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mc                      Medio condicionado de la línea C63 

mc C63                Medio condicionado de la línea C63 

cmcC63             Concentración del medio condicionado de la línea C63  
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RESUMEN 
 

Antecedentes: La línea celular C63 procedente de fibroblastos de piel humana es 

una fuente natural de Interleucina-2 humana (IL-2), dicha línea fue transfectada 

con el gen para IL-2, siendo este el responsable de la secreción de la citocina en 

altas concentraciones en su medio condicionado después de un periodo de 7 días 

de incubación. Por esta razón, a partir del medio condicionado de la línea celular 

C63. Se obtuvo IL-2, empleando las técnicas de liofilización y diálisis. El extracto de 

IL-2 fue detectado y cuantificado por un método de ELISA indirecta. Su actividad 

biológica se evaluó por medio de la técnica cristal violeta empleando linfocitos de 

sangre periférica (LSP). En el extracto obtenido del medio condicionado de la línea 

celular C63 se evaluó una concentración de 12.65 ng/mL de IL-2 con una actividad 

biológica de 9 349.5 UI/mL. Además, se observo la formación de conglomerados 

al activar LSP tanto con la IL-2 obtenida del extracto como con la recombinante 

humana comercial. Los resultados muestran que la línea celular C63  produce IL-2, 

por lo que puede ser empleada como una fuente natural para su obtención, ya que 

no se detectaron diferencias entre los datos de activación de LSP estimulados con 

IL-2 recombinante humana comercial (rhIL-2) y aquellos activados con IL-2 

extraída del medio condicionado. Además de que la línea C63 posee la ventaja de 

ser una proteína glicosilada de forma natural, en comparación con las proteínas 

recombinantes comerciales, lo cual su actividad biológica se mantiene y es posible 

obtener en grandes cantidades en un corto plazo. 
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INTRODUCCIÓN 

El cáncer es el proceso por el cual las células normales se transforman en células 

malignas por la adquisición de mutaciones, las cuales acarrean como 

consecuencia el daño del genoma, este daño puede resultar de un proceso 

endógeno o exógeno (Weiss y Valle, 2003). Se caracteriza por  una multiplicación 

y un crecimiento anormal desordenado de  células que tienen la capacidad de 

invadir los tejidos adyacentes y diseminarse por todo el organismo a través del 

sistema linfático o vascular mediante un proceso denominado metástasis, todo tipo 

de cáncer comparte esta característica en común. Entre estos canceres se 

encuentra el Cáncer Cervicouterino (CaCu) que representa la segunda causa de 

muerte por neoplasias en la población femenina registrando más de 4,000 muertes 

al año en México, siendo este el más frecuente en las últimas décadas.                

Se caracteriza por un tumor maligno que se origina en el epitelio del cuello uterino 

no siendo detectado en sus etapas iniciales si no hasta las etapas invasivas  

(Frías y Zentella, 2005). Respecto a esto nuestro grupo de trabajo ha venido 

realizando estudios relacionados al CaCu empleando Interleucina-2 (IL-2), a 

diferentes concentraciones demostrando que esta proteína juega un papel 

citotóxico y anti-proliferativo  ante este tipo de células, para ello se ha trabajado y 

demostrado que en líneas celulares de CaCu CALO e INBL su uso a bajas 

concentraciones (10 UI/mL) estimula su proliferación celular, mientras que a altas 

concentraciones (100 UI/mL) se inducen a muerte mediante el uso de IL-2 

exógena. Además de reportar que estas mismas líneas celulares son capaces de 

secretar IL-2 para su propio factor de crecimiento (Rangel, et al, 2010). 

Por esta razón, es necesario contar con una fuente que nos permita abastecernos 

de IL-2 en grandes cantidades, para proseguir con nuestros estudios biológicos 

relacionados al CaCu permitiendo así proponer una alternativa terapéutica para 

este tipo de pacientes con cáncer, por lo cual el presente trabajo tuvo como 

objetivo extraer IL-2 a partir del medio condicionado de la línea celular C63 siendo 

esta una fuente natural de obtención de IL-2 humana. 
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 MARCO TEÓRICO 

SISTEMA INMUNOLÓGICO 

Uno de los sistemas más importantes del cuerpo humano es el inmunológico, 

encargado de proteger al organismo contra la agresión o presencia de agentes 

patógenos y elementos tóxicos, entre los primeros se encuentran todos los 

microorganismos como bacterias, virus, parásitos y hongos mientras que los 

segundos incluyen a todos los contaminantes ambientales y venenos, tales como 

corrosivos, radiaciones, quemaduras, cortaduras, etc.  

El sistema inmunológico es el mecanismo más eficiente para la eliminación de 

agentes extraños y ha desarrollado una variedad de respuestas apropiadas para 

combatir cada tipo de patógeno, al mismo tiempo mantiene la tolerancia a los 

componentes del propio organismo. Para la eliminación de un patógeno que ha 

establecido una infección lo primero que debe hacer el sistema inmunológico es 

reconocerlo como tal y desarrollar una respuesta adecuada para destruirlo, este 

sistema actúa mediante dos tipos de mecanismos que se diferencian en las 

estructuras de reconocimiento de patógenos (Abbas y Lichtman, 2004, Regueiro y 

López, 1996). Tales mecanismos son la inmunidad Innata y la Inmunidad 

Adaptativa que se presentan sucesivamente e interaccionan entre sí, lo cual 

aumenta su eficacia. 

 

Inmunidad Innata 

Es la primera respuesta en  manifestarse ante la presencia de cualquier agente 

extraño al organismo y consta tanto de mecanismos externos como internos, dicha 

inmunidad es inespecífica y se dispara con gran rapidez. Entre los principales 

mecanismos externos que componen esta inmunidad, están las estructuras 

anatómicas que funcionan como barreras primarias contra los gérmenes 

invasores, desde luego está la piel, cuya relativa resequedad y constante 
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descamación limita el crecimiento de microorganismos y ayuda a su eliminación, 

del mismo modo las mucosas cuya superficie ciliada recubierta de moco capturan 

microorganismos y los empuja hacia el exterior para ser expulsados. En 

colaboración con estas barreras participan diversos componentes secretados que 

refuerzan su capacidad protectora, tales como enzimas antimicrobianas, Lisozima, 

ácido clorhídrico, etc. Los reflejos fisiológicos también pueden contribuir a expulsar 

con violencia a los microorganismos en desarrollo (estornudos, tos, vómito, 

diarrea) (Abbas y Lichtman, 2004, O´ Hara y Shanahan, 2006). 

Dentro de los mecanismos internos de la inmunidad innata hay participación de 

células fagocitarias como monocitos, macrófagos, neutrófilos polimorfonucleares y 

células asesinas naturales (NK) que lisan e inhiben el crecimiento de antígenos y 

células tumorales de manera inespecífica (Kagi, et al, 1995). Así mismo, 

interacciones entre células activan y secretan moléculas conocidas como 

mediadores que van a  limitar la difusión o expansión del agente extraño. Las 

células cebadoras liberan histamina y leucotrienos quienes son las que provocan 

la inflamación local y tienden a focalizar el proceso infeccioso, al igual liberan 

factores quimiotácticos que atraen a las células fagociticas al sitio de lesión y 

éstas inician la ingesta de los agentes patógenos. 

Los fagocitos dentro de los cuales encontramos a los neutrófilos y macrófagos 

tienen dos funciones muy importantes, una es la de capturar, ingerir y destruir en 

su interior a los materiales fagocitados y la otra es la de secretar moléculas de 

comunicación intercelular conocidas como citocinas proinflamatorias llamadas 

Interleucina 1 (IL-1), Interleucina 6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral (TNF) que 

tienen efectos muy importantes a distancia al promover el aumento de temperatura 

corporal, anorexia, somnolencia, malestar general, etc. Todos estos efectos son 

característicos del inicio de un proceso infeccioso y no son más que la 

manifestación de los primeros intentos del organismo para eliminar al invasor 

(Janeway, et al, 2001).   
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Las células asesinas naturales (NK) están especializadas para eliminar células 

que han sufrido cambios en su fisiología, ya sea que estén infectadas por un virus 

o que se hayan trasformado neoplásicamente, estas células son inmediatamente 

identificadas e inducidas a suicidarse mediante un proceso de muerte programada 

(apoptosis) por el que se destruyen sin violencia y sin afectar a los tejidos 

circundantes (Janeway, 2005). 

Aunque la inmunidad innata es eficaz contra muchos de los agentes infecciosos a 

veces es insuficiente ante la presencia de agentes patógenos que pueden evadir o 

contrarrestar esta forma de inmunidad por lo que al establecerse en el individuo 

inician una multiplicación ilimitada y le resultan nocivas al organismo, por lo que 

existe otro tipo de respuesta ante este tipo de agentes. 

 

Inmunidad Adaptativa 

Es más compleja y eficaz para eliminar agentes extraños comparados con la 

inmunidad innata. Se induce por moléculas llamadas antígenos que forman parte 

estructural de todos los virus, microorganismos y células, y que al ser reconocidos 

desencadenan una serie de sucesos que llevan a la activación de linfocitos 

efectores altamente específicos para el inmunógeno y a la producción de 

anticuerpos (Suites, 1991, Ross, et al, 2005). Las características que definen a 

este tipo de inmunidad son: una especificidad precisa por distintas moléculas y 

una capacidad de recordar y responder con más intensidad a la exposición 

repetida a un mismo antígeno, al mismo tiempo es capaz de reconocer, 

reaccionar, bloquear y eliminar a un gran número de sustancias microbianas 

(Abbas y Lichtman, 2004).  

La inmunidad adaptativa a su vez se divide en dos partes: inmunidad humoral e 

inmunidad celular de acuerdo a las células que en ella participan. 
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Inmunidad humoral  

La inmunidad humoral esta mediada por proteínas o moléculas solubles mejor 

conocidas como anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) que son producidas por el 

linaje de  linfocitos B, se encuentran en el plasma sanguíneo y en secreción de 

mucosas. Esta tipo de respuesta inmune combate a los microorganismos de 

múltiples formas, por ejemplo sus anticuerpos son capaces de identificar al 

antígeno microbial, neutralizarlo evitando que infecte células vecinas. Su principal 

mecanismo de defensa es contra los microbios extracelulares y sus toxinas ya que 

pueden secretar anticuerpos y unirse al microbio para eliminarlo, algunos de ellos 

promueven la fagocitosis, otros desencadenan la liberación de mediadores 

inflamatorios y algunos otros son especializados y diferenciados para activar los 

diferentes mecanismos efectores (Roitt, et al, 1997).  
 

Inmunidad celular 

Este tipo de inmunidad es mediada por linfocitos T y es capaz de eliminar 

microbios intracelulares como virus, bacterias, hongos, y células transformadas  

que sobreviven dentro de los fagocitos o del hospedero. Este tipo de linfocitos son 

los encargados de llevar a cabo el reconocimiento y eliminación de las células 

blanco, mediante la secreción de citocinas como interferon gama (INF-γ) y factor 

de necrosis tumoral (TNF-α) y la acción de células efectoras (Roitt, et al, 1997, 

Stockt, et al, 1998). Las células efectoras CD4+ de vida corta forman grandes 

cantidades de citocinas que aumentan la capacidad de protección de otras células 

como macrófagos o las células NK y cooperan con los linfocitos B en la formación 

de anticuerpos, mientras que células T efectoras CD8+ son células citotóxicas y 

provocan apoptosis en células infectadas por virus y en células neoplásicas 

(Abbas y Lichtman, 2004).  

Los linfocitos son las células del sistema inmune sobre las cuales recae la 

respuesta inmune adaptativa. 
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LINFOCITOS T 

En los mamíferos los linfocitos T regulan y dirigen la respuesta inmune adaptativa, 

son caracterizados principalmente por poseer en su membrana un complejo de 

proteínas llamado receptor para antígeno de linfocitos T (TCR) el cual reconoce 

péptidos antigénicos que le son presentados a través del complejo mayor de  

histocompatibilidad (MHC) siendo expresado en diferentes tipos de células. Dicha 

señal de reconocimiento es transmitida al interior de la célula por un conjunto de 

moléculas de membrana llamado colectivamente CD3. La repuesta de los 

linfocitos T a los antígenos y coestimuladores incluyen la síntesis de citocinas que 

a su vez contribuyen a la activación, proliferación y  diferenciación de distintos 

tipos celulares y a la realización de funciones efectoras (Abbas y Lichtman, 2004).  

El TCR se forma de un heterodímero constituido por dos cadenas en 

combinaciones αβ o γδ, que permite su clasificación en dos grupos, linfocitos Tαβ 

(TCR-2) y linfocitos Tγδ (TCR1). Esto dos tipos de linfocitos se diferencian entre sí 

por la presencia de estas moléculas en la membrana celular. Los  linfocitos Tαβ se 

dividen en dos grandes subtipos linfocitos T CD4 (linfocitos cooperadores) y los 

linfocitos T CD8 (linfocitos citotóxicos). Los linfocitos T CD4 reconocen antígenos 

presentados por el MHC-II que contienen los fagocitos, células dendríticas y 

linfocitos B ayudando a destruir el patógeno y promover la síntesis de 

inmunoglobulinas por parte de los linfocitos B. Los linfocitos T CD8 reconocen 

antígenos presentados por MHC-I y actúan en el proceso de citotoxicidad para la 

eliminación de células infectadas. Mientras que los linfocitos T γδ se encuentran 

abundantemente en las mucosas y a menudo son CD4 y CD8 negativos (Joling, et 

al, 1994, Zuckermann y Husmann, 1996).  
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Subpoblación de linfocitos Th1 y Th2 

Tras la presentación de antígenos y por efecto de ciertas citocinas, los linfocitos 

CD4 pueden polarizarