actividad mitogénica fue evaluada a traves de la incorporacion de timidina tritiada por
estas células después de cinco dias de cultivo en presencia de 1, 10 y 100 U/ml de IL-

2.

En ambas lincas cclulares encontramos induccién a la incorporacién de timidina en
presencia de IL-2 respecto a los cultivos control. Es interesante destacar que la mayor

inducciéon se presenté cuando se utilizaron 10 U/ml y poca o nula con 100 U/ml (Figs.

ty2).
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LA PROLIFERACION DE LAS LINEAS CELULARES

EVALUACION DE
ENCIA DE IL-2 POR EL METODO DFE MTT

CALO E INBI. EN PRE:

Es conocido quec la incorporacidn de timidina por una célula indica que ésta entra a la

fase S del ciclo celular y por tanto sc infiere que se cncuentra cn un  proceso de
idi se correlaci con

division. Sin embargo no siempre la incorporacion de
proliferacién cclular. En consecucncia para confirmar la actividad inductora de la
proliferacién de la 11.-2 en nuestras lincas celulires se procedié a evaluar por Ia técnica
de MTT si el namero ceclular aumentaba, Por otro lado sec cfectud una cindtica de
induccién respecto al tiempo (cada 24 hrs por 6 dias) para decterminar ¢l tiempo
necesario para que la [L-2 induzca su efecto proliferador. En csta ocasién utilizamos 5,
10 y 100 U/ml de esta interlcucina ya que mediante la incorporacién de timidina

detectumos que a 10 U/ml ésta era mayorque a 1 y 100 U/mi,

Nucstros resultados indican que tal ¥y como se csperaba existe una induccién a la
proliferncién por la IL-2, sin embargo ésta se presenta hasta los 6 dias de cultivo
cuando las células no estimuladas llegan a confluencia. Consideramos que no es de
extrafiarse que usando la téenica de MTT sc haya detectado la induccion un dia
después que con incorporacion de timidina (Figs. 1 y 2) ya que coma fue descrito
anteriormente. MTT evalta células ya divididas mientras que la otra técnica solamente
la entrada a la fase S del ciclo celular. Es interesantc mencionar que a la concentraciéon
de 100 U/ml las células fueron inhibidas a su proliferacion desde los 4 dias de cultivo.
Por ultimo mencionaremos que es de lNamar la atencidon que durante Jos primeros 3

dias la [L.-2 fue inhibidora aun a las concentraciones de S y 10 U/ml presentindose la

induccion hasta el sexto dia (Fig. 3 y 4).
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Fig. 1. Prohferacion de célutas CALO. Cultivadas durante $ dias y cstimuladas por 24 hrs con I, 10 y
100 U/ml de 1L-2, evaluadas por incorporscion de timidima

tritiada La mayor proliferacion se obticne
al utilizar 10 U/ml. (C: células sin estimuto)
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Fig. 2. Praliferacion de células INBL. Cultivadas durante $ dias y estimuladas por 24 hes con 1, 10 y

100 U/ml de 1L-2, cvaluadas por incorporacion de timidina tritada. La mayor prohferacion se observa
con 10 U/ml. (C: células sin estimulo).
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Fig. 3. Proliferacion de células tumorales CALO. La evaluacién se realizé cada 24 hry, se estimularon
con S (+), 10 (*) y 100 (™) U/m! de IL-2. Células no estimuladas (=). La mayor proliferacion se

presenta can 10 U/ml)
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Fig. 4. Cinttica de proliferacion dc células INBL. La evaluacion sc realizd cada 24 hrs, se estimularon
con 5 (+). 10 (*) y 100 (™) Wml de IL-2. Células no estimuladas (=). LLa mayor proliferacion se

presenta con 10 U/mi de 1L.-2.

ss



Resultados

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE LAS CADENAS a y f DE LOS
RECEPTORES PARA LA 11.-2 (RIL-2) EN LAS CELULAS DFE CALO E INBL

Al observar que las células de las lincas CALO ¢ INBL presentaron respucsta
prolifecativa ante la presencia de IL-2 y solamente cuando llegaron a confluencia. nos
sugirié que cra en esta fasc en la que sc podrian expresar los RIL-2. Con la finalidad de
cvaluar la posible presencia de estos receptores se procedid a utilizar anticuerpos
monoclonales especificos contra las cadenas < y § del mismo. Para ello sc¢ cosecharon
cé¢lulas tanto on fase exponencial como saturante y sc¢ obtuvicron las frucciones
enriguecidas de membrana y citosol. Las prowinas de ambas fracciones fucron
separadas mediante SDS-PAGE y reveladas paor Western-Blot. Nuestros resultados
indican que las células de ambas lincas expresan RIL-2. Sin embargo mientras que cn
ambas sc encontro expresada la cadena B, la cadena a solo se detecto en INBL (Figs.
Sa y Sb). Es intercsante mencionar que aungue ambas cadenas fucron detectadas en el
citosol, la cadena [} 1o fue en la membrana celular. Por altimo mencionaremos que tal y
como se esperuba los RIL-2 solo fueron detectados cuando las células se encontraban

en fase de saturacidn.

INHIBICION DE LA PROLIFERACION DE LAS LINEAS CALO E INBL
BLOQUEADAS CON ANTI-RIL-2 a y B EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE
IL-2 EXOGENA

Una vez d do quec la d B del RIL-2 se¢ expresaba en CALO e INBL. sc
procedié a cultivar las células en presencia de anticuerpos monoclonales especificos
contra esta cadena  para evaluar si la proliferacion inherente de estas células era
dependiente de la activaciéon de este receptor, ya que se ha demostrado que algunas

cétulas tumorales de origen epitcelial son capaces de producir 1L.-2, y que ésta pudicra
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ser la razon por la cual hayan adquirido inmortalidad. Se procedié por un lado a
evaluar si produciun IL-2 como por ¢l otro si la proliferacion de dstas podia ser
inhibida si se bloqueaba la cadena expresada. Resultudos del laboratorio encontraron
que cn efecto las células de ambas lincas celuliares son capaces de producir [L-2, sin
embargo, nosotros encontramos que al bloquear i virro la cadena f§ del RIL-2 con

anticuerpos monoclonales especificos se inhibia  la proliferacion de solo las células

CALO (Figs. 6y 7).

