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RESl1:\1t:N 

Los linfocitos T regulan in1purtantes funciones en la respuesta inmune:. como Ja 

producción de: linfocinas que participan en la respuesta celular ~ntrc lus que ~ 

incluye Ja lnterlcucina 2 (IL-2) y la expresión de su receptor (RII.-2). El RJL-2 es un 

complejo proteico fonnndo por tres cadenas o subunidadcs: u.-p55. (\-p75 y y-p64. 

las cuales se expresan unidas no covalentemenle en la superficie de linfocitos T. B. 

NK. mncrófugos y monocitos. Recientemente ha sido reportada su prc~ncia en células 

normales no hcmutopoyéticas. como células intestinales y cClulas de origen nervioso lo 

cual demuestra que este receptor no es exclu-.ivo de: cClulas hcmatopo)'Ct1cas. ya que se 

ha rcponado la presencia en células neopl<isicas tantu en lineas linfoides como en 

tumores sólidos humanos. entre los que ~ encuentran lus carcinomas de cabeza y 

cuello, melanoma y mama. 

Hasta el momento no se tiene claro el papel que juega el RlL-2 en cClulas tumorales. 

en particular. nuestro grupo de trabajo propone 4ue la expresión de este receptor puec.Je 

ser un posible mecanismo de escape inmune ya que a través del RIL-2 las células 

tumorales pueden competir con lo.s linfocitos por IL-2. impidiendo su proliferación 

o diCcrcnciación. Con el propósito de esclarecer esta hipótesis en el presente trabajo 

se empicaron dos líneas celulares Je carcinoma Je cérvix (CaCu). denominadas 

CALO e INRL en las cuales se determinó 1a presencia del Rll.-2 y se evaluó el efecto 

de IL-2 sobre su proliferación. Se eligió e ... tc tipo de tumor por 4uc: en !\1éxico. el 

CaCu es una de las principales causas de n1ucrtc en la mujer. a pesar de considerarse 

nltazncnte inmunogénico por su asociación con una etiologia vint.1. 

Nuestros resultados muestr..1n que amb'a..,.. líneas celulares responden positivamente: y 

de manera diferencial a bajas concentraciones de IL-2 lo cual parece est.."lr en función 

directa del estadio clínico. Asimismo. se detectó la presencia de las cadenas a y p del 

RIL-2 en las fracciones de citosol )' mcmbrana de la linea INBL. mientras que la 

linea CALO únicamente presenta la cadena p en ambas fracciones. Además. se 

demostró que el receptor detectado es muy importante para la proliferación celular 

sobre todo en INBL. ya que al hloqucar Jos componentes del RJL-2 con anticuerpos 



cspcciticos dingiJu' cun1ru Jo.a., cndcmJ!I. u y fJ del RIL-:? Ja prolifen1dón Jisrninuyc. lo 

cuul su~icrc que fo!-. c'"'lulas tunJuraJes parecen volverse dependientes de la citocinu 

sobre todo en estadios tcrnJinaJcs. T<unbién se dcmostrl'> que el cl'Cclo observado no se 

debe u Ja pn:scnciu dcJ rccC"plor para 11.-15 4uc puede ser UtiliL~Ju por 11.-2 para 

inducir uctivaciUn. tal como se hu reportado en JinCocitos. por eJ hecho de compartir 

la cadena jl. 

Por otro lado. debemos mencionar que Jos dalos obtenidos lunto sobre Ja respuesta 

a IL-2 como Ja distribución diícrcncial dcJ RJL-2 en runción del csi.adio clínico nos 

pcnnite proponer un posible mecanismo de c~capc inmunológico de las células de 

CaCu para evitar ser eliminadas, como sería el competir con los l.ínfoc:i1os de Sangre 

Perif"érica (LSP) por JL-2 en donde las céJul~1s tumorales csutrian en ventaja ya que 

requieren un.a concentración JO veces menor po'.Lf'¡l; proliCcrar que los LSP para 

dif"crendarse en células citotóxicas. Bajo estas condicionc:s. en el microambienlc 

tumoral se pcnniliria el crccimicn[o de las céJula.-. cancerosas a expensas de Ja JL-2 

sinteli7..ada por los LSP tempranamente ac1ivudos. 

Finalmenlc dch<:mos mencionar que Jos datos ob1c:nidos en cslc u-ahajo son de gran 

imerés ya que proporcionan inf'onnación rc:Jcvanle sobre Ja biología del CaCu .. la cual 

puede ser empleada paru disc:i'iar alternativas terapéuticas para las pacientes que 

sufren de este tipo de tumor. 



/nrrodurc1ón 

ISTH:OnlrccJ<):"i 

La investigación dcsanoJJaJa en diferentes Ureas dd conucirnientu. como Ja biología 

molecular. hu pcnnitido Ja caractcri.J"..::u:1ún de nun1erosas protcinit!. que par1icipan 

en Ju prolifcr-.ición y Jiterenc1ac1ón celular. E!>las prolcinas fnnnan parle de una clase 

de mediadores intercelulares conocidos como CJtocina~. que son secretadas en 

respuesta n estímulos específicos y actú::Ul a través de receptores de mcn1brnna 

modulando el nu:tabolismo celular. i\Jgunas citocinas prc!>entan c.'.lractcristicas 

antimicrobialcs. antiviralcs o antitun1oralcs. sugincn<lo un p&:1pcl protector en la 

defensa del organismo contra patógenos infocciosns y cnfcn-nc< .. fadcs inva....ota_'i. 

Debido a su gran impon.anda hiológica. alguna.'i <lc..• esta!> citoc1na .... han su.fo incluidas 

en protocolos de in"·cst1gacit.n hü...-.ica y clinica. para evaluar su cficicnc.ia en el 

tmt4Jl11.iento de algunos padecimientos como el cáncer. con el propósito de ofrecer 

nuevas aJtcmaüvas terapéuticas a Jos pacu:ntcs que lo sufren. L.a..s clfocina..o;; actúan 

como hormonas ya que pueden tcnc:r un electo plciotrópico sobre diversos tipos 

celulares en diferentes etapas del desarrollo. pero la.rnbién ricncn efecto nutócrino. es 

decir son producida:> y utili7....ad~ po~ l.'.I misma céJuJa. caractcrislicas que son de gran 

utilidad en Ja in"·cstigación (KaphUl. 1996) .. Para un mejor cntcndinlicnto las citocína.s 

han sido dividida...<;; en clases. que incluyen a foctorcs de crecimiento e interlc:ucinas .. 

Las citocinas presentan semcjan7..a en su naturalc:t"...a polipeplidica y en su 'l."ia de 

activación celular. yn que aJ interaccionar con su receptor prO\Juccn canlbios 

metabólicos. inducción de genes y ahcracioncs estructurales que conducen a una 

respuesta de proliferación o diícrcnciación celular (Taniguchi. J 993; WaJdmann. 

1993). 

Por esta razón se ha evaluado el efecto positivo o negativo de ciertas citocinas sobre Ja 

proliferación in virro de céJulus tumorales. sin embargo. in vfro estos efectos podriwi 



estar relacionados con un CltmplcJo sisten1a de 1nteracciones cdularc:o.. que presenten 

un efecto sinérgico con otra ... <iUStancia!-. para regular la proliferación del tejido 

tumoral. No obstante. se han ut11i;r.ado alguna....,. ctlucina.o¡ como lnterfcrón-y (INFy) y 

Factor de Necrosis Tumoral-u (TNF-a.J. en la tcrapiu inmunológica. cuyo U.M> ha 

pcnnitido retardar la progresión de las enfermedades malignas. en particular la IL-2 ha 

sido empleada paru disminuir la proliferación de células de carcinoma escamoso de: 

cabcz.n y cuello. Debido a esto .. es de primordial importancia desarrollar protocolos de 

investigación básica. con el objetivo de conocer los mecanismos de prolifCTaCión y 

diferenciación neoplásica y esclarecer las posibles estru.tcgias de escape inmunológico 

utilizadas por las cClula..<i tumorales para c"·adir la respuesta inmune (Vannelli. 199 t ). 
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:\1AH.CO TEOH.ICO 

OIFERENCIACION CELULAR Y CANCER 

La dif"crcnciación celular es el proceso mediante el cual una célula primitiva se 

convierte en una célula con carnctcristica..'i fisiológicas y metabólicas especificas. El 

proceso por el cual una célula especiaJi;,r_.m.la pierde sus caracteristicns fisiológicas y 

metabólicas se Je conoce como dcsdi fcrcnciación. Dchido a esto. se produce una 

rcoricntación <le Jos patrones del metabolismo. originando una síntesis continua de 

ácidos nucleicos. proteínas mitogénicas. enzimas y otras citocinas relacionadas con la 

prolifcrnci6n celular. que conduce ul desarrollo de crecimientos tumorales originados 

a expensas de un grupo celular localizado en un Urca dctcnninada de tejido. con un 

aumento en el nümcro celular y con una n1ultiplicación progresiva y aparentemente: 

autónoma del control celular (Wykc. 1986). 

De acuerdo a su comportamiento. las neoplasias pueden clasificarse en benignas o 

malignas. Esta..-. ültima.-. llamadas cáncer. a diferencia de las benignas. son grupos de 

células que crecen invadiendo las estructuras y tejidos circundante:. que incluyen 

vasos sanguíneos y conductos nerviosos. Dado su crecimiento autónomo algunas 

neoplasias malignas pueden establecer nuevas colonias en distintas partes del 

organismo. originando un crecimiento secundario conocido como mctás.tasis (De Vi~ 

J989). 



CARCINOJ\IA CERVICO·UTEH.INC> 

El cdncer ccn:icaJ es consiJe..-udo en MCxico cumu un p..-ohlemu de salud púhlic.a; ya 

que es una de las principales causas de muerte en las mUJCl'"CS mexicanas. 

registrándose más de 4,000 muertes anuales pu..- esta cnfcnnedad. A pesar de los 

programas de detección implementados. la incidencia de nuevos ca..o,¡os es muy alta 

debido principalmente a que las mujc..-es acuden tardiamcntc al médico y el tumor 

detectado en estadios nvan:n1dtts (l .. azcano. 1'>96). 

En la actualidad se han inc.-cmcntado los avances en las investigaciones en el cunipo 

epidemiológico del cáncc' ccrvico·utcrino (CaCu). lo cual ha llevado a la aparición de 

nuevas hipótesis acerca de su ctiulogia. El cáncer de cérvix tiene un origen 

multiractorial. en el cual los má.'i importantes factores de riesgo. propuestos o 

establecidos, indican que está asociado con el u~-.. de tabaco. multiparidad, inicio de 

relaciones sexuales u temprana edud. higiene genital deficu:ntc. amplio númc..-o de 

compaileros sexuales. uso Je unticonccptivus orales, dicta dr.·ficicnte en fruta.. .. y 

vegetales .. bajo consumo de vitamina C, íl-caroicnos y folaios. Asimismo. se ha 

detectado que el CaCu está a....oc1udo estrcchaincntc con una etiología viral, 

panicular con el Papillomavirus. el llerpcsvin.1s y en menor grado el Citomcgalovírus. 

De más de 80 subtipos de Papillomavirus l lumano () IPV ). alrededor de 20 <le ellos se 

asocian con infecciones genitales. encontrándose con mayor frecuencia los tipos 16 y 

18 que inducen trnnsforrnación Je células epiteliales del cérvix a canccr in silu 

denominadas NIC {NcopJa...:;.ia Jntraepitelial Cervical) e invasor (Brinton. 199:?; Pontén. 

1995). Debido a su etiología. el CaCu podría ser un huen candidato para ser tratado por 

medio de inmuno1L1'1pia ya que debe ser muy antigénico, lo cual se apoya por el hecho 

de que estos tumores suelen estar altamente infiltrados por linfociios dcnominudos 

TIL. 
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LINFOCITOS INF'ILTRANTES 1>1-:L TUMOH. 

Los linfocitos infiltrantes del tumor {TIL) están presentes en la mayoría de los 

tumores sólidos humWloS locali;r..ados de munera inlrutumoral y pcriturnoral. 

constituidos principalmente por linf'ocitos T (Von Klcist. 1987). Se h..'l dcmostntdo 

que los TIL nomlnlmcntc se encuentran infiln-J.Odo todo el tumor. Los TIL obtenidos 

de caccinoma de marra~ renal y mclanoma en presencia de JL-2 son capaces de 

aumentar su actividad antitumoral in vilro e in ¡..•fro (Baxcvanis 1994. Punniani 1990). 

La IL-2 ha sido utilizada sola o en combinación en la inmunoterapia adoptiva tanto en 

animales como en humanos pum inducir la regresión del tumores estudios 

avanzados estimulando la generación de una respuesta inmune de rechUZ-o tumoral 

(Roscnbcrg. 1987). 

RESPUESTA INMUNE 

La inmunología es el estudio de la inmunidad. de Jos eventos celulares y moleculares 

que OCurTCn después del encuentro del organismo con moléculas extralias. Las células 

y las moléculas responsables de Ja inmunidad y su colectiva y coordinada respuesta 

ante una sustancia cxtrai\u constitu.)·en c:I sistema inmune. 

Existen principalmente dos mccanisn1os inmunológicos parn defender al organismo 

del ataque de microbios, virus. células transformadas y otroS agentes extraños; el 

primero es conocido como inmunidad innata y el otro como inmunidad adquirida o 

especifica. La inmunidad in.nula, constituye la primer línea de defensa del organismo y 

en ella participan células fagocitadas como macrófagos, monocitos, neutrófitos y 

células asesinas naturales (NK), estos tipos célularcs destruyen antígenos y células 

tumorales de manera incspccífica mediante la lisis (citólisis). o inhibición del 

crecimiento (citotaxis) {Kllgi, 1995). 
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La n:spuesw irununc udquiru..la o especifica es un componente de un sistema integrado 

de alta defensa en la cual numcr<>s.a.."i célula. ... como los linfoeitos T y moléculas Je 

mcmhran..'1 funcionan coopcrntivamcnte pnrn lis.ar las eCJula. .. hlanco. Esta respuesta 

utiliza algunos de los mecanismos de In irununidnd natuml o innata que son necesarios 

para eliminar invasores externos y tiene además dos lmpar1.antes propiedades 

adicionales: 

n) Mcmori;r..a cada encuentro con microbios o antígenos externos. de tal manera 

que el suhsecucntc encuentro estimula los mc..'"Cllflismos de defensa altamente ef"cctivos 

inducidos por Jos linfocitos T citotóxicos (CTI.-"i) y linfocitos l dd fenotipo CD45RO. 

b) La respuesta inmune especifica amplifica los mecanismos protectores de la 

inmunidad natural. directos o enfocados éstos a los sitios de entrada de Jos antígenos 

que son capaces de eliminar. 

La respuesta inmune especifica se divide en dos tipos la humornl y la celular, de 

acuerdo a las células que en ella participan (Abbas. t 994). 

INMUNIDAD 11Ul\10RAL 

La inmunidad natural es mediada por linfocitos B. defienden al organismo Contra 

microorganismos extrJcelulares como infecciones bactcrialcs y actúan por medio de 

proteínas secretadas por células B diferenciadas a células plasmáticas. conocidas 

como anticuerpos o inmunoglobulinas (lg). las cuales se encuentran en el pln..~ma 

sanguíneo y son capaces de identificar y unirse a los marcadores cspeclficos de las 

células blanco par~ que sean reconocidas y eliminadas (Abbas. 1994). 



INMUNIDAD CELULAR 

El segundo tipo de n:"spucsta inmune especifica, defiende ni organismo del ataque de 

hongos. parásitos. infecciones virales y células transformadas. En esta fa...sc los 

linfocitos T son los encargados de llevar a caho el reconocimiento y elimim1ción de 

las células blanco. mediante la secreción de citocinas como IFN·'Y y TNF...a. (1-fc~ 

1985; Abbns.1994). 

Independientemente del tipo de respuesta inmune que despicne. ésta se inicia por el 

reconocimiento de antigenos extcmos que conducen a la activación de los linf"ocitos 

hacia un anligeno espccffico y culmina con la climinnción del antígeno. La 

respuesta inmune especifica también se puede dividir en fase de reconocimiento. fase 

de activación y fase efectora (Fig. 1 ). 

1) La fase de reconocimiento. como su nombre lo dice, consiste en el reconocimiento 

por unión de agentes externos a receptores cspccificos. en linfocitos maduros. 

2) La fase de activación es la secuencia de eventos inducidos en liníocitos como 

consecuencia de reconocimiento especifico del antfgcno. que produce la expansión 

clonal de linfocitos específicos dirigidos contra el antigcno. 

3) La f"ase efectora de Ja respuesta inmune es el estado en el cual Jos linfocitos T han 

sido específicamente activados para eliminar a Jos antigcnos que despertaron la 

respuesta inmune (Boehmcr, l 989). 

LINFOCITOS T 

Son células capaces -de reconocer espccfficamcntc diíerentes dctcnninantes 

antigénicos; su tamai'lo es de 8-1 O micrómetros (µin) de diámetro, con núcleo largo y 
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densa he1crocron\;1tina. un c~asu aro de citoplasma que contiene mitocondria."i. 

ribosoma."i y lisosomas sin organclos cspcdaJi;, .. mJus. Sus precursores se originan en Ja 

mCdula ósea. migran y rnaduran en el tin10. se subdividen en dif"crentcs 

subpoblaciones como son; linfOcitos T citotóxicos (CTLs) o COK y células T 

auxiliares (Th) o CD4. En respuesta a una estimulnción antigénica. las células T 

auxiliares secretan proteínas hormonales (cilocillas) cuya función es la de promover Ja 

proliferación y la dif"ercnciación de las células T. B y mucrófagos. Los linfocitos T 

citotóxicos. que son el principal mecanismo de defensa inmunológica contnl virus. 

son importantes en In destrucción de tumores. Para que se= lleve n cabo un.a eficiente 

respuesta inmune es necesaria Ja presentación de antígenos a través de moléculas del 

Complejo Mayor de Hrstocompatibilidad (J\.11 IC) presentes en la superficie de 

diferentes tipos celulares (K.tlgi. 1995). 

EXPRESION DE MOLECUl..AS DEL COMPLE.10 MAYOR DE 

HISTOCOMPATIBILIDAD 

Los linfocitos CD8 reconocen antígenos externos tales como polipéptjdos virales 

cuando éstos son unidos 11 la moJCcula del Complejo Mayor de Histocompntibilidad 

(MHC) clase J. l...a capacidad de Jos CTl..s para lisar células infectadas con virus esta 

en función directa de Ja cantidad de molCculas de clase l expresadas. Por su panc los 

linfocitos CD4 reconocen antígenos unidos a molCculas del CMI { clase 11. La 

transcripción de los genes que co<li fican para clase 1 y 11 pueden ser modulados por 

citocina."i como el lnlcrfcron-·t (INF--y) y el Factor Necrótico Tumoral (TNF) quienes 

incrementan Jos niveles de expresión de csla.'i molCculas. En gcncr.d las moléculas de 

clase 1 están presentes en todas las cdulas nucJcadas. mientras que las moléculas de 

clase 11 son expresadas por células inmunes activadas y es en el contexto de estas 

moléculas que se pueden reconocer antígenos (Gcnnain. 1993). 

10 



FASE 
COG ..... OSfTl'- A 

F'SE DE 
ACTn'ACIO:OO. 

fiz.. l. Respucsr.a func1on..I de." las cc."J1..1f.u 1-. Rccono.:1mic."flto de." <VlUgenos por células T (en este 
ejemplo. W\a cclula blanco CD4- > conduce 11 la producc-1ón de clloclt\as (Jnt.crlcucma :.? ). proliftr.seión 
corno WI n:-sul~ &:o c."S.t1mula.c1on a1..1tocr1na ~ funciones cfc:'Cforas (est1mulac1on de c<>lulas T. 
act1YaC"ión de m.acroíag0"5 y pron10.:1on de la i.nfl.vn.acion :!" au:ioho para la d1ferenciacion de CTl.:s). 
Los Linfocít0$ T Cno«ó,icos CDS• fCTL:s} mucsuan un bajo cn:cimicnto a.ut0Cr1no ,.. su pnncipaJ 
función cfec1ora ~Ja c1tól1s1s Cclulas. Pr~ntadofus ck Anr1!lcnos. {CP,.,) (Tomado de Abbas. 1994). 
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.·\...'TIGE='°OS 

Los antigC"nos pueden ~r definido~ ..:omc.1 una susl6lncia o molécula externa del 

organismo. sin cmhargo. algunas 'c..:e~ mc•leculiU b1olog1ca.s como azUll,,".:ares. Jipidos. 

honnonas. así como rnacromolCculas ta.les como carbohidra1os. complejos de 

íosfolipidos. ácidos nucleicos ~ prc."llcma.s. incluso las propias cClulas pueden 

dcspe-na.r una rcspuesu inmune aJ SC'r considc:nido!i como anligenos c11,;traJ\os. Para 

que se llc'c a cabo un.a adecuada rcspuc!'.>ta inmune es necesario que los antigenos sean 

procesados y presentados por células especificas <Abbas.1994). 

