
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLÓGICAS

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

PAPEL DEL TGF-~ COMO PARTE DE LA ESTRATEGIA
DE CÉLULAS TUMORALES DE CaCu PARA EVADIR EL

SISTEMA INMUNOLÓGICO

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADÉMICO DE

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS
(BIOLOGíA EXPERIMENTAL)

PRESENTA

\ - .'!\ ;\- ~ •

<v~ ~\t:""A~ LÓPEZ MUÑOZ
S) . ....,,;;;«~'¡ilí I ~'IIlV (2..

r-«~ - ~o:-..,¡ ~~~' ~ C1;;¡ y •.,.. .. . -

DIRECTOR DE TE~: ' ~. , S~CHEZ SÁNCHEZ

" ~WIIio:;¡. .~ ., ' , ."

MÉXICO, D. F. oo:~~C'Ó" DICIEMBRE,2005

m.3S2 \Q3



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

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

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Ciencias F3iológicas 

Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez 
Director General de Administración Escolar, UNAM 
Presente 

COORDINACION 

Por medio de la presente me permito informar a usted que en la reunión ordinaria del Comité Académico del 
Posgrado en Ciencias Biológicas, celebrada el día 10 de octubre del 2005, se acordó poner a su 
consideración el siguiente jurado para el examen de grado de Maestría en Ciencias Biológicas (Biología 
Experimental) del alumno(a) LOPEZ MUÑOZ HUGO, con número de cuenta 97544119 con la tesis titulada: 
"Papel del TGF·B como parte de la estrategia de células tumorales de CaCu para evadir el Sistema 
Inmunológico)", bajo la dirección del(a) M. en C. Luis Sánchez Sánchez. 

Presidente: 
Vocal: 
Secretario: 
Suplente: 
Suplente: . 

Dr. Edgar Arturo Zenteno Galindo 
Dra. Martha Patricia Ostrosky Shejet 
M. en C. Luis Sánchez Sánchez 
Dra. Rebeca López Marure 
Dr. Edelmiro Santiago Oserio 

Sin otro particular, quedo de usted. 

Atentamente 
"POR MI RAZA HABLARÁ EL 

Ciudad Universitaria D.F. , a 

Dr. Juan u án 
Coordi r del Programa 

e.c.p. Expediente del interesado 

Edif. de Posgrado P.B. (Costado Sur de la Torre TI de Humanidades) Ciudad Universitaria C.P. 04510 Mexico, D.F. 
Tel: 5623 0173 Fax: 5623 0172 http://pcbiol.posgrado.unam.mx 



ESTE TRABAJO FUE REALIZADO CON· LOS APOYOS RECIBIDOS DEL 

CONACYT NÚMERO DE BECARIO 182454 Y DE LA DGEP UNAM 

DIRECTOR DE TESIS 

M EN C LUIS SÁNCHEZ SÁNCHEZ 

MIEMBROS DEL COMITÉ TUTORAL 

DRA. REBECA LÓPEZ MARURE 

DR. EDGAR ARTURO ZENTENO GALlNDO 



AGRADECIMIENTOS 

A los miembros del jurado 

Dr. Edgar Arturo Zenteno Galindo 

Dra. Martha Patricia Ostrosky Shejet 

M en C. Luis Sánchez Sánchez 

Dra. Rebeca López Marure . 

Dr. Edelmiro Santiago Osorio 

Al Dr. Ricardo Lascurain Ledesma por su valiosa colaboración en la 

realización del presente trabajo. 



dnu·~ 

~¿nu·~~~¿~~~~~~ 

dnu·~ 

ff~nu~.?¿~~n16~ 



RESUMEN 

INTRODUCCiÓN 

INDICE 

Cancer y cáncer cérvico uterino (CaCu) 

• Tratamiento del cáncer cérvico uterino 

Factores de crecimiento 

El TGF-~ 

• Síntesis del TGF-p 

• Transducción de señalés del TGF-p 

• Actividades biológicas del TGF-p 

El TGF-~ Y EL CANCER 

EL SISTEMA INMUNOLOGICO y EL CANCER 

EL TGF-~ Y EL SISTEMA INMUNOLÓGICO 

JUSTIFICACiÓN 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

HIPÓTESIS 

OBJETIVOS GENERALES 

OBJETIVOS ESPECíFICOS 

MATERIALES Y MÉTODOS 

RESULTADOS 

DISCUSiÓN 

CONCLUSIONES 

BIBLIOGRAFíA 

1 

2 

4 

4 

6 

7 

8 

11 

12 

15 

18 

21 

22 

22 

23 

23 

24 

30 

46 

51 

52 



RESUMEN 

las células tumorales secretan diversas citocinas que les permiten modificar su 

microambiente y generar condiciones para sobrevivir y proliferar, adquiriendo ventajas 

selectivas que favorecen su estado tumorigénico. En el presente trabajo se encontró 

que las células tumorales Hela provenientes de cáncer cérvico uterino (CaCu), 

secretan un factor con actividad inhibidora de la proliferación de células linfocíticas 

humanas (AIPClH), de naturaleza proteica y con actividad similar al TGF-~t El . 

tratamiento .del medio condicionado (MC) proveniente de cultivos de células Hela con 

un anticuerpo neutralizante contra TGF-~, bloqueó la actividad inhibidora de la 

proliferacíón en un 100%, sugiriendo que ésta citocina es la responsable de la AIPClH. 

El análisis de distrtibución del ADN a través del ciclo celular, la observación de cuerpos 

apoptóticos y la detección del Iípido fosfatidil serina en la cara externa de la membrana 

celular de las células linfocíticas al ser tratadas con el MC, revela que las células 

linfocíticas son inducidas a la apoptosis. Finalmente, se encontró que la subpoblación 

de linfocitos TCD4+ fue la mas responsiva a dicha actividad. 

ABSTRACT 

The tumor cells secrete cytokines that allow them to modify their micro-environment 

and to generate conditions to survive and to proliferate, acquiring selective advantages 

that favor their tumorigenic state. Presently work, was found that the Hela tumoral cells, 

coming from cervical cancer (CaCu), they secrete a factor with proliferation inhibit 

activity of human Iymphocytes,cells (AIPClH), of protein nature and with TGF-beta like 

activity. The treatment of the conditioned mean (MC) coming from cultures of Hela cells 

with antibodies against TGF-beta, blocked the inhibitor of the proliferation activity in 

100%, suggesting that this cytokine is the responsible for the AIPCLH. The analysis of 

the DNA distribution through the cellular cycle, the observation of apoptotic bodies and 

the detection of the fosfatidil serine in the external face of the cellular membrane of the 

Iymphocyte cells tried with the MC, reveals that the Iymphocyte cells are induced to the 

apoptosis. Finally, it was found that the TCD4+ Iymphocyte cells are the more 

responder to this activity 



INTRODUCCiÓN

CANCER y CANCER CERVICO UTERINO (CaCu)

El cáncer es una enfermedad genética producida por diversas alteraciones

en las que participan un conjunto de genes cuyos productos ejercen funciones

básicas como el control del crecimiento, la diferenciación y la muerte celular

(Darnell et al, 1993).

Las células tumorales presentan dos características que las distinguen de

las normales: se reproducen de manera descontrolada y son capaces de invadir y

colonizar tejidos y órganos distantes en lugares en donde normalmente no pueden

crecer, proceso al que se le denomina metástasis (Alberts et al, 1996). Para que

un cáncer pueda diseminarse por todo el cuerpo, las células de un tumor típico

deben ser capaces de disminuir su adhesión con sus vecinas originales, escapar

del tejido de origen, atravesar otros tejidos hasta llegar a un vaso sanguíneo o

linfático, cruzar la lámina basal y revestimiento endotelial del vaso para entrar a la

circulación, salir de la circulación en otra parte del cuerpo y sobrevivir y proliferar

en un nuevo entorno en el que se encuentren (Cavanee et al, 1989). Cada uno de

estos pasos requiere de diferentes propiedades que la célula debe adquirir; por

ejemplo, en una gran variedad de carcinomas la disminución de la adhesión a las

células vecinas depende de la pérdida de la expresión de la caderina E, una

molécula de adhesión entre células epiteliales, mientras que la habilidad de

atravesar tejidos parece depender de la producción de enzimas proteolíticas que

permitan degradar la matriz extracelular (Jiménez et al, 2003). Se ha demostrado

también que para que los tumores crucen la membrana basal, deben tener

receptores que permitan a las células adherirse a ella; esta capacidad que

adquieren las células tumorales de generar metástasis es lo que hace al cáncer

difícil de erradicar.

Dentro de los diferentes cánceres que se presentan, el CaCu ocupó el

primer lugar como causa de muerte por cáncer en México, con 41,326 casos

reportados por el Sistema Nacional de Salud durante el trienio de 1993 a 1995, lo

que corresponde al 22.5% del total de casos registrados y convirtiéndole en un
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problema de salud muy importante en nuestro país (Eifel el al, 2001). Este tipo de 

cáncer, aparece en la unión del canal cervical y del ectocérvix, que es el sitio 

donde las células pueden sufrir transformaciones por la acción de uno o más 

factores de riesgo, ya sean biológicos (mutaciones, virus, edad), socioculturales 

(escolaridad, hábitos de higiene) , e incluso factores medioambientales a los que 

todos estamos expuestos. Las anormalidades tempranas del cérvix, conocidas 

como neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) se diagnostican comúnmente en 

mujeres de entre 30 y 40 años de edad. Para que el NIC evolucione a CaCu 

invasor necesita de 8 a 20 años y en la mayoría de los casos se requiere de 5 a 10 

años para que las células transformadas penetren a la membrana basal del cérvix 

e invadan otros tejidos (Rommery, 1980; Lazcano el al, 1999). Una vez ocurrido 

esto, las pacientes que no han recibido tratamiento, o que no han respondido a 

éste mueren usualmente en un periodo de 3 a 5 años. 

Dentro de los diferentes factores que aumentan el riesgo de contraer CaCu, 

destaca la infección con el virus del papiloma humano (HPV). Los HPV son un 

grupo de más de 70 tipos de virus que pueden causar verrugas, o papilomas. 

Ciertos tipos de HPV pueden infectar los órganos genitales femeninos y 

masculinos, así como el área del ano. Estos tipos de HPV se transmiten de una 

persona a otra durante el contacto sexual. El término médico para las verrugas 

genitales es condiloma acuminado. La mayoría de las verrugas genitales se debe 

a dos tipos de virus del papiloma humano: el HPV 6 y el HPV 11 . S610 en raros 

casos éstos se convierten en cáncer del cuello uterino, por lo que se les llama 

virus de "bajo riesgo". Sin embargo, otros tipos de HPV de transmisión sexual han 

sido asociados con el cáncer genital ° anal, tanto en hombres como en mujeres. 

Éstos se denominan tipos de "alto riesgo" e incluyen el HPV 16, HPV 18, HPV 33, 

HPV 35, HPV 45 y otros (Massing el al, 1963; Phelps el al, 1988). Ciertos tipos de 

conductas sexuales aumentan el riesgo de una mujer de contraer una infección 

con el HPV como son las relaciones sexuales a temprana edad, tener muchas 

parejas sexuales, realizar el acto sexual a cualquier edad sin protección , entre 

otras (Me Nab, 1991 ). 
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Tratamiento del CaCu 

Un cáncer pequeño (llamado cáncer microinvasivo), puede ser removido 

totalmente mediante un procedimiento llamado biopsia de cono. En este tipo de 

biopsia, se remueve una cantidad mayor del tejido de cérvix. El tejido es 

examinado bajo un microscopio para ver si todo el cáncer ha sido removido. Este 

procedimiento puede hacerse en el consultorio del doctor, o en el hospital. Ya que 

existen tres clases de biopsias de cono, los síntomas y el tiempo de recuperación 

varia. Si el cáncer no puede ser removido por medio de la biopsia de cono, la 

mujer puede que tenga que ser sometida a una operación para remover el útero 

(histerectomia), para prevenir que el cáncer invada otras partes del cuerpo. A 

veces, los nódulos linfáticos en el área de la pelvis también son removidos. A esta 

operación se le llama histerectomía radical. Pero si el cáncer ha invadido otras 

áreas fuera del cérvix, el tratamiento usualmente es la radiación. (Tak et al, 1979; 

Prempree, 1982; Lazcano et al, 1999). 