1} 2 3

Fig. S. Deteccion de las cadenas a y B del RIL-2 en células tumorales de carcinoma de cérvix.
Fracciones de membrana y citosol de las lincas CALO ¢ INBL fucron scparadas por SDS-PAGE y

i (@) Ia cadena 8 del RIL-2 sc detectd cn 1: fraccidn de citosol de
células INBL en fasc saturante, 2: fracci6n de citosol de céfulas CALO en fase saturante y 3; fraccion de
membrana de células CALO fasc saturante: y (b) la presencta de Ja cadena a del RIL-2 unicamente fue

deteciada con 1: INBL fase saturante fraccion de citosol.
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Es de Hamar Ia atencion que aunque no pudimes detectar la presencia de la cadena «

del RIL-2 cuando se utilizaron anticucrpos monoclonales anti-a  también se presentd

una inhibicion semciante a la cncontrada con anti-f§ (Figs. 6 y 7). Es mas cuando sc

utilizaron anticuerpos contra ambas cadenas en CALO la inhibicion fue casi completa,

lo cual nos hace suponcer que esta ltima {inca celular ha desarrollado una dependencia

total de la IL-2 para su proliferacion.

00 (570mm)

o1

Tmpo (d,an)

Fig. 6. Efccto de anticuerpos monoclonales sobre células CALO. Se bloqueé ¢l 80% del RIL-2a y B.
o: anti-RIL~

Células no

(*). células bl con anti-RIL-2a (@), células bloqueadas con

2p (W), células bloqueadas con anti-RIL-2a y anti-RIL-20 ().
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Fig. 7. Efecto de anticuerpos monoclonales sobre células INBL. Se bloqued el 80% del RIL-2a y RIL~
2p. Células no bloqueadas (), células bloqueadas con anti-RIL-2p (™), células bloqueadas con anti-

RIL-2a (@), células bloqucadas con anti-RIL-2a y B ().

El hecho de haber detectado inhibicion cuando se utilizé anti-a, nos pucde indicar que
s existe el receptor de -2 para esta cadena, pero que el Western-Blot no lo detecta,
por lo que consideramos seria recomendable evaluarlo por otra técnica mas sensible.

Con la finalidad de cvaluar si el efecto inhibidor de la proliferacién asociada al
bloquco de las cadenas a y 3 del RIL-2 cra reversible mediante la presencia de 1L-2
exégena se cultivaron ambas lineas celulares en presencia de 100 U/ml de este factor.
Nuestros resultados mucestran que existe inhibicién de la proliferacién de ambas lincas
de ambos anticuerpos y con altas concentraciones de [L-2

lulares aun en pres
(Figs. 8 y 9), al igual de lo que sucede cuando células de sangre periférica normaics

son utilizadas (Fig. 10). Sin embargo ¢s interesante comentar que cuando se cultivaron
las células en presencia de ambos anticucrpos 1a inhibicion de INBL fuc total (Figs. 8 y
9). Es de llamar la atencion que cuande no cstaba IL-2 exdgena la linca celular que cra

inhibida completamente por la presencia de ambos anticuerpos cra la CALO.
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Fig. 8 Efcecto de 10 U/ml de IL-2 sobre células CALO. Se bloquco ¢! 80% dcl RIL-2a y RIL-2p.
Células no bloqucadas y cstimuladas (=), cédlulas no y no (%), células
bloqueadas con anti-RIL-2a y (®). células con anti-RIL-2f} y estimuladas (™),
células bloqueadas con anti-RIL-2a y B y estimuladas (=), La mayor proliferacién se observa en las
células no bloquendas y estimuladas.
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Fig. 9. Efccto de 100 U/ml de 1L-2 sobre células INBL. Se bloqued =| so-/- del RIL-2a y RIL-2P.
Células no bloqueadas y estimuladas (=), células no y () células
bloqueadas con anti-RIL-2a y estimuladas (@), células bloqueadas con anti -RIL-2P y estimuladas (W),
células bloqueadas con anti-RIL-2a y § y estimuladas (). Se obscrva que no existe proliferacion en las
células con ambos pos al con 100 U/ml de IL.-2.
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Fig. 10 Actividad mitogémca de LSP normales bloqueados con anticuerpos monoclonales en presencia
100 Uin) de 1L-2 (C control), anti-RIL-20 » 1L.-2 (R),

de IL-2. Los linfoc ios fucron estimulados con
anti-RIL-2a + IL-2 (A) Sc observa una mayor activacidn mitogemica en e control

LA CITOCINA IL-15 ES INCAPAZ DE INDUCIR I.A PROLIFERACION DE

LAS CELULAS CALO E INDBL.

Como recientemente se ha encontrado gue las cadenas 3 del RIL-2 son reconocidas
porlalIl-15 y ademas que lacadena « del RIL-2 cs similar a la cadena a dej RIL-15
lar a las células CALO ¢ INBI. con IL-15 para observar

n
Con esta finalidad se

¢ inter esti
si esta citocina podria cjercer algun efecto proliferador.
realizaron cinéticas de proliferaciéon tanto cn células epiteliales normales como en
10y 100 ng/midell-15a1,3y

sc

células de las lineas CALO ¢ INBL en presenciade 1,

6 dias.
Nuestros resultados indican que en nuestras condiciones de cultivo la IL-15 no

presento actividad inductora alguna (Figs. 1la, 11b y I1c; 12a, 12b y 12c).
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Fig. 11a y llb. Efccto de 1y 10 ng/ml de IL-15 cn la proliferacion de células CALO. Células
[¢ ) (%), células (control p ) (=),
I'lorm:llcs (®)y células les no (®). Sc observa que
de IL-15 no una en

las células tumorales estimuladas con las dos
su proliferacion.
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Fig. tle. Efecto de 100 ng/ml de IL-15 en la proliferacion de células CALO. Células umorales no

(control (*), células

normales cstimulados (0) y células epitclinles normales no esrimuladas (®). Sc obscrva que

(control po: ) ().
Ias

células tumorales estimuladas con las dos concentraciones de 1L-15 no muestran una respuesta €n sy

proliferacion.