CELt:LAS PRESE:-0.TADORAS DE A~TIGESOS 

Paru que una célula pueda llevar acabo Ja función de presentar antígenos debe cubrir 

dos n:qu.isitos basicos: uno de ellos es su capacidad para procesar molCcuJru-. cxtraftas 

y Ja segunda es que exprese en su membrana moléculas del f\.fHC clase J y U. Las 

cCluJas presentadoras de antígenos mejor conocidas inclu)·cn fagocitos 

mononuclearcs. liníocitos ll. cCluJas dcndriticas. cCJuJas de Langerh.arts de la piel y 

células cndotcliales. Los macróíagos ,.. gninulocitos fagocitan activamente parúcula.s 

grandes. deri,•adas de organismos infc.."'Cciosos tales como bacfcrias ,_. panisitos, que 

son degradados en p.;:-ptidos mas pequeños. los cuaJcs postcnorTncntc son presentados a 

liníocitos B ~· T. 

Los antigenos presentados a células T CDS. son pCptidos comunmenre derivados de 

proteínas antigCnicas que son sinfeti7.ad.as c..•n las cdulas presentadoras de anúgcnos y 

subsccucntememe expresadas en su superficie: a....;.ociadas a molCcuJas de clase I. 

algunos ejemplos de proleinas e;ictcmas procesadas endógcnanicnte son las proteínas 

virales ,_ los antígenos tumorales (Guag,Jiardj. 1990). 
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RECEPTORES DE CELlll.AS T 

El rec:eplor para célula~ Tes un complejo consrituidu por las cmJena~ a y P. las cuales 

están asociadas no covnJcnten1entc con Ju n10Jécula CD3 compucsra por Ja~ proteínas 

y. a y e y un homodimcro L; y e; ó hctc-rodímero l; y TJ. Este complejo TcR~CD3 es el 

responsable del rcconocimienlo específico de antígenos por parte de Jos linrocitos T. 

Algunas de las proteínas del complejo regulan Ja unión cspccificu a moléculas del 

MHC prescmcs en las células presentadoras de antígenos o células blanco (Abbas. 

1994). Las células T además cxpn:san orrJs pro1cinas de superficie ccJuJar las cuales 

son denominadas moléculas accesorias para el reconocimicnro, activación y lisis. 

Durante d proceso de activación, las células T entran a un programa de aclivación. 

iniciando Ja sfnh.:sis y K""Crcción de citocinas entre las que se encuentra la lnterJeucina 

2 (lL-2). asimismo se induce Ja expresión del Receptor par41 lntcrlcucina 2 (RIL-2) 

(Smith. J980; WaJdmann. 1989). 

ACTIVACION DE CELULAS T 

La activación de Jas células T involucro un awnento de su receptor en Ja superficie 

celular y Ja transmisión de un.u s.ctlaJ dependiente de calcio aJ núcleo. Estn sciiaJ activa 

la UlUlscripción de varios genes iniciando la diferenciación. proJiíeración y secreción 

de citocinas. Aunque la clásica activación de las células T requiere Ja presencia de 

antigcnos que partkipan en la inmunidad adquirida e innata. este proceso rambién 

requiere y gcncr&J citocina.s. En panicular. Ja producción de IL-2 y su reccpror es muy 

importante en Ja activación de células T (llcnkan. 1985; Meag:er~ 1991). 

13 



Aturc:u Tc><W,c:u 

Las células T uc1ivndas progn:sa.n uuhnnátican1cn1c a trJvCs de varios cambios 

morfológicos que sun detectados después de J 2 hrs de In activación. La división 

celular ocurre entre Jns :?4 y 48 hrs hajo camhins metabólicos y cstn.JcturaJcs. sin 

embargo. los eventos moleculares aparecen durante fas 2 primern.."i hrs y son 

suficientes paro que se injcie In respuesta mitogénica. La cntruda de Ja.o; células a fo.se S 

depende de las concentraciones de IL·2 en el medio cxtruccJuJar y en el número de 

receptores de esta citocina (Duprcz 1986). L;t expresión Jel gene de IL·2 se rclacioru:r 

con Ju hidrólisis de fosfatidiJ inositol. movili:r...ación de calcio y fosforiJnción de 

proteínas eitoplasmática.<i y de membrana que aparecen después de 5 min de Ja sd\aJ de 

activación. Las células T normalmente requieren Ja activación de proteínas tirosina 

cin.a.sas (PKC) para Ja producción de JL-2 (Taniguchi. 1995). 

L.a síntesis de la cadcnu a del receptor pura IL-2 tiene lugar aproximndwncntc 2 hrs 

después del paso de aclivación inicial y se incrementa a las 8 hrs. esto da como 

resultado que se fonnc un compJejo de aJta afinidad de los receptores de lL-2. que 

pcnnitcn una eficienr:c interacción ligando- receptor (Greene. 1986; Meagcr. 1991). 

INTERLEUCINA 2 (IL-2) 

Proteína producida por linfocitos de sangre periférica normales. que induce Ja 

proliferación de linfocitos T estimulados con antígeno. además de modular in vitro e 

in \.-"il•o diversas funciones en células del sistema inmune. inidnJmente fue denominada 

factor de crecimiento de células T (TCGF). factor mitogénico de timocitos (TMF). 

ractor auxiliador de células nsc:sinas o factor coestimulador (KHF). en la actualidad se 

Je conoce como lL-2 (Cosmnn. 1984; AggarwaJ. J 992). 
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El gene que sintcti7..u la IL-:? tiene 3662 ba.-..cs con 3 introncs y cst..1 Jocali7..ado en el 

cromosoma 4. Lu IL-2 es una de las primera.o¡¡ linfocinas que fueron idcmificadas y 

juega un papel primordial en Ju expansión clon."tl Je Jinfiu.:itos T acti\.·ados. 1iene un 

peso molecular de aproximadamente 1 5. J 8 kDa. el cual depende dd grado de 

glicosiloción. con un punto iso.r:léctrico Je 6.R-8.2. Es sinteti7...ada como un polipéptido 

de 153 residuos de amino ácidos (aa). Los primeros 20 a.a representan una secuencia 

scftal insertada para producir el f"actor maduro. La proteína madura contiene 3 residuos 

de cistcfna. dos de Jos cuales f"onnao una unión disulf"uro que es requerida para Ja 

actividad biológica. La cstn.Jctura tridimensional se determinó usando cristalografia 

de rayos X y se demostró que es una proteína compuesta de un centro compacto de 4a.

heJices paralelas conectadas por tres uniones (Fig. 2) (MizcJ. 1989). 

Son limitados Jos tipos celulares que producen 11~·2. entre Jos se cncucntrW1 Ja.oi ..:Clulas 

T CD4 (Th:J) y en menores proporciones J.:L"i cClulas T CDH (Covcntry. J 996). 

La lL-2 promueve Ja progresión de linfocitos T a tmvé.s de Ja fa.se: O J del ciclo celular 

incrementando eJ pH intracelular. im.Jucc Ja expresión de su rcccplor (RlL-2). de Jos 

genes c-Myc. c-Myb. etimuJa Ja aclividad cilotó . ...:ica y producción Je citocinas en las 

que se incluye el Jntcñcrón-y. Tumhién promueve Ja proliferación de Linf"ocitos 

GanuJares Largos (LGL). aumenta Ja ac1ividad asesina naturJJ NK e incrementa Ja 

proliferación de monocitos. células B activadas y células oligódendrogJiaJes y más 

recientemente se Je considera como inmunocstimulador del cerebro (Ciacci. J 993: 

Nistico. J 99 J ). 
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Flc. 2.. Modelo esqucmo\ru:o de IL·::?: basado en los daca:. ob1cn1dos por c.risutlogTBOa de n1yos X. Las 
alfa b.!IK:es estAn rcp,-e5'C'ntadas como c1l1ndr'os y cstAn marcados scc:ucncialmcntc pana los amino kidos 
terminales (Tomado de Smith. J 988). 

Se ha demostrado que la IL-:?. puede actuar negativamente en la regulación del 

crecimiento celular programado de las: células T maduras a apoptosis. lo cual sugiriere 

que Ja IL-2 libera varia<; sci\aJes através de su receptor en un amplio rango de tipos 

celulares. vía una interacción con su receptor. (Lcnardo. 1991 ). También se ha 

demostrado que el efecto de la 11.-2 no esta limitado a poblaciones de células 

inmWlcs. ya que se ha descubicno 4ut: mc:Jia la proliferación y la expresión de Factor 

de Crecimicnlo Transfonnante P (TGF-fl) y la lectina mac-2 en lineas epiteliales 

intestinnles de ratas pcquci\as. mostrando que la IL-2 producida por la mucosa 

intestinal incrementa la migración celular epitelial en un modelo 1n vitro y sugiere que 

ésta puede jugar un importante papel en Ja reconstitución epitelial y cicatriz.ación in 

vivo cuando se presentan heridas inlcstinaJcs~ inflamaciones. infecciones y radiaciones 

(Dignass, 1996). 
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Otros Je Jos efectos de In 11.-::! es ~u capac1<lad antiviral. prc~cnta un papel importante 

en el rechazo de injertos y Jebi<ln n que es con~idcradu un potente uctivadoJ" de células 

inmunocompetcntcs. hn sido en1pleada Jurante los Ultirnos at\os en importnntes 

protocolos de trutnmicntos cllnicus. con el propósito de estimular y mantener la 

actividad de células citotóxicas enfermedades malignas. particula.nncntc en 

carcinoma renal (Roscnberg. 1989) y mclanoma maligno (Ro~cnhcl'"g. 1987). en donde 

se han obtenido resultados interesantes de rechazo tumoral (Smith. 1984. l 988: 

Waldmann. 1984). En In actualidad se tienen repones de otra citocina conocida como 

lL-15. que tiene ciertos efectos hiológicos semejantes a IL-2. 

INTERLEUCINA 15 (lL-15) 

La lntcrleucina 15 (IL-15). es una citocina recién caracterizad~ obtenida del medio 

condicionado de la línea celular epitelial de simio. llamada CVl/EBNA (Grabstcin. 

1994). A diferencia de la IL-2. la IL-15 es cxprcs:ida por una wnplia variedad de 

tejidos. y tipos celulares. como corazón. hígado. pulmón. placenta. músculo 

esquelético macrófagos activados. cClulns musculares. querutinocitos. células 

epiteliales renales. células endotelialcs. fibroblastos embrionarios. piel. macrófagos. 

linfocitos T y monocitos activados (Giri. 1994). También comparte algunas 

propiedades biológicas con la IL-2. ya que es capaz de sustentar el crecimiento de la 

línea celular CTLL-2 dependiente de IL-2. Otra semcjan7.a es la similitud en el tamafto 

de las proteínas. sin embargo. posee ciertas características especificas como el valor 

del punto isocléctrico (pi). para IL-15 es de 4.5. en comparación con el de IL-2 que es 

de 6.S a 8. y la secuencia de amino ácidos de 153 en IL-2 y 162 en IL-15 (Anderson .. 

l 995a; Grabstein. 1994). 
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:'\ p...•s.tr J~· que- f;.1 IL-15 rw pn:scnt•I una se-cuenda homóloga con la IL-:!. la IL-15 

puede unirse u di,cr-sa.s linC'aS celular-es hu1nana..c¡¡. corno células T activadas. 

macr-nra~os ~ cclulas NK. Induce la gcnr:mc.:1ón de células LAK. crL·s y sirve como 

un co-mitógeno para la pr-olifcrnción y diferenciación de linfocitos B activados 

(Carson. 1994; Grabstein. 1994; Annirage. 1995)- Su activación se lleva a cabo al 

interactuar con su receptor o a través Je los componentes del RJL-2P y RIL-2y 

(....:ondo. J993; Russell 1993; Noguchi. 1993). 

Por otro lado. recientemente se clonó el gene para Ja cadena a d~I RIL-1 S humano y 

de ratón mostrando que dicha cadena está estructuralmente rclacjonada con Ja cadena 

a del RIL-:? ( Kay 199:?). aunque el RJL-1 5a tiene una mayor afinidad muestra una 

mayor constante de disociación (Kd) para la JL-15 (~'""' J0º 11M). mientras que Kd de 

Ja cadena a del RIL-2 es de 10-•M. La cadena del RlL-JSa se expresa en Linfocitos 

de Sangre PeriCCrica (LSP) despuCs de 24 hrs de haber sido estimulados al igual que Ja 

del RJL-:? a (Fi.c- 3), (Anderson. J 99Sb; Chae. J 996). 

Datos recientes en modelos de ratón demuestran que la IL-1 S derivada de macrófügos 

es más erectiva que la IL-2 en el mantenimiento de Ja respuesta linf"ocftica en 

direrentes órganos. incluyendo cJ pulmón (Dohcrty. J 996). Otros datos sugieren que 

Ja JL-15 induce la companimcntaliz.ación de cCJuJas T en la membrana sinovial de 

pacientes con artritis rcumatoidc (Agostini. 1996~ Mclnncs.1996). Además existe la 

posibilidad de que Ja IL-J S puede actuar como un factor anabólico para el 

musculo esquelético (Quino. 1995; Mcaz7.a, J 996). También se ha detectado que Ja JL

J S puede reemplazar el requerimiento de la JL-2 en Ja producción de IL-5 por células 

T. ya q•~e estimula la transcripción del gene y Ja síntesis de la JL-5 humana. que induce 

el reclutamiento de eosinófilos en Ja mucosa bronquial y detiene la fase de bronco

constricción inducida por la inhalación de antígenos específicos en importantes 

modelos experimentales de asma (Mari. 1996). 
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Ff&. 3. Comparación estructW11.I entre la cadena u del RIL-2 y la cadena u del RJL-15. Ambas protefnas 
contienen el consenso cono repetido (dominio -su!\h1-), fonnado por puentes disulfiuo, si1ios 
pocem:aales de glicosilación. las regiones conscn.'adas neas en prolina y trcomna. El RJL-1 Sa conl1cne 
únicamente un dom1nto sush1. micntnu que el RIL-2a conuene dos (Tomado de Glrl. 199!5). 

Por otra parte se ha cxarriinado la capacidad de lntcrleucina-15 rccombina.ntc (rlL-15) 

para remplazar a la lntcrJeucina-:? rccornbinantc (rlL<!) humana .. en Ja iniciación de la 

proliferación de las células NK en el sistema estimulador Je co-cultivo celular~ 

revelando que la rlL- J 5 sola no puede suhtituir a la rlL-2. pero que la proliferación de 

las células NK es iniciada cu.ando rIL-1 5 es combinada con JL-1 O o IL-12. Se sugiere 

que Ja fase dependiente de cClulas T de la proliferación de las célula.. NK puede 

involucrar un efecto sinCrgico entre la JL-2 y citocinas derivadas de células no T 

t.aJcs como la IL-10. IL-12 o IL-15. pa.rticulnnncnte cuando las conccntrnciones de IL-2 

son limitadas. entonces. la rIL-1 O. rJL-12 y la rll....-15 son efectiva.. en concentraciones 
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!.larca Trdr1c~> 

submitogCnicas de rlL-:?. debido a esto se sugiere que existe un efecto sinérgico de la 

IL-2 y la lL-15 (Naumc. 1992; Robc:rtson. JQ9:?; \.\o'arrcn. 1996). 

La secreción de la IL·15 biolúgicamcntc activa ha sido detccwda solouncntc en 

lo.Jgunns lineas celulares ta.les corno la lineu celular CV 1 -EONA. la linen celular de 

médula cstromal IMLTll y las linea...¡ cclulan:s infectada...,. llTLV-1 (C:irabstcin. 1994; 

Banford. 1994). Sin cmhargo, no existen reportes de Ju expresión de 11~·15 en tumores 

sólidos humanos. Un estudio reulizado en células de cit.ncer de pulmón ( SCLC). 

mostró la expresión del gene de la IL-1 5 y la expresión de su AR..~ mensajero y 

algunas lineas cclulai-cs predominantemente rcali;..an una transcripción alternativa 

(isofonna) de IL-15 la cual contiene un cxón udicionaJ en lu secuencia codificadora 

del ARN mensajero de la IL-15 conocida. La isofonna expresada en estas células 

twnoralcs es también detectada en las cC-lulas normales, aunque en ésta.o; no es muy 

predominante:. Una explicación a este fenómeno es que pudieTa estar relacionado con 

el pi { intracelular. el cual gcncTalmcnlc es más básico en durante el ciclo celular 

(Mcnza.. 1996). 

La IL-J 5 biológicamente activa no fue detectada en estudios reali7..ados en líneas 

celulares de pulmón~ la SC'Crcción de JL-15 en una forn1a biológicamente acth•a ha 

sido reportado solaincnte en pocas líneas celulares translOrrnadas por virus (Bamford. 

1994; Grabstcin. 1994). L-i distribución celular diferente de la molécula del RIL·15u. y 

del RJL-2a., sugiere que Ja IL-15 induce una función fisi~lógica distinta de la conocida 

actividad inmunocstimulad1..--.r-a compartida por la IL-2. Por otro lado. se ha detectado 

<.jUC el RIL-15u tiene una constante de ~cfr., id=.td prnrncdio Kd ""' 1X1 O 11 • que es 

equivalente a la afinidad generada por el complejo del RJL-:::! hcterotrímero pani la JL-

2, Jo cual puede sugerir un posible papel funcional del RIL-1 Su como mediador de la 

hasta ahora conocida scllal intrncclular inducida por la unión de la IL-15 (Giri. 1995). 
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El uso dC' anticuerpos monrn,;Jonaks anti-rs )' m11i-1' del RJL-2 pueden detener d cfC'cto 

de: Ja protifernción de las céluJa.._<i NK~ la activación de la.-. célula_,. NK por parte de Ja 

lL-1.S es similar a la activación obtenida por la IL-2. A un¡a concenlrnción de O.JO 

ng/ml de JL-2 se oh~crva incremento en li:1 s;intcsis de ,\DN en fas células, mtentrns que 

a las mismas concentraciones de 11.-15 no se muestra actividad. Trabajos previos han 

mostrado que estas concentr-.i.;ionc.·:-; de 11.-2 d.an como rc-sultaJo una parcial o completa 

saturación del rec:cptor de alta afinidad hcet:n1trimérico RIL-:?ofiy. Una concentración 

de 10 ng/ml de IL.:? satura parcialmente la afinidad intcnnedia del RIL-2 pero 

también provee: una completa saturación del HIL-2 Je alta afinidad. 

A diferencia de la lL-2. Ja respuesta prolifcrativa de las cC:lulas NK por parte de la IL-

15 se presenta a una concentración de JO ng/mJ. Además de que el anti-pSS no 

inhibe la proliferación. el anti-p7S si rnuesUH inhibición ccarson. J 994 ). Oc: esta 

manera se puede comprobar que la cstimulación mediada por Ja IL-15 en Ja 

activación de las células asesinas activadas por !in Cocinas}' lus células T requieren la 

cxpr-c:sión de Ja subunidnd f3 del RIL-2 y no de la cadena RIL-:!u (Brarnford. 1994; 

Armitage. 1995). 

Al estudiar la capacidad de Ja IL-15 de cucstimular a las cC:luJa.s B comparando con 

IL-2. se ha demostrado que puede ser adicionada a la lista de factores solubles 

que desplazan una actividad cocstimul.adora en las células B ucU'vada.s con anti-JgJ\.f o 

éster f"onnoJ. Como la IL-2. la IL-15 induce la proliferación de células B activada.."i pero 

no de célula.<i B latentes. e induce la secreción de lgM. IgG e lgA CArmitagc. 1993). La 

secreción de estos isOlipos inducida por la IL-:2:. o por la JL-15 puede ser inhibida por 

la JL-4 pero incrementada por Ja JL-J O. Tru-nbkn se ha detectado que la cadena f3 del 

RIL-2 es necesaria para Ja transducción Je las señales en las cCJula-"" U. La inducción de 

la proHfcración de células B mediada por la IL-2 puede ser inhibida eficientemente 
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por un anti-a. pero sólo pnrcialmen1e por un anti-~\. Sin embargo. ni uti1i7,ar IL-15 la 

proliferación es inhibida por un antlcucrJ>l-"' monoclonal anti-P i>ero no ror un nnti-ct. 