Cuando el cáncer se ha vuelto invasivo, las posibilidades de sobrevivencia 

son casi nulas, sin embargo para que se de este proceso, las células tumorales 

tienen que escapar a los controles normales del ciclo celular, estimular la 

formación de vasos sanguíneos, abandonar el sitio de origen para implantarse en 

otros órganos o tejidos y desarrollar mecanismos que les permiten evadir la 

vigilancia del sistema inmunológico, todo esto lo logran a través de la adquisición 

de características especiales que les confieren ventajas selectivas sobre el resto 

de las células del organismo, y en donde las citocinas y faclores de crecimiento 

juegan un papel fundamental. 

FACTORES DE CRECIMtENTO 

Los factores de crecimiento se han descrito como reguladores de 

actividades homeostáticas fundamentales del organismo, destacando el grupo de 

las hormonas y el de las citocinas. No obstante, estas últimas, ejercen un mayor , 
espectro de actividades biológicas debido a que controlan funciones tales como 

comunicación, diferenciación, activación, migración, motilidad , inhibición y/o 

proliferación de varios tipos celulares; participan en importantes procesos 
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inflamatorios; en el desarrollo y mantenimiento de la respuesta inmune y la

hematopoyesis; en la comunicación neuroendócrina e inmunológica; en la

segmentación, gastrulación y organogénesis durante el desarrollo embrionario; así

como en la sustitución/reposición celular de tejido senescente o dañado (Mire

Sluis et al, 1998; Espinosa et al, 2001; Lagman, 2001; Chen et al, 2002). Tales

moduladores biológicos, ejercen su actividad de manera autócrina, parácrina o

endócrina; intervienen en una fase determinada del ciclo celular (por lo general en

la fase G1); comúnmente presentan actividad pleiotrópica, redundante y

sinergística; circulan por los fluidos corporales, tienen un tiempo de vida media

muy corta; y ejercen su actividad efectora sobre aquellas células blanco, las

cuales expresan en su membrana receptores específicos de alta afinidad (Alberts

et al, 1996; Bendzten, 1994; Santos, 1994; Abbas et al, 2000; Janeway, 2001). Es

también reconocido el importante papel que juegan las citocinas durante el

proceso tumoral , e incluso se ha demostrado que algunos tipos de cáncer

aumentan la secreción de algunas citocinas para favorecer su desarrollo (Wright et

al,1996; Scout et al, 1986) (Tabla 1).

Tabla 1. Citocinas que aumentan su expresron en algunos tipos de cancer

CITOCINA CANCER EN EL QUE HAN REPORTADO

IL-1 Carcinoma gástrico,

IL-4 CaCu , cáncer de mama, cáncer de ovar io.

IL-6 Carcinoma gástrico.

IL-S Cáncer de cabeza y cuello.

IL-10 Carc inoma renal, CaCu.

IL-12 CaCu , Carcinoma epidermal.

TNF-a Cáncer de mama, cáncer de pulmón .

VEGF Cáncer de cabeza y cuello , cáncer de ovario, CaCu.

FGF Cáncer de pulmón, carc inoma pancreático, CaCu.

EGF Cáncer de cabeza y cuello.

TGF-p CaCu, cáncer de mama, carcinoma gástrico, cáncer de ovario

"
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De entre la extensa diversidad de factores de crecimiento conocidos y de 

los que se sabe aumenta su expresión durante el desarrollo del cáncer, hoy en 

dia , el Factor de Crecimiento Translormante ~ (TGF-~), ha despertado un luerte 

interés debido a que es una de las principales moléculas en controlar importantes 

procesos fisiológicos celulares entre los que se incluyen la proliferación, 

diferenciación, sobrevivencia celular, migración , angiogénesis y regulación 

inmunológica , además de que ciertas alteraciones en su vía de transducción de 

señal se han asociado a fenómenos de proliferación e inhibición en diversos tipos 

de cáncer (Elliot el al, 200S). 

EL TGF-~ 

El TGF-p es considerado como un regulador general de las actividades 

celulares con múltiples electos biológicos, cuyo estudio ha permitido entender 

muchos de los mecanismos que regulan las diferentes funciones celulares. La 

actividad del TGF-p lue originalmente descubierta en el medio condicionado de 

células de ratón transformadas con el virus del sarcoma murino de Moloney, en 

donde se encontró que el medio condicionado podia inducir adhesión al sustrato 

de tales células independientemente de su crecimiento (De Larca, 1978). Sin 

embargo, actualmente se sabe que es sintetizado por una amplia gama de tipos 

celulares y que es una citocina multifuncional. 

Se han descrito varias isolormas para el TGF-p denominadas TGF-p 1, 

TGF-p2, TGF-p3, TGF-p4, Y TGF-pS, las cuales poseen un 70-80% de homologia 

estructural entre ellas (K loen el al, 1997; Peralta el al, 2001 ; Kimura el al, 1999). 

Las isolormas TGF-p 1, TGF-~2 Y TGF-p3 provienen de células de mamlleros y se 

codifican en los cromosomas humanos 19q13, 1q41 , Y 14q24, respectivamente. El 

TGF-p4 se ha encontrado en aves y el TGF-pS en anfibios; adicionalmente se ha 

descrito el heterodimero TGF-p1.2 en plaquetas de porcinos (Bowcock el al, 1998; 

Fortunel el al, 2000; Peralta el al, 2001) . De todas estas la que más se ha 

estudiado y a la que se le refiere simplemente como TGF-p es la isolorma TGF

pI. 
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La proteina bioactiva del TGF-p consta de un homodímero constituido por 

un par de cadenas de 112 residuos de aminoácidos unidas a través de un puente 

disulfuro; presentando asi, una masa molecular neta de 25 kDa (Figura 1) 

(Meager, 1991 ; Karp, 1996; Margni, 1996; Fortunel, 2000). La masa molecular del 

monómero del TGF-p es de 12.5 kDa (Peralta et al, 2001). 

T~RII 

TGF-p 
, " T~RII 

dominios cinasa de treonina y serina 

Figura 1. Modelo que representa la estructura del TGF-Ih unido a sus receptores TIIRI y TpRII en la 

membrana celular. El TGF-p se constituye por un homodímero de 25 kOa unido por enlaces disulfuro que al 

unirse a sus receptores protelnas cinasas de lranina y serina de tipo I Y lipo 11 en la superficie celular, inicia 

su mecanismo de transducción de señal (Modificado de Yigong el al. 2003). 

Síntesis del TGF-p 

El TGF-p es secretado en forma inactiva o latente como una Pre-pro-TGF-, 

p de aproximadamente 390aa, requiriendo de un proceso de dos pasos que 

incluyen rompimiento proteolítico para convertirse en una proteína madura . Una 

vez que se ha sintetizado y procesado, el TGF-p es secretado por las células 

como complejos latentes carentes de actividad biológica. Se han descrito dos 

formas de complejos latentes, el "pequeño" y el "largo". En el complejo latente 

pequeño, una molécula madura de TGF-p se haya asociada por interacciones no 

cava lentes, con el dímero pro-péptido, llamado Péptido Asociado a la Latencia 

(LAP); en el complejo latente largo, LAP está unido por puentes disulfuro, a 
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proteinas que se unen al TGF-p latente (L TBPs). Las LTBPs confieren la cualidad 

del complejo TGFp-LAP-L TBPs de asociarse con la matriz extracelular, 

permitiéndole almacenarse ahí. Debido a que existen varias isotormas de L TBPs, 

la biodisponibilidad del TGF-p frente a sus blancos especificas, difieren entre los 

diferentes órganos, lo que sugiere que las L TBPs se regula por lo formación de 

distintos tipos de complejos largos (Fortunel et al, 2000). 

La activación extra celular de los complejos latentes del TGF-p y con elio, la 

adquisición de la actividad biológica, ocurre de la siguiente forma : La interacción 

entre el TGF-p y LAP es no covalente, por lo que puede ser roto in vitro con calor y 

acidificación. La liberación del TGF-p a nivel extracelular ocurre por el receptor del 

factor de crecimiento parecido a la insulina tipo II/fosfatasa-6-manosa (M6P/IGF2) 

(Buenemann et al, 2001). Otras proteasas pueden intervenir en la fragmentación 

del complejo TGF-p-LAP tales como la plasmina , trombina, transglutaminasa 

plasmática y endoglicosilasas, o por interacciones fisicas del LAP con otras 

proteinas como la trombospondina-1 (Verrecchia et al, 2002) . 

Transducción de señales inducidas por el TGF-p 

Existen tres receptores en la supercificie celular para el TGF-p , el TpRI , el 

TpRII , y el TpRlI1. El más abundante es el TpRlI1 y su función es facilitar la unión 

del TGF-p a la superficie celular y transferirlo a los receptores TpRI y TpRII que se 

van a encargar de la transducción de la señal, ya que él no interviene en la 

señalización (Frazén et al,1993). El TpRI Y TpRII son proteinas cinasas de 

treonina y serina que contienen un ligando extracelular, un dominio 

transmembranal y un dominio cinasa de treonina y serina citoplasmático (Figura 

1). Una vez que el TGF-p se une a su ligando TpRII, induce la formación de un 

complejo heteromérico TpRII TpRII (Cheifetz et al, 1987; López et al, 1991) . 

Formado este complejo heteromérico, el TpRII fosforila al TpRI activando su 

dominio cinasa y una vez activado reconoce y fosforila a las Smad2 y Smad3 

(Mire et al, 1998; Bristow et al, 1999; Padgett, 1999; Lin et al,1992). Las proteinas 
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Smad son una familia de factores de transcripci6n que tienen la habilidad de 

propagar las señales desde un receptor hasta el núcleo y que se han encontrado 

presentes en vertebrados, insectos y nemálodos (Massagué, 2000). Aclualmente 

las Smads se consideran como los sustratos de los receptores a través de los 

cuales, se propaga las transducci6n de señales del TGF-p (Vogel , 1999; 

Massagué, 200Q). Las Smads convencionalmente se han clasificado en tres 

distintas clases funcionales: La primera clase de Smads, consiste en aquellas 

encargadas de regular el receptor o R-Smads (Smads 1, 2, 3, 5 Y 8) las cuales son 

directamente fosforiladas por el TpRI sobre dos serinas conservadas en el 

extremo COOH-terminal. La fosforilación de R-Smads conduce a varias funciones 

en esta ruta: la liberación del complejo TGF-p-TpRI-TpRII-Smad, asi como de la 

proteina SARA [una proteina que recluta Smads hacia la membrana]; y estimula a 

las R-Smads a acumularse en el núcleo como un complejo heteromérico, con la 

segunda clase de Smads, las Co-Smads, teniendo como único miembro a la 

Smad4 (Kretzschmar el al, 1998; Attisano el al, 2002). Ya en el núcleo, las Smads 

se asocian con uno de los muchos sitios de unión del ADN , en el que varios 

cofactores transcripcionales, regulan positiva/negativamente la expresión de 

genes. En contraste, la tercera clase de Smads, las I-Smads (Smads6, y 7) , 

contrarrestan los efectos de las R-Smads, antagonizando así la señalización del 

TGFp generando un efecto negativo en la proliferación celular, por lo que una 

¡nactivación de esta ruta contribuye a la tumorigénesis; Smurf, por su parte, es una 

proteína capaz de unirse a las I-Smads facilitando su degradación por el 

proteosoma privilegiando la unión de las R-Smads con el receptor produciendo un 

efecto positivo (Figura 2), (Massagué, 2000; Attisano el al, 2002; Yigong el al, 

2003). A la fecha se han descrito diversas moléculas que intervienen en la 

regulación negativa del TGF-p, algunas de ellas se descríben a continuación: la 

inmunofilina FKSP12 se une al TpRI previniendo su fosforilación y de este modo 

inhibiendo su función aunque éste pueda seguir asociandose al TpRII (Chen el al, 

1999). SAMSI es una proteína transmembranal relacionada con la familia de 

receptores para el TGF-p pero que carece de un dominio cinasa intracelular. Esta 

proteína se asocia establemente con la familia de receptores para el TGF-p; sin 
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embargo no es capaz de translucir la señal, de este modo simula la dimerización

del TpRI y previene la formación del complejo receptor (Onichtchouk et al, 1999).