0080wy

Fig. 12a. Efecto de 1. ng/ml de {L-15 en Ia proliferacion de células

estimuladas (control negznvo) ) :elulas

3

Toerroa (diee)

INBL. Células mmarules no
i )

(conuol p ),
no esti s (@), Se observa que las células

normales cstimulados (@) y células

tumorales estimuladas con {L-15 no

unar en su
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12b)
12c)
Fig. 12b ¥ 12¢. Efecto de (b)) 10 y (c) 100 ng/ml dec H.-15 en la prohl‘cncmn dec células INBL.
no i ( (*), celuias (cnmml po )
(0) y célulns (®). Se

(23

Céiufay
observa que las célutas tumorales estimuladas con las dos concentraciones de IL-IS no muestran una
respuesta en su proliferacion.
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EL BLOQUEO PARCIAL DE LA CADENA 3 DEL RllL-2 INDUCE LA
PROLIFERACION DE CALO F. INBL.,

Es ido que

lo se blog un 3 de superficic aparte de inhibir la
funcidn asociada a este receptor s¢ produce una 1i

que cn
activa a dicha célula a proliferar, como es cl caso del anti-CD3 cuyo anticuerpo induce
1a proliferacion de linfocitos (Azuma, 1994; Tamum, 1995). En consecuencia ¢n este

trabajo se cultivaron las células de CALO ¢ INBL en presencia de bajas

concentraciones de [L-15 y se¢ blogqueo el 50% de la cadena {3 del RIL-2 pam evaluar

su posible efecto inductor. En cfecto, a bajas concentracionnes de anti-B encontramos
una significativa induccion

a 1a proliferncion de ambas lincas celulares (Figs. 13 y
14).
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Fig- 13. Efecto de 1 ng/ml de iL.-15 en la proliferacion de celulas CALQ. Se b‘oqueﬂ el 50% de
receprores pm 1a cadena B del RIL.2. Células

Yy (™), células

¥ no ivo) (*), células tumorales no bloquend.\s ¥
es\mmladu (conn’ol positivo) (). Se observa que las ctlul y con
1L-15, muestran una gran proliferacion celular,
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Fig. 14. Efecto de 1, ng/m! de |L.-15 en la proliferacion de celul-s INBL. Se bloqued ¢l 50% dc

receptores pars la cadena P del RiL-2. Célutas y "™, células
3 y no esti E£8tivo) (7). células tumoralcs no bloqueadas y
(). Sc observa que las células y con

1L-1S muestran una p—‘n proliferacion celular.

CALO E INBL COMPITEN POR LA IL-2 EN CO-CULTIVOS CON
LINFOCITOS CITOTOXICOS.

Es co ido que linfoci de gre periférica (LSP) estimulados con IL-2 u otos

tipos de mitd, como la fitoh lutinina generan célul naturales
capaces dec lisar células tumorales de mancra inespecifica, por otro lado también se
sabe que en cocultivo de LSP con células tumorales en presencia de 1L.-2 se genera una
alta induccion a la proliferacion de linfocitos T citotéxicos (CTL's) (Abbas. 1994),
Con la finalidad de evaluar si las células de CALO ¢ INBL a través de sus receptores
para 1L-2 son capaces dec inhibir Ia proliferacién y citotoxicidad de CTL's, se
cultivaron LSP heterdlogos de donadores normales en cocultivo con CALO ¢ INBL en

presencia de 10 y 100 U/mi de esta citocina por 21 dias.

2




Resultados

Nucstros resultados indican que aunque los LSP de donadores normales tenfan en un
principio la facultad de lisar totalmentc las células tumorales (Figs. 15 y 16), al cabo
de 21 dias de cocultivo se redujo tanto la citotoxicidad de estos LSP (Figs. 17a y 18a),

asi como su induccién a la proliferucion (Figs. 17h y 18b), lo cual indica que cs

probable que Ias cstén do por la IL-2. Por ultimo para

evaluar si esta competencia podria ser superada si se adicionaba una mayor
concentracién de IL-2 en nucstros cocultivos, también sc realizaron ensayos con 1000

U/ml de IL-2. En cfecto encontramos quc a altas i del factor

un poco la citotoxicidad de estos CTL's y en gran medida la proliferaciéon dc los
mismos (Figs. 17b y 18b).
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Fig. 15. Proliferacion de CALO en co-cultivo. Los LSPN fucron co-cultivados en presencia de células
tumorales durante 7 dias con 10, 100 y 1000 U/ml de IL-2. (C: ctlulls tumorales con IO U/mi de IL~-
2). No sc observa proliferacion de las células a las de IL-2
utilizadas.
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Fig. 16. Proliferacién de INBL en co-cultivo. Las células fucron co-cultivadas con LSP normales
durante 7 dias con 10, 100 y 1000 U/l de 1L-2. (C: células mmornl:s con 10 U/mi de 1L.~2). No se
de 18-2

observa proliferacién de las células tumorales a Jas diferentes
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Fig. 17. Co-cultivos de célutas tumorales can linfocitos. (#) Actividad mitogénica de LSPN. (b).
crativa de células CALO, cvaluadas por la técnica del MTT. Los LSPN fucron co-

cultivados en presencia de células 1umorales en cultivos de 21 dias con 10, 100 y 1000 U/ml de [1.-2.
(C: LSPN con 100 U/ml de IL-2: C: células tumorales con 10 Usnl de 11.-2). No se observa
proliferacion tanto de tinfocitos como de células tumorales.
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Figz. 18. Co-cultivos de células tumorales INBIL con hinfocitos, (a) Actividad mitog
respuesta prohfcrativa de células INBL. evaluadas por medio de [a teemca de MTT. Los |

tumorales en cultinos de 21 dias con 10, 100 ¥y 1000 Uil de H-20
s 10 Wil de 1L-2). No se observa

cdlulas tumorales  con

co-cultivadas en presencea de célul:
(C: LSPN  con 100 U/mi de IL
proliferacion de células tumorules ni de linfacitos.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En la Gltima década ha resurgido ¢! interés por estudiar ¢! problema del cincer desde
un punto dec vista inmunoldgico con ¢l proposito de conocer detalles  de los
mecanismos de escape que presentan dichas células. Estos estudios han proporcionado
datos sobre las caracteristicas de las células osas que las di ien de las
normales y qQue permitc que sean rec idas por el sisi a i logico. La
investigacién sobre los mecanismos de cvasion inmunolégica de las células tumorales