De todas las citocina.~ utili:r.mJas. In 11.-15 puede rcmrla7..ar a la IL-2 paru la generación 

de una respuesta primaria espccificu. in vitro. Además. a pesar dd uso diferencial de 

los componentes del RIL-2. la IL-:?. y la IL-15 muestran actividades biológicas 

comunes en las células B. tienen papeles funcionales in \.'i\'O que son mediados por 

distintos sitios anatómicos; la IL-1 5 requiere de la cadena J\ Y y Jcl complejo RJL-2 

para la transducción de la sci\al. nu obstante. lu presencia de estas subunidades no 

garantiza la respuesta de la IL-1 5. ya que es necesaria la presencia de la cadena a del 

RJL-15 que permite la alta afinidad de unión (l\nnitugc. ¡9Q5). 

RECEPTOR l>E IL-2 (H.IL-2) 

El receptor para lL-2 (RIL-2) es un complejo proteico formado par tres subunidadcs 

o cadenas a {p55). P (p75) y a (p64); las cuales se expresan unidas no 

covalentemente en la superficie de linfocitos T. B. NK .. macrófngos y monocitos 

(Waldmann. 1993 ). Asi mismo se ha detectado su presencia en células normales no 

hcmatopoyCtica.~ como qucratinocitos. células intestinales. oligodcndrocitos. células de 

origen nervioso. célula.~ cndotclialcs de: cordón umbilical. fibrobJastos de médula ósea.. 

fibroblastos embriónicos humanos y células pituitarias (Fi~. 4). (Bencvisto, J 986; 

Arzt. 1992; Thczc. 1996). 
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El RU.-2u. descrHu originalmc.·ntc con10 el antigcno Tac es una glicoprotcina de 55-

k.Da (p55) capuz de unirse a JL-:! con huju nfiniJ;1LJ, con una constante de di~iacJón 

(K.d) = JO nM. Su expresión es inJucu.Ja ú.nicamente en cCJulas ·¡ uctivadas con 

mitógcno o antígeno. Esta contpuesta Uc 25 1 anlino ;icidns (aaJ. lL'>i como un péplido 

scila:J de 21 na de longitud. La estructura primaria del RIL-:?u no muestra 

sccuencuencia homóloga importante f.."on otra ... molécula..<> de re1.:cptorcs conocidos y no 

pertenece a Ja supcrfrunilia de n.6Ccptorcs de..· c1tocinas (Cosrnan. J990J. 

Los 219 aa tcnninalc.:s fi.lrnrnn un .... h1minio cxtracc.·lul.J.r. Este dominü.1 contiene dos 

sitios potcnciaJcs de ,glicusilacilin de uniún N y mUhiplcs sitios de posihlcs uniones a 

carbohidnnos. Los múltiples rcsidu .. )S de cistdna klcntiJicados partic..·lpan en Ja 

rormación de enlaces disulluro requeridos p.ara unir.se a la JL-2. Un segundo dominio 

contiene una simple región hi<lrofr,hi..:a prú.xuna al carhoxilo tcnninal (CO()lf

tcrminal) de 19 na. c:J cual es un.a región transmcrnhr..tnal. El tercer y ültimo dominio es 

una región citoplasn1.1tica muy cona Je 1 _l aa. que contiene aa cargados 

positivamente de gran importancia involucntdos en el anclaje de Ja proteína. Los sjtios 

potenciales acep1orcs Je rosra10 (scnna ~ trconina pero no tirosina) están presentes en 

el dominio intraciwplasm.atico. El gene que codi tica para el RJL-2a consiste de 8 

c:xones y 7 intruncs empalmados en un¡i distam:ia rninima de 24 Kh. cst.ú locali:;.r..ado en 

el cromosoma 1 O (Grccnc. 1985; 1-fatakeyama. J 985). 

CADENA fl DEL RECEPTOR DE IL-2 (Rll.-2fl) 

Importantes observaciones han detenninado que el péptido Tac pSS no es Ja Unica 

molécula involucrada en Ja unión a Ja JL-2 parn desencadenar una respuesta 
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inmunológica. Ensayos de uniones de afinidJd posrcrlt."rcs 01 la carm.:rcriLación de la 

cadena u: iden1iticaron hic>quintil.·an1emc ocro ct•mpt•nc.·nrc: del f{IL-:? (Shart>n. 1986; 

Duko,,,·ich. 1987). La cstructur.a de csh: c<•n1rw.mc111c RJl~-:.'.!11 (p7SJ fu'-· confinnada a 

lravés de: Ja: expresión cJonal de AJ)N para el RIL-2(~ humano. u-..ai:1do an1icucrpos 

monoclonales contra el RJL-211 (J latakeyanm. J 9R5; ·rsud'"· J IJSCJ J. 

La cadena f1 es una proh:ina lransmembr.an .•. il que '-''m~isrc de 55 J anlinoácid1')s (ua). La 

proteína presenta una secuencia scrlal ~·guida de 525 residuos de aminoácidos que 

Cornlall Ja proteína maduro del RIL-2fl. En c.·sm cadena. las rcgiom:s de 214. :?5 y 286 

a.a en longitud constiluycn Ja región de mcmhran..:t extr;.u.:dular y regiones 

ciroplasmátic:as rcspectivruncnre. La fk)rción ciropJasrn<i1ica dcJ RJL-2fl e~ más grande 

que el RJL-:?a.. pero C:sta no contic:ne ninguna re!!it'in de..· cinasas aparente (l lanks. 

1988). Esta es rica en prol111a ( 24'°2H'6) y r-csi<lLJO!'> de scrina (J0/2S6). y está 

notablemente incljnad.a o torcida por Jos aa cotrgo1d0s ncgnt1,,,·an1cnrc. por Jo ranto. esta 

región contiene 40 nn cargados nc~arn:;uncntc (.icido glut.1:rnico y a_<;;pá.nico), y 

solamente 18 aa cargados posili\"arncntc (11siru1 y arginina>. E .... r.a inclinación es 

paniculannentc- cvidenlc en la porción media de '-·sta región (345-.190 rc~üduos de a.a). 

La región citoplasmárica dcJ RJL-2(1 puede ser dividida en trc:-> suhregioncs ha...;.ada.s en 

su composicíón de a.:i. Estas suhn:gionc.•s han sido designadas corno la .. región rica en 

serina"". ..región ricida'· y .. región rica en pnlJina'"; esta suhunidad pr-escnt.a una 

constanredcdisociaci(lndc mo.isde 100 n.1\.1 (Caligiun. JQQO; lfarak'-"FUllJ.1<>91). 

EJ gene del RJL-:?j3 consta d\! 1 O exones y 9 intronc~ empalmados en 24 kb en el 

cromosoma 22q. La fonna madura del RJL-:?p, deducido por Ja secuencia de 

nucJeótidos que consisle de 525 residuos de aa. pertenece a la supcrfamiJia de 

receptores de citocinas con un factor común de dos pares de residuos de cistcína 

conservados cerca de la r-cgión amino terminal y un triplóf'ano-scrina- X-triptóf'a:r1o

serina (WSXWS. región WS) en el dominio c.~traccJuJar (Baz.an J990a). La región 
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FI&- 4. Esquema de las ues clases de receptores para IL-2. Haja afinidad fonnado por la cadena~ alta 
afsnidad fonnado por las cadenas a. 13 y y. la afinidad intcnncdia fonnada por las cadenas P )' T· Las 
cadenas p y T son miembros de la superfamiha de receptores de c11ocinas. con cuatro cistclnas 
conservadas (dos pues de b&1TBS) )'una región Trp-Ser-X-Trp-Scr (WSXWS). Los tarnanos de los 
dominios de amino licidos (aa) citoplasrnáticos y cxtntcclulares M! muestran para cada cadena. En la 
región citoplasmá.tica de la cadena P se observan las r-cgioncs ricas en scrina. prolina y la región adda. 
ínvolucradas en la aenal de transducción intracelular (Tomado de Wa.rrcn. 1996). 
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\VS es im¡x..,rtuntc ¡')l'.lrn 111 111 unión al ligandn y In transducción de la serial. que a su 

vez son foctorcs para ta fonnación del RIL-:0 funcional; n1utaciones puntuales en el 

sitio de In región \\'S Jel RIL-:!J\ dismint1)'C su capacidad de unión a la IL-2 

(Miya.7.aki. 1 QQI ). El dominio citupla~mático que consiste de 286 residuos de a.a. es 

suficientemente largo para contribuir a la transducción de In sci\.al intracelular. El 

dominio citopla.'imático contiene una región que está involucrada en la transducción 

de la sennl. tal como la región 1. ric.1 en scrina y regiones nea~ en prolina. Además se 

demostró que la tm.nsfccción de la cadena p75 en células linfoides induce Ja expresión 

de un receptor funcional de: afinidad intcnncdia y con actividad trunsduccional ( Ba.7..an,. 

1990b; Fung.1991 ). 

Existen datos que indican la cadena a expresada en células de ratón tiene una baja 

afinidad pur In IL-2 pero no conduce a una respuesta proliferativa. sin embargo. en 

otras Uneus celulares que fueron transfcctadas con el gene paru expresar la cadena P 

además de la a se observa una afinidad intermedia con inducción a la proliferación en 

presencia de IL·2. Esto sugiere que el RIL·2P, jult!"gn un papel importante en la 

transducción de seriales mitóticas inducidas por la IL-:?. en líneas cclulnrL~ 

hernatopoyCticas (Minami, 1993). 

La secuencia primaria de la región rica en scrina del RIL-2~1 humano tiene 

aproximadamente el 80o/o de homologia con el RIL<?P de ratón (Kodo. 1990). Esta 

región tam.bién muestra grdll homologia con la correspondiente región en el receptor 

de eritropoyetina (EPO·R) (Miura. 1991). Algunas observaciones rcali:r..udas sugieren 

que la región rica en scrina del RIL-2P es in1portantc para mediar la vía de activación 

en Ja transducción de señales. El rccmpla.7..amicnto de la leucina 299 en esta región 

por prolina induce un cambio conformacional en el R1L-2Jl. y el receptor resultante 

no es lo suficientemente largo para transmitir la sci'!ial mitótica por IL-2 (Mori. 1991 ). 

Los residuos de aa que rodean a l.:i lcucina tambiCn se cncucntr¡in conservados en la 
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cudcna fl de RIL-2 de humano. rutón y el reccptur de la EPO (Dündrc~ 1989;. 

Hutak1..-ynma. 1992). 

CADENA y DEL RECEIYf"OR DI-: ll .. -2 (Rll....-2y). 

Bn..."Mindosc en la secuencia de na.. se aisló d clon completo de ADN que codifica un.a 

molCcula de 64 kDa. demostrando que ésta es el tercer componente del RlL-2 

conocido como cadena y (Rll.-2y). Jet receptor rara IL-2 (Takcshiw. 1992). La forma 

madura de In cudenn. p64, consiste de 347 residuos de ua con una secuencia típica que 

lo incluye en la supcrfrunilia de receptores pura citocimL'i. tal como la cadena p. El 

dominio extracclular contiene una n:~iún de lcucin.i con10 crcn1a1tcra. pero no se 

sabe si esta región está in1plicad.:1 en algun..1 funciún del receptor. Este dominio 

citopla..c;;mático contiene 8ó residuo-.; de aa. prcscnt.i la región conocida i.:: ... nno SI 12 la 

cu.al es hon1óloga a los dos subJorninios de la región 2 homóloga a Src (SI 12) 

compuesta de 5 subdominios conservados (BaJ ... a.n. l 990h). 

Se sugiere que este cnnlfK"lncntc c~pccitico celular ahor.1 conocido conl.u RIL-2.y. 

puede estar involucrado en la formación de los receptores de 11.~:?. de alta e intcnnedia 

afinidad. El RIL-2y (p64) puede ser coprccipitado con el RIL-:!~\ en presencia de ll .. -2 

en célula....;;. linfoides produciendo d RIL-2 de alta afinidad. Adcmtls. la cantidad R1L-

2y coprccipitado con el RlL-:?I\. es proporcional a los numerosos sitios de unión de ta 

IL-2 en dos subcloncs de células T. cuando la cantidad de RIL-2(\ m.1 corn:laciona con 

los numerosos sitios de unión que posee la lL-:!. lledcntcnl.cntc el ADN de la cadena 

del RIL-:?.y humano fue clonado. y las ~ccucncius cotnp1ct.aS de nuclcótidus fueron 

determinadas. De aquí se propone 4ue la proteina pt.""lscc ::?:?. aa en el extremo animo 

tenninal y con 347 aa mñ.s conforma la protcina madura. En cslli cadena. las regiones 

de 23:?. 29 y 86 aa constituyen la longitud cxtracclular que atraviesa la membrana y la 

27 



región citoplnsmá.ticu respcctivumcn1e. 1...a región citopJusmática de RJL-2y es 

considcrablemen1e más corta que el RIL-2p. El dominio exlrncclular del RIL-2y 

contilme impc.1rt.."UUes regiones que se conservan en otros recep1orcs de citociruu. 

indicando que el RJi.-2y pertenece a la supcrf'nmiJia de receplol"C'S hcnuuopoyéticos. 

Cua.ndo Jos ADNs pára RIL-2cr. fJ y y se: introducen y se expresan en fibroblas1os. se 

reconstituye el receptor de aJtu afinidad para Ja IL-2 (Take.shim. 1992; Voss. 1992. 

1993). 

ENDOCITOSIS DEL COMPLEJO RIL-2/JL-2 

Uno de Jos primeros eventos a la unión de la IL-2 a su receplor de aJta afinidad es Ja 

intemaJización del ligando (IL-2)/rcceplor (RIL-2) (Subtil. 1994). Este complejo tiene 

un tiempo de vida media en Ja superficie cduJar de aproximadatnenle 30 mio. Los 

receptores intramembranales unidos a la 1V2 desaparccc:n de Ja superficie celular al 

mismo tiempo que Ja IL-2 es internalizada y degradada (Duprez. 1988; Saito. 1991). 

Las cadenas a y 13 que fbnnan el complejo de afinidad intermedia son nccc..."Sarias 

para Ja endocitosis de Ja IL-2. Ja cual es intcrnnlizada (Haiakeyama 1989); mientras 

que Ja cadena u. sola no parece mediar Ja cndocitosis de la JL-2 (Fuji, 1986; Nabholz. 

1987). 

Durante Ja cndocitosis mediada por el receptor después de 1 O min. el complejo 

ligando/receptor c:s intemalfa•.ado en vesículas transporta.doras que liberan estas 

proteínas en compartimentos endosomaJes en el citoplasma (Rubio. J 985; Fung, 

J 988; Fcrrcr. J 993). Por su parte el RIL-2cx ha sido localizado unido a Ja JL-2 en 

compartimentos rccicludorcs pcriccnlriolarc...'"S (Mayor. J 993). Sin embargo. el RIL-213 

ha sido localizado en compartimcnros endocílicos. mostrando que Jos componcnrcs 
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dcJ receptor tienen diferentes tiempos de vidu en Ja superficie. Las cadenas P Y T 

presentan un tiemro de vida mee.Jiu alrededor de 1 hr para la cadena P en presencia de 

JL-2 es alrededor de 55 min, mientras que para Ju cadena y es aproxintudamcnle de 70 

min. Lu rápida disminución del nUmel'"O de receptores de superficie refleja 

directamente su degradación. Cuando Jos receplorcs de alta afinidad están satunidos 

con el ligando, Ju vida media de éstos en Ja superficie celular es muy corta, con un 

tiempo aprnximudo de 1 S-25 min (Ouprcz. 1988), mienl.ra.S que la cadena a es mas 

estable. con un ticntpo de 48 hrs (1-lemar. 1990). Por Jo tanto, Jos componentes de este 

receptor muJtimolecular tienen diferentes fases intracelulares después de Ja 

internalización. ya que la cadena a se reciclada en la membnllla plasmática.. mientras 

que f3 y y están destinadas a Ja degradación. El número de receptores de superficie 

celular da como resultado un balance entre Ja-¡ fuscs de síntesis. intcmaliza.ción y 

reciclamiento (f\.feager. 199 J ). 

Como se mencionó nntes. Ja cadena a tiene un tiempo de vida media largo. en 

relación con el rcciclam.icnto de esta subunidad después de Ja intcmaliz.ación. Además. 

es posible que Ja trunsJocación de Ja lL-2 o el complejo IL-2/RIL-2 al núcleo puede: 

regular Ja transcripción de varios genes. como ha sido sugerido para otros factores de 

crecimiento. en el que se incluye Ja prolactina (Duprcz. 1992). 

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

Durante Ja década pasada se descubrió que algunas interJeucinas y otras citocirulS 

eran expresadas por una amplia variedad de células. ejerciendo efectos f"uncionaJes en 

diferentes poblaciones celulares y regulando imponanres interacciones entre 

componentes celulares del sitema inmune (Dignass, J 996). 
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La IL-2 ha sido considemda como un producto especifico de linfocitos T y líneas 

celulares T .. inducidas por antígenos o mitógenos (Smith. 1988). Sin embargo. linea.o¡ 

de células B estimuladas con _,·1ajilococu.s aurt•uns aumentlln la síntesis de IL-2 )' sus 

transcritos. así como de moléculas semejantes a la JL-2 que han sido dc:mo:nrmias en 

C4!1ulas sincisiotrof"oblásticas humanas (ll..."lC'hm. 1989). Un epítopc semejante: a la IL-2 

ha sido también descrito en capa'i de qucrJtinocitos granulares de piel humana. Una 

molécula parecida a la IL-2, producidn. por células nervio~. tóxica para 

oligodendrocitos y asociada con la generación del sistema nervioso central taJnbién ha 

sido identificada (Eitan. 1992). Sm embargo. la presencia de AR.."'lm para IL-2 y 

la síntesis de IL-2 ha sido determinada por ELISA en miofibroblastos huma.nos 

despuCs de la radiación de tibrosis en pacienh:s con cáncer de mama (AliJCchc:. 1994). 

En células de mclanoma humano, en cultivos libres de IL-2 exógena 5C ha detectado Ja 

presencia de IL-2 en una locali;r..ación nUclco/nuclcolar, sugiriendo una producción 

autócrina de IL-2 por estas cClulas. En las células de melanoma GJ6 J. se ha observado 

que la IL-2 producida endogc:namente está involucrada en la regulación del 

crecimiento en dos etapas; primera. en la que se observa la presencia del RIL-2fl. 

segunda. disminución de lu expresión de la sullunidad P del RJL-2 y el marcaje 

núcJco/nucleolar de IL-2 cuando las células están en confluencia (AJiléchc, 1993). 

La locali7-ación núcleo/nucleolar de las cadenas P y y del RIL-2 en las células 

tumorales de carcinoma de mama. pulmón, colorectal y melanoma sugiere que estas 

células son capaces de producir IL-2 y que la IL-2 endógena puede unirse ul RJL-2fl 

expresado en Ju superficie de las células twnoralcs. Así mismo se ha observado que al 

adicionar un anticuerpo específico que bloquCa Ja cadena p del RJL-2 en estas células 

se observa unn inhibición de Ja prolif"crnción. Por esta razón se sugiere que la 

expresión de la cadena P parece ser necesaria para el crecimiento celular del tumor 

y que Ja IL-2 endógena puede estar involucrada en la regulación del crecimiento 
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tumoral. ya que se ha dcmos1raJu que csw 11.-:? es biológic•uncntc activa (AlilCchc. 

1993; Mc~1illan. 1995). 

Esta modalidnJ de c1h.>o.:inas producidas por cClula.s tumorales y su efecto sobre ellas 

mismas es de grnn imponancia. ya que durante muchos ui\os se han realizado 

difcrcn1es estudios con cÍ1'-">Cinas. '"".,~re todos :.u..¡uc11as con act1'I. 1dadc~ antitumoralcs. 

sin embargo. aqui se debe tener n1ucho cuidado ya que algunas citocinas tales como la 

lL-1. IL-6 y T'NF-a. pueden estimular directamente a las célula...;; tumorales y apoyan la 

teoría de la inmunofacilitación del crecimiento 1umoral (Ts.&u. 1987). Sin embargo. con 

el descubrimiento de que las célula.."> tumoralc~ nn linfoidco;. humanas son capaces Je 

producir dtocinas. existe la rosibilidad de una est1n1uladón autócrina del c.:rccimicnto 

celular del t\l.fTlor. lo cual conduce a man1cncr en el microarnhicnte tumoral la."1 

condiciones adecuadas para continuar con c..,ta pn1lifcn1ción (tri.11ki. 1'189; \\.'u. 1993). 