La Smad 7 por su parte, interactúa establemente con el TpRI activado previniendo

la asociación, fosforilación y activación de las R-Smads (Hayashi et al, 1997,

Nakao et al, 1997) STRAP es una proteína recientemente identificada que recluta

a Smad7 hacia el TpRI activado formando un complejo estable y previniendo el

acceso de Smad2 y Smad3 con su receptor (Datta et al, 2000). TRAP-I es una

proteína intracelular que se une al TpRI activado y previene su señalización

(Charge et al, 1998). Finalmente las mutaciones en diversas moléculas como

Smad3 y Smad4 inactivan la señalización del TGF-p (Xu et al, 2000).

Complejo ligando latente

Receptor
tipo I

Ligando
del TGF-¡l

Receotor tioo 11

' .

Co-receptor

Co-Smad

......

-."_. ,_. .-,._0"-" - ,_.._.._. ._..-'

En caveolas

Smurf

/

/
,;

I-Smad

Vía vesículas
de caveolina

Degradación por
el proteosoma

Figura 2. El TGF-p al unirse a sus receptores transmembranales, los induce a asociarse. El receptor tipo 11

fosforila el dominio cinasa del receptor tipo I el cual propaga entonces la señal a través de una serie de

fosforilaciones sobre las proteínas Smad. Ya en el núcleo, las Smads se asocian con uno de los muchos sitios

de unión del ADN, en el que varios cofactores transcripcionales, regulan positiva/negativamente la expresión

de genes (Modificado de Yigong el al, 2003).
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Actividades biológicas del TGF-p 

El TGF-p es una citocina multifuncional pleiotrópica caracterizada 

principalmente por su actividad anti-infiamatoria e inmunoreguladora (Richards el 

al, 1998). Se encuentra en una amplia variedad de tejidos fetales y adultos, asi 

como en el suero; las isoformas TGF-pl,TGF-PZ.TGF-p3, solo se encuentran en 

tejidos de los mamiferos (Kloen, 1997). Las fuentes celulares del TGF-p son : los 

linfocitos , los osteoblastos, las células endoteliales, los fibroblastos, los 

queratinocitos, las plaquetas, las células . de Sertoli, los macrófagos, las células 

leucémicas; en tejidos se encuentra en el pulmón , el riñón, la placenta y en el 

cordón umbilical y se halla en altas concentraciones en el hueso y el bazo 

(Meager, 1991 ; Mire el al, 1998). 

El TGF-p tiene acciones diversas y efectos opuestos dependiendo del tipo 

celular y condiciones microambientales; es capaz de inducir la proliferación , la 

diferenciación, la apoptosis, la angiogénesis, la producción/degradación de la 

matriz extracelular e inhibir la formación de placas arteroescleróticas (Bollar el al, 

2000; Fahey el al, 2001 ; Feldmann el al, 2002). El uso cHnico del TGF-p, provoca 

efectos adversos como fibrosis en la piel, higado, riMn y pulmón (Fahey el al, 

2001). Es un regulador negativo del ciclo celular por excelencia, en una extensa 

variedad de tipos celulares normales y tumorales frenándo el ciclo celular 

generalmente en la fase G1 (Alexandrow el al, 1995). Es un popente inhibidor de 

la proliferación de células de origen mieloide, actúa sobre los monocitos

macrófagos promoviendo su quimiotaxis e inhibiendo o estimulando la secreción 

de citocinas, suprime la hematopoyesis dependiente de IL-3 (Fortunel el al, 2000; 

Peralta el al, 2001). Paradójicamente, el TGF-p fomenta el crecimiento tisular y la 

morfogénesis durante el desarrollo embrionario (Chen el al, 2002). 

Adicionalmente, se ha descrito la capacidad del TGF-p de inducir la quimiotáxis de 

neutrófilos, eosinófilos, monodtas, linfocitos, células Mast y fibroblastos. 

Finalmente, se ha demostrado que las células mononucleares de sangre periférica 

provenientes de individuos infectados con el HIV (virus de la inmunodeficiencia 
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humana) , son capaces de sobre-expresar el TGF-p lo que resalta su poderoso 

papel inhibidor (Richards el al, 1998). 

EL TGF-p Y EL CANCER . 

En los tejidos normales los mecanismos que permiten a una célula entrar al 

ciclo celular y transitar a través de el hasta su división, dependen de un estricto 

balance entre las diversas señales estimulantes o mitogénicas y las inhibitorias 

que recibe de su microambiente. El TGF-p es una potente citocina capaz de 

producir señales al microambiente celular para que la célula se detenga en alguna 

parte del ciclo, contrarrestando de este modo los efectos que pueden producir 

diversos factores de crecimiento (Masague, 1998; Reiss, 1999). 

Una característica fundamental de la célula tumoral, es su habilidad de 

transitar a través del ciclo celular de manera independiente a los controles 

normales que le impone el organismo, sin embargo, esta característica no es 

suficiente para la transformación neoplásica , sino que se deben adquirir otras 

ventajas selectivas que les permita sobrevivir y en ese sentido el TGF-p puede 

representar un mecanismo importante para completar dicha transformación (Sporn 

el al, 1989; Markowitz el al, 1996; Beverly, 2001 ; Kim el al, 1999; Pasche, 2001) . 

A la fecha se ha demostrado que algunas líneas celulares infectadas con 

virus como el citomegalovirus y el HPV son directamente activadas por la 

presencia del virus a producir TGF-~ quizás como una respuesta fisiológica para 

contrarrestar los efectos de una proliferación excesiva (Corcione el al, 1993; Cupp 

el al, 1993; Michelson el al, 1994; Cayrol el al, 1995; Schultz-Cherry el al, 1996). 

Sin embargo, el virus le provee a la célula infectada ciertas propiedades que le 

permiten escapar a dicho control. Adicionalmente numerosos estudios muestran 

que la concentración del TGF-p en tejidos tumorales como en el cáncer de mama, 

carcinoma gástrico, cáncer de colon , cáncer de próstata y de endometrio, entre 

otros, es mayor que en tejidos normales y además esta concentración aumenta de 

forma proporcional con el avance de la enfermedad ( Travers el al, 1988; Walker 

el al, 1992; Kai el al, 1996; Picon el al, 1998; Merz el al, 1994; Gold el al, 1994). 
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Del mismo modo, el epitelio normal de cérvix uterino expresa la mitad del 

TGF-~ que un cáncer in situ y la cuarta parte que un carcinoma invasivo, 

sugiriendo que las células de carcinoma cervical van aumentando la secreción de 

TGF-p conforme se van transformando en carcinoma invasivo (Kloen et al, 1997). 

Esto sugiere entonces, que el incremento en la secreción del TGF-p en el cáncer, 

está directamente relacionado con la progresión del tumor y que de alguna forma 

le confiere ventajas selectivas sobre las células normales. 

Por otro lado, se han estudiado diferentes mecanismos a través de los 

cuales se podria explicar como el TGF-p podria proporcionar estas ventajas 

selectivas. Algunos estudios han mostrado que el TGF-p es capaz de aumentar 

las propiedades invasivas en algunas células, por ejemplo, las células 

provenientes de cáncer de mama que han sido expuestas al TGF-p in vitro fueron 

significativamente mas tumorigénicas que las no tratadas cuando fueron 

inyectadas en ratones desnudos (Welch et al, 1990) , del mismo modo Arrick 

(1992), muestra que en lineas celulares transfectadas con un vector que expresa 

TGF-p, se observa un incremento en la adhesividad in vitro así como el aumento 

del potencial tumorígénico en ratones desnudos (Arrick et al, 1992). Estos trabajos 

nos indican que el TGF-p es capaz de facilitar la invasión de células tumorales y la 

metástasis, no solo aumentando la adhesividad celular, sino probablemente 

inhibiendo la respuesta inmunológica (Figura 3). 
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Figura 3. El TGF-p producido por diferentes tipos célulares como las células T reguladoras (d), células apopl6ticas (b) o 

células tumorales (e) es capaz de inhibir la activacioo de las células T (f) , a las células presentadoras de antigeno (a) 

asi como la diferenciación de los precursores de los linfocitos T citot6xicos (CTLp) hacia células efectoras (e) 

(Modificado de Gorelik el al, 2002) 

También se sabe que durante el desarrollo embrionario, el TGF·~ juega un 

papel fundamental en la vasculogénesis (Dickson et al, 1995; Oshima el al, 1996; 

Bredow et al, 2000; Fidler, 2000) y se ha mostrado que induce la angiogénesis en 

diferentes ensayos in vivo , además de que en algunos casos este efecto puede 

ser bloqueado cuando se administran anticuerpos neutralizantes contra el mismo 

(Pepper, 1997). En el caso del cáncer, se ha encontrado que en regiones donde 

se tiene una densidad de microvasos sanguineos las concentraciones del TGF-~ 

son altas tanto en cáncer de mama, cáncer de ovario y carcinoma gástrico (De 

Jong el al, 1998; Nakanishi el al, 1997; Choi el al, 1997). Esta evidencia puede 

fortalecer la idea de que el TGF·~ puede estar involucrado en la angiogénesis 

tumoral. 

Una pregunta importante por resolver es: ¿Cómo le hace la célula tumoral 

para no responder a la inhibición que el TGF· ~ produce en células normales? En 

realidad es muy dificil medir la respuesta celular al TGF·~ en organismos intactos. 

Sin embargo, extensos estudios in vitre han demostrado que los cultivos primarios 
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de carcinomas, mela nomas y cánceres linfoides son sensibles al TGF-p y solo 

adquieren resistencia después de prolongados periodos de cultivo (Rodeck el al, 

1994; Hurteau el al, 1994; Havrilesky el al, 1995), lo que indica que dentro del 

cultivo el TGF-p realiza una importante selección clonal. Otros trabajos 

experimentales han proporcionado también información aunque de forma 

indirecta, que in vivo la resistencia contra el TGF-~ solo se adquiere en etapas 

relativamente tardías de la carcínogénesís (Haddow el al, 1991 ; Mísero el al, 1991 ; 

Manníng el al, 1991 ; Hague el al, 1993; De Geest el al, 1994). Ya en estudios 

posteriores sobre estos fenotipos resistentes, se han encontrado mutaciones que 

inducen la pérdida de la expresión de importantes moléculas que intervienen en la 

transducción de la señal de esta molécula como son los receptores TpRI , TpRII 

(Gua el al, 1997; Lu el al, 1997; Kimch el al, 1988; Baldwin el al, 1996; 

Kretzschmar el al, 1999) y las proteínas Smad (Derynck el al, 1996; Wieser, 

2001 ; Macias-Silva el al, 1996; Hayashi el al, 1997; Derynck el al, 1998), por lo 

que no responden al efecto del TGF-p . En el caso del CaCu se ha encontrado un 

disminución de la expresión de los receptores TpRI y TpRII hasta en un 80% 

además de sus mutaciones, asl como inestabilidad de los microsatélites en un 5%, 

lo que lleva a estas células a una pérdida gradual de la respuesta ante el TGF

p (De Gees el al, 1994; Larson el al, 1996; Ou el al, 1999; Chu el al, 1999; 

Okamoto el al, 1994). 