constituye actuglmente un campo

¥ la capacidad de muchos tumores para persistir,
de estudio en ¢l que destaca la caracterizacion de antigenos tumorales, la presencia o
auscncia de moldéculas de adhesion, moléculas presentadoras de antigenos, asi como el
cfecto de algunas citocinas, como las interleucinas, sobre la proliferacién de células
tumorales (Roscenberg, 1990). En particular, 1a Interleucina-2 (I1.-2) ¢s una citocina que
estimula la proliferacién de linfocitos T, células B, NK y monocitos (Waldmann,
1993) a traveés de sus receptores (RIL-2) a nivel de membrana (Taniguchi. 1993). Kl
RIL-2 esta compucsto de tres cadenas o subunidades: a. B ¥y v, que al expresarse de
manera diferencial permiten que se realicen combinaciones que dan como
intermedia o alta con su ligando (Thezeé,

resultado
1996).

un grado de afinidad baja.
Recicntemente se ha demostrudo que este receptor no es exclusivo de células de origen

hematopoyectico. ya que se ha detectado su presencia en células de origen no linfoide.
como células tumorales epiteliales. en las cuales se¢ induce o inhibe su proliferncién

en presencia de I1.-2 exégena (Yasumura, 1994),

En los resultados aqui presentados demostramos que las lincas celujares de carcinoma
cérvico-uterino (CaCu) CALO ¢ INBL responden de manem diferencial a distintas

concentraciones de [1.-2 exdgena, ya que a altas concentraciones se presenta una
ién baja respond

inhibicién de la proliferacion, micntras que con una co
positivamente, los resultados obtenidos con incorporacién de tritio y las cinéticas de
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proliferacion nos confirman esto. ademis indican  qQue la respuesta a esta citocing
piarcce estar en funcion del tiempo ¥y la concentracion utilizada. Las cinéticas de

proliferacién realizadas mucstran que la linca CALO, estadio clinico B, parcce

requerir de mayor tiempo para responder a 11.-2 micntras que  la linea INBL  estadio

stimulo de fa citocina, de il mancra  que ¢l

IVA  responde casi de inmediato al es
consumo de H.-2 parcee estar en tuncion del estadio ¢linico en donde las célulus en
estadios inicidles consumen menos citocina que aquellas en estadios avanzados. Sin
embuargo, crecmos convenicnte repetir estos experimentos aumentando el nomero de
muestras de lineas de CaCu en diterentes estadios clinicos para gencralizar nucstros
resultados. Ahora bien dado que las célulus nommales no responden al efecto
proliferativo de  IL-2 y las tuwmorales si, podemos  sugerir que durante el proceso de
transformacién neoplasica las células tumorales de CaCu adquicren la caracteristica de
responder al estimulo de IL-2 Por otra parte, si tomamos ¢n Cucnta que a mayor
avance de la enfermedad la transformacion neopldsica es mayor. entonces podemos

esperar un comportamiento proliferativo diferente de acuerdo al estadio.

Por otro lado, el haber observado induccion a la proliferucion  con H.-2. nos suginio
a través del cual se estaria

que las células de CaCua deberian expresar el RIL-
nte mencionar

llevando a cabo la activacion a la proliferacion. Sin embargo. ¢s inter
que nuestros resultados indican que solamente la cadena 3 de este receplor se expresa
en la membrana celular. Tambidén, suponemos que podria estar presente la cadena «a, ya
ta suposicion sc basa en los

que existe una adecuada respuesta proliferativa. B

resultados con experimentos de  disociacion y afinidad de union a la I1.-2 en

fibroblastos humanos (Sugamura, 1995).  donde se observd gue la expresion de la
cadena « séla o unida a la ¥ muestra una baja afinidad por la 1L-2, y lacadena B oy
solas no poscen afinidad de unidn a clla. De a misma forma ha sido demostrado que

las cadenas a y B forman  un pscudo-receptor de alta afinidad que promueve una

inadecuada transduccién de scial lo cual indica que no solamente la cadena 8 del
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receptor para 1L-2 es importante, sino quc también la cadena y se requicre para la

transduccién de seilales intracelulares (Sugamura, 1995).

Por lo antes expuecsto, las diferencias en las cindticas de proliferacion de las lincas

podrian ser consccucncia de la union de 11.-2 u diferentes cadenas  det RiL-2, esto
2 cxdgena a

explicaria porque INBL pucde responde de una maners inmediata a 11.-2
diferencia de CALO. Ademas ¢l cnsayo del Western-Blot en primer Jugar, confirma
que las lineas celulares expresan componentes del RIL-2 y en segundo lugar, muestra
que dichos componentes ticnen  una distnibucion diferencial, aunque  por ¢l método

ado la cadena @« en CALO, posiblemente par que la

de usado no sc haya dete
expresion de dicha protcina no cs suticiente para ser detectada por esta técnica, por lo
que se recomienda utilizar métodos mas sensibles como el FACS o PCR para

confirmar la presencia de esta cadena.  Por otro lado. tanto CALO como INBIL.

expresan la cadena 3 del receptor para [L-2, que por si s6la no es suficienic  para
desencadenar una respuesta proliferativa, a pesar de unirse a IL-2 (Weidmann, 1992),
sin embargo. csta cadenz sucle estar asociada a 1a cadena y con la cual forman el

receptor de mediana afinidad que si es capas de inducir  transduccion de seilales ©

inducir proliferacion. Por tanto. debido a que la cadena B sola no induce activacién
celular, nosotros suponemos que  la cadena ¥ debe estar  presente, asociada  a la

cadena B detectada en ambas  lincas celulares para que se pueda  inducir  una

respucsta proliferativa como la observada.