El efecto de In IL-:::! en cClu1as l' transformou.Jas o i..:clul;:L~ no hnfo1Jc-. incluye: 

cmnbios en la sensibilidad de la!> cC1ula!-> tumorales a otra..., citocinas, alteraciones en la 

expresión de molCculas de su~rti1..·ie taks como ICAf\..t-1 o C!\.111-1 e inhibición del 

crecimiento de células de carcinoma ( Paciotti. 1 QXR) Trahajos previos han descrito 

un efecto dual de lL-:? en la expresión J.c IC A.!\.1-1 el cual depende del tipo y la 

densidad celular (l~laisance. 199.2. 1993) 1:n linea:-. cclul¡ucs de mclanoma. se ha 

analizado que la JL-:! causa una haJa expresión de K"""'.A!\.-1-1. por otro lado se ha 

observado que en otras células de mela.noma ~1ELP. la IL-:::! induce una sobre

n:gulación de JC A?\.1-1 y CD44. Este comportamiento puede reprc:scnt.a.r un parámetro 

que define la expresión de un fenotipo más n1aligno de n1cla.noma en comp:irnción 

con otras cClulas de mclanoma. La expn:sión incrcrnent.ada 1n \'l\.'O en melanoma por 

estas dos moléculas dc adhesión es con-.idcradu como un marcador de progresión 

metastásica El aun1cnto en la proliferación in \•irro e in vj\•o en las células de 

mclanoma puede ser debido a w1 efecto directo estimulador de IL-2 y una baja 
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secreción de una cilocina antiprolifcrativa como la IL-6 (lfan. 1996). 

El RJL-2 puede ser capaz Je responJcr a otros liganJos como la tL-2 (Kana.k.ura. 

1993; Grabstcin. 1994). Recientemente se ha enfocado ta atención c:n la posibilidad 

de que las células tumorales humanas no liníoides. puedan producir y responder a 

algunas citocinas. Ya que se ha demostrado que las interleuciruL'l tL-1 (a y P,) e IL-6 

estimulan la prolifCración de ciertas lineas celulares de tumores sólidos hwnanos in 

vitro. por otro lado. existen evidencias de que las células tumorales también pueden 

secretar ciertas citocinas como la IL-6. la cuaJ en células de carcinoma de riftón 

funciona como un factor de crecimiento autócrino (Tsai. 1987; Miki. 1 989; Lahm. 

1992). 

Algunas células de melanoma también secretan IL-2 modificando la expresión de 

moléculas de superficie (ICAM-J. CD44 y HLA-DR) involucradas en el 

inmunorcconocimicnto y progresión de mdanoma (Aliléchc. 1993). La adición 

cxógena y la producción in situ de lL-2. asf como de la sfntcis de otras citocinas como 

Ja IL-3. JL-6. JL-4. IL-7 y JL-9. que pueden interactuar con el complejo del RIL-2 que 

es reconocido por éstas. induce Ja íormación de otros complejos que contribuyen a 

generar situaciones biológicas. las cuales pueden ser favorables para el paciente pero 

desfavorables para Ja progresión del tumor. ya que; se ha demostrado que Ja adición 

exógcna de IL-2 a pacientes con mclannna induce Ja progresión del tumor hasta 

llegar a una metástasis (Han. 1996 )_ 

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

El concep10 inicial relacionado con la expresión restringida del RlL-2 funcional a 

ciertos tipos celulares. asf como especificidad de los componentes del RlL-2 ha 
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CUJnbiado recientemente. ya que se ha dcn1u!'otn1do 4ue el RIL-:? no es cxdusivo de 

células hcn1alOJ"K1yCticas o células non11<1lc!-i. no hcmatopn)éllcas, cnn10 las del páncreas 

y fibrohlastos de pulmón. Existen rcportc!<. dc la prcscncta del RJI.-:? en células 

neoplásicas tanto C'll lineas linfoides con10 ohtcntdas de tumores sólido!'- hum.tnos. La 

expresión de las cmJeru.Lo; u y [\ dd RJL-:! han sido refk1nada.s 1n \•itro 

fibrosarcomus humanos. fihrohlasto!'o de n1cdula ósea. pu~I. carcinoma de pulmón 

(Hcys. 1994), cáncer Je mama y mclanorna .... (Plaisancc, 1993; R1moldi. 1993~ llan, 

1996) y carcinom¡1 escmnosn de cahc;r.a y cuello (\l.'ci<lmann. 199:!, Yasumura. 1994)_ 

En c:l caso de las células tumorales se ha oh ... crvado una abundante expresión Je: la 

cadena p. del RIL-2 y muy haJa de la cadena u l Yasurnura. 1994 ). Por ~u parte, la 

cadena y del RIL-2 ha sido dctcctado en un 50~;. de lmca.. .. celulares de mclanoma y en 

lineas celulares de carcinoma de cabc.l'.a y ~ucllo ( \\'cidmann. 199~); de igual fonna se 

detectaron en cC-lula.s epiteliales intcstinalc-.. <Dig.na.. .... s. 1996). Fs intcrc~ante mencionar 

que en células normales como Ja.., de tihrohlastos de puln1ón y piel. que en cultivo 

suelen expresar la cadena u)' Cl del RIL-2. dc:o.puCs d..: alguna..., rcsi..:mhrn ..... l:!'Stas lineas 

ya no expresan la cadena a. 4ue parece ser un patrón d..: células en etapas de 

envejecímiento (Plaisancc. )99:!,). 

Usando anticuerpos especificas contra las cadenas ex y ~J del RJL-::? se ha dcmostra.do 

que en tumores malignos humanos de diversas histogénesis. las células neoplá..c;;ícas 

pero no el tejido normal adyacente expresan el RIL-2(1~ sin cm~argo. no se detectó la 

presencia dd RlL-2o. en dicha<;. células. Por otra panc, ademá..c;; de la expresión de tas 

cadenas o. y p del RIL-::? en célula!> tumorales. tamhién se ha detectado Ja presencia 

intracelular de JL-2 en tumores de pulmón, mama. colorcctaJ y rnelanoma.. lo cual 

indica que dichos receptores son funcional..:s, ya que permiten la internaliz.ación de 

citocinas (McMillan. 1995). 
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El efecto de Ja JL-:? snbrc células no hemnlopoyCticas parece ser diferencial. ya que 

ultas conccnlrncioncs inhihcn Ju proliCernciún en un SOo/co de Hncas celulares de 

carcinoma escutnoso de cabc;.a y cuello lanlo in "'ilro como in \.•i\•o. incrementando Ja 

sensibilidad Jel tumor al efecto citostático de otras cítocinas. este cfc.."Cto es bloqueado 

al utili7..ar un anticuerpo monoclonal especifico dirigido contra Ja cadena P del RH .. -2. 

En las lineas cclulan:s de carcinorna gástrico y renal se ha observado el mismo 

comporta.Jniento pero en este caso con bajas cuncentrJciones de JL-2 y en estas células 

el trala.J'nicnto con esta citocina también disminuye: Ja expresión de ICAM-1 y 

antlgcnos de MllC clase J (Wcidma.nn. 1992. Ynsumum. 1994). 

Las líneas celulares de cáncer intestinal. pulmón y mama incrementan su proliferación 

en pn:scnciu de IL-2. mientras que en melanoma Ja JL-2 no tiene efecto en la 

proliferación. pero si en la expresión de moléculas de superficie ICAf\.f-1. l\.1HC 1 y U. 

que son inhibidas aum.enlándose Ja expresión de CD44 (Okamoto. J 990; Ciacci. J 993; 

Katano. J 994 ). 

En las céluJus de melanoma que expresan tanto in "'ilrn como in "'ivo las cadenas a y p 
del RIL-2. en un 50o/co expresan bajos niveles de la cadena y (Plaisa.nce. I 993; 

R..imoldi. 1993). que al acUcionar JL-2 estabili7..a la expresión ARNm 

incrementando la unión (Bosco. 1994; 1-lan .. 1996). Así mismo. pn..~ios estudios han 

demostrado una respuesta compleja en células endoteliales de prepucio humano 

(Hicks, 1991 ). 

En Jos twnores sólidos que expresan el RIL-2 y que responde a IL-2 exógcnn. se ha 

observado que existen asociaciones entre las cadenas que Jo constituyen. Asimismo se 

han delenninado variaciones en su densidad que influyen en la formación de un 

rcceplor funcional o no. Jo cual se ve reflejado en su respuesta biológica y aquellos 

twnores pueden responder dircctanlcntc a IL-2 exógena que favorece Ja progresión 
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del tumor (Wcidmnnn. 199.:?; Ynsumur.1. 1994; Rcinc'-'.kcr. JQQS). l~a presencia de la~ 

cadenas ex )' I' del RIL-:? pueden proporcionnr la forn1ación de un pseudo-receptor de 

alta afinidad (Suganlllru. 1995). que puede responder de una mimcrn esponmnea ni 

estimulo de IL-2 (Fis:,. 5). 

Alternativamente, es posible que la unión de la IL-2 a la molécula P, del RJL-2 en 

carcinomas pueda estar regulada de manera difi:rcnte a la de células linfoides, esto tal 

vez debido a la estructura de la cadena f\. el mas prominente componente del 

complejo RIL-2. o a la falta de asociación de la cina...<w Juk 1 con la cndcna f\. que se 

sabe es necesaria para In activación funcional del RJL-2 (J\.tiyaz..a.ki. l 9Q4). 

.... 
Kd-IOpM 

jnlrrmedia 

Kd-lnM 

! l. 
-ft•I •cftal 

no dclrctablc 

Kd>IOOn:'\f Kd>lmM 

Fi¡:. .S. Afinidades y función de varios complejos de cadenas del RIL-:?. Los compleJOS del receptor de 
11-2 constituido5 en la superficie de células fibroblibticas por transfccción con tres gC"nes de las 
cadenas fueron examinados por su cap•cidad de transducción de scnales mcd1adu por la IL·2 )" las 
afinidades de unión a la IL·2 (Tomado de Sugamun., 199S). 
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Murcu T#!óru:o 

E.. ... posible que el comp1cjo RlL-:! que ~e c:>..prcsa en carcinomas hun1anos pueda 

fonnanc con las tres subuni .. laJcs dc~rita.s en 1.:élulas linfoides. o que contienen 

cadenas p altcradiL"i o c:adcna..'i y cxprc:s.1.1.Jas que evitan una activación normal de 

proteínas que están a.."ioci;ldas con diferentes elementos transductores de scftalcs. Se ha 

demostrado que la lL-.2 y otras citocinas como la lL-4. lL-7. IL-Q e lL-15. usan la 

cadena Ji del RlL-2 que se expresa en células tumorales para inducir su proliferación. 

En vista de las similitudes entre la lL-2 )' la lL-15. así como las evidencias de que esta 

citocina comparte el RlL-2(}. no puede descartarse la idea Je que la lL-1 5 puede 

utilizar las codcn.."l.S J\ o y en carcinomas humanos para inducir su proliferación 

{Johnston. 1994 ). 

La importancia biológica de ln prc~ncia del RJL-2 en células no hcmatopoyéticas aún 

no se esclarece. sin embargo. algunos estudios indican que la IL-:? cxógcna puede 

inhibir parcialmente el crecimiento de carcinomas como los de cahc7...a y cuello 

(Wcidrnann 1992). Et mccanisn10 del efecto u.ntiprolifcrativo mediado por lL-2 en 

células tumC'lr.iles que presentan el Rll.-2 no es claro (Lin. 1995). 
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En ~1éxico. et cancer ccrvicoutcrinu (CaCu) ocupa el pnmer hJgar dentro de las 

neoplasias tnalig.na!-. en la mujer. Su incidencia es 1nayor en grupo~ con c;1pacilhuJc:o. 

económicmnentc reducidas y de áreas suburbunas. A pesar de las. can1pai\as de 

detección oportuna. el diagnóstico se esln.blcce con alta frecuencia en estadios 

avanzados. por lo cual constituye un probh:rna de snlu<l püblaca. su frecuencia 

ascendente revela la necesidad de arnpliar la cohcr1.ur¡, de los programa~ n.tcionalcs de 

pn:,.·cnción y detección oportuna (llo!-.c..·ntx.-rg. llJQO}. l.a edad de las pa(.;tcntc~ c.·1n c~ta 

neoplá.sia aparentemente se en1.:u1..·ntra en de!-.ccn~o ya que se di<1gno..,t11.:a cáncer de 

cérvix. en mujeres c~tda ve? rnás jo ... enes au111entandosc .. u n1ortaliJad en este grupo. 

Con respecto a esto se ha sugerido 4uc la.s ncopla..-.ias que ocurren en el grurx-l de 

n1ujeres jóvenes J1flcren en tipo histulúgii.:o } compurt.unicnto h1ológic~1 d.: las 

lesiones dc.sarrollad;:L" en rnujcre-. posuncm1p.iusic<L'> (l_.;.l.l'can\l. l9'>tl/ Fnuc lt>'i 

factores de riesgo para el dc!>arrl1llo Je CaCu ~e cncuC"ntran la cd;:1d l\UC lluctúa entre 

35 a 70 ai'los. inicit.l Je rcl.acioncs ~cxu.1les a t.:n1pram1 edad, pronüscuidad sexual. 

higiene genital deficiente (inclu::.cndo a la parcia SC''.'..ual). U!-.O de anticonccpti"os 

orales. consumo de tahaco. dcfic1cnc1as nutriciunaks e 1nfcccH1nc~ gincculógicas 

frecuentes asi corno una n1ultip~1n .. lad /\. pc~.lr .. t..: todo~ estos facture,.,. el CaCu es una 

enfermedad progre!->1Va que !>C 1n1c1a cnn lc:-.un11.: ... dcno1111naú~1.:... .J1!>pl.1sias. 4uc 

responden al tratamiento n1~dico de primer nivel Je atención en un 85º/0 de:: los ca.._....os. 

una vez que el cáncer inicia. (cáncer 1n .\llU) le t.._"lnta de 1 O a :!O aJ\os para Cl"lnvcrtirsc 

en cáncer invasor. Sin embargo. no se tiene la infom1aciún clara acerca de los 

mecanismos de e~ape que presenta cstl.!' tipo de cClulas (Ro!>cnbcrg. 1990). Se plantea 

que puedan secretar factores inhihidorr.:s de la pro1ifcración y activación de linfocitos 

de sangre pcriféricu (LSP) e incluso que puedan competir p<._.,r factores de crecimiento y 

diferenciación de células efccton1s tal como la JL-2. 
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Ju1t1/it:<Jc,:16#t 

JUSTll'ICACION 

Hasta el momento se ha empleado In IL-2 en In inmunoterapia adoptiva experimental 

contra el cáncer; estu estrategia culmina una búsqueda casi centenaria en pos de una 

vía eficaz de utili7..oción del sistema inmune para destruir células cancerosa."i. J lasta 

aho~ pacientes con ucs o más tipos de cáncer como mclanon1as malignos. cáncer de 

rii'lión y de cólon que suelen ser muy rcsistenlcs a las tcmpias habituales han mejorado 

con la administración de la IL-2 en combinación con cClulas NK estimuladas por IL-2. 

La proporción de pacientes que han mejorado significativamente con la terapia es 

todavía baja. Si crnhargo, recientemente se ha dcmu~trado Ja presencia Jcl RJL-:! en 

células tumorales de cabcl'.a y cuello lo que ha pcrmitidl.., Jctenninar el efecto de IL-2 

cxógcna que actu.il en este tipo de células ncoploisicas inhihicndo o incrementando su 

proliferación (Kanakura. 1993 )_ Por lo cu.,I. la terapia con IL-2 no parece ser tan 

recomendable sin antes dch:rrninar si el tipo Je tumor expresa el RIL-2. 

Por esta razón. en el presente trabajo se pretende dctt!rn1inar la presencia del RIL-2 en 

células neoplásicas de carcinoma de cCrvix y el efecto en ta proliferación de éstas en 

presencia de IL·2 cxógcna. 
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lllPOTESIS 

Se ha demostrn<lo que la lntcrleucina-~ (lL-2) es una citocina que participa en la 

activación. diferenciación y prolifcradlin de linfocitos r. hntocltos B. células asesinas 

naturales (NK) monocitos y granulocllo~. quienes expresan el receptor para IL-2. una 

glucoproteína compuesta por uc~ cadenas: la p55-u de baja afinidad. la p75-f' de 

afinidad intcnncJia y la cadena p64-y qut: al unirse con las cadenas a(\ fornmn un 

complejo de alta afinidad. Asimismo. se ha demostrado que el receptor para IL-2 no 

es exclusivo de célul<L'> hcn1atopoyct1ca'.'>. ya que se ha detectado en célula....'i de origen 

no linfoide tanto normales como ncuplá. .. icas. cunlll es el ca~> de.· algun(.lS carcinomas 

de cabc;r..a y cuc11o en los cuales la presencia de este receptor 4\I unir'!'.C con IL-~. puede 

inducir actividad proHfcrativa o antiprulifcrativa. Por otro lado, recientemente nuestn> 

grupo de trabajo ha observado qu..: las cClul..i..-. de CaCu en prc~t:m . .:i~t de 11.-2 tienen 

una ma)·or proliferación después de S dic:L" de culti .. o. Por In cual <>upt..-incmos que las 

cClula..-. de CaCu podrían presentar d receptor p;un 11.-~ en su membrana, y de ser a..'i. 

al utili:l'..a.r anticuerpos dirigidos contra la:-. ~•1denas u y l\ dd receptor para lL-2 se 

podría inhibir la prolitcración de dit..:ha:-. ~dulas. Suponemos que po.J.ria prescntars~ un 

probable mccanisn10 de escape inmunológil.::(, uti 1i 7..ado por estas cCI u las. ya que 

posiblemente puedan ser reconocidas por el sistema inmune. pero al expresar el R1L2 

pueden competir por la citocin.a sintetizada por los linfocitos. en el microaznbicnte 

tu.moral. favoreciendo su proliferación desrcgulada. 
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OH .. JETIVO GF:NERAL 

Confinna.r el efcclo de diferenlcs concentraciones de IL-2 en la pmliterución de 

células epiteliales de cérvix nonnal y neoplásico. asf como determinar Ja presencia 

del receptor para JL-2 en células epiteliales de cérvix neoplásico. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Cultivar células de las líneas celulares tumorales CALO. INBL y epitelios nonnalcs 

de cérvix. 

• Determinar Ja concentración adecuada de medio condicionado de Ja Jfnca celular 

C63 para inducir proliícración celular en las lineas celulares tumorales CALO e INBL. 

•-Evaluar el efecto de IL-2 sobre la prolifornción de líneas celulares CALO. INBL y 

epitelios nonna.Jc:s. 

• Dctenninar Ja presencia de Ja cadena a y p del receptor para JL-2 en membrana y 

citosol de CALO e INBL. 

• Determinar el efecto de antkuerpos monoclonnles específicos contra las cadenas a y 

P del RJL-2 en la proliferación de las células tumorales CALO. JNBL y epitelios 

normales estimuladas con JL-2 e JL-15. 

• Determinar la competencia por IL-2 entre Linfocitos de Sangre Periférica Normal y 

células tumorales CALO e INBL. 
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MATERIALES'\:' M¡.:TODOS 

MATERIAi, BIOLOGICO 

El material biológico consistió de lineas celulares de carcinoma de cérvix CALO 

estadio clinico UB e INBL estadio clfnico IVO. Como fuente de IL-2 se utili7--6 la linea 

celular C63 transfcctada con et gene para sinteti7~r IL-2. Estas células pc:nnanecc:n 

crioprcscTVadas en el Laboratorio de Diferenciación Celular y Cáncer de la Facultad de 

Estudio Supcrion..~ 7...aragof...a, U.N.A.M. A~imismu. se utili:r..nron biopsias de cérvix 

normal provenientes de donadora.' sanas sin lesión par carcinoma de cérvix. 

proporcionadas p<.n el servicio de ginccologia del 1 tospitu.l General de 7_ona Troncos.o. 

l.M.S.S. Las mucstnis de sangre fueron obtenidas de donadores sanos. 

Las muestras de tejido normal fueron trasladadas al laboratorio en tubos de plástico de 

SO mi de capacidad (Falcon. U.S.A.) conteniendo rncdio de cultivo RPM1·1640 

(Sigma Chcmical Co. U.S.A.) (Apéndice 1). en una proporción del 90°/a más 100/o de 

Suero Fetal de Bobino {SFB) (llyclonc. U.S.A.). previamente desactivado (Apéndice 

2). el transporte se hizo en un recipiente con hiclu. 

Las células CALO, INBL y epitelios nornl.ale~ :-.e cultivaron en RPMI. suplementado 

con 100.-C. de SFA. los linfocitos de sar1grc periférica nonnal (LSP) fueron cultivados 

c:on medio RPMI con 20°/a de SFO y fitohcmaglutinina (PI IA). (Sigma Chemical Co. 