EL SISTEMA INMUNOLÓGICO Y EL CÁNCER 

El cuerpo humano tiene muchas maneras de protegerse a sí mismo; 

algunas son solamente barreras físicas o sustancias bioqulmicas que pueden 

proporcionar protección relativa contra una gama amplia de microorganismos, 

pero las estrategias de defensa que son por mucho las mas complejas, dinámicas 

y eficaces son realizadas por células especializadas que se desplazan a través del 

cuerpo para buscar y destruir microorganismos y otras sustancias extrañas. Hay 

tres grupos principales de células que proporcionan este tipo de defensa, los 

neutrófilos, la serie de monocitos macrófagos y el los linfocitos, los cuales 

15 



participan en un número considerable de mecanIsmos de protección que se 

conocen colectivamente como respuesta inmunitaria (Abbas el al, 2000; Roitt el al, 

2003). 

Los linfocitos pueden dividirse en tres lineas principales: las células T 

(derivadas de timo) , las células B (derivadas de la médula ósea) y las células NK. 

Las células T y B se originan de un subgrupo de células madre hematopoyéticas 

en la médula ósea o en el hígado fetaL El desarrollo del linfocito B humano se 

lleva a cabo en su totalidad dentro de la médula ósea, las células T se desarrollan 

a partir de precursores inmaduros que abandonan la médula ósea y se desplazan 

a través de la corriente circulatoria hasta"el timo, donde proliferan y se diferencian 

en linfocitos T maduros (Roitt el al, 2003). La característica definítoria de la linea 

de células B es su capacidad para sintetizar proteinas llamadas inmunoglobulinas 

a la sangre y otros líquidos corporales, también pueden funcionar como células 

presentadoras de antígeno al transformar y mostrar las sustancias extrañas de 

manera que los linfocitos T puedan reconocerlas, ademas, las células B activadas 

pueden secretar ciertas linfocinas y otros factores que influyen en el crecimiento y 

las actividades de otras células inmunológicamente importantes (Abbas el al, 

2000) . Los linfocitos T por su parte, no expresan inmunoglobulinas, pero en vez de 

esto, detectan la presencia de sustancias extrañas por medio de proteínas de 

superficie llamadas receptores de células T. Este tipo de linfocito reconoce una 

proteína extraña solo si ésta primero se divide en péptidos pequeños que luego se 

muestran sobre la superficie de una segunda célula huésped llamada célula de 

presentación de antígeno; dicha presentación depende en parte de proteínas 

específicas llamadas proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) 

en la superficie de las células de presentación (Roitt el al, 2003) . 

La respuesta inmunitaria puede empezar sólo después de que el 

inmunógeno ha sido capturado, procesado y presentado por las células 

presentadoras de antígeno (APC), ya que las células T solo reconocen 

inmunógenos que estan unidos a proteínas del CMH en las superficies de las 

células. Hay dos clases de proteínas de CMH cada una de las cuales es 

reconocida por uno de los dos grupos principales de linfocitos T Las proteínas del 
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CMH clase I son expresadas por prácticamente todos los tipos de células 

somáticas y se usan para presentar sustancias a las células T CD8+. Las 

proteinas del CMH clase 11 son expresadas únicamente por macrófagos y algunos 

otros tipos celulares y son necesarias para la presentación de antigenos a células 

T CD4+. Los inmunógenos que son capturados por una APC quedan encerrados 

en el citoplasma dentro de vesículas recubiertas de membrana en donde sufren 

una serie de alteraciones llamadas procesamiento del antígeno que lo rompe en 

péptidos cortos que se transportan a la superficie celular donde pueden ser 

detectados por las células T cooperadoras (TH) necesarias para la activación de 

las células T citotóxicas (TC) y células secretoras de anticuerpos. Las células TH 

activadas secretan citocinas que promueven crecimiento, diferenciación y 

funciones de células B, macrófagos y otros tipos celulares. Las células TC ya 

activadas liberan toxinas específicas sobre las células blanco provocando su 

muerte (Gavin et al, 2003). 

En el cáncer, la presencia de linfocitos infiltrados del tumor (TIL) se 

considera como un parámetro de pronóstico favorable para el paciente que 

padece cáncer. No obstante, la mayoría de los estudios han revelado que el 

aislado fresco de TIL es incapaz de matar tumores autólogos pareciendo ser 

inmunológica mente no responsivos. Sin embargo, su estimulaci6n in vitro activa la 

respuesta citot6xica contra el tumor autólogo, sugiriendo que existen factores 

dentro del microambiente tumoral , responsables de su incompetitividad (Ortegel et 

al, 2002). Las citocinas presentes dentro del microambiente tumoral infiuyen en el 

crecimiento y sobrevivencia del tumor. El perfil de citocinas tipo 1, ellFNy y la IL-2, 

asociadas a una respuesta inmune celular, atenúan el crecimiento tumoral (Santín, 

2001). En tanto, el pérfil de las citocinas tipo 11 , IL-4, IL-5, IL-6, e IL-10 las cuales 

están asociadas a una re:;puesta inmune humoral, son capaces de disminuir una 

respuesta inmune antitumoral (Ortegel et al, 2002). 

El reclutamiento y la acumulación de altas concentraciones de linfocitos 

TCD4' y TCDS' activados por su antígeno, en el tumor cervical, puede representar 

una barrera local para evitar la diseminación neoplásica. Aunque las interacciones 

entre el sistema inmune del hospedero y las células infectadas con HPV todavía 
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no está completamente comprendido, varias observaciones han sugerido que una 

respuesta inmune celular es crucial en controlar tanto las infecciones por HPV así 

como su progresión cuando existen células ya infectadas (Santin , 2001). Lo 

anterior se sustenta en que hay una alta incidencia de cánceres genitales 

asociados con inmunosupresión; los TIL TCD4' Y TCDa' han estado involucrados 

en regresión espontánea de verrugas asociadas al HPV y al inmunizar un animal, 

se ha demostrado que éstos se protegen contra infecciones del HPV asi como de 

transplantes de células portadoras del HPV capaces de expresar las proteinas 

virales E6 y E7 (Santin, 2001). 

Hay evidencias importantes que indican que las verrugas y las neoplasias 

asociadas al HPV ocurren con mayor frecuencia en la población con depresión de 

la inmunidad celular, en pacientes receptores de transplantes de órganos, con 

terapia inmunesupresora, pacientes con SIDA o mujeres embarazadas. En estos 

pacientes, las verrugas desaparecen frecuentemente cuando la inmunosupresión 

disminuye o es eliminada. Sin embargo, la mayoría de los pacientes con alguna 

lesión neoplasica asociada al HPV no tiene deprimido el sistema inmunológico a 

nivel sistémico y, más bien, se encuentran alteraciones en un nivel local inducidas 

por el HPV y otros eventos del tumor. En las etapas previas al cáncer invasor, 

como son el condiloma acuminado y las neoplasias preinvasoras, el sistema 

inmune es capaz de combatir y promover la regresión o mantener el tumor 

localizado. Por ejemplo, durante la regresión de las verrugas genitales se 

encuentra infiltrados locales de células mononucleares, incluyendo linfocitos TC, 

células NK y macrófagos quienes invaden la dermis y destruyen las células 

neoplásicas. Durante la evolución del tumor, las células tumorales adquieren 

ventajas selectivas, para evadir cada vez un mayor número de mecanismos de 

control del sistema inmune, hasta que éste se hace ineficiente para combatir el 

tumor (Berumen, 1997). 

EL TGF-~ Y EL SISTEMA INMUNOLÓGICO 

La acción principal del TGF-~ en el sistema inmunitario es inhibir la 

activación y proliferación de los linfocitos, también actúa sobre otras células como 

18 



los leucocitos pOlimorionucleares y las células endoteliales, en gran medida para 

contrarrestar los efectos de las citocinas pro-inflamatorias, lo que indica que esta 

citocina es fundamental para el mantenimiento de la homeostasis inmunitaria. 

Actualmente se reconoce que uno de los papeles fundamenta les del TGF-p es su 

efecto antiproliferativo de las células T a través de la inhibición de la producción de 

la IL-2, la cual es una citocina fundamental para la proliferación de las células T a 

través de un mecanismo autócrino, además de su potente efecto inhibitorio en la 

diferenciación de las células T (Sad etal, 1994; Swain eta/, 1991 ). 

La activación de las células T virgenes durante la respuesta inmune las 

conduce a su diferenciación hacia las subpoblaciones de células T efectoras con 

una actividad citotóxica en el caso de las células CD8+, o una función 

cooperadora en el caso de las células CD4+. Se ha reportado que el TGF-p es 

capaz de inhibir la adquisición de algunas o todas las funciones efectoras de las 

células T virgenes, en el caso de CD4+, inhibe completamente la diferenciación y 

proliferación de las células T H2 (Parris, 2003; Bjorn et al, 2000), e inhibe la 

diferenciación de las células T H1 aun que en este caso depende de otros factores 

como de moléculas co-estimulatorias (Thompson et al, 2004). 

Algunos autores han tratado de describir el mecanismo a través del cuál el 

TGF-p inhibe la d~erenciación de células T y nos muestran que es capaz de inhibir 

la expresión de Gata-3, un activador transcripcional clave en el desarrollo de las 

células TH2 (Gorelik el al, 2000; Heath el al, 2000; Zheng et al, 1997). El 

mecanismo a través del cual logra inhibir a T H1 aun se desconoce aunque se ha 

encontrado que produce una disminución en la expresión de la cadena p2 del 

receptor para la IL-12 . bloqueando la seMlización de esta molécula que es 

fundamental para el desarrollo de T H1 (Gorham et al, 1998; Sakaguchi, 2000). 

En trabajos recientes se ha mostrado el importante papel que juega una 

tercera subpoblación de linfocitos T, las T H3 o T reguladoras (T ... ). La principal 

población de estas células reguladoras la constituyen las células CD4+ que 

expresan de manera constitutiva a CD25, la cadena a para el receptor de la IL-2 

(Gorelik et al, 2002; Shevach, 2002; Matcteld , 2003). Algunos reportes indican 

que este tipo celular regula la respuesta inmunológica a través de un contacto 
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directo entre células (Horwitz el al, 2003; Maloy el al, 2002; Beacher-Allan el al,

2002); sin embargo, se ha presentado evidencia de que las células TReg pueden

inhibir la proliferación a través de la producción de citocinas como la IL-10 y el

TGF-p sin necesidad de contacto celular directo (Levings el al, 2002., Song el al,

2004; Nakamura el al, 2001) e inclusive que el TGF-p es capaz de cambiar el

fenotipo de las células CD4+CD25- a CD25+ (Yamagiwa el al, 2001; WuanJun el
...

al, 2003; Wahl el a~ . Lo anterior indica que posiblemente el principal mecanismo

mediante el cual el TGF-p logra su importante papel inmunorregulador es

favoreciendo la diferenciación de células TReg e incrementado la apoptosis en

células T (WuanJun, 2001; Cerwinka el al, 1996), y que puede actuar no solo para

mantener la homeostasis del organismo, sino que podría jugar un papel en el

desarrollo de enfermedades como el cáncer (Figura 4).