Esta hipdtesis sc¢ ve reforzada por los datos que mucstran que CALO a bajas

concentraciones de 11.-2 prolifera, Jo cual implica que debe existir cuando menos un

receptor de mediana afinidad  para inducir esta respucsta. Aunado a esto, la linea
a la cadena a, otro componente del RIL-2, la cual

INBL ademis de la cadena B expr
acion abundante quc le permite ser detectada por

parccer arse cn una
¢l método de Western-Blot. En cste caso dicha cadena  al unirse a la cadena P puede
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formar un  pseudo receptor de alta afinidad como sucede en fibroblastos (Sugamura,
1995), que no es capaz Jde inducir trunsduccion de scilales adecuada, por lo anto, ta
proliferncién  observada  ¢n nuestros ensayos, podria ser ¢l resultado de la presencia
de un receptor de alwr afinidad contormado por las tres cadenas. Ademadas, debemos
considerar que esto es muy posible ya que se ha demostrado que la cadena y guarda
una gran asociacién con la 3 ya que en los ensayos de precipitacion  con anticuepos
monoclonales especificos ¢l anti-f3 precipita con otra proteina de 64 kDa (cadena v} y
cuando se precipita la cadena y aparcce una proteina de 75 kDa (cadena ). Por lo
cual, podemos pensar que en las células de CALO ¢ INBL csta presente la cadena y
aan cuando no se detecto con ¢l Western-Blot, de to contrario no podriamos observar

respucsta proliferativa alpuna en las célutas tumorales.

Por tanto, es posible que el complejo receptor de RIL-2 expresado en carcinomas
humanos pucda estar constituido por tres subunidades o bien poscer cadenas By vy
alteradas que impidan una adecuada transduccion de sefiales (Lin, 1995). Por esta
razon los eventos de transduccion de seilales mediados por el RIL-2 en las lincas
celulares de carcinoma de cérvix deben ser investigados para esclarecer las vias de

activacién inducidas por IL-2 en este tipo de células.

Ahora bien, los resultados de expresion del RIL-2 tambidén podrian correlacionarse con
el estadio clinico del carcinoma dei cual provienen las células, pensando en que las
células tumorales pucden utiliziar ¢l RIL-2 parn competir por ¢l ligando con los
linfocitos, lo cual impediria que se lleve a cabo la generacion de CTL s, Si suponemos.
que en estadio IIB como en CALO las células se encuentran en fase de transtormacian,
en camino de convertirse en un tumor metastasico, las células no requieren la
presencia de un receptor de alta afinidad para poder competir con las células inmunes a
difcrencia de células en esiadio terminal como INBL., que como consecucncia de su

grado de transformaciéon maligna cxpresa las dos cadenas del RIL-2 que les permite
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formar el receptor de alta afinidad con el cual pueden consumir 11.-2 eficientemente
evadiendo ¢l sistema inmunologico al competir por la 1L-2 con los CTls, de tal
manera que las células tumorales puceden crecer a expensas de fas citocinas, en
particular {l.-2, producidas por las células inmunocompetentes y asi colonizar otros
organos.

Asimismo, pensamos quc las células, en estadios avanzados expresan, en membrana,
una mayor cantidad de receptores de alta afinidad que les permite transmitir seflales de
proliferacion aan cuando la 11.-2 sc encuentre en baja concentracion, no obstante medir
la densidad dc los receptores debe confirmarse on trabajos futuros. Si esto cs lo que
sucede durantc la progresion del carcinoma de cérvix, podemos hablar de una
competencia por IL-2 entre células tumorales y células inmunolégicas, en donde las
células tumorales tienen ventaja. ya que requicren una concentracion 10 veces menor
de 1L-2 para proliferar a diterencia de los hnfocitos, que requieren una concentracion
mayor. Ahora bicn, si in vitro, las célula tumorales requicren entre 5-10 U/ml de 1L-2
para proliferar, estarian ¢ ventaja sobre los LLSP que ¢n las mismas condiciones
necesitan de 100 U/ml de citocina.  Por tanto. a pesar de que se ha demostrado quc in
vitra los LSP de pacientes con cancer de cérvix pueden proliferar v diferenciarse en
condiciones controladas (Rangel. 1995), in vive podrian estar expuestos a diferentes
circunstancias como seria: 1) que no exista una concentracion de citocina suficiente en
€l microambiente para que los linfocitos T puedan diferenciarse, ya quc las células
tumorales la estarian utilizando para expandirse a expensas de las citocinas secrctadas
durante la respuesta inmune; 23 que la poblacion de linfocitos presentes en el infiltrado
tumoral sca en su mayoria Th2 que se sabe produce citocinas como 1L-10 que controla
negativamente la respuesta inmune celular; 3) que las células tumorales produzcan
algun factor inhibidor que cvite la activaciéon de células inmunocompetentes, y 4) a la
posible produccion de factores que induzcan la apoptdsis en linfocitos (Spits, 1992,
Coventry, 1996).
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La hipétesis de la competencia por la 11.-2 entre LSP y células de carcinoma de cérvix
es de gran relevancia, ya que esto podria  explicar por que, si el CaCu cs un tumor
capaz de despertar  una respuesta inmunologica especifica por su asociaciéon a
antigenos del papiloma virus humano (1{PV), progresa y sc¢ convierte en un tumor
metastasico (Brinton, 1992; Richart, 1993) por tanto si las células de CaCu expresan
las cadenas del RIL-2, se podrian presentar  diferentes asociaciones entre déstas y su

ligando induciendo difcrentes respucstas biologicas. Por esta ruzon, el carcinoma de

cérvix no scria un buen candidato para someterse a un tratami de i apia
adoptiva. ya que csta requicre de la administracioén de 11.-2 via sistémica para
mantener la activacion de las células  citotoxicas, ya que se pucden tener efectos
colaterales como la toxicidad de 11.-2, ademas de favorecer la progresion del tumora
expensas de la citocina, tal como sc ha reportado en pacientes con melanoma, ¢n los
cuales la administracion de [L-2 produce mctastasis (Han, 1996).