U.S.A.) ó 100 U/mi de lntcrleucina 2 rccumbinantc humana (hrlL-2} (Sigma Chcmical 

Co. U.S.A.). según el caso. Todos los cultivos fueron mantenidos en incubadora (Fonn 

Scientific. Division of Mallincrodt. lnc. U.S.A.). a una atmósfera de 10~~ de C02. 

temperatura de 37° e.,, un anlbicntc saturado de humedad. 
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Lu. densidad y viabiliudnd de lns células tumorulcs. epitelios normulcs (confluentes). 

asi como los LSP en cultivo fueron contud:rs en cñmanl de Neubuuer ( Anu:rican 

Ortical. U.S.A.) y evaluadas pt.1r exclusión con al'UI de tri pano (Sigma Chcrnicnl. Co. 

U.S.A.). (Apéndic~ 3). para ser utaliz.aJa...._ en los en~ayus posteriores y el resto se 

con.servaron en congelución por medio de la técnicu de crioprcscrvación. 

CRIOPRF-'iERVACION 

Con la finalidad de tener célula.o¡ disponibles de las muestras obtenidas de LSP. 1cjido 

epitelial y células tumorales para Jos subsccucnles experimentos. se utilizó la técnica 

de crioprcscrvación. la cual consiste en utifür..ar las células en fase exponencial. sin 

llegar a la saturación. fueron removidas de Ja superficie de Ja cnja de cultivo con 

solución salina de verscno (Apéndic:~ 4) me<lianlc pipeteo. después se procedió n 

lavar con medio de cultivo RPMJ. finalmente el botón celular fué rcsu.spendido en 

medio parn congelación el cual consistió en el c.u.c¡o de células nonnales y tumorales 

de IOU/o de SFB y IOU/o de dimetil sulfóxido (Sigma Chemical Co. U.S.A.). en medio 

de cultivo; para linfocitos se utiliza. 90'"/o de SFU más. lQQ/o de dimctil sulfóxido. Las 

células se rcpanicron en pcquci\a.s ampolletas (Cooke l...ah<1ratory Products. U.S.A) de 

1 mi y se congelaron primero a -70° C durante un período de 24-7:? hrs para 

posterionncntc ser introducidas en nitrógeno liquido a -1 <>OºC para su preservación 

indefinida. 

Para descongelar las células se s.acaron l.as ampolletas del nitrógeno líquido y se 

mantuvieron a lcmperatura amhiente por aJgunos minutos para ser descongeladas y 

antes de estar totalmente liquidas fueron centrifugadas a 500 g por 5 min. se desechó el 

sobrenadantc. postcriorrnente el botón celular se lavó dos veces con RPMI para 

eliminar residuos de dimetil sulfóxido. Después de esto. las células fueron cultivadas 

en medio de cultivo nuevo. 
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DISGRl-:GACIO!'J t\1ECASICA \' ENZl1\1ATICA 

Antes de procesar las n1ucstras. C:sta... ... fueron lavadas h:11n cundic1oncs de esterifiditd 

con una solución umortiguad('ra dt: li.•sfatn~ PBS e Pho,phatc Buffer Solution) 

(Apéndice 5). durunrc l S minen un baño Je agua a J7ºC. nmu:di;tt<tmcntc: después el 

tejido fue cortado con tijt.-ras en pc.·4uc11•'~ lroL"_o.,. de apn•,1m.:1d.an1cntc t-.:? n1m 1. Los 

fragmentos de tejido t-ucron colocados en un 111atra.1: Frien Mc:ycr conteniendo un 

agitador magnético en el que se udidonú trip~ina Tipo U (Sigzna Chcmical Co. 

U.S.A.). (Apé-ndicr 6) al 0.0::?5~/º· la d1...,grcgm;ión se rcaliL"ó a una tempcrJtUra de 

37ºC durante 45 min con una agitación con.<.li.Ultc. Dc">pués de este licm[l(_.., las cdulas 

en su.<>pcnsión fueron aisladas mediante pipeteo )' se lavaron J \. cccs con PBS 

mediante centrifugación a 600g duranlc 5 min. Finalmente las cClula.s se 

rcsuspcndieron en medio de cultivo adiciono1Jo con 1 Oº/o de SFfl y !'>e distribu)·cron en 

cajas de pclri con un volumen total Je 5 n1I para su pu:>terior incubación. 

ODTENCION DE LINFOCITOS 

En condiciones de esterilidad se obtubicron de 10-20 mi de sangre pcrifi!-rica de 

donadores nomialcs. mediante jeringa o tubo Ue Vacutainer 1000 X 16 mn1 (Becton 

Dickinson. Co. lJ.S.A.). conteniendo hcparina O. J mi a 1000 U/mi (RickcrcabfNCB. 

U.S.A.). Después la sangre fue centrifugada durnntc I O min a 500 g. para luego 

separar el plasma del paquete celular mediante pipeteo suave. 

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

del paquete celular. el lavado !>e realizó rncJiantc centrifugación a 500 g durante JO 

min para dcspuC!> dc:scchar el ~uhn:nadantc y rc~uspcndcr el paquete celular 

nuevamente en RPMI para obtener una mezcla homogcnca; después de esto se 

vertieron alicuotas de 5 mi de la mezcla en tubos contcniedo 2 mi de Ficoll Hypaque 
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(f\.1icr-olah. l\kxu.:ul. de 1.077 de densidad. que fueron ccncrifugm.lus durante 30 mina 

1000 g. Transcurrido c:stc tiempo. se scparon las hanJas de cClul•L'i n1ononuclcadas 

situadas en la intcrfa~ entre el paquete de er-ilrocitos y el medio Je RPMI. mediante 

pipeteo suave. Los linfl:k:ilos se luvaron tres veces con RPf\.U mediante centrifugación 

a 60 g durante 1 O min. Posteriomlenle estos fueron cultivados con medio RPMJ 

suplcmc.-ntaJo C'-"'" ~0~-0 de SFB y 100 U/mi de lntcrleucina-:? recombinanlc: humana 

(hrlL<.?> (Sigma Chcmical. Co. U.S.A.). en cajas de pctri con capacidad de 3 mi. 

DETERMINACION DEL PORCENTAJE ADECUADO DE 

CONDICIONADO (C63J 

MEDIO 

Para obtener el medio condicionado de la Unen C63 las células fueron cultivadas 

durante 7 días en RPMI en presencia de 20o/o de SFB. una vez transcurrido este 

tiempo el medio condicionado fue colectado y centrifugado paro eliminar células y 

desechos; postcrionnentc se concentró hasta 80 veces el volumen inicial con 

membrana de amicon con poro de 30 kDa. luego fue concentrada en un spced vac 

hasta secar completamente. el producto final fue rcs.uspcndido en PBS y diali7...ado t.."tl 

membrana de diálisis con poro Je 5 kDa (Spcctrum ~1cdical. U.S.A.) en PBS durante 

tres dias con cambios cada .:!4 hrs~ el medio ll.'.t.indicionaJu Jiali:......ado f"uc esterilizado 

con membrana de 0.22 µ. Postcr-ionncnlc parJ evaluar el porcentaje adecuado de 

medio condicionado concentrado (!\-tCC) a utili:;r..ar con las lineas de cérvi.x y linfocitos 

de sangre periférica normal. se rcali:L..a.ron cultivos de LSP normales en presencia de 

1.5%. 3o/o y 6'!~ de f\.1CC y J 00 U/mi de JL-.:! re...:ombinate (control+). los cuales fueron 

evaluados en su proliferación a los 7 días de cultivo utilizando la técnica calorimétrica 

de MTr en lector- de ELISA (BIOTEC ELx800) con una absorba.ocia de 570 nm. 



TECNICA COLOIUl\.IF.:TIUCA l>E :'\rrr. 

La proliferación celular de Linlt._.K'.:ito:-. <le Sangre Pcriféricn (LSP) y lineas celulares se: 

realizó con la técnica de MTr. Para ello se ~mbraron células viables. después de 7 

dias de cultivo se desechó d sobrcnadantc y las células se incuharon durante 3 hrs con 

SO µI de bromuro de 3-(4. 5-dimcliltia.zul-2-il)-:?.5 difcniltetrnLolio (M,I) (Sigma 

Chemical. Co. U.S.A.). El reactivo f\.tTr en:r_imñlicamentc reducido a fonna:l'.Jin {de 

color amarillo) por las células vivas fue.! extraído con :?DO µI de isopropanol (Sigma 

Chcmical. Co. U.S.A.). para disolver los cristales de fonnazan. Las placas fueron 

agitadas ligcnuncnlc dur..mtc 5 nlin. postcrionncntc se procedió a leer la solución 

obtenida a una absorbancia <le 570 nm en lector de El.ISA (UICYO~C ELxROO). 

PROLIFERACION POR INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA 

Esta técnica consitc en la incorpomción del nuclcótido timidina (marcado con 

tritio -3fl·) a los nücleos de las células en cultivo. de manera que cuando las células se 

encuentren en f"asc <le sfntesis. incorporen la limidinn marcada en la molécula de ADN. 

Cuando se ren.Ji7.a este tipo de evaluación es recomendable emplear cultivos celulares 

sincrónicos. con la finalidad de obtener una mayor rcprcscntatividad <le la población 

celular en Ja fa.."ic de síntesis del ciclo celular. Se eliminó el SFB del cultivo de las 

células CALO e INBL para obtener células sincrónicas. posteriormente se sembrMon 

2.000 cél/pozo después de 5 días de cultivo y a cada pozo se adicionó 1 µCi de 3H

timidina por mi <le medio de cultivo. Después de concluido el tiempo del cultivo se 

lavaron las células con PBS. y se adicionó a las células metanol (Sigma Chcmical. 

Co. U.S.A.) al 95o/o en PBS. duranlc :?O min. inmcdiatcmente se lavaron las células 

nuevamente con PBS. Después se agregó a cada cultivo NaOH (Sigma Chcmical. 

Co. U.S.A.) 400 mM para lisar a las células y liberar al ADN marcado. Se colectó el 
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ADN marcado con timidina trillada en filtros de fihra de vidrio a través de una 

cosechadora (BRANDEL. U.S.A.). la cual permite 11:1 l.;;n.·ado de la timiJina que se 

encuentra en d :-.obrena<lante Los filtros que contienen el ADN de la.-; células que 

incorporn.ron el isótopo fueron sccndos a tempcruturn wnbicnte y po:-.terionncnte 

colocados en viales pura centelleo u los cuales se les adicionó S mi de trisol o liquido 

de centelleo (Sigma Chcmical. Co. U.S.A.). con In finalídnd de wnplificur las lecturas 

del material incorporado. Los viale.s fueron evaluados en un contador de centelleo de 

emisión Beta (Occkrnan. U.S.A.). 

EVALUACION DE LA PROLIFERACION DE CELULAS TUMORALES EN 

PRESENCIA llE IL-2 

Las cinéticas de prolifer.u:ión se realiza.ron para conocer algunos pará.rnctros celulares 

como el tiempo de duplicación. latencia y Ja respuesta ante el estimulo de IL-2 de la 

población cclul3:1". 

Las células en fa.se exponencial de las lfneru;; CALO. fNBL y cérvix nonnal. fueron 

removidas del sustrato con vcrscno y centrifugadas a 500 g durante S min... 

posteriormente el botón celular f"uc resuspcndido en un volumen conocido de medio 

de cultivo suplementado para ser evaluadas. Una ve-r. dctenninado el número celular se 

procedió a sembrar 5000 células por pozo en placas de 96. en presencia y ausencia de 

5. 1 O y 100 U/mi de IL-2 (MCC). la evaluución de la proliferación celular se hizo por 

la técnica colorimétrica de M-r-T a partir de las 24 hrs de cultivo hasta 6 dfas. en 

lector de ELISA (BIOTEC ELx800) a una ahsorbancia de 570 nm. 
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LISIS DE CELULAS TUMORALF--; 

Se colectaron cClula.s en ÍllSC de confluencia (aproximadamente un 75º/t• del sustrato 

ocupado por las células) de las lineas CALO e INBL. lus ~>tones celulares se 

coloca.ron en tubos <le 1.5 mi con rus y se congelaron a ~ 7üºC hasta obtener botones 

con aproximada.mente 80 nlillones de céluloL"i. Postcnunncntc se descongelaron Jos 

botones celulares y se centrifugaron dur .. mtc 5 mina 14. 000 g par.1 desechar el PRS 

y adicionar 20-40 µUml de buffer de lisis y se dejó reposar durante 30 min. Después de 

este tiempo. el lisado se rcsuspendió 20 veces con jeringa Je insulina y se ccntrif'ugó a 

3. 000 rpm por 7 min. el sobrcnadantc fue recuperado y centrifugado a SO. 000 g a 

4°C durante 45 min y de esta manera se obtuvieron fracciones de membrana (boton) y 

citosol (sobrcnadantc) para poder ser separadas mediante electroforesis. 

ELECTROFORESIS (SDS-PAGE) 

El SDS-PAGE se realizó de ucuc..-rdo al método de Lcammlí, excepto que la 

concentración del gel concentrador utilizada fué de 4.5~0. Las concentraciones finales 

en el gel separador rucron de 0.375 !\1 Tris-l-ICI (Sigma Chcmical. Co. U.S.A.) (pH 8.9 

y 0.1% p/v de SOS y las conccntrÜ.cionc..~ de acrilamida usudas fueron 7.5º/o o 12.So/o 

plv). Los geles se polimcrizaron por Ja adición de 0.0S'Vo p/v de pcrsulfato de runonio 

(Sigma Chcmical. Co. U.S.A.) y tetrnmctilctilcno-diamina (TE~1ED). (Sigma 

ChcmicaJ,. Co. U.S.A.) para el gel de resolución ó 0.1 ~1, de cada catali;r..ador en el gel 

conccntradol'". La solución del tanque (pf-1 8.3) contenía 0.025 M Tris. 0.192 M de 

glicina. Se tomaron 1 5 µI de cada una de las fracciones de membrana y citosol en fases 

saturantes y en confluencia de las lineas CALO e rNBL y se: rcsuspcndicron en buffer 

deLacmli. 

Los marcadores pretei\idos utilizados fueron los siguientes: cadena pesada de miosina 
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(200 kOa). fostOrila.<iU B (Q7.4 kDa). albúmina (68 kDa). ovoalhU.min:i (43 kDa). 

anhidrasn carbónica (29 kDa). lac1nglohulina ( 18.4 kt:>a) y liso .• dmn ( 14.3 kDa). 

Tanto n las fmccioncs de l.:L"" células CALO e INBL. a.<>' como n los mnrcudores les fue 

adicionado 5 µI Je hufli:r de L.."le1ni SX y se procedió a hervir durante 5 min. La 

clecuoíorésis se rcaliLó con voltaje constante de 100 V por 2 horas en u.mi ccllnara 

vertical de electroforesis (Gibco. U.S.A). 

WESTERN- BLOT 

Las proteínas sep.arJda!.. mediante SDS·PAGE fuir..TOn transferidas a mcmbrann de 

nitrocelulosa según el mCtodo de Kyhsc- AnJersen. en un aparato de trnnsfercncia 

scmiscca... a corriente con..c¡ta.ntc de 100 mA dur.uuc 2 horas. El buffer de tran.."ifen:ncia 

contenia ::?5 mM Tris (Sigma Chcmical. Co. U.S.A.). 192 mf\..t Glicina (Sigma 

Chemicat. Co. U.S.A.). 20 °/o (v/v) metanol y 0.05~~ SDS a pH 8.3 (Sigma Chemical. 

Co. U.S.A.). La eficiencia de la transferencia se determinó mediante tinci6n de la 

membrana de nitrocelulosa con Ponccau S (Sigma ChcmicaJ. Co. U.S.A.) y destei\ida 

con agua destilada. La nitrocelulosa con las proteína .... inmobiliz.ada..c¡ se bloqueó con 

So/o (p/v) de leche semi-descremada en polvo en buffer TDS ( 150 mM NaCL 20 m?-.t 

Tris~ pl-l 7.5) (Sigma Chemical. Co. U.S.A.). durante toda la noche a 4ºC. Las 

membranas fueron incubadas con los anticuerpos anti·pSS (3 µg/ml) o anti-p75 (2 

µg/ml) (R&D Systems lnc. U.S.A.) en TBS-5o/o leche durante 2 hrs a temperatura 

ambiente. Las membranas se lavaron cinco veces con TBS durante 1 O minutos cada 

lavada y una vez con TIJS-5%:i leche. Se utilizó un anticuerpo secundario conjugado 

con fosfatasa alcalina diluido en TBS-5 .. /o leche incuhandolo durante 2 hrs 

temperatura ambiente. La membrana fué lavuda 5 veces como se indicó anteriormente. 

Después la membrana se reveló en 5 mi de buffer de fosfatasa alcalina ( l 00 mM Tris 

pH 9.5 100 mM NaCI. 5 mM MgC12 (Sigma Chc:mical. Co. U .. S.A.) conteniendo 
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0.8:? mg de 5-Bromo-4-cloro-)-indolil-fosfalo y 1.65 mg de n.;.ul de tc:trnzolio. J...a 

reacción se detuvo después de 1 S rnin Jnvando con aguu destiladu. 

PROLIFERACION DE CELULAS TUMORALES EN PRESENCIA DE IL-JS 

Las células CALO e INBL. a.si como de los epitelios nonnales en confluencia f'ueron 

separadas del sustrato con vc:rscno. las células viables fueron resembradas en placas de 

96. (5.000 céUpo7.o). estimuladas con 1. t O y 1 00 ng/ml de lnterleucina 1 S 

rccombinantc hu.mana (hrlL-15) (R&D Systems Jnc. U.S.A.) y evaluadas mediante la 

técnica colorimétrica de MTr u 1. 3 y 6 dias en un lector de ELISA (BIOTEC 

ELx800) a una nbsorbancia de 570 nm. 

Paralelamente se incubaron células viables de: ambas lineas cc:lularcs y se incubaron 

con 2.12 µg/ml de anticuerpo monoclonal dirigido contra la cadena P del RJL-2 (R&D 

Systcm.s Jnc. U.S.A.). en medio de cultivo RPMI para bloquear el 50o/D de Jos 

receptores presentes en las células tumor.des a 37ºC durante 50 min. Después de este 

tiempo. las células fueron lavadas con RP!\-fl y estimuladas con 1 ng/ml de hrIL-1 S) 

(R&D Systcms lnc. U.S.A.) y evaluadas con r-.tTT a 1. 3 y 6 días en un lector de 

ELISA (BIOTEC ELx800) a una absorbancia de 570 run. 

PROLffERACION DE CELULAS TUMORALES EN PRESENCIA DE IL-2 

Las células en confluencia de: las lineas CALO e INBL no estimuladas fueron 

separadas del sustrato con verseno. las células viables fueron incubadas 80 min a 

J7DC con RPMI y anticuerpos monoclonales anti-p55 a 3 µg/ml (Bochringcr 

Mannhcim Biochemi~ U.S.A.). anti-p75 p 3.4 µg/ml (R&D Systems lnc. U.S.A~) y 
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una comhinach.'m de: ambos anlk:ui:rpos p.ar..i hlnqucar el 80o/o de las cadenas e.e. y ll 
RJL-2. Después de eslc 1icmpo la...-. célula..."> f'uerun lavuda:-o con RPMI. Postc:rionnenlc: se 

scmhraron S. 000 células por po;.o en placas de 96. con mc:<liu de cultivo RPMJ 

suplementado con 1 Oo/o de SFB. Se utili..,....aron células no bloqueadas como control del 

experimento. 

Por otro lado. se utili7...uron células u las mismu.s condiciones mencionadas 

antcrionncntc y f'ueron estimuladas con JO y 100 U/mi de IL-2. Se utiJb .. ..aron como 

control células no bloqueadas estimuladas con IL-2 sin bloqueo de receptores y 

células no estimuladas y nn bloqueadas. La evaluación de Ja proliferación se rcaJÍZÓ a 

l. 3 y 5 dias con Mir en lector de ELISA (BIOTEC ELx800) a una abso..-bancia de 

S70nm. 

CO-CUL TIVOS CF.LULARF..S 

Las células twnornles CALO e INBL L"'ll f'asc de confluencia fueron separadas del 

sustrato con verscno. posteriormente se sembraron 1.000 células viables por pozo en 

placas de 96 con RPMJ suplementado con 1 O º/o de SFB y se incubaron durante tres 

días. después de tres dias de cultivo, se desechó el medio y única.mente se dejaron las 

células adheridas en el fondo del pozo. 