Célula
responsiva
CD4+CD25-

Célula supresora
CD4+CD25+

Figura 4. La principal población de células reguladoras la constituyen las células C04+ que expresan de

manera constitutiva a C025. Algunos trabajos indican que este tipo celular regula la respuesta inmunológica a

través de un contacto directo entre células o a través de la secreción de citocinas como el TGF-~ .
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JUSTIFICACiÓN

Actualmente en nuestro país, el cáncer cervico uterino (CaCu) es la primer

causa de mortalidad en la mujer y representa uno de los problemas de salud mas

importante a nivel mundial (Lazcano et al, 1999). La capacidad de un tumor para

invadir órganos adyacentes o lejanos (metástasis), es lo que lo hace muy

peligroso y difícil de erradicar, puesto que las terapias existentes parecen ser

insuficientes e inadecuadas, ya que no sólo no resuelven el problema sino que

demeritan la calidad de vida del paciente, lo que a llevado a la necesidad de

desarrollar nuevas alternativas para el tratamiento de esta enfermedad. A la fecha

y a pesar de los esfuerzos encaminados a entender los mecanismos mediante los

cuales una displasia avanza hasta convertirse en un cáncer invasivo, los

resultados son insuficientes, por lo que surge la necesidad de implementar nuevos

proyectos de investigación que aborden al cáncer, desde el punto de vista

inmunológico, dando respuesta a preguntas tales como: ¿Dé que manera las

células tumorales son capaces de evadir la vigilancia , inmunológica del

hospedero?,¿Cuántas y cuáles citocinas son las que intervienen en este proceso?,

entre otras. Por ello, el interés de este trabajo es el de aportar información sobre sí

las células tumorales son capaces de evadir la vigilancia inmunológica a través de

la participación de citocinas secretadas por ellas mismas, específicamente en

células tumorales provenientes de CaCu, generando de este modo información

que nos lleve a una mejor comprensión del desarrollo del CaCu y a largo plazo

sirva para proponer nuevas y mas efectivas terapias contra esta enfermedad.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se ha reportado que algunos tumores son capaces de secretar · citocinas · 

que les permiten favorecer su estado tumorigénico e invasivo, por lo que nos 

planteamos la posibilidad de que las células tumorales provenientes CaCu estén 

secretando una o varias citocinas que les permitan inhibir la acción de los linfocitos 

que actúan sobre ellas, como una estrategia para evadir al sistema inmunológico 

durante su desarrollo. 

HIPÓTESIS: 

Durante la respuesta inmunológica contra las células tumorales, 

intervienen tanto células linfocíticas como una gama de citocinas que regulan 

dicha respuesta, por lo que es posible que en el caso específico de las células 

tumorales de CaCu, se estén secretando citocinas que les permitan sobrevivir al 

ataque del sistema inmunológico del hospedero y sabiendo que el TGF-~ es 

reconocido como un potente regulador negativo de la respuesta inmunológica, 

permite pensar en la posibilidad de que las células de CaCu bloqueen la respuesta 

inmunológica a través de la secreción del TGF-~, inhibiendo la activación y 

proliferación de los linfocitos que actúan contra ellas. 
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OBJETIVOS GENERALES:

• Determinar sí las células tumorales HeLa secretan una actividad inhibidora

de la proliferación de células Iinfocíticas humanas (AIPCLH) y si dicha

actividad es debida a la presencia del TGF-p .

• Determinar sí las subpoblaciones CD4+ y CD8+ de linfocitos de sangre

periférica humana son afectadas por la AIPCLH presente en el medio

condicionado (MC) de células HeLa.

OBJETIVOS ESPECíFICOS:

o Determinar si el MC de células HeLa presenta una AIPCLH

o Evaluar si la AIPCLH presenta actividad similar a la del TGF-p utilizando la

línea celular Mv1Lu.

o Determinar la concentración del TGF-p presente en el MC proveniente de

cultivos de la línea celular HeLa, a través de la técnica de ELlSA.

o Determinar si la AIPCLH es bloqueada por un anticuerpo neutralizante

contra el TGF-p.

o Determinar sí el TGF-p presente en el MC de células HeLa inhibe la

proliferación de la subpoblación de células linfocíticas CD4+ y CD8+.
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención de linfocitos humanos 

Los cultivos primarios de linfocitos de sangre periférica humana se 

realizaron a partir de 15 mi de sangre obtenida con una jeringa heparinizada 

(Heparina 5000 UI/mL, PiSA, México). En un tubo de fondo cónico de vidrio, se 

depositaron 5 mi de Ficoll-Hypaque (densidad de 1.077, +/- 0.001, Sigma, E.U.). 

Inmediatamente se agregó lentamente por la pared del tubo la sangre, de tal forma 

que la proporción ficoll-sangre fue de 1: 1. Se centrifugó el tubo a 750 rpm durante 

5 mino Al término del tiempo se aumentó la velocidad a 1500 rpm durante 25 mino 

más. De esta manera, las células mononucleares se separaron al centrifugarlas 

por gradiente de densidad. Se colectó el anillo de linfocitos con una pipeta de 5 mi 

(evitando extraer la fase Ficoll) se depositó en un tubo cónico de vidrio y se lavó 

con 10 mi de RPMI-1640. Se centrifugó a 1500 rpm/5 min, se retiró el líquido por 

decantación y se volvió a lavar con RPMI-1640 y centrifugó a 1500 rpm/5 mino 

El botón celular se resuspendió con RPMI-1640 suplementado con 20% 

(v/v) de suero fetal de bovino (SFB), se virtió a una caja petri y las células se 

incubaron a 37° C con 5% de CO2 y humedad a punto de rocío por 1 h (con esto 

se adhieren al fondo de la caja los monocitos, permaneciendo en suspensión los 

linfocitos). Al término de este tiempo se colectó el medio, el cual contienía los 

linfocitos que se ocuparon para los ensayos biológicos. 

Obtención del Me 

Para obtener el MC de células HeLa se sembraron dichas células en RPMI 

1640 al 10% VN de SFB en cajas de tres niveles, un número celular que nos 

permitiera tener a las 24 h el 50% de confluencia y se mantuvieron a 37° C, con 

5% de CO2 y humedad a punto de rocío. Transcurrido éste tiempo se les retiró el 

medio de cultivo y se lavaron suavemente 5 veces con 5 mi de solución salina de 

fosfatos (PBS) hasta eliminar completamente el medio de cultivo, posteriormente 

se agregó RPMI libre de SFB y se mantuvieron en las mismas condiciones de 

cultivo durante 48 h mas, tiempo en el cual el cultivo llega a una etapa de 
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confluencia. Transcurrido este tiempo se colectó el medio de cultivo (MC) se 

centrifugó a 3000 rpm para retirar el detrito celular y se almacenó a 4°C en 

recipientes de vidrio estériles, hasta iniciar la concentración. Las células se 

resembraron en RPMI 1640 al 10% VN de SFB bajo las mismas condiciones de 

cultivo y se utilizaron una vez más para obtener MC después de lo cual fueron 

desechadas. 

Concentración del MC 

El MC obtenido fue colectado en tubos para centrífuga de 50 mi y se 

concentró hasta sequedad por liofilización en un liofilizador Speed Vac (SAVANT 

AES2000). El concentrado fue resuspendido en 15 mi de PBS, se colocó en una 

bolsa de diálisis con poro de 1 kDa (Spectra/Poor MWCO 1000) Y se introdujo en 

un recipiente con 1 litro de PBS 0.25X durante 48 h con cambios cada 8 h. 

Por último, el PBS 0.25X se cambió por PBS 1X en donde se dejó 

dializando por otras 24 h. Una vez concluido este tiempo, el contenido de la bolsa 

de diálisis se recuperó en tubos Eppendorf y se centrifugó a 14000 rpm durante 10 

min a 4 oC. El MC concentrado se esterilizó con una membrana de poro de 0.22 

micras y se almacenó a 4 oC hasta su utilización. 

Evaluación de la Proliferación Celular mediante la técnica de Cristal Violeta 

El colorante cristal violeta posee características alcalinas que le permiten 

teñir al ADN del núcleo celular. El número de núcleos con tinción aumenta o 

disminuye conforme la proliferación celular se ve estimulada o inhibida. Las 

células fueron fijadas con glutaraldehído al 1.1 % durante 10 min, para 

posteriormente ser lavadas con agua bidestilada y secadas al aire. A las placas 

secas se les agregó una solución de cristal violeta al 0.1 % en ácido férmico (hasta 

cubrir completamente las células), manteniéndose en agitación durante 10 mino 

Una vez concluido este tiempo las placas de cultivo se lavaron exhaustivamente 

con agua desionizada (de manera que el colorante no incorporado fue retirado), 

para posteriormente secarse al aire a temperatura ambiente. A las cajas de cultivo 

se les añadió ácido acético al 10% (que solubiliza el colorante de los núcleos 
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celulares), dejando en agitación durante 20 mino Posteriormente a eso, se tomaron 

las lecturas de cada pozo en un lector de placas de ELlSA (E1 800; Bio-Tek) a 570 

nm y las densidades ópticas se graficaron como el porcentaje de proliferación 

celular con respecto al control. 

Ensayo de Proliferación con Incorporación de Timidina Tritiada 

Esta evaluación consiste en la incorporación del nucleótido timidina (un 

análogo de la timina) marcada con tritio al ADN de las células en cultivo, cuando 

las células se encuentran en fase de síntesis del ciclo celular (Bulbulian, 1987; 

Karp, 1996). 

La población celular se puso con 1 ~Ci de timidina tritiada (Amersham), al 

tiempo indicado para la condición planeada, las células se colectaron con una 

cosechadora en papel filtro cargado lavando 3 veces. Se cortó el papel filtro que 

contienía la marca y se depositaron en viales con 2 mi de líquido de centelleo 

(Beckman, E.U.) Los destellos del producto de la radiación, se amplificaron con el 

líquido de centelleo y la reacción se evaluó en un contador de centelleo 

programado para registrar emisones P (Beckman E.U., modelo LS-6500). Las 

lecturas CPM (cuentas por minuto) se convirtieron a porcentaje de proliferación; 

los cultivos sin tratamiento (basal) representaron el 100%. 

Viabilidad celular por el método de exclusión por azúl tripano 

El colorante azúl tripano solamente es asimilado por la célula cuando ésta 

se encuentra deteriorada de la membrana, en cambio, las células que no lo 

incorporan se consideran como células viables. 

Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos e inducidas con el 

MC, transcurrido el tiempo de estímulo, el sobrenadante fue retirado de los pozos 

y se desprendieron las células con tripsina o verseno, éstas se diluyeron 1: 1 con 

azul tripano. Las células se contaron en una cámara de Neubauer (Boeckel Co) y 

el porcentaje de viabilidad se obtuvo mediante la siguiente relación: 
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% de Viabilidad :: Células no teñidas X 100 

Células teñidas + células no teñidas 

Cuantificación de proteínas 

La concentración de proteínas se evaluó con un kit de detección de los 

aminoácidos cisteína, triptofano y tirosina los cuales forman un color púrpura 

cuando reaccionan con ácido bicinconínico (BCA) en combinación con el método 

de Biuret (BCA Protein Assay Reagent, PIERCE) (Smith el al, 1985). El color 

obtenido exhibe una fuerte absorbancia a 562 nm y las lecturas de las muestras 

fueron comparadas con una curva patrón de albúmina sobre la cual se hizo la 

determinación. 