Por oura parte, se ha reportado que asi como la IL-2, existen otras citocinas o factores
de crecimiento que utilizan las cadenas B o y del RIL-2 para generar una respuesta
proliferativa o diferenciadora  (Carson, 1994; Giri, 1994). Esto s¢ ha demostrado
recientemente con Interleucina-15 (1L-15). que cs una citocina que tiene afinidad por
las cadenas B o y del RIL-2 y comparte algunas propicdades biolégicas de esta
citocina induciendo efectos similares en linfocitos (Grabstein, 1993). Debido a que [1.-
15 puedc utilizar las cadenas B o y del RIL-2 en células linfoides activadas pensamos
que csto también podria estar ocurricndo ¢n nucstro sistermna, por lo cual s¢ probo ¢l
efecto de IL-15 sobre la proliferacion de ambas lincas lineas celulares. Sin embargo,
segun nucstros resultados, la IL-15 no induce proliferacion  de las lineas, lo cual
indica que no utiliza la cadena §3 del RIL-2 que presentan las células tumorales. Al
utilizar un anmticucrpo anti-f}. ¢n presencia de 1L-15, observamos un respucsta en la
preliferacion, lo cual nos indica que probablemente ¢l anticucrpo este ocasionando un

efecto mitogénico como ¢l obscrvado en lintocitos a los cuales al bloquear la molécula
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CD3 con anticucrpos monoclonales especificos sobre ésta induce proliferacion
(Azuma, 1994: Tamura, 1995). Dicha respuests  también puede scr ¢l resultado  de

en las ¢ de! RIL-2 cn las célulias tumorales © bien a gque la cadena
P expresada en las células de CaCu induzca la activacion de diferentes intermedianos
de la runsduccion de sciiales en comparacion a las vias activadas en linfocitos. Estas
dos hipolesis s¢ tichen que confirmar  con estudios posteriores  cn los cuales se
identifiquen  los complejos moleculares  que se activan  por la unién de [1.-2 a su

receptor en células de CaCu.

Hasta el momento hemos demostrado la participacion del RIL-2 en la proliferaciéon de

CALQO ¢ INBL. no obstante, observamos quce este efccto  puede ser disminuido o

totalmente bloqucado al utilizar i pos monocl le: dirigidos contra los
componentes del RIL-2. El comportamiento de CALO bloqueada con anti-a es muy
interesante, ya que durante los primeros dias de cultivo en presencia de 1L-2 no se
obscrva proliferacién cetular, 1o cual nos indica que a pesar de que no detectamos por
Western-Blot la cadena a, éstn es sintctizada aunque ¢n una concentraciéon tan baja
que la técnica no la puede detectar. En este caso la cantidad de anticuerpo usado ¢s
suficiente para bloquear totalmente fa respuesta inducida por este componcente del
receptor, impidiendo la proliferacion celular, sin embargo, este efecto no se manticne
a Jo largo del ensayo  ya que se detecta proliferacion celular a partir del dia 2, lo cual
sugiere Que la cadena a también puede ser inducida  como respuesta a [L-2
internalizada por el receptor de mediana afinidad que se forma con la cadena p. Esta
suposicién se basa cn reportes  que indican que en linfocitos la cadena a es sinictizada
cn las primeras dos hrs después de su activacion, por lo cual no podemos descantar la
posibilidad de que ¢l mismo proceso se lleve a cabo ¢n esta linca cclular (Duprez,
1992; Ferrer, 1993).
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Por su parte, los resultados obtenidos con INBL al bloquear la cadena a  fueron los
esperados ya que si climinamos uno de los componentes del receptor de alta afinidad
la proliferacién debe disminuir  puesto coxiste una deficiencia para que 1L-2 se una
eficientemente a su receptor. En este punto no debemos olvidar que existe un 20% de
receptor a libre que puede formar con la cadena f3 (no blogqucada) el receptor de atta
afinidad dando como resultado la proliferacion observada. Independientemente del
posible papel que parece tener la cadena a  libre sobre la proliferaciéon de las células,
debemos destacar la importancia de la cadena B en cste proceso ya que se observa una
mayor proliferacién ecn ambas lincas celulares al bloquear ta cadena 3, este fenémeno
apoya nucstra hipotesis de la presencia de la cadena y asociada a la B quc puede formar
un receptor de alta afinidad en estas cdélulas, en donde la cadena B realiza la
transduccién de la sefal  activundo la proliferacién a bajas concentraciones de 1L-2

(Fung, 1991; Takeshita, 1992).

Por otro lado, al bloquear en ambas lincas la cadena a y B observamos que CALO no
muestra diferencias en las cindticas de proliferacién obtenidas al utilizar cada uno de
los anticuerpos por scparado en presencia de IL-2, no ob sin la pr ia de ésta
no cxiste respuesta, con lo cual se confirma que la capacidad de estas células para

respondcer a IL-2 es menor que la de INBI.. que detiene su proliferiacion en presencia
de ésta, lo cual sugiere que las células tumorales durante su transformacion maligna
pucden  volverse dependientes  de IL-2. En este momento podemos plantecar que
INBL expresa de mancera constitutiva la cadena B e induce la expresion de la cadena a

¥y por eso responde a la citocina (Waldmann, 1993).

Las diferencias en la proliferacion de las células bloqueadas con anti-a {0 podriamos
explicar en funcion de la densidad de receptores para ambas cadenas en este tipo
celular, ya que al no ser detectada la cadena o, nos indica que se expresa a un bajo

porcecntaje, no obstante es importante para la proliferacién celular en ambas lineas.
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Pensando que la cantidad de anticucrpos utilizados fue suficiente para bloquear los
receptores de tal mancra quc la citocing no pudo actuar, sin embargo, cuando las
cdélulas tucron estimuladas con [1.-2, bajo las mismas condiciones no se observé este
esusmos cn un punto cn cl que no encontrumos otra posible

efecto, por lo cual
o, por lo que cn trabajos futuros debemos realizar

1i ié a este J <
s¢ detetmine si es necesario que las células se encuentren

exp
ensayos en los cuales
previamente activadas © en fase exponcncial para responder a [L-2 (Armitage, 1995;
Warren, 1996).