Por otro lado, se obtuvieron LinCocitos de Sangre Periférica normal (LSP) y se 

cultjvaron con en medio de cultivo RPMJ suplementado en 20 o/o de SFB y 

Fitohcmaglutinina (PHA) en cultivos de tres días para oblcncr poblaciones de 

linfocitos activados. Después de este tiempo Jos LSP fueron colectados mediante 

pipeteo y ..-esuspcndidos en medio de cultivo RPMI para determinar el número y 

viabilidad utilizando azul de tripnno. 
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Los ca-cultivos celulares ::.e reali/..aron ~mhn.tndo células tumorales y LSP. paru ello 

rueron sembrados 50. 000 linfocitos por pozo. en las placa.-. que conlcnían las: células 

tumomlC"s CALO e INBL adheridas en el fondo de los pozos con una relación: 

50.000 LSP: 1.000 células tumorJlcs. Se eslimulú con JO. 100 y 1000 tJ/rnl de ll .. -2. 

La evaluación se realizó n 7 y 21 días separando los LSP del co-cutivo presentes en 

el sobrenadantc evitando locar las células adheridas. poslcrionncnte los LSP fueron 

lavados con PBS y se evaluó Ja proliferación mediante Ja técnica de M-rr y se utilizó 

un lector de ELISA (BIOTEC ELx800) a una nbsorbancia de 570 nm. Cada 7 dfas se 

realizó un cambio de medio así como un nuevo estimulo de IL-2. 

Todos Jos ensayos realizados duruntc el presente trabajo se hicieron por triplicado y 

con tres repeticiones cada uno. 



RESULTADOS 

EVALUACION DE LA PROLIJo'ERA.CION DJ.: CELULA...~ DE CaCu 

ESTIJ\.1ULAl>AS CON IL-2 POR :\1EDIO DE INCORPORACION DE 

Tll\tlDINA TRITIADA 

Las inlerleucinas fueron caructerizndas como glicopmtefnas bioactivas secretadas por 

células linforclicularcs que estaban involucradas en la modulación y coordinación de 

diversas funciones de células inmunes (Mizcl 1989). Sin embargo. recientemente se 

ha puesto atención a la posibilidad de que células de origen no linf"oide puedan 

lanlbién ser capaces de producir y responder a algunas citocina.s. Mientras que células 

epiteliales no son capaces de responder a la acción mitogénica de la intcrleucina 2. se 

encontró que aquellas provenientes de varios tumores de tipo epitelial (tumon.."'S de 

cabc7.a y cuello de rii\ón y mclanomas) respondían a este: estimulo (Yasumura. 1994). 

Tomando en consideración que las células que conforman los tumores de CaCu 

uunbiCn son de tipo epilelial se consideró interesante evaluar si estas células eran 

capaces de responder n·Ja acción mitogénica de la IL-::!. para ello se utilizaron dos 

lineas cdularcs (CALO e JNBL) obtenidas a partir de biopsias de tumores de CaCu. La 

actividad mitogCnica fue evaluada u trJ.vés Je la incorporación de timidina tritíada por 

estas célula.'> después de cinco dias. de cultivo en presencia de 1. 10 y 100 U/mi de IL-

2. 

En ambas líneas celulares cncontr..unos inducción a la incorporación de timidina en 

presencia de IL-::? respecto a Jos cultivos control. Es interesante: destacar que Ja mayor 

inducción se presentó cwmdo se utili;;r..w-on JO U/mi y poca o nula con JOO U/mi (Fig!I. 

1 y2). 
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EVALUACION DE LA PROLlfoºF:RACION DE LAS LINEA...;; CF:LUl ... AR•.:..~ 

CALO E INBI. •:N J>Rl-:SF:NCJA DF: IL-2 POR EL l\-1F:TOD<> OF. 1\-1,.-,-

Es conocido que la im.:orpon.1c1ón de timidina por una céJulu indica que ésta entra a Ja 

fa.se S del ciclo celular y por tanto se infiere que se encuentra en un proceso de 

división. Sin embargo no siempre la incorporución de timidina se corrcJaciorui con 

proliferación celular. En con.secucncin para confinnar la actividad inductora de la 

prolifcr..ición de Ja IL-2 en nuc..-stras linea~ celulares sc procedió a evaluar por Ja técnica 

de MlT si el número celular numenwha. Por otro lado se efectuó una cinécica de 

inducción respecto al liempo (cadn 24 hrs por 6 días) pllrO determinar el tiempo 

necesario parn que la IL-2 inJLI.7~ su efecto proJifrmdor. En esta ocasión utilizarnos s. 
1 O y J 00 lJ!rnl de esta interJcucina ya que mediante In incorporación de timidina 

detectamos que a 1 O U/mi ésta era mayor que a 1 y 1 00 U/mi. 

Nuestros resultados indicnn que tal y como se espc...,-;ubn existe una inducción n la 

proliferación por Ja IL-2, sin embargo ésta se presenta ha'ita los 6 días de cultivo 

cuando Ja.s células no estimuladas llegan a confluencia. Consideramos que: no es de 

extnu1arsc que usando Ja técnica de f\.11r se haya detectado la inducción un día 

después que con incorpomción de timidina (Fig.'I. J y 2) ya que como füe descrito 

anteriormente. M-rr evalU.a celula....,. ya di\.·ididas mientr..ts que la otra técnica solamente 

la entrada u la fase S del ciclo ccJular. Es interesante mencionar que a la conccntmción 

de 100 U/mi Ja.s células lueron inhibidas a su prolifor.ición desde los 4 dias de cultivo. 

Por úhimo mencionaremos que es de llamar la atención que durante Jos primeros 3 

dias la IL-:! füc inhihidon1 aun a las concentraciones de 5 y JO U/mi presentándose la 

inducción hasta el sexto día (Fig. 3 y 4). 
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F'a. l. Prohfcrac1ón de cCluhu CALO <..."ull1\..ida.'i dur11111c- 'i d1,1 .. )' C"">lrmul.1da'i por 14 hn con I, 10 y 
100 U/mi dC' IL·.2. evaluadas rxlr mcorpuracll'tn de 11m1d1n;:11 1r111.sdo1 1-1 ma>ur prolifernc1nn $C obocnc 
al uuhz.ar 10 U/mi ce· celul.lll ,,'" e!>Umulo) 

Fla:. 2. Proliferación de cClulas INIJL Cul11vada'i durante 5 dia!> >estimulada!. pur 14 hrs cun l. 10 y 
100 U/mi de IL-2, evaluadas por incorporuc1ó11 de 11m1dma tntlad.1 La rnayur prulifcrar.:1on !>C observa 
coa 10 Utmt (C: Ululas sin estimulo). 
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f'1&. 3. Proliíeración de ctlulas tumorales CALO. La C"\laluación se realizó cada 24 hn. se estimularon 
con 5 (•). 10 (•) y 100 (mi) U/mi de IL-2. Ctlula.s no estimuladas(•). La mayor proliícrac::ión se 
presen1a con 10 U/mi 

- . - - - . - -
E~ :~=~~=~e: 

FI&- 4. Cinitlica de proliferación de cc!lulas JNBL. La e-valuación M: realizó cada 24 hn. se cstUnularon 
con S (+). to <-> y 100 (IS) U/mi de IL-2. Ctlulas no cslimula.das (•). La ma:yor proliícración se 
presenta con 10 U/mi de IL--2. 
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R#'.fUltudus 

DETEIU'tlNACIO:"i DE LA PltESENCIA DE l..AS CADENAS c.r. y p OF: l..l>S 

RECEPTORES PARA 1.A IL-2 (JUL-2) EN LAS CF:l..lJl...AS DE CAL<> E l!'IHL 

Al observar que las cdulas de lus lineas CALO e INllL present.an.1n n:spucst.a 

pwliferativa ante la presencia de IL-2 y solamente cuando llegaron a confluencia. nos 

sugirió que erJ en esta fase en la que se podrían expresar los RIL-2. Con la finalidad de 

evaluar Ja posible presencia de estos receptores ~ procedió a utili<l'..ar anticuerpos 

monoclonales específicos contr..1 las cadenas u. y P del mismo. Para ello se cosecharon 

células tanto en fase exponencial con10 satur::Ulte y se obtuvieron las frJccioncs 

enriquecidas de membrana y citosoL Las proteínas de ambas fracciones fueron 

separadas n1cdiantc SDS-P.l\.C.iE y reveladas por \\.'c~tcm-Rlot. Nuestros resultados 

indican que las cClulas de ;:unbns linca."i cxprcs.an RIL-:!. Sin emhargo mientras que en 

8.lTlbas se cncontrU expresada la cadena r\. la cadena u sólo se dctc1,;tó en INBL ( Figs. 

5a y Sh). Es interesante mencionar que aunque: wnhas cadena...""> fueron dctectadns en el 

citosol. la cadena P lo fue en la mcmbrd.Oa cc:lular. Pur último mencionaremos que tal y 

como se espcn1ha los Rll.-2 solo fueron detectados cuando las cClula.s se cncontrab3Jl 

en fase de saturación. 

INHIUICION DE LA PROLIFERACION DE LAS LINEAS CALO E INBL 

BLOQUEADAS CON ANTl-RIL-2 a y p EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE 

IL-2EXOGENA 

Una vez detectado que la cadena J3 del RIL-2 se expresaba en CALO e INBL. se 

procedió a cultivar las células en presencia de anticuerpos monoclonales espccificos 

contra esta cadena para evaluar si la proliferación inherente de estas células era 

dependiente de la activación de este receptor. ya que se ha demostrado que algunas 

células tumor.des de origen epitelial son capaces de producir lL-2. y que ésta pudiera 
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R.e.1u/1~~lu<J 

SC!'I" Ja na.zón JXll" l.t cual hayan m.J4uirido inniortal1dJd. Se: pn}f.;cdió p<ll" un lado a 

evaluur si produdan IL-2 c:omo pul" c."I 011"0 ~¡ Ja pl'"olifrración de éstas podía ser 

inhibida si se bloquc:¡¡ha la cadena expresada. Re~ultOO,ls del lahol'"atono cncnntl'"al'"on 

que en efecto las células de ambas Hne:L<i cclularc-. "'º" capaces de: pl'"odUcJr IL-2. sin 

embargo. nosotros encontramos que al hlt>quear 1n ••ilro Ja cadena f1 del RIL-2 con 

nnticucrpos monoclonales cs~cUicos se inhíhiil la pl'"olikr-Jción de solo las células 

CALO (Fi¡:s. 6 y 7). 

h 

2 ·' 

Fl¡:. S. Dc-1ecc1ón de las cadef14S u. y JJ del RIL-2 en células tumorJle.s de c.nrcmoma de cérvix. 
Frac;;c1ones de membrana y crlo">ol de las lineas CALO e JNOL fueron separadas po.- SDS-PAGE y 
analizados medianle mmunoblol (•) l.l cadena P del RJL-2 !>e detectó en 1. fracción de cnosol de 
células fNUL en ra..sc ~rurante. ;;:?: fracción de cuvsol de ..:o:!-lula.s CALO en fase saruran1e y J: fracción de 
membnuua de células CALO fase s.aturan1e. y (b) Ja pre~ncr01 1..k la caden.-s u del RJL-2 Unic.unen1e fue 
detectada en 1: JNBL fase salurante fracción de citoM>l. 
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Es de llamar In atención que aunqu"'· no puJimns Jctcctar Ja pre~cncia de Ja cadena u 

del RJL-:? cuando ~c- utili.l'..aron anricucrpos rnonuclunalcs anti-a. h1n1bién se: presentó 

una inhibición sc:m.:iuntc a la encontrada cnn anti-f\ (Fil:•. 6 y 7). Es más cu.ando se 

utili7..aron w1ticucrpos contra nn1hus cadenas en CALO la inhibición fue casi completa. 

lo cual nos ha.ce suponer que esta Ultima lfnea celular ha desarrollado una dependencia 

total de la IL-2 paru su prulif"cración. 

I 

ª o 
o 
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! 
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Fig. 6. Efecto de Anticuerpos monoclonales K>brc células CALO. Se bloqueó el 80'"J.i del RJ(....2a y p. 
Células no bloqueadas(•). células bloqueadas con a.nti·RIL-2a (•).células bloqueadas con anti-RJL-
213 t•J. célula!'> bloqueadas con anri-RJL-2a y anti•RJL-2p (•). 
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FJc. 7. Eíccto de anticuerpos monoclonale5 sobre cc!Julas INBL Se bloqueó el B°"'- del RJ1-2a. y RJL-
2P- Celulas no bloqucada.s (•), ctlulas bloqueadas con anti-RJ1-2P C-J. cé!lulas bloqueadas con an1J
RJ1-2a. <•>. cé!lulas bloqueadas con anti-RJL-2a y f) (•) 

El hecho de haber detectado inhibición cuanJo se utilizó anti-a., nos puede indicar que 

sj existe eJ receptor de IL-:? para esta cadena. pero que el Western-Blot no lo detecta. 

por lo que consi<lcra.rnos sería recomendable evaluarlo por otra técnica más sensible. 

Con la finalidad de evaluar si cJ efecto inhibidor de la proliferación asociada al 

bloqueo de las cadenas a. y P del RIL-:? era reversible mediante Ja presencia de JL-2 

exógcna ~ cultivaron ambas lineas celulares en presencia de 1 00 U/mJ de este [actor. 

Nuestros resultados muestran que existe inhibición de la proliferación de wnhas lineas 

celulares aún en presencia de umbos anticuerpos y con altas concentrncioncs de [L-2 

(Figs. 8 y 9), al igual de lo que sucede cuando células de sangre perifürica nonnalcs 

son utili7.ada~ (t~ii;:. 1 O). Sin cmhargo es interesante comentar que cuando se cultivaron 

las cdulas en presencia de amhos anticuerpos la inhibición Je [NIJ14 fue total (Figs. 8 y 

9). Es de Jlamar Ja atención que cuando no estaba IL-2 cxógcna la Jinca ccluJar que era 

inhibida complclamcnte por Ju presencia de ambos anticuerpos er-..i la CALO. 
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Fl&. 8 Efecto de 10 U/mi de lt-2 sobre cClulas CALO. Se bloqueo el 80%. dc:I RJL-:?a y RlL-211. 
~lulas no bloqueadas )' ~•muladas (•). cCluhu no bloqueadas y no esumuladas (•), células 
bloqueadas con an1i-RJL-2a y cstunuladas <•>. cClulas bloqueadas con anti-RJL-2P y estimuladas~. 
«lulas bloque.das con an1i-RJL+:?a y 11 y estimuladas (•). La mayor prolifcnaci6n se observa en las 
c4!1ulas no bloque.das y cscimuladas. 

. . -·· 

Flc- 9. Efecco de 100 U/mi de IL--2 sobre cCJulas INBL. Se bloqueó el 80-At del RJL-2a y RIL-211. 
CClulas no bloqueadas y es1imuhuias (•), cClulas no bloqueadas y no estimuladas (•). cClulas 
bloqueadas con anti-RIL-2a y estimuladas(+). cClulas bloqueadas con anti-RIL-211 y estimuladas C-). 
úlulas bloqueadas con anti-RIL-:?a y P y cs1imuladas (•).Se observa que no elll.iste proliferación en las 
cClulas bloqueadas con ¡smbos anticuerpos al estimular con 100 U!ml de IL-2. 
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Fig. 10 Acl1Yu.J.ad rOlh.>gc:'n1c.1 de L.SP normaJe,. hlt><juC".1..l••'i con .11111 ... tu:rp<>'i 111<>nt•t.:lnn.1IC"s en prc-~enc1a 
de IL-2 L1o:>!io linfoc11ui fueron 1C"sl1111ulaJus cm1 100 LJ·ml de IL-2 (C Ct•nrro/) .. a1111-RIL-:?(l ~ ll.·2 (BJ. 
anti-RIL-~n + IL-2 (.A) Se ubs1C"n.<.1 un.1 n1,'l)ur ac11vac1ón n111oi;\"n1c.'1 en t•/ control 

LA CITOCINA IL-15 ES INCAPAZ DE INl>UCll( LA Pf(OLIJ'El-(..l\CION DE 

LAS CELUL.AS CALO E INIU~ 

Como recientcn1cntc se ha encontrado que las cadena....;¡ P del RJL-2 son reconocidas 

por la IL- J 5 y además que la cadena u del RIL-.2 es similar a Ja cadena a. del RIL- J 5 

se consideró interesante estimular a las c¿Julas CALO e fNBL con 1 L-15 para observar 

si esta citocina podría ejercer nlgUn cfcc10 proliferador. Con esta finalidad se 

reaJi7...aron cinéticas de proliferación tanto en cCJulas epiteliales nonnales como en 

células de las J incas CALO e INBL en presencia de 1. 1 O y J 00 ng/ml de JL-15 a J. 3 y 

6 días. 

Nuestros resultados indican que en nuestras condiciones de cul1ivo Ja JL-15 no 

presentó nctividad inductora alguna (Figs. 11 ª• 1 J h y 1 Je; J 2u, J2b y 12c). 
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Fi&. 11 a y JI b. Efecto de 1 y 1 O ng/ml de IL-15 en la proliferación de células CALO. Células 
tumorales no estimuladas (comrol negativo) (•), células tumomles estimuladas; (control positivo) (•). 
epitelios nonnalcs estJmulados e•> y células epiteliales nonnalcs no estimuladou (•).Se observa que 
las c:Clulas lurnontilcs estimuladas con las dos concentrac:1oncs de IL-1 S no muestran una n:spuesra en 
su proliferación. 
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Fiz. t lc. Efecto de 100 ng/ml de JL-1 S en la rroliferación de cll!lulas CA.LO. Cll!lulas nunons.Jcs no 
estimuladas (control negafrvo) (•). ctlulas tumorales ntimulada.s (control positivo) (•). epitelios 
normales estimulados <•l y cll!luhu cpnclilllcs nonnalcs no estimuladas <•>- Se observa que las 
cll!lulas rumoraJes estimuladas con las dos concentnlcioncs de JL-1 S no muestran una respuesta en su 
prolifenación.. 

---·• 
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/-
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Flc. 12•. Efecto de l. ng/ml de IL·IS en In prohferación de ctlulas INBL. Cll!lulas tumorales no 
estimuladas (control negativo) (•)_ ctlula.s tumorales estimuladas (control posifrvo) (•). epitelios 
normales estimulados (•)y ce lulas epiteliales nonnales no estimuladas(•). Se observa que las cc!lulas 
tumorales esllmuladas con IL-1 S no mucslrZln una respuesta en su proliferación. 
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Fía- fZb y lle. Efecto de: (b) 10 y (cJ 100 ng/ml de IL-15 en la prolffcración de Ululas INBl
<=ehdas nunorales no estimuladlu. (control ncgati\o'O) (•),células nunorales estimuladas (control positivo) 
(•J. cpitclios nonnal.:s csrimul.ados <•J y células cpitcliales nonnalcs no ~timulada.s C•J. Se 
observ• que l•s c~lutas tumorales estimuladas con las dos concentraciones de IL-15 no muestran una 
respuesta en su proliferación. 



R./'.'l:w/luJo.t 

EL DLOQUt:o PARCIAL nt: LA CAl>F.NA (\ 1>1o:L RIL-2 lNOl.lCE LA 

PROL. ... "ERACION DE CAL.O F. INDL. 

Es conocido que cuando se bloqucn un n:c.:cptor de superficie aparte de inhibir lu 

función asociada a este rcccrtor se produce una sci'\aliz.adón interna que en ocasiones 

activa a dicha cClula u proliferar, como es el caso del anti-C03 cuyo anticuerpo induce 

la proliferación de linfocitos (A;r.uma, t 994; Tarnum. 1995). En consecuencia en este 

traba.jo se cultivaron la.o;; célula.o;; de CA.LO e tNBL en presencia de bajas 

concentraciones de lL-1 5 y se bloqueó el 500/o de la cadena '1 del RlL-2 paro. evaluar 

su posible efecto inductor. En efecto, n bajas conccntrncionncs de a.nti-P encontnunos 

una significativa inducción a la prolifrmción de a.rnha."i lineas celulares (Figs .. 13 y 

14). 