Evaluación de la bioactividad del TGF-~ en las células Mv1 Lu 

La línea celular Mv1 Lu tiene como principal distinción, inhibir su 

proliferación en presencia del TGF-~ 0Nu el al, 1996), por lo que usualmente se 

emplea para ensayos de actividad biológica del TGF-p. Se cultivaron en una placa 

de 96 pozos de fondo plano (Nunclon, Dinamarca), 5,000 células/pozo-100 111 de 

RPMI-1640 suplementado con 10% (v/v) de SFB y estimuladas con 975 Ilg/ml de 

proteína total contenida en el MC de células HeLa: A las 48 h de tratamiento, se 

evaluó la proliferación celular por tinción con cristal violeta. 

Inmunoanálisis enzimático de ELlSA para detectar el TGF-~ 1 en los 
sobrenadantes 

Para la detección del TGF-~1 en los sobrenadantes de células tumorales 

se utilizó un kit de ELlSA (Bio Source Internacional, Inc.). Para lo que se realizó 

una extracción de cada muestra para liberar el TGF-p que pudiera estar formando 

complejos latentes y quede de modo accesible para ser medido. En tubos de 

polipropileno se agregaron 0.25 mi del MC de células tumorales y 0.05 mi de la 

solución de extracción, se agitaron en un vortex y se incubaron a 4° C durante 30 

mino Después de lo cual se agregaron 0.25 mi de buffer de azida de sodio por 
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tubo. Posteriormente se tomaron 200 ~I de cada muestra (después de la 

extracción) y se colocaron en una placa de 96 pozos recubierta con el anti-TGF

p 1. agregando posteriormente 50 ~l/pozo de anti-TGF-p 1 biotinado (Conjugado 

con biotina) agitando gentilmente. Se cubrió la placa y se incubó durante 3 h a 

temperatura ambiente, después de este tiempo, se eliminó la solución de los 

pozos y se lavó 4 veces con 400 ~l/pozo de solución de lavado y se dejó secar por 

30 segundos. Se agregaron 1 00 ~lIpozo de solución de trabajo de Streptavidina

peroxidasa (HRP), se cubrió la placa y se incubó por 30 min más a temperatura 

ambiente después de lo cuál se eliminó la solución y se lavó 4 veces mas con 400 

~lIpozo de solución de lavado. Posteriormente se agregaron 1 00 ~lIpozo de 

solución estabilizadora del cromógeno (el liquido de los pozos se tornó azúl) y se 

incubó durante 30 min a temperatura ambiente en oscuridad al término del cual se 

adicionaron 1 00 ~lIpozo de solución de paro mezclando gentilmente y finalmente 

se leyó la placa a 450 nm en un lector de placas ELlSA (EL. 800 BIO-TEK 

INSTRUMENTS, INC EU). 

Evaluación de las subpoblaciones CD4+ y CD8+ de linfocitos por citometría 
de flujo 

Se cultivaron 2 X 105 linfocitos/pozo-200 ~L de RPMI-1640 suplementado 

con 20 % (v/v) de SFB y adicionado con 15 ~g/mL de fitohemaglutinina en una 

placa de 96 pozos de fondo plano. Los linfocitos se tratarón con diferentes 

concentraciones del TGF-p presente en el MC de la línea celular HeLa. A las 64 h 

de cultivo, se resuspendieron las células, se transfirieron a tubos eppendorf y se 

lavaron 2 veces con PBS centrifugando a 1500 rpm X 10 min . Se resuspendieron 

en 1 mi de PBS-Azida de sodio 0.2%, albumina, (BSA) 0.2% (PBA) Y se 

centrífugaron a 1500 rpm X 10 mino Se retiró el sobrenadante hasta dejar el 

mínimo volumen posible y se agregaron 5 ~I de anticuerpo aCD4-Fit C (Sta. Cruz) 

diluido en PBA 1:5 y 5 ~I de anticuerpo aCD8-PE (Sigma) diluido en PBA 1:5 y se 

incubaron a temperatura ambiente por 15 mino Una vez transcurrido el tiempo se 

lavaron con 1 mi :de PBA y se centrifugaron a 1500 rpm. Se descartó el 
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sobrenadante y se resuspendieron en 0.5 mi de solución de FACS para evaluar 

en un citometro de flujo (Becton Dickson). 

Evaluación del ciclo celular por citometría de flujo 

Los linfocitos fueron cosechados y centrifugados a 1500 rpm durante 3 min 

y se lavaron una vez con PBS, posteriormente se fijaron con etanol al 70% en 

PBS. Se lavaron una vez con PBS y se resuspendieron en 50 Ullml de RNAsa en 

PBS durante 1 h a 37 oC. Posteriormente se tiñeron con 20 Ullml de ioduro de 

propidio (200 mgll) en PBS durante 2 mino Se resuspendieron en PBS y se 

evaluaron en un citómetro de flujo (Becton Dickson). 

Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos de los ensayos experimentales fueron sometidos 

a tres pruebas estadísticas, una denominada ANDEVA o análisis de varianza, que 

establece un valor medio denominado Gran Media, con una distribución de los 

datos de una manera normal y nos dice que tan alejados ,están los valores 

promedios de las muestras de nuestros ensayos con respecto el la Gran Media, lo 

que determina si la muestra presenta un comportamiento de distribución normal; la 

segunda prueba denominada Prueba de Diferencia Significativa Mínima (DSM) de 

Fisher, se realiza para saber si existe diferencia significativa entre mas de dos 

pares de medias. Finalmente se aplicó la prueba de Tukey para determinar entre 

que pares de medias existía diferencia. En el caso en que se compararon dos 

pares de medias, el análisis se realizó mediante la prueba de "t" de Student. En 

todos los casos sólo se aceptaron como significativas aquellas diferencias en las 

que la probabilidad fue igualo menor al 0.05. 
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RESULTADOS

Algunos tumores son capaces de modificar su medio a través de la

secreción de diversas citocinas que favorecen su proliferación, sobrevivencia y

muy probablemente les ayudan a evadir la vigilancia inmunológica durante el

proceso de metástasis; sin embargo, aún no se ha demostrado cuáles citocinas

podrían estar interviniendo en este proceso. En el caso particular del CaCu, no se

ha aclarado sí estas células son capaces de secretar factores o citocinas que les

permita evadir o bloquear el ataque del sistema inmune, por lo que, con el fin de

determinar sí las células tumorales HeLa provenientes de CaCu son capaces de

secretar factores que permitan lograr esta acción, se evaluó el efecto del MC

proveniente de cultivos de estas células sobre el potencial proliferativo de células

linfocíticas de sangre periférica humana (Figura 5).
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Figura 5. Efecto del MC de la línea tumoral HeLa sobre el potencial proliferativo de células
linfocíticas de sangre periférica humana. Las células fueron sembradas en placas de 96
pozos y activadas con 15 ¡.tI/mi de fitohemaglutinina (PHA) , el MC de células HeLa fue puesto
al momento de la siembra . Las células fueron estimuladas con 975 ¡.tg/ml de proteína total
contenida en el MC. El número celular fue evaluado por conteo directo con hemocitómetro a
las 64 h.
* p< 0.05 vs. Control (Prueba "t" de student) .
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Los resultados muestran que el MC proveniente de las células tumorales

HeLa, presentan una actividad inhibidora de la proliferación de células linfocíticas

humanas (AIPCLH) que disminuye el número de linfocitos hasta un 50%. Sin

embargo, el decremento observado no explica si es debido a una muerte celular

por citotoxicidad o las células solo dejan de dividirse. Para esclarecer este punto,

cultivos de linfocitos fueron tratados con el MC de HeLa y la síntesis de ADN fue

evaluada a través del marcaje radiactivo con timidina tritiada, como un indicativo

de la duplicación del ADN y por consecuencia de la división celular (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del MC de la línea tumoral Hela, sobre el potencial proliferativo de células
linfocíticas de sangre periférica humana. las células fueron sembradas en placas de 96 pozos y
activadas con 15 ¡.tI/mi de PHA y el MC de células Hela fue puesto al momento de la siembra. las
células fueron estimuladas con 975 ¡.tg/ml de proteína total contenida en el MC. El número celular
fue evaluado por incorporación de timidina tritiada a las 64 h.
* p< 0.05 vs. Control (Prueba Uf' de student).

Estos datos nos muestran que cuando los linfocitos son tratados con el Me

de HeLa se produce una disminución en la incorporación de timidina y por tanto en

la síntesis del ADN, lo que indica que los linfocitos no se dividen y no proliferan, lo

cual puede observarse en fotografías de los cultivos de linfocitos tratados con el

MC de células HeLa (Figura 7).

31



Fogura 7. Efecto del Me de células -.. en 18 _ de colonias de _ de 1inIodIos. Los lInfoc:Itos fueron 
sem_ en placas de 911 pozos Y el .-~ fue ~ 01 ",omo,,1o de 18 siembra. La lI'IIIIuodón se 
realizó a las &4 h de cultivo. A. UnIocItos sin _o. B. lJnIocitos _ con 15 ¡dImI de PHA. e , D, E Y F 
Unfocitos con 15 ¡dImI de PHA Y 195, 585, 975 Y 1950 I'OImI de protelna lotaI contenida en el Me de células Hola, 
respectivamente. Las fotogratlas son representativas de lo obse<v_ en tres ensayos d_es con tres repeticiones 
cada uno. 
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En las imágenes se observa que los linfocitos cuando son tratados con la 

frtohemaglutinina (PHA) (B), forman colonias, lo que nos indica que se han 

activado y están proliferando, en comparación con el cultivo que no tiene PHA en 

donde no se observan colonias de activación (A); Sin embargo cuando se aplica el 

MC de células tumorales, cambia el aspecto de las colonias de activación 

volviéndose mas pequeñas y a medida que se incrementa la concentración de 

proteina del MC, las colonias disminuyen su tamaño hasta inhibir completamente 

la fonmación de colonias al tratarlas con 1950 ¡1g/ml de proteina lo que sugiere un 

comportamiento dosis dependiente. Estos datos aunados a la disminución en el 

número celular e incorporación de timidina, indican que los medios condicionados 

provenientes de células tumorales, son capaces de inhibir la proliferación de 

linfocitos y la duplicación de su ADN. 

Una vez demostrada la presencia de la AIPCLH en · los medios 

condicionados de células HeLa, se procedió a detenminar la naturaleza quimica de 

dicha actividad. Es sabido que dentro de los medios condicionados se encuentran 

una gran cantidad de moléculas de diversa naturaleza química, sin embargo se ha 

demostrado que la mayoria de los factores de crecimiento son polipéptidos de bajo 

peso molecular por lo que se procedió a determinar si la AIPCLH presenta una 

naturaleza proteica. Al respecto, el Me fue tratado con una proteasa y de manera 

paralela fue calentado a diferentes temperaturas para observar si este tratamiento 

bloquea su actividad inhibidora, como una prueba para determinar la naturaleza 

proteica (Figuras 8 y 9). 
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Figura 8. Efecto del MC de células HeLa incubado previamente con tripsina al 0.05% sobre el
potencial proliferat ivo de linfocitos. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos, activadas con
15 ul/ml de PHA y tratadas con 975 ~g/ml de proteína total contenida en el MC, el cual fue incubado
una hora antes de la siembra con tripsina (1:1 v/v). La evaluación del número celular se realizó a las
64 h por incorporación de timidina tritiada.
fip<0.05 vs. HeLa (ANDEVA seguida de prueba de Tukey) ; * p<0.05 vs. Control (prueba uf' de student).
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Figura 9. Efecto del MC de la linea tumoral HeLa sometido a calentamiento sobre el potencial
proliferativo de linfocitos . Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos, activadas con 15
~I/ml de PHA y tratadas con 975 ~g/ml de proteína total contenida en el MC, el cual fue
previamente sometido a calentamiento a 37, 45, 55 Y 92°C durante una hora, La evaluación se
realizó a las 64 h por incorporación de timidina tritiada.

fip<0.05 vs. HeLa (ANDEVA seguida de prueba de Tukey); * p<0.05 vs. Control (prueba uf' de
student).
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Los datos obtenidos sugieren que la AIPCLH posee una naturaleza

proteica, ya que la actividad fue bloqueada al ser tratada con la proteasa

. tripsina y al calentarla a mas de 45 "C.