Aunado a2 esto también debemos mcencionar que las células de CaCu parccen estar
sintetizando IL-2 de manera endégena  (datos no mostrados) ya que en sobrenadantes

de ambas lineas celulares sc observé la presencia de IL-2, sunque no sc¢ ha mostrado
su actividad biolégica, lo cual serd parte de una futura

la concentracién ni
ién activa por parte de las células de CaCu no seria raro, ya

in i6 La prod
que  se a demostrado  que células de 1 que pr el RIL-2 también
IL-2 biols activa (Rimoldi, 1993; Aliléche, 1993).

como Ia células T, que llevan a cabo importantes

Es conocido que cl papel principal de 1L.-2 y otras citocinas cs la activacién y

én de

difer

funciones efectoras en infecciones virales, rechazo de érganos y tumores. Asimismo,

se sabe que la mayoria de los tumores sueclen estar infiltrados por cdlulas T activadas
Hevar a

conocidos como linfocitos infiltrantes del tumor (TIL), los cuales deberfan

cabo la lisis dc las células tumorales  lo cual no sucede debido a Que en rmuchas
ocasiones no se¢ cncuentran activados (Coventry, 1996). Entre las explicaciones que
fené o se la d ilacién de  moléculas

s (MHC) en las cdélulas tumorales; induccién de células

an:

se han dado a este

pr doras de antig
supresoras; sintesis de factores inhibidores por parte de las células tumorales; fallas cn

la expresion de IL-2 por las células CD4 Th2 o Th!; produccién de supresores de [L-2
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(Micscher, 1986: Spits, 1990; Coventry, 1996): Pcro hasta ¢l m > NO s¢

con datos que demostrarnn que las células tumorales pudieran competir con los
linfocitos T citotdxicos por citocinas necesarins  para despertir y mantener su
respucsta efectora. No obstunte, estudios realizados hace algunos anos con células
tumorales de carcinoma de cérvix en co-cullivo autélogo con Linfocitos de Sangre
Periférica (LLSP) no indicaban que no cm posible proliferar o generar  células
citotéxicas especificas y en este tiempo sc pensaba que las células tumorales podrian
estar secrctando al medio algun factor inhibidor de la proliferacion de los linfocitos
(Monroy, 1988; Rangel, 1992). Sin cmbargo, después de los resultados mostrados en
este trabajo surge una nucva hipdtesis sobre la competencia por IL-2 entre células

tumorales y linfocitos.

Para confirmar esta hipotesis se realizaron nucvamente co-cultivos con LSP y células
CALO e INBL y los resultados obtenidos indican que en un primer contacto durante
7 dias entre células tumorales vivas con LSP se pucde gencrar una gran respucsta

citotoxica de los LSP contra las célufas tumorales, esto es debido a un reconocimiento

ifico por NK. macréfagos y monocitos que realizan una  actividad

litica sobre las células reconocidas como extrafas (Abbas, 1994).

Contrario a lo esperado, la evaluacion de LSP a 21 dias mucstra una disminucion de
la poblacién en casi un 50 %, y las células tumorales siguen presentes en el co-
cultivo, lo cual nos hace reforzar nuestra hipoétesis de competencia, en donde las
células tumorales crecen a expensas de la JL-2, mientras que las células citotdxicas
especificas generadas no cucntan con suficiente IL-2 para mantener su proliferacién.
Es evidente que se requicre confirmar ¢l consumo de IL-2 en los co-cultivos en
particular en ¢l primer tiempo en ¢l que detectamos que las células tumorales

comienzan a proliferar.
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Evidentemecente la informaciéon descrita cn este trabajo os de gran interés ya que
proporciona informacion acerca de los posibles mecanismos que las células de
carcinoma dc cérvix utilizan para crecer a expensas del huésped y escapar del

reconocimiento  inmunolégico, por medio de un consumo de IL-2 endogena

(producida por los LSP activados), que impide la diferenciacién de precursores de
células citotdxicas encargadas de la climinacién de células alteradas. Dado que las
cedlulas twmorales ¢n estadios tempranos parecen expresar solo cadenas del RIL-2 de
baja o mediana afinidad. las células podrian presentar un crecimiento casi normal y al

mismo tiempo permitir que dichas células induzcan una respuesta inmune generando

CTLs los cuales controlarian la progresién tumoral. Si esta idea se confirma dariamos

una posible respuesta a1 por Que  este tipo de tumor requicre de 5-10 afios para

convertirse en un cancer invasor, ademas dc proporcionar informacién sobre los

mecanismos de escape inmunolégico del carcinoma de cérvix.
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CONCLUSIONES

® Las células tumorales CALO presentan la cadena B del RIL-2. Las células tumorales

INBL expresan la cadena a y 8 del RIL-2, con los cuales pueden formar un

pscudoreceptor de alta afinidad.

®= Los receptores expresados en las células CALO e INBL son funcionales debido a Ia

respuesta observada en la proliferacién ante cl estimulo de IL-2,

les especificos de las cadenas o y B del RIL-2

= La pr ia de anti pos monocl
inhiben la proliferacion de las células CALO e INBL, se sugierc dependencia de cstas

células por 1L-2.
* Las celulas CALO ¢ INBL no proliferan ante el cstimulo de IL-15.

= Existe competencia por IL-2 entre las células tumorales CALO ¢ INBL y Linfocitos de
Sangre Periférica Normal.
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Apéndice

APENDICE

1) PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se mide aproximadamente ¢l 90% del volumen final requerido de agua destilada y
desionizada y sc coloca en un recipiente de tamafo |1 mas cercano posible a la medida
del volumen final a preparar. La temperatura det

1ua debe ser de 15 a 200°C. Bajo
agitocion lenta y constante se adiciona ¢] RPMI-1640 (RPMI1-1640 Mcdium Sigma
Chem. USA) hasta su disolucién, no debe aplicarse calor al agua. Con un volumen
menor al 5% del total de agua se¢ enjuaga el paquete que contenga ¢l Medio en polvo
para remover cualquier traza de este que hubicra quedado adherido y se adiciona al
recipiente.

A la solucién obtenida se lc adicionan 2.0g de Bicarbonato de Sodio o 26.8ml de
solucién de Bicarbonato de Sodio al 75% por cada litro de volumen final de Medio a
prepararse.  El medio en su presentacion comercial contiene ya ¢l aminodcido L~
glutamina, sin embargo, ¢l cultivo de celular requicie de una mayor concentracién del
mismo. Por tal motivo, cn esta ctapa de la preparacién se adiciona L-glutamina
(Sigma, Chem. USA) en una concentracién 2 mM1. Para mantener condiciones de
asepsia ¢l medio es suplementado con 1000 U/l de penicilina (Farmacéuticos
Lakeside) y 1 mg/ml estreptomicina (Farmacéuticos Lakeside). La agitacion es atil
para la total disolucién de estos compuestos.