..;,-;..=----- ---

Fi~ 13. Efecto de 1 ngtml de IL-15 en la proliferación de et-lulas CALO Se bloqueó el SO-/. de 
rrcepc.on:s pans. la cadena t\ del RIL-2. Células tumoral~ bloqueadas )' estimuladas \.9>, ctlul.as. 
wrnoralcs no bloqueadas y no cs111nuladas (control negiui .... o} (•), et-lulas tumorales no bloqueadas y 
estimuladas (conttol pos111..,o) ( •). Se obs.crva qu..: las et-lulas tumorales bloquead.as y estimuliuilu con 
11---15, muestran ur>a gran proliferación celular. 
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Ftc. 14. Efecto de l. nglml de IL-IS en la ptVlifcrac;ión de celulas INBL. Se bloqueó el SO'% de 
RCcptof"eS para la cadena (l del RIL-2. Ctlulas tumorales bloqueadas y ~umulada.s (9). ctlulas 
tumorales no bloqueadas y no estimuladas (control neg,ati\fo) ( •). et lulas tumorales no bloqueadas y 
estimuladas (control positi\fo) (•). Se obsel'\fa que hu ctlulas tumorales bloquc•d&s y estimulad.u con 
11.-IS muestran una p1lll pn>liferación celulal'". 

CALO E INDL COMPITEN POR LA IL-2 EN CO-CULTIVOS CON 

LINFOCITOS CITOTOXICOS. 

Es conocido que linfocitos de sangre periférica (LSP) estimulados con IL-2 u otros 

tipos de mitógenos como la fitohcmaglutinina generan células asesinas naturales 

capaces de li.sar células tumorales de manera inespecifica. por otro lado también se 

sabe que en cocultivo de LSP con células tumorales en presencia de IL-2 se genera una 

alta inducción a la proliferación de linf'odtos T eitotóxicos (CTL"s) (Abbas. 1994). 

Con la finalidad de: evaluar si las células de CALO e JNBL a través de sus receptores 

para IL-2 son capaces de inhibir la proliferación y citotoxicidad de CTL"s. se 

cultivaron I.SP hctcrólogos de donadores normales en cocultivo con CALO e INBL en 

presencia de 1 O y l 00 U/mi de esta citocinn por 21 dias. 
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Nuestros resultados indican que aunque los l..SP de donadores normales tenfan en un 

principio la facultad de lisar totalmente: las células tumorales (Fi2~. 15 y 16). al cabo 

de 21 dfas de cocuhivo se redujo tanto la citotoxicidad de estos LSP (Fitt-•· 17• y IH•). 

así como su inducción a la proliferucibn (l•~ip. 17h y IMh). lo cunl indica que es 

probable que las células tumoraJes estén compitiendo por la IL-2. Por Ultimo para 

evaluar si esta competencia podría ser superada si se adicionaba una mayor 

concentración de IL-2 en nuestros cocultivos. t.wnbién se rculi;r.aron ensayos con 1000 

U/mi de IL-2. En efecto encontrarnos que a altas concentraciones del factor aumentaba 

un poco la citotoxicidad de estos CTL ·s y en grnn medida la proliferación de los 

mismos (Fip. 1 7b y l llb). 

j 
- - 1 

·---------------~~¡ 
-----~-~~~~ 

Flc- 15. Prolifcnu:ión de CALO en ca-cultivo. Los LSPN fueron co-cultivados en presencia de c.!lulas 
tumorales durante 7 dlas con ID. 100 y 1000 U/mi de 11-2. (C: úlulas tumorales con 10 U/mi de IL-
2). No se observa p...olifenac:ión de las c.!lulas tumonalcs • las diferentes concentraciones de IL-2 
utilizadas. 
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Fig. 16. Proliíeración de INBL en co-cuJrivo. Las cc!fulas fueron co-cullivadas con 1-SP normales 
durante 7 dfu con ID. 100 y 1000 Ulml de IL·2. (C: cc!lulas rumornle.s con ID U/mi de 11-2). No se 
observa prolifefltción de las cc.Hul.iu tumorales a las difercmcs concentraciones de IL--2 urilizndas. 
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FI¡:. 17. Cu·c11lt1vus de célul.1s 1umurJles con lmfrn,::1tu ... (11) Actn•idad muogénica de LSPN. (h). 
re!!.puesta prolifcro:uiva de células CALO. e"·aluaJas. por la 1écn1ca del fl..11-1" Los LSPN fueron co
cul11vados en presenci,;1 de células tumorales en culth·os Je 21 dlas -.:un 10, 100 y 1000 U/mi de IL•2. 
(C; LSPN con 100 U/mi de IL-2; C: células tumorales cun 10 U/mi de IL·2). No se observa 
proliferación tanto de linfocilos como de células lumuralcs. 
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Fig. IN. Co·culrivo .. de c:élul~ .. rumora/e., INIU. <:urt l1t1!.>c:1fn'lo. (;•) Af..l1vh.laJ 111llU!'.l."n1c;i Je l.SPN; (h) 
respuesta prollfora11v;1 de c:élul." ISBL. c"1o-;1lu;iú;1<;; por n1cú10 de IJ lccn10..:.t lk .,1 r-r ¡_.,..., l.Sl'N fucrnn 
ca-cul1ivados t."11 prr:!>cnc:111 de t;élul.1!> 1w11orale .. en 01lt1\U'> de 21 ,,.11.t:. <.un 10. IUO y 1000 U/1111 Je IL<?. 
(C: LSPN con 100 U/mi de IL-:!. C. células 1wnor.1lco;; con 10 U.'1nl de 11.·::"). No :.e ub!>crva 
proltfcración de célula<;; tumorales nr de linfocilo<;;. 
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DISCUSION f) .. _: RESl/LTADOS 

En la última década ha resurgido el interés pur estudiar el problema del cáncer desde 

un punto de vista innwn0Jógi1.:n con el propúsito de con<'JC'cr der•dles de Jos 

mecanismos de escape que prc~nlan dichas células. Estos estudios lwn proporcionado 

datos sobre las caractcrislicas de las célula.o; cancerosas que la"i distinguen de Ja.e; 

normales y que permite que: sean reconocidas por el sistema inmunológico. r....a 

investigación sobre Jos mecanismos de cvusión inmunológica de las células rumornJcs 

y la capa.cid.ad de muchos tumores para persistir. con.stiruyc actualmente un Clllllpo 

de estudio en el que destaca la caracrcri7 .... -idón de u.ndgcnos rumornlcs. la presencia o 

ausencia de moléculas de adhesión, n1olécuJ:.1.5 pn:sen1ador.LS de antígenos, así como el 

efecto de algunas citocinas, como las interleuc1na.o;, sobre la prolif'cnteión de células 

tumorales (Roscnbcrg, J 990). En partil:ular, la Jntcrkucina-2 (JI.-:!) es un.a citocina que 

estimuJa fa proliferación de Jiníociros ·r. células B. NK y n1onocitus (\.\'aldrnann. 

J993) a través de sus rcccplorcs (fUL-~) a nivel de membrana (Taniguchi. 1993). El 

RIL-2 esta cumpuc.-sto de tres e.u.den.as o suhunidadcs: u. f3 y y, que uf expresarse de 

manera dif'crcncial permiten 4uc se realicen combinaciones que dan como resultado 

un grado de afinidad baja.. inlcrrncdia (1 aJta con su ligando (The.,,.C. J 9<:)6). 

Rccicntcmenlc se ha dc:n1ostrndo que este reccpror no es exclusivo de células de origen 

hematopoyctico. ya que se ha detectado su presencia en células de origen no Jinf'oidc. 

como célula..-> tumorales epiteliales. en las cuales se induce o inhibe su proliíerución 

en presencia de IL-2 cxógcna (Ya...-.umura. 1994). 

En los J'"C'sultudos aquí presentados dcmostnunos que las líneas celulares de carcinoma 

cérvico-utcrino (CaCu) CALO e INDL responden de manera dffercncinJ u distintas 

concentraciones de 11.-2 cxógcna. ya que a altas concentraciones .se presenta una 

inhibición de la prolifc:ración, mientr.1s que con unu concentración baja responden 

positivazncntc, Jos resultados obtenidos con incorporación de tritio y las cinéticas de 
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prolifcntción nos cunfinnan c:->ro. aden1.ás indican que la rc~puesla a esta citocrna 

pW"Ccc estar en función dd licrnpo y !~1 conccn1ración tllili:.r.adi.1_ La.<> cinCticas de 

proliferación reali:l'.ada:-> muestran C.JUC' la línea CAL<l. estadio clínico llB. parece 

requerir de mayor ticrnpo para respon<lcr a 11 .<? mientr•L'i que la línea JNBL estadio 

IVA responde casi <le inn1er.Ji¡1ltl al estimuJo de la citocina. de tul mancru que el 

consun10 de JL-:? parece estar en tunc1ón del e ... 1.adHl chnico en donde la.' células en 

estadios iniciales ..:onsunien n1e110~ citncin~t 4uc aquella.-. en cstn.Jios ;ivan...,.ados. Sin 

embargo. creemos conveniente n:~ur e~tos cxpc..·rirncntos aumentando el nUmcro de 

mucsc.ra.s de lineas de CaCu en diferentes estadios clínkos pa.rn gcncr .. di?..ar nuestros 

resultados. Ahora híen dado que las cClulas nonnales no responden al efecto 

prolifcn1tivo de H.-~ y la.e;; tuznnrnle:-o s1. p<ldcm<ls sugerir que durante el proceso de 

trn.nsforrrmción neoplásica Ja..,. células tumorales de CaCu adquieren la caractcristic.a de 

responder al estimulo de IL-:! Por otra panc. '"ª tnn1arnos en cuenta que a mayor 

avance de la enfermedad la transfonnaciún ncnphbica es mayor. C'ntnnccs podemos 

esperar un comporta:nicnto pn.-,Jifcrativo <lifcrc:nte de acuerdo al c:o.tadio. 

Por otro Indo. el haher observado inducción a la proliferación con Jt.-2. nos sugirió 

que las cClulas de CaCu dehcrian expresar el Rll.-~. a trJvC:-. del cual ::.e estaria 

llevando a cabo la activación a la proliferación. Sin cn1bargo .. es interesante mencionar 

que: nuestros resultados indican que snlan1cnte la cadena f\ de este reccplor se expresa 

en la membrana celular. Tarnhic!-n. suponemos que podria estar presente Ja cadena u. ya 

que existe una adecuada respuesta prolit~·ratíva. Esta ~uposicinn ~e has.a en los 

resultados con experimentos de di~ociación y afinidad de unión a Ja lL-2 en 

fibroblastos humanos (Sugarnura. 1995). donde se <lhscrvó que Ja expresión de la 

cadena u sóla o unida u Ja y muestra una haja afinidad por la IL-2. y la cadena p o y 

solas no poseen afinidad de unión a ella. (Je la n1isma fnnna ha sido demostrado que 

las cadenas a y P forman un p~cudo-rci.:cplt._lr de alta afinidad que promueve una 

inadc.."Cuada transducción de scnalcs. Jo cual indica que no solamente Ja cndena p del 
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rcccplor pard IL-2 es importante. sino que también la cadena y se rcquicn; pard Ja 

transducción de sci1ales intn1cclularcs (Suga•nurn. 1995). 

Por Jo anees expuesto. las difcn:nci~ en la.'i crnct1c..i" de prolifcn1c1ón de las lineas 

podrían ser consecuencia de la unión de 11.-:! a ditCrcntes cadenas del H.JL-2. eslo 

explicaría porque JNIJL puede responde de una manera inmediata a IL-:! cxógen.a a 

diferencia de CALO. Además el ensayo del \\.'cslcn1-Blu1 en primer Jugar. confinna 

que Jas líneas celulures expresan componentes del Rll.-:! y en ~gundo lugar, muestra 

que dichos componentes tienen una Ji~tnhucicin d1tcrencial. aunque por el método 

de usa.do no se huya dctc..·ct.ado J;i caderJJ u en CALO. posiblemente por que la 

cxpn:siún de dicha proteína no es suficiente par.1 ~·r detectada por c!>ta técnica. ror lo 

que se n..-cornienda utili.,....ar mé1o<los ma.. .. scnsit:>lcs como el FACS o PCR para 

confirmar la presencia de est..t c¿1Jen~1. Por otro lado. tanto CAL<> como INBI. 

expresan la cadena Jl del n .. ~cp1or para IL-2. que por s1 sóla no es suficiente para 

desencadenar una respuesta prolifcrativu. u pesar de unir~ a IL-2 (V..'cidn'lann. 1992). 

sin embargo. esta cadena suele estar asociada a la cadena y con la cual forman el 

receptor de mediana afinidad que si <."S capa;. de inJui.:ir transducción de señales e 

inducir proliferación. Por tanto. dehido u que l..t cademl f\ ~oln no induce activación 

celular. nosotros suponemos que Ja cadena y dct>c e:.tar pn:scnte. asociada a la 

cadena p detectada en amba..-. lineas cduJan:s para <.lUC se pueda inducir 

respuesta prolifcr..tti va como la obs.ervada. 

Esta hipótesis se ve rcf<.>r-.z.acLt por los datos que muestran que CALO a bajas 

concentraciones de IL-2 prolitCra. Jo cual implica que debe existir cuando menos un 

receptor de rn'-"'diana afinidad p;u-a inducir c:.ta respuesta. Aunado u esto, la línea 

rNBL además de la cadena p expresa Ja cadena a. otro componente del RlL-2. Ja cual 

parecer encontrarse en una concentración abundante que Je permite ser detectada por 

el método de \Vcstcrn-UJot. En cslc caso dicha cadena al unirse a Ja cadena p puede 
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formar un pseudo n.·ceptor de ;;1lto1 alin1Jnd ..:onH1 ">uccJc cn tihh•01•1~tns ( Sugamura. 

1995). que no e:-. c.&lpaz Je inducir tn1n~ucción Je sc:i\alc~ udccu.ada. por lo ULnto, la 

proliferación ohsc..--rvad•t en nuestros ensa> os. podría ser el r-csultado de lu presencia 

de un receptor Je aha afinidad confurn1ado por ta.. .. tres cadenas. i\.dcn1ás. debernos 

considerar que esto es muy posihlc ya que se ha drmostrudo que la cadena .., guarda 

una gran n.sociación con la í\ ya que en los ensayos de precip1lnc1ón con anticuepus 

monoclonales C!>pccíficos el nnti-r\ precipita con otr..t proteína de 64 kDa (cadena"() y 

cuando se precipita la cadena y ap.arecc una protcina Je 75 kDa (cadcnu í\). Por lo 

cual, podemos pensar que en la...,. .,;¿tul~ de CALO e INAL esta presente la cadena y 

aún cuando no ~e detecto con el \Vc:-.tern-Blut. de lo contr..u-io no podriamos obscr"'ar 

respuesta proliferat1va alguna en la...., celulas tutnoralcs. 

Por tanto. es posible que el complejo rc~c:ptor de RIL-2 expresado en carcinomas 

humwios pueda estar constituido por tres suhuniJ .. u.ics o bien poseer cadenas P y y 

altemdas que impidan una adccu.adu tra.ns<lucdón de sci\alcs (Lin. 1995). Por esta 

raJ..ón los eventos de tranMJucción de sci\.ales mc:diaJos por el RIL-::! en las líneas 

celulares de carcinoma de cérvix dc:bcn ser investigados para esclarecer las vías de 

activación inducidas por IL-2 en este tipo de célula..<>. 

Ahora bien. los resultados de expresión del RJL-:! talTlhién po<lrlan correlacionarse con 

c:l estadio clinico del carcinoma dd cual pruvic:m:n las cClulas, pcn~a.ndo en que las 

células twnoralcs pueden utiliLar el RIL-:! paru competir por el ligando con los 

linfocitos. lo cual impediría que se lleve a cabo la generación de CTL 's. Si suponemos 

que en estadio llB como en CALO las cClulas se encuentran en fase de transformación .. 

en camino de convenirse en un tumor nletastá<;.ico. las células no requieren la 

presencia de un receptor de alta afinidad para poder competir con las células inmunes a 

diferencia de células en estadio tenninal como INBL, que como consecuencia de su 

grado de transformación maligna c..·xprcsa las dos cadenas del RJL-2 que les permite 
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fonnar el receptor de ult.a afinidm..I con el cual pueden consumir IL-2 eficientemente 

evadiendo el sistema inmunológico al competir por la IL-::! con los C-TI_s. de tal 

manera que las célulu..<i tun1nralc!o pueden i.:n:ccr a cxpcn~us de la..._ citocinas. en 

particular tL-2. pnlducida..'i por la!'> c¿.lulas inn1unocnn1pc1.:ntc~ y ¡L,¡ cnlonil'.ar otros 

órganos. 

Asimismo., pensarnos que las células. en estudios nvan7.aJos expresan. en rnembrJ.na. 

una mayor cantidud Je receptores de alta afinidad que les permite transmitir sci\alcs de 

proliferación aUn cuando lu lL-2 se encuentre c:n baja concentración. no ob~-umtc medir 

la densidad de los receptores debe: confinnarsc en trnbajus íuturos. Si esto es lo que 

sucede durante la progresión del carcinoma de cCrvix. podemos hablar de una 

competencia por IL-2 entre células tumorales y células inmunológicas. en donde las 

célula..._ tumorales tienen ventaja. ya que re4uicn:n una cu111..::cntración 1 O veces n1enor 

de lL-2 para proliícr.11' a dilCrcnda de los hnínc11ns. que re4uicrcn una conccnt.radón 

mayor. Ahora bien. si in vitro. las céluJa tumorales requieren entre 5-1 O U/mi de IL-2 

paru proliíera.r, csturian e ventaja sobre los LSP que en las mismas condiciones 

necesitan de l 00 U/ml de citocina. Por tanto. a pesar d.: que se ha demostrado que in 

vitro los LSP de pacientes con cáncer Je cérvix pueden prolif"erM y diferenciarse en 

condiciones controla.das (Rangcl. l lJ95 ). m \.'ivo podrían estar expuestos a diíerentcs 

circwtStancias como seria: l) que no exista una concentr.ición de citocina suficiente en 

el microambientc para que los linfi.K:itos T puedan difl."rcncia.rse. yn que las células 

tumorales la estarían utili7.ando para expandirse a cxpens..l~ de las citocinas secretadas 

durante la respuesta inmune~ :?:l que la población de linfocitos presentes en el infiltrado 

tumoral sea en su mayoria Th2 que se sabe produce citocinas como lL-1 O que controla 

negntivnrncntc la respuesta irununc celular; 3) que las células tumorales produzcan 

algún factor inhibidor que C'\o'Ítc la activuc:;ión de células inmunocompetentcs, y 4) a la 

posible producción de factores que indU7.can la apoptósis en linfocitos (Spits. 1992. 

Covcntry. 1 996). 
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La hipótesis de In competencia por la IL-:? entre LSP y célula .. de carcinoma de cé.-vix 

es de gran relevancia. ya que esto podrfa explicur p<>r que, si el CaCu es un tumor 

capaz de despertar una respucstn inmunológica especifica por su asociación a 

antigcnos del papiloma ·virus hum¡u10 (1 ll"V). progresa y se convierte en un tumor 

mctast.á..."iico (Brinton. J 9<)2~ Richart. 1 CJ93) por tanto st las células. de CaCu expresan 

las cadenas del RIL-:!, se poJrian presentar diferentes a......ociacioncs entre éstas y su " 

ligando induciendo diferentes respuestas hioh.'igicus. Pur esta razún. el carcinoma do 

cérvix no seria un buen cundid.ato para someterse u un tratamiento de inmunoterapia 

adoptiva.. yu que esta requiere de la admini~trnción de 11.-.:? via sistémica. para 

mantener la activación de las células citotóxicas. ya que se pueden tener efectos 

colaterulc.."'S como la toxicidad de IL-2, además de favorecer la progresión del tumor a 

expensas de la citocina.. tal como se ha reportado en pacientes con melanorna.., en los 

cuales la administración de IL-2 produce me1.á..."itasis (Han. 1 QQ6). 

Por otra parte. se ha reportado que asi como la lL-2. existen otras citocinas o factores 

de crecimiento que utilizan las cadenas P o y del RIL-2 par.i gener.i:r una respuesta 

prolifcrntivu o difen:nciadora (Carson. 1994; Giri. 1994). Esto se ha demostrado 

recientemente con lntcrlcucina-15 (IL-15). que es una citocina que tiene afinidad por 

las cadenas p. o y del RJL-2 y comparte algunas propiedades biológica.<i de esta 

citocina induciendo efectos similares en linfucilos (Grabstcin. 1 QQ4 ). Ocbid0 a que 11.-

1 S puede utili7..ar las cadenas P, o y del RIL-2 en células linfoiJcs activadas pensamos 

que esto también podria estar ocurriendo en nuestro sis1cma. por lo cual se probó el 

efecto de tL-15 sobre la proliferación de ambas lineas lineas celulares. Sin embargo. 

según nuestros resultados. la IL· 15 no induce proliferación de la.s líneas. Jo cual 

indica que no utili7..a la cadena I~ del RIL-2 que presentan las cctulas tumorales. Al 

utilizar un an1icucrpo anti-r:\. en presencia de IL-15. observamos un respuesta en la 

prcliferación. lo cual nos indicu que probablemente el anticuerpo este ocasionando un 

efecto mitogénico como el observado en linfOcitos a los cuales al bloquear la molécula 
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CDl con anticuerpos monoclonales esrecificos sobre ésta imJucc proliferación 

(Azumu. 1994; Tumuru. 1995 ). Dicha respuesta tainhién puede ser el resultado de 

alteraciones en las cadenas del RIL-2 en las. cClula~ tumomlc:s o hic:n a que la cadena 

p expresada en las células Je: Cu.Cu induzca la activación de: diferentes íntc:nnediarios 

de: la trnnsducci6n de scf'\ales en compnrnción n las vias activadas c:n linfocitos. Estas 

dos hipótesis se tienen que confinnar con estudios pustcriores en Jos cuales se 

identifiquen los complejos moleculares que se ai;tiv¡Ul por la unión de IL-2 a su 

receptor en células Je CuCu. 

Hasta el momento hemos demostrado la participación del RlL-2 en la prolifcrnción de 

CALO e INBL. no obstante. observamos que este efecto puede ser disminuido o 

totalmente bloqueado al utili:r..ar anticuerpos monoclonales dirigidos contra los 

componentes del RIL-2. El comportamiento de CALO bloqueada con anti-a. es muy 

interesante. yn que durante los primeros di.a.."> de cultivo en prc$Cncin de IL-2 no se 

observa prolif"crución celular, lo cual nos indica que a pesar de que no detectarnos por 

Western-Blot la cadena ex. éstn es sintcti:r.ada aunque en urnt concentración tan baja 

que la técnica no la puede: Jetcctnr. En eslc cm.o la cantidad de: anticuerpo usado es 

suficiente para bloquear totalmente la respuesta inducida [X"Jr este comix-.ncnte del 

receptor. impidiendo la proliferación cclula.r, sin embargo. este: ef"ecto no se mantiene 

a Jo largo del cns::1yo ya que se detecta prolifemciún celular a punir del día:?. lo cual 

sugiere que la cadena u también pucJc ser inducida como respuesta n IL-2 

internali:r..ada por el receptor de mediana nfimdad que s1.· forma con la cadena p. Esta 

suposición se basa en n:portc:s que indican que en linf"ocilos la cadena u es sintetizada 

c:n las primeras dos hrs después de su activación, por lo cual no podemos descartar la 

posibilidad de que el mismo proceso se lleve a cabo en esta línea celular (Duprcz.. 

1992; Fcrrer. 1993). 
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Por su pane. Jos rcsult.udos ohtcnidns con fNBL al bloquear Ja cadena a f"ueron los 

esperados ya que si clirnimunos w10 de los componentes del receptor de nlta afinidad 

Ja rrolifcrnción dc:bc dbminuir puesto cxisle una cJcficicncia pana que IL-2 se una 

cficicnten1enlc a su receptor. En este punto no dehc:mos olvidar que existe un :!00/o de 

receptor a libre que pue.Jc funnar con la cadena p (no bloquead.a) el l"C'CC:ptor de alta 

afinidad dando como resultado la prolitCración observada. Independientemente del 

posible papel que parece tener la cadena u libre sobre la proliferación de la.s células. 

debemos destac.ar la importancia de la cadena p en esle proceso y.a 4uc se observa una 

mayor pr-oliferación en amb¡L" líne•lS celulares al Moquear la cadena (3. este fenómeno 

apoya nuestra hipótesis de la presencia de la cadena y asociada a Ja P que puede fonnar 

un receptor de alta afinidad en estas células. en donde la cadena f3 reali7..a Ja 

transducción de Ja scnaJ activando la proliferación 11 bajas conccntrncioncs de IL-2 

(Fung. 1991; Takeshita. 1992). 

Por otro lado. al bloquear en runbas líneas la cadena a y p ohservwnos que CALO no 

muestra diferencias en ln.s cinéticas de proliferación obtenidas al utilizar cada uno de 

los anticuerpos por separado en presencia de IL-::!. no obstante. sin Ja presencia de ésta 

no existe respuesta. con lo cual se confirma que In capacidad de cSUls células pans 

responder a IL-2 es menor que la de INBL. que detiene su proliícrJción en presencia 

de ésta. lo cual sugiere que las cClulas tumor.ilcs dur..tntc su transfonnaciún maligna 

pueden volverse dependientes de IL-2. En este momento podemos plantear que 

INBL expresa de manera constitutiva Ja cadena Pe induce la expresión de la cadena a 

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

Las diferencias en Ja proliferación de las células bloqucudas con anti-a lo podríamos 

explicar en función de la densidad de receptores para ambas cadenas en este tipo 

celular. ya que al no ser detectada la cudena a.. nos índica que se expresa a un bajo 

porcentaje. no obstante es importante para la proliferación celular en ambas líneas. 
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BtBL!OTECH 

Pen.snndo que la cantidad e.Je W1ficucr-p.t1.,. urJli..-..ados fue suficiente para bloquear Jos 

receptores de t;al m¡meru 41uc fo cito~ina no pudtJ actuar. sin embar,go. ciumdo las 

células f"ueron c~timuJadéiS con ll.-2. hajv l•L'i nusn1<L" condiciones no ~ observó este 

cFet:to. por Jo cual estarnos en un pun10 en el que no encontrumos otra posible 

explicación a es1e comportamiento. por Jo que en trabajos f"utUTOS debemos realizar 

ensayos en Jos cuales se determine si es nccc'."'>.al"io que Ja. ... células se encuentren 

previa.mente activadas o en fase exponencial p.urd responder a IL·:?. (Armitagc. J 995; 

Wam::n. 1996). 

Aunado a esto uunbién debemos mencionar que las célula...'> de CaCu pa.n.~cn estar 

sintetizando IL·2 de manera endógena (datos no mostrados) ya que en sobrcnndanres 

de mnba.s líneas celulares ~ observó la presencia de IL~2. uunquc no se ha moslrado 

la concentración ni su acrh:idad bioJógicll, l(l cual scn1 parte de una futura 

investigación. L.a producción activa por parte de las células de CaCu no sería raro. ya 

que se a demostrudo que células de melunoma que presentan el RJL-2 también 

sintcti7.an JL-2 biológicamente activa (RimoJdi, 1993; AliJéche, 1993). 

Es conocido que el papel principal de II4-2 y otras citocinas es la activación y 

dffeTCnciación de células inmunes como la células T. que llevan a cabo importantes 

funciones efectora....- en inreccioncs virales. recha7.o de órganos y tumores. Asimismo. 

se sabe que Ja mayoría de Jos tumores suelen estar infiltrados por células T a,-:tivada.s 

conocidos como linf"ocitos infiltranrcs del rumor (TlL). los cuales deberían Uevdl' a 

cabo Ja lisis de las células tlUllorulcs lo cual no sucede debido a que en muchas 

ocasiones no se encuentran activados (Covcntry, 1996). Enrre las explicaciones que 

se han dado a eslc f"enómeno se encuentran: la dcsrcguJación de moléculas 

presentadoras de antfgenos (MHCJ en Jas células tumorales; inducción de: células 

supresoras; síntesis de Íaeforcs inhibidorcs por par1c de las células tumorales; follas en 

Ja expresión de JL-2 por las células CD4 Th2 o ~lb 1; producción de supresores de JL-2 
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(Mic:schcr. 1986; Spits. 1990; Covcntry. 1996). Pero hasta el momento no se contaba 

con dutos que demostrnrn.n que las célullL"' tumorales pudiCTun competir con los 

linfocitos T citotóxicos por citocituL"' necesarias paro despertar y mantener su 

respuesta efectora. No obsumte. estudios rculi.r~dos hace algunos ai\os con células 

twnoralcs Je carcinoma de cérvix en co-cullivo nutólogo con Linfocitos de Sangre 

Periférica (LSP) no indicnhan qul!' no era posible proliferar o generar células 

citotóxicas cspecUicus y en este t.icmpo se pensaba que las células tumorales podrían 

estar secretando ni medio algún fuctor inhibidor de Ja proliferación de los Jinf"ocitos 

(Monroy. 1 Q8R; Rangel. 1 Q9:?). Sin embargo. dcspuCs de los resultados mostrados en 

este trabajo surge una nueva hipótesis sobre Ja competencia por IL-:? entre células 

tumorales y linfocitos. 

Para confirmar esta hipótesis se rculi7.aron nueva.mente co-cultivos con LSP y células 

CALO e rNBL y los resultados obtenidos indican que en un pnmer contacto durante 

7 días entre células tu1nomlcs "·ivas con LSP se puede generar una gran n.."'Spucsta 

citolóxica de los LSP contr..t las cClulas tumorales, esto es debido a un reconocimiento 

inespecífico ixn célula.e; NK. macrófagos y monocitos que rcali7..u.n una actividad 

lítica sobre las células n:conocidas como extrañas (Abba..<i. 1994). 

Contrario a lo esperado. la evulu.ación de LSP a 21 dias muestra una disminución de: 

la población en ca.si un 50 °/o, y las células tumorales siguen presentes en el co

cultivo. lo cual nos hace ref'orz.ar nuestr.i hipótesis de competencia.. en donde las 

células tumorales crecen u expcn..~c; de la lL-2. mientras que las células citotóxicas 

especificas generadas no cuentan con suficiente IL-2 par.t mantener su proliferación. 

Es evidente que se requiere confinnar el consumo de IL-2 en los co-cultivos en 

particular en el primer tiempo en el que detectarnos que las células tumorales 

comicnz..rut a proliferJ.r. 
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Evidentemente la intbnnación descrita. en este trubajo es de ~run interés ya que 

proporciona información acerca de los posibles mecanismos que las células de 

carcinoma de cén.-ix utilizan para cra;cr u cxpcns.a.'i del huésped y escapar del 

reconocimiento inmunológico. por medio de un consumo de JL-:? cndogcna 

(producida por los LSP activados). que impide Ja diferenciación de precursores de 

células citotó:"(.icas encu.rgadas de la eliminación de céluln...<1 alteradas. Dado que las 

células tumorales en estadios tempranos parecen expresar solo cadena.'i del RJL-2 de 

baja o mediana afinidad. Ja.._ cdulas podrian presentar un crccin1icnto ca..'ii normal y aJ 

mismo tiempo ~rnlit.ír que dichas células indu.4".can una respuesta inmune generando 

CTLs Jos cuales cont.rolarian Ja progresión tumoral. Si esta idea se confirma daríamos 

una posibJc respuesta al por que este tipo Je tumor requiere de 5-1 O ai\os para 

convertirse en un cáncer invasor. además de proporcionar infonnación sobre Jos 

mecanismos de escape inmunológico del carcinoma de cérvix. 
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CONCLUSIO:-.ES 

• Las células tumorales CALO presentan la cadena Jl del RIL-2. Las céluhu 1urnoraJcs 

lNBL expresan la cadena a y Jl del RlL-2. con los cuales pueden f"onTtar un 

pscudorcc:cptor de alta afinidad. 

• Los n..~eptores expresados en las células CALO e INBL son f'uncionales debido a la 

respuesta observada en la prolifcrnción ante el estimulo de IL-2. 

• La presencia de anticuerpos monoclonales espedticos de las cadenas a y p del RIL-2 

inhiben Ja prolifc..'"Tllción de las células CALO e INBl- se sugiere dependencia de estas 

céluJ.as por JL-2. 

• L.ns cclulas CALO e INBL no proliferan ante el <.·stfrnulo de IL-1 S. 

• Existe competencia por IL-2 entre las células tumorales CALO e JNBL y Linfocitos de 

Sangre Periférica Nonnal. 
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APf:NDICt: 

I) PREPARACION l>EL MEDIO DE CULTIVO 

Se mide aproximadamente et 900.At del volumen fi11al requerido de agua destilada y 

dcsioni7.ada y se coloca en un recipiente de tamafto l.t más cercano posible u la medida 

del volumen final a pn:parar. La temperatura del a~:ua debe ser de 15 a 200ºC. Bajo 

agitación lenta y constante se adiciona el RPMl-1 f.40 (RPMI~ 1640 Mcdium Signui 

Chcm. USA) hasta su disolución. no de~ aplican; .. · calor al agua. Con un volumen 

menor al 5°/o del total de agua se enjuaga el paquct..: que contenga el Medio en polvo 

para remover cualquier tra7..n de este que hubiera quedado adherido y se adiciona al 

recipiente. 

A la solución ob1cnida se le adicionan 2.0g de Bicarbonato de Sodio o 26.Sml de 

solución de Bicarbonato de Sodio al 7So/o por eruta litro de volumen final de Medio a 

prcpa.rarsc. El medio en su presentación comercial contiene ya el aminoácido L

glutamina.. sin cmhargo. el cultivo de celular requir..·1 e de una mayor concentración del 

mismo. Por tal motivo. en esta etapa de la prr:paración se adiciona L-g.lutamina 

(Sigma. Chem_ USA) en una concentración 2 m:'-t. Para mnntener condiciones de 

asepsia el medio es suplementado con 1000 U/l'\l de penicilina (Farmacéuticos 

Lakesidc) y 1 mg/ml estreptomicina (Farmacéuth.·, •S Lakcsidc). La agitación es útil 

para la total disolución de estos compuestos. 

Se ajusta la solución a pH de 7.2-7.4 a 20ºC usanJ,, para este fin Hidróxido de Sodio. 

Se adiciona la cantidad de agua requerida para ....-ompletar el volumen final y se 

estcrili7...a la solución filtrándola con membnuws de poro de 0.22m. 
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Composición del RP~U-1640 

Sales inorgánica..."' Cunccnt.nacíón 

(gil) 

Nitrato de Calcio 41120 O. t 00 

SuJf"ato de Magnesio anhidro 0.04884 

Clon.uo de Sodio 6.0 

Fosf"ato Dibásico de Sodio 0.8 

anhidro 

Aminoácidos 

L-arginina 0.2 

L-asparagina o.oso 
L-ácido aspártico 0.20 

L-cistina 2HCI 0.0652 

L-ácido glutámico 0.02 

L-glutamina 0.300 

Glicina O.JO 

L-histidina 0.0IS 

L-hidroxiprolina 0.020 

L-i.soleucina.s o.oso 
L-leucinn o.oso 
L-lisina 1 ICI 0.040 

L-mctionina O.OJS 

L-f"cnilalanina O.OIS 

L-prolina 0.020 

L-scrina 0.030 

L-trconina 0.020 
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L-triptofano 

L·tirosina 

L-valina 

Vitaminas 

O.biotina 

Cloruro de colina 

Acido Fólico 

J\.1yo-lnositol 

Niacinamida 

Acido-p--Amino Benzoico 

Acudo-D·Pantotértico 

Piridoxina HCI 

R..iboflavina 

TiaminaHCI 

Vitamina B-12 

O-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 

S.958 
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2) t>ESACTIVACION OF: StJl<:HC) 

Se ton1a unn botella de Suero Fetal de Bovino (11}..:lonc. U.S.A.) y se coloca en ba;,o 

de ngwi a 1en1peratura an1bicnte para que ~ca dc!'iC• •ngelado. postcrionnentc se pa..-.a u 

un bafto de agua a 57ºC durante JO min. Con el propósito de eliminar algunas 

protcin.a .. «;; de bajo peso molecular con10 ~n la!'- proteínas del complemento. que 

pueden intcrf'crir al inhibir la proliferación celular de Jos cultivos. Postcrionnente es 

trnnsvasado en al icuotas de 50 mi par su mejor man..:jo. 

3) PREPARACION DEL COLORANTE AZUL llE TRI PANO 

Para pruebas de viabilidad. generalmente se cmplcl., una dilución del colorante Azul de 

Tripuno (Sigma. !\.1éxico). al O.J°A• en PBS, antes d..._· utili7..arlo. el colorante fue filtrado 

mediante el uso Je un filtro (\\!hat1nan. Engla.nd) d.:1 nUmcro 2. 

4) SOLUCION SALINA DE VERSENO 

Esta solución se empica para despegar células tumorales adherentes y funciona como 

un agente quclante que scc ucstra iones calcio y magnesio de las uniones cclulaccs. 

Para su preparación se pesan las siguientes sustancias: 

Tris base 

Cloruro de sodio 

Cloruro de potasio 

Etilcn-diwnin-tetro·acético (EDTA) 

3.0~g 

8.00g 

0.40g 

0.40g 
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Los reactivos se disuelven en 800 mi de agua hi<lc.:-.11lac.fo. se ¡ajusta el pll u 7.7 con llCI 

10 N y se alora a 1000 n1J Je ugua hidc-st1fad.1. 1.a -.oluciún se cstcrili;r..a por medio de 

autoclave n 20 lbs durante :!O minuh)~. 

S) SOLUCION Al\IOH.TIGlJADOIL-\. DE f"OSJ· A.TOS (PllS) 

Se usa para mantener las células en condiciones fi:-.iológicns estables durante períodos 

cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionad.a. por las sales de fosfato. Jos 

componentes se diluyen en un volumen final de 1 l11ro de agun bidestilad.o.. 

Cloruro de magnesio 

Cloruro de calcio 

Clonuo Je sodio 

Clonuo de potasio 

Fosfato monoácido de sodio 

Fosfato Jiácido de potasio 

O.lg 

O.lg 

8.0g 

0.2g 

2.16g 

0.2g 

El cloruro de magnesio y de calcio se disuelven c..•n tOOml de agua bidestilada.. Las 

sales restantes. por separado se diluyen en 800ml de agua bidestilada y después se 

adiciona los 1 OOml que contiene el cloruro de- magnesio y el de calcio. Se ujusta a un 

pH de 7.2 a 7.4 utili7.ando HCI 8N y se a.f"ora a un volumen final de 1000 ml. Esta 

solución se esteriliza por medio de filtros de membrana (Millipore) con un diámetro de 

poro de 22 µ. Ja solución se almacena a tempera1ura de 4°C hasta el momento de su 
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Apbrdic~ 

6) TRIPSINA 

La cn7ima tripsina es utilir..ada paru remover los .. ·pitelios normales adheridos de la 

cuja de cultivo. 

Para su prcpan1ción se pesan O.OSg de tripsina ) se diluyen en 100 ml de vcrseno 

estéril. La solución !.C conservu en refrigeración hao;ta el momento de su uso. 

7) DETERMINACION DE LAS CINETICAS l>E PROLIFERACION 

La cinética de proliferación de las células twnor.ilcs. epitelios normales y linf"ocitos 

fueron evaluadas mediante una regresión cxponem.·iaJ o semilogarftmi~ aplicando en 

la fase de proliferación cxponencinJ. En esta 1as.c de crecimiento se propone la 

siguiente ecuación: 

y-cdx 

Como sugiere el nombre exponencial. la variable independiente x aparece en el 

exponente. transformundosc: a Ja siguiente ecuación. 

log y = Jog e + x log d 

si: 

logc-a y logd ... b 

entonces sustituyendo en Ja ecuación queda: 

Jogy-a+bx 

Esta es la ecuación lineal en Jog y y en log x. la cual es una función scmilogaríunic~ 

de manera que si se llevan dos puntos a papel semi logarítmico se obtiene una recta. 
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Para lu dctcnninación del tiempo Je dohlujc. se.: toman 2 puntos de la línea recta 

obtenida en papel scnl.iloguritmico. en donde el scrumJo punto corresponde ni doble de 

la densidad celular del primen.,. y se dctcnnina11 los tiempos correspondientes. los 

cuales se restan. obteniéndose con ello el tiempo d~ doblaje. 

8) ANALISIS F-'<TAOISTICO 

Los resultados obtenidos en los ensayos cxpcnmentulcs fueron sometidos a dos 

pnJcbas cstadisticas. una denominada ANDEV A " anélisis de varian7.a~ que establece 

un valor medio denominado Gran J\.1cdia. con w •~1 distribución de los datos de una 

manera nomu1l y nos dice que tan alejados están)¡ .... , valores promedios de las muestras 

de nuestros ensayos con respecto a la Gnm ?\.h:d1a. lo que determina si la muestra 

presenta un comportamiento de d1strihución lh •nnal o no; la segunda prueba 

denominada Prueba de IJifcrencia Significativa :--tinima (DSM) de Fisher. se realiza 

cuando el análisis de varian..l'.a indicu que existe d1fcn:ncia entre las medias de dos o 

más poblaciones. indicándonos entre que pares de medias existe esta diferencia. 

La DS?\.1 se define corno la diferencia mínima qu..: puede existir entre dos medias de 

muestras signilica1ivamcntc diferentes. 
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