Una vez determinado que las células HeLa secretan una AIPCLH de

naturaleza proteica y dado que entre las diversas citocinas producidas por

algunos tumores se encuentra el TGF-p, el cual tiene un importante papel en la

modulación de la respuesta inmune, (Welch el al, 1990 ; Arrick el al, 1992),

surge la duda si en el CaCu esta citocina esta siendo secretada y si está

ejerciendo el efecto antiproliferativo sobre los linfocitos; para determinarlo, se

utilizó la línea celular Mv1Lu que se sabe frena su proliferación con el TGF-p .

Para ello se sembraron las células Mv1Lu en presencia del MC de células

HeLa (Figura 10)
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Figura 10. Determinación de la bioactividad del TGF-~ soluble procedente del MC de celulas HeLa
sobre la línea celular Mv1Lu Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos, activadas con
15 Ill/ml de PHA y tratadas con 975 Ilg/ml de proteina total contenida en el MC. La evaluación se
realizó a las 48 h por cristal violeta.
~p<O . 05 vs. HeLa (ANDEVA seguida de prueba de Tukey); * p<O.05 vs. Control (prueba uf' de

student).

En la figura podemos observar que la proliferac ión de las células Mv1Lu es

inhibida en un 60 % por el MC de células HeLa, lo que nos indica la presencia del

TGF-p activo y que es posible que esta citocina sea responsable de la AIPCLH
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observada. Considerando esta posibilidad se procedió a determinar la

concentración del TGF-~ en el MC. Para ello se realizó un inmunoanálisis de

ELlSA para determinar la concentración del TGF-~ presente en el MC (Tabla 2).

Concentración de TGF- ~

M C de Células HeLa 815pg/975/lg de proteína total

Tabla 2. Cuantificación del TGF-p presente en el medio condicionado de células HeLa, a través
de la técnica de ELlSA.

La tabla nos muestra únicamente la concentración del TGF-~ presente en el

MC de HeLa; sin embargo, de manera paralela se realizo la misma prueba para

detectar TGF-~ en MC de células fibroblásticas provenientes de cérvix humano

como un parámetro de comparación, pero no se detectó a esta citocina en dicho

MC, hecho que demuestra que estas células incrementan fuertemente la

producción de esta citocina y dada su importante función inmunomoduladora, es

probable que sea la responsable de la AIPCLH presente en el MC. Para

corroborarlo se procedió a bloquear la actividad del TGF-¡3 presente en el MC

utilizando un anticuerpo neutralizante (Figura 11).
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Figura 11. Efecto del MC proveniente de células HeLa sobre linfocitos de sangre periférica
humana, así como el bloqueo del TGF-p secretados por dichas células. Las células fueron
sembradas en placas de 96 pozos, activadas con 15 ul/rnl de PHA y tratadas con 815 pg/ml de
TGF-p contenido en el MC de células HeLa o 5 ng de TGF-p recombinante durante 1 h Y con
diferentes concentraciones de anticuerpo anti-TGF-p1. La evaluación se realizó a las 64 h por
incorporación de timidina tritiada.
~p<O.05 vs. HeLa (ANDEVA seguida de prueba de Tukey); * p<O.05 vs. Control (prueba uf de

student).

Los resultados muestran que en los cultivos de linfocitos tratados con el MC

de células HeLa, incubados en presencia de un anticuerpo neutralizante contra el

TGF-f3, se logra una recuperación tanto en el número celular (datos no mostrados)

como en la síntesis de ADN, lo que sugiere que la actividad de dicho medio se

neutraliza completamente cuando se utiliza 4 Jlg/ml del anticuerpo, comportándose

como el cultivo control, se muestra también que se presenta un efecto similar

cuando se utiliza TGF-f3 recombinante así como cuando este es bloqueado con el

anticuerpo, hecho que muestra el importante papel que juega el TGF- f3 en la

AIPCLH presente en el MC de células HeLa.

Cuando los cultivos son vistos al microscopio, se observa un incremento

en el tamaño de las colonias de activación en los que fueron tratados con el MC
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de Hela y con el TGFll recombinante que son bloqueados con al anticuerpo 

neutralizante, lo que confirma que la AIPClH se debe a la presencia del TGFll en 

el MC (figura 12) 

Figura. 12 Efedo del Me de _ Hola Y del TGF-jl nICOITIIlInonte en la _ de colonias de _ 
de linfocitos y su bloqueo con un anticuorpo noutra_ <XJI1tra 01 TGF-jl. Los linfocitos fueron _ en 
placas de 96 pozos Y 01 Me fue ~ al momenIo de la siembra La 0Y8Iuación so realzó a las 84 h de 
cultivo. A. linfocitos sin trat_o. B. UoIoci\os _ con 15 l'ifIR de filohemagUinina. C. UnfocItos 
tratados con 815 pg/ml del TGF-jl poeson1e en 01 Me. O. UnIdos b_ con 815 PIYmI de TGF-jl presente 
en 01 Me Y 4 ,.g/mI de lf1Ii. TGF-jl. E. UoIocIos b_ con 5 ng/mI del TGF-jl recombinante. F. UnfocI05 
tratados con 5 ng/mI del TGF P racom_ y 20 ,.g/mI de anlicueq>o lIflII. TGF-jl. 
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El hecho de que la inhibición de la proliferación se encuentre asociada a una '

disminución en la síntesis del ADN podría indicar que los linfocitos quedan

detenidos en alguna fase del ciclo celular, por lo que se procedió a evaluar el

efecto del TGF-p del Me en el ciclo celular de los linfocitos a través de citometría

de flujo, determinando la distribución de las células en las diferentes fases del ciclo

celular. (Figura 13).

A
Linfocitos

M4 , M2.M M5 Marcador Eventos % Total
Todos 5000 100.00
M I 3 166 63.32 Fase G I
M2 231 4.62 FaseS
M3 459 9.18 Fase G2-M
M4 6.91 13.82 Apoptosis
M5 473 9.06

Linfocitos activados con fitohemaglutin ina

B

Marcador
Todos
MI
M2
M3
M4
M5

Eventos
5000
2434

720
653
546
690

% Total
100.00
48.68 Fase G 1
14.40 Fase S
13.06 Fase G2-M
10.92 Apoptosis
13.80
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e

M4 M5 Linfocitos activados + 815 pg/ml del TGF-13
presente en el MC de células Hela.

Marcador
Todos
MI
M2
M3
M4
M5

Eventos
5000
2609

303
178

1137
487

% Total
100.00

52.18
6.06
9.56

22.74
9.74

Fase GI
FaseS
Fase G2-M

Apoptosis

Figura 13. Efecto del MC de células Hela sobre el ciclo celular de células Iinfocíticas humanas. los linfocitos
fueron sembrados en placas de 96 pozos con el TGF-13 presente en el MC de células Hela y evaluados a las
64 h de cultivo por citometría de flujo. A) Linfocitos sin tratamiento. B) Linfocitos activados con
fitohemaglutinina. C) Linfocitos tratados con 815 pg/ml de TGF-13 presente en el MC de células Hela. las
regiones M1,M2 Y M3 corresponden a las fases G1. S Y G2-M del ciclo celular respectivamente. En la región
M4 se ubican las células apoptóticas.

los resultados muestran que cuando los cultivos de linfocitos son activados

con la PHA incrementan su proporción en la fase S del ciclo celular; sin embargo,

cuando son tratados con el TGF- P del MC de células Hela, no se ve afectada

significativamente la distribución del ADN a través del ciclo y se observa un

incremento considerable en la región M4, lo que es indicativo de que las células

están muriendo por apoptosis. Para tratar de esclarecer esta observación, se

procedió a evaluar el TGF-p del MC induce apoptosis en las células linfocíticas, a

través de la observación de la formación de cuerpos apoptóticos así como de la

detección de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana citoplasmática,

como dos parámetros de apoptosis (Figuras 14 y 15).
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Figura 14. Efecto del TGF-~ del MC de células Hela en la fonnadón de cuerpos apoptóticos de células
Iinfocíticas humanas. los linfocitos fueron sembrados en placas de 96 pozos, tratados con el MC y teftidos a las
64 h con ioduro de propidio. A. Unfocitos sin tratamiento. B. Unfocitos tratados con el MC de HeLa que contiene
815 pglml del TGF-~.
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C
, .
...:. ::.."'.\ Linfocitos + MC HeLa (815 pg/ml del TGF-13)

% Total
0.02
3.26

17.35
79.37

Cuad
1
2
3
4

10'

. , ,- .

o
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IU

Figura 15. Detección de fosfatidilserina a través de Anexina V en cultivos de linfocitos tratados
con TGF-~ recombinante y con TGF-~ del MC de HeLa. Los linfocitos fueron sembrados en
placas de 96 pozos y evaluados a las 64h por citometría de flujo. A) Linfocitos sin tratamiento.
S) Linfocitos tratados con 5 ng/ml de TGF-~ recombinante C) Linfocitos tratados con el MC de
HeLa que contiene 815 pg/ml del TGF-~.

En la figura 14 se observa que cuando los cultivos de linfocitos son tratados

con el MC de células HeLa se presenta una condensación y fragmentación del

material genético (cuerpos apopt6ticos), concordando con la citometría de flujo

(Figura 15), donde se muestra un. aumento en el porcentaje de células marcadas

con anexina-V conjugada con Isotiocianato de fluoresceína (FIT-C), indicando que

los cultivos de linfocitos tratados con el MC son inducidos a la apoptosis.

Finalmente, sabiendo que las células tumorales son capaces de secretar al

medio de cultivo al TGF-p activo, el cual es utilizado para inhibir la proliferación de

células linfocíticas y dado que en nuestros experimentos se utilizo el paquete total

de linfocitos, surge la duda si el TGF-p del MC ejerce su efecto sobre una sub

población específica de células linfocíticas. Se sabe que el TGF-p es un potente

modulador negativo de los linfocitos y que ejerce su efecto principalmente sobre

los linfocitos T por lo que se evaluó si el MC disminuye la proliferación de las

subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+, a diferentes concentraciones

(Figura 16).
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%Total
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ESTIMULO % DE CELULAS C08+ % DE CELULAS C04+

Linfocitos 2.10 1.05

Linfocitos activados 21.56 39.51

489 pg/ml de TGF-p contenido en el 25.92 43.13
MC HeLa

815 pg/ml de TGF-p contenido en el 19.99 16.39
MCHeLa

1304 pg/ml de TGF-p contenido en el 20.21 4.43
MC HeLa

5ng/ml de TGF-p 24.64 16.96

Figura 16. Efecto del MC de células HeLa sobre las subpoblaciones de linfocitos C04+, C08+. Los
linfocitos fueron sembrados en placas de 96 pozos y tratados con diferentes concentraciones del
TGF-p presente en el MC de células HeLa o con el TGF-p recombinante y marcados con anticuerpos

. conjugados anti C04-FIT-C, anti C08-PE. Los linfocitos fueron evaluados a las 64 h de cultivo por
citometría de flujo. A. Linfocitos sin tratamiento. B. Linfocitos activados con PHA. C, O, E. Linfocitos
activados con PHA y tratados con 490 , 815 Y 1304 pg/ml del TGF-p presente en el MC de células
HeLa respectivamente F) Linfocitos activados con PHA y tratados con 5 ng Iml del TGF
precombinante.