Sc ajusta la solucion a pH dec 7.2-7.4 a 20°C usand.: para este fin Hidroxido de Sodio.
Sec adiciona la cantidad de¢ agua requerida para completar el volumen final y se
esteriliza la solucion filtrandola con membranas de poro de 0.22m.
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Composicién del RPMI-1640

Sales inorganicas

Nitrato de Calcio 4H20
Sulfato de Magnesio anhidro
Cloruro de Sodio

Fosfato Dibdsico de Sodio
anhidro

Aminodcidos
L-arginina
L-asparagina
L-4cido aspartico
L~cistina 2HC!
L-~#cido glutAmico
L-glutamina
Glicina
L-histidina
L-hidroxiprolina
L-isoleucinas
L-leucina
L-lisina HCI
L-mctionina
L-fenilalanina
L-prolina
L-serina
L-treonina

Concentracion
(h

0.100
0.04884
6.0

0.8

0.2
0.050
0.20
0.0652
0.02
0.300
o.10
0.015
0.020
0.050
0.050
0.040
0.015
0.015
0.020
0.030
0.020
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L-triptofano
L-tirosina
L-valina

Vitaminas

D-biotina

Cloruro de colina
Acido Félico
Myo-Inositol
Niacinamida
Acido-p-Amino Benzoico
Acudo-D-Pantoténico
Piridoxina HCl
Riboflavina

Tiamina HCl
Vitamina B-12

Otros
D-Glucosa

Glutation reducido
HEPES

0.005
0.02883
0.020

0.0002
0.003
0.001
0.035
0.001
0.001
0.00025
0.001
0.0002
0.001
0.000005

2.0
0.001
5958
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2) DESACTIVACION DE SUERO

Sc toma una botella de Suero Fetal de Bovino (Hyclone, U.S.A.) ¥y se coloca en bafo
de agun a temperatura ambicnte para que sca descongelado, posteriormente sc pasa a
un bafio de agua a 57°C durante 30 min. Con ¢l propésito de climinar algunas
del compl o. que

proteinas  dc bajo peso molecular como son las pr
pueden interferir al inhibir la proliferaciéon celular de los cultivos. Posteriormente es

transvasado en alicuotas de 50 ml par su mejor mancjo.

3) PREPARACION DEL COLORANTE AZUL DE TRIPANO

Para prucbas de viabilidad, generalmente se empled una dilucién del colorante Azul de
Tripano (Sigma, Mdéxico), al 0.3%% cn PBS, antes do utilizarlo, el colorante fue filtrado

mediante el uso de un filtro (Whaunan., England) del namero 2.

4) SOLUCION SALINA DE VERSENO

Esta solucién se emplea para despegar células tumorales adherentes y funciona como

de las es.

un agente quelante que sccucestra jiones calcio y

Para su preparacién se pesan las siguientes sustancias:

Tris basc 3.04g
Cloruro de sodio B.00g
Cloruro de potasio 0.4ug

Etilen-diamin-tetra-acético (EDTA) 0.40g
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Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada, s ajusta el ptH a 7.7 con FHC?
10 N y se afora a 1000 m! de agua bidestilada. La solucion se esteriliza por medio de

autoclave a 20 1bs durante 20 minutos.
S) SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSHFATOS (PBS)
Sec usa para mantencer las células en condiciones fisioldgicas estables durante periodos

cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato, los

componentes se diluyen en un volumen final de 1 litro de agua bidestilada.

Cloruro de magnesio o.lg
Cloruro de calcio o.lg
Cloruro de sadio 8.08
Cloruro de potasio 0.2g
Fosfato monoacido de sodio 2.16g
Fosfato diacido de potasio 0.2g

El cloruro de magncsio y de calcio se disuelven ¢en 100ml de agua bidestilada. Las
sales restantes, por scparado se¢ diluyen en 800ml de agua bidestilada y después se
adiciona los 100ml que conticne ¢l cloruro de magnesio y el de calcio. Sc ajusta a un
pH de 7.2 a 7.4 utilizando HCI 8N y se afora a un volumen final de 1000 ml. Esta
solucidn se esteriliza por medio de filtros de membrana (Millipore) con un didmetro de

poro de 22 u, la solucién sc almacena a tempceratura de 4°C hasta ¢l momento de su

uso.
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6) TRIPSINA

La enzima tripsina s utilizada pura remover los cpitelios normales adheridos de la

caja de cultivo.
Para su preparaciéon se pesan 0.05g de tripsina y se diluyen en 100 ml de verseno

estéril. La solucién s¢ conserva en refrigeraciéon hasta el momento de su uso.
7) DETERMINACION DE LAS CINETICAS DE PROLIFERACION

La cindtica de prolifcracién de las células tumorales, epitelios normales y linfocitos
ial o semil ritmica, apli do en

fueron cvaluadas mediante una regresion exp
la fasc de proliferacion cxponencial. En esta lase de crecimiento se propone la

siguiente ccuacion:
y=cdx

Como sugicre el nombre exponencial, la variable independiente x aparcce en el

exponente, transformandose a la siguiente ecuacién.

logy=1logc+xlogd

si:

loge=a. y logd=0b

entonces sustituyendao en la ecuacién queda:

logy=a+bx

Esta cs la ccuacién lincal en logy y en log x, la cual es una funcién semilogarftmica,

de manera que si se llevan dos puntos a papel semilogaritmico se obticne una recta.
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Para la determinacion del tiempo de doblaje, s¢ toman 2 puntos de la linca recta
obtenida en papel semilogaritmico, en donde ¢l scpundo punto corresponde al doble de

la densidad cclular del primero. y sc determinan los ti fe corresp los

cuales se restan, obteniéndose con ello el tiempo de doblaje.

8) ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en los ensayos expert 1 fucron idos a dos
prucbas estadisticas. una denominada ANDEVA o analisis de varianza, que establece
un valor medio denominado Gran Media, con una distribucién de los datos de una
mancra normal y nos dice que tan alejodos estan los valores promedios de las muestras
de nuesuos cnsayos con respecto a la Gran Meodia, 1o que determina si la muestra
presenta un comportamiento de  distribucion normal o no; la segunda prucba
denominada Prueba de Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher, se realiza
cuando ¢l analisis de varianza indica que existe diferencia entre las medias de dos o
mas poblaciones, indicindonos entre que pares de imedias existe esta diferencia.

La DSM se define como la diferencia minima que pucde existir entre dos medias de

muecstras significativamente diferentes.

10}
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