Los resultados de la figura 16 muestran una disminución en el porcentaje

de linfocitos CD4+ cuando los cultivos son tratados tanto con el TGF-p

recombinate como con el MC de células HeLa y que dicha población se ve casi

eliminada cuando se incrementa la concentración del MC mientras que el

porcentaje de linfocitos TCD8+ presenta una variación mínima, lo que indica que

la subpoblación de linfocitos T mas responsiva al TGF-p del MC es la TCD4+.
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DISCUSiÓN 

Las células tumorales son capaces de modificar su microambiente para 

favorecer su proliferación y sobrevivencia, a la vez que adquieren ventajas 

selectivas sobre el resto de las poblaciones celulares del organismo (Balkwill, 

2003). A la fecha se han realizado diversos estudios para entender como se 

lleva a cabo este proceso, sin embargo aun quedan muchas incógnitas por 

resolver, como el mecanismo a través del cual la célula tumoral escapa a los 

controles que regulan el crecimiento normal de los diversos tipos celulares, 

cómo se transforma para convertirse en una célula maligna y qué eventos 

favorecen el proceso de metástasis. Se ha mostrado que las células tumorales 

son capaces de secretar diferentes citocinas como el FGF, VEGF, IL-4, IL-6, 

IL-10 y el TGF-p (Chopra et a/,1998; Conerci et al, 1996; Giannini et al, 1998; 

Le Gros et al, 1990; Clerici et a/1997; Huang et al, 1995; Huetlner et al, 1995), 

que pueden contribuir a su crecimiento, favorecen el proceso angiogénico, a la 

vez que contribuyen a disminuir o bloquear la respuesta antitumoral del 

hospedero y contribuyen a generar un ambiente inmunosupresor (Vicari et al, 

2002; Balkwill, 2001; Murphy, 2001). Por otro lado se han encontrado 

macrófagos y linfocitos infiltrados en diversos tumores sólidos como el de 

mama y cérvix, así como en diversos sarcomas y gliomas (Negus et al, 1997; 

Botlazzi et al, 1983; Luboshits et al, 1999) estas células mantienen a la masa 

tumoral localizada, pero en algún momento dejan de ser responsivos al tumor 

permitiendo el proceso tumoral. Al respecto, en el presente trabajo se encontró 

que las células tumorales de CaCu secretan un factor de naturaleza proteica 

con actividad inhibidora de la proliferación de las células Iinfocíticas humanas 

(AIPCLH), que además es capaz de inducirlas a entrar en apoptosis, 

favoreciendo de este modo el crecimiento tumoral. En ese sentido se ha 

reportado que las células tumorales en diversos tipos de canceres como el de 

mama y el de pulmón, aumentan la producción de citocinas tipo Th2 

específicamente la IL-6, IL-10 y TGF-p, tanto in Vitro como en modelos in vivo 

(Giannini et al, 1998), y se afirma que esta condición puede representar un 
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factor de supresión de la respuesta inmunológica durante el desarrollo del 

tumor. Nuestros datos aportan evidencia de que la actividad inhibidora 

observada en los cultivos de linfocitos, se debe a la presencia del TGF-p 

dentro del MC de células de CaCu ya que al ser tratado con un anticuerpo 

neutralizante contra esta citocina, el efecto se ve revertido completamente; 

en ese sentido nuestros datos muestran que el TGF-p es el principat 

responsable de dicha actividad. De igual manera, se ha aportado evidencia de 

que las células tumorales en diversos cánceres, aumentan los niveles de 

ARNm del TGF-p comparado con tejidos normales (Miyamoto et al, 1995) 

nuestros datos aportan evidencia de que en el caso específico del CaCu no 

solo se produce un aumento en la producción del TGF-p (las células Hela 

producen 32.619 pg/¡.tl de TGF-p yen fibroblastos no fue detectado bajo las 

mismas condiciones de cultivo), sino que es secretado de forma activa y 

ejerce un efecto directo sobre los cultivos de células linfocíticas. Este hecho 

sugiere que el TGF-p actúa de modo directo sobre la prOliferaCión de los 

linfocitos además de favorecer el aumento de la Il-10 en contraste con 

algunos reportes que sugieren que el TGF-p no ejerce su efecto de modo 

directo sino que lo hace aumentando la expresión de la Il-10 y que es esta la 

responsable de la supresión de la respuesta inmune (Peralta et al, 2001, 

Nakagomi et al, 1995). Adicionalmente, se ha encontrado que existe una 

relación directa entre las concentraciones del TGF-p y la progresión del 

cáncer como el de mama, ovario y de cérvix, que en un principio puede estar 

jugando un papel importante en la selección clonal de las células tumorales, 

ya que se tienen reportes de que los tumores incipientes si presentan 

sensibilidad al TGF-p y que esta se va perdiendo conforme avanza la 

enfermedad, lo mismo que en cultivos primarios de líneas celulares 

transformadas que pierden la sensibilidad al TGF-p después de periodos 

prolongados de cultivo (Fynan et al, 1993); esta pérdida de sensibilidad, puede 

ser la que lleve a diferentes tumores a secretar TGF-p de forma constitutiva 

aumentando su concentración conforme el cáncer se desarrolla. En ese 
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sentido, diversos estudios muestran que la perdida de sensibilidad al TGF-p 

por la célula tumoral se debe a que dicha selección clonal favorece la 

proliferación de células que van adquiriendo mutaciones tanto en los 

receptores para esta citocina ' como en algunas moléculas necesarias para la 

transducción de la señal como son las proteínas Smad, haciendo que ya no 

respondan al efecto inhibitorio de esta citocina generando un microambiente 

óptimo para ellas al inhibir a las células vecinas y aumentar la vasculogénesis 

del tejido (Guo el al, 1997; Lu el al, 1997; Kimch el al, 1988; Baldwin el al, 

1996; Derynck el al, 1996; Macias-Silva el al, 1996; Hayashi el al, 1997; De 

Caester el al, 2000). 

Por otro lado, observamos que el TGF-p del MC ejerce su efecto 

principalmente sobre la subpoblación de linfocitos TCD4+ (Figura 16), lo que 

resulta interesante ya que se ha descrito que estas células tienen un papel 

fundamental en el inicio y dirección de la respuesta inmune adaptativa (Maloy 

el a', 2001; Gavín et a', 2003). Se ha demostrado que existe una subpoblación 

que representa aproximadamente el 5-10% de células TCD4+ que expresan 

en su superficie celular a CD25, el receptor de la cadena a para la IL-2 a las 

que se ha denominado como células T reguladoras (T Reg), las cuales llevan a 

cabo una regulación negativa en la respuesta inmunológica (Sakaguchi, 2000; 

Julien et al, 2005). Se propuso primerc~ que este grupo celular CD4+CD25+ 

lleva a cabo un control negativo de la proliferación de los linfocitos 

CD4+CD25- a través de un contacto celular directo (Song el al, 2002); sin 

embargo, trabajos recientes muestran que esta subpoblación de linfocitos 

TCD4+CD25+ secreta de forma constitutiva TGF-p creando un microambiente 

rico en esta citocina que es capaz de bloquear la activación de los linfocitos 

TCD4+CD25- en su totalidad (Levings el al, 2002; Song el al, 2004; Park el al, 

2004). 

También se ha demostrado que el TGF-p actúa sobre los linfocitos T 

vírgenes favoreciendo su diferenciación hacia el fenotipo CD4+CD25+ 

(Nakamura el al, 2001; Yamagiwa et al, 2001; Julien el al, 2005). En ese 

sentido la célula tumoral podría estar generando una estrategia similar a la 
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que lleva a cabo el sistema inmunológico de forma normal y utilizar al TGF-p 

para generar un microambiente rico en esta citocina, que favorece la 

diferenciación de los linfocitos hacia el perfil CD4+CD25+, propiciando un 

ambiente inmunosupresor que le permite evadir la respuesta inmunológica 

favoreciendo de este modo el proceso tumorigénico. 

Los linfocitos después de ser activados, solo tienen un periodo de vida 

limitado y posteriormente se induce en ellos la muerte celular por vía 

apoptótica. En la fase de inicio de este proceso en linfocitos T, se incluye la 

unión de receptores de muerte, particularmente los receptores de Fas y del 

Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a) que desencadenan una serie de eventos 

como cambios en el potencial de membrana mitocondrial, que culmina con la 

liberación de citocromo C y otros factores que inducen la apoptosis (Zamzami 

et al, 1995; Yang et a/J 1997; Nagata et al, 1995; Dhein et al, 1995; Ju et al, 

1995). En ese sentido, en algunos trabajos se ha propuesto que el TGF-p 

influye en la muerte celular por apoptosis aunque no queda claro el 

mecanismo de cómo lo hace; sin embargo, otros estudios indican que el TGF

p induce la expresión del ligando de Fas provocando la muerte celular 

mediada por esta molécula (Zheng et al, 1995; Genestier et al, 1999). En 

nuestro trabajo, mostramos evidencia de que el TGF-p que secretan las 

células tumorales, induce la muerte apoptótica de las células linfocíticas, 

logrando así, no solo detener su ataque, sino eliminándolas y de esta manera 

favorecer su sobrevivencia y la metástasis, como parte de la estrategia que le 

confiere ventajas selectivas sobre el resto de las células del organismo. 

En resumen, nuestros resultados proporcionan nueva información que 

integrada a la ya existente, nos permite comprender parte de la compleja 

serie de cambios que llevan a una célula tumoral a adquirir ventajas · 

selectivas sobre el resto de las poblaciones celulares, particularmente 

mediante el uso del TGF-p, ya que existen trabajos que nos muestran que 

algunas líneas tumorales entre las que se encuentra el CaCu, presentan 

mutaciones en los receptores TpRI y TpRII así como en proteínas Smad, por 

lo que se ve alterada su señalización y que en algunos casos las lleva a 
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secretar de forma constitutiva al TGF-p, y aprovechar las diversas funciones 

de esta citocina como la angiogénesis y la inmunosupresión tanto de modo 

directo como a través del aumento de la producción de otras citocinas como la 

IL-10 para favorecer su proliferación y posiblemente su diseminación por el 

organismo (Guo et al, 1997; Kimch et al, 1988; Derynck et al, 1996; Hayashi 

et al, 1997; Derynck et al, 1998) 

El encontrar que la células de CaCu utilizan al TGF-p como parte del 

mecanismo que les permite evadir al sistema inmunológico, puede no ser un 

hecho aislado, sino que sabiendo que otros tumores sólidos como el de 

mama, de pulmón y carcinoma gástrico, entre otros, son capaces de aumentar 

la producción del TGF-p a la vez que adquieren mutaciones selectivas que les 

permite escapar a su actividad inhibidora pudiera ser una estrategia 

generalizada para el desarrollo del cáncer, por lo que el hecho de comprender 

mejor toda la serie de eventos que se van produciendo a lo largo del proceso 

tumoral, podrá permitir en un futuro proponer nuevas terapias más efectivas 

en la lucha contra esta enfermedad. 
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CONCLUSIONES 

o Las células tumorales provenientes de CaCu, secretan un factor con 

actividad inhibidora de la proliferación de células linfocíticas humanas 

(AIPCLH). 

o La AIPCLH 'esta dada por la presencia del TGF-p en él medio 

condicionado (MC) de células HeLa . 

o La subpoblación de linfocitos TCD4+ disminuyen su proliferación en 

presencia del MC. 

o El MC induce la muerte celular por apoptosis en los linfocitos. , 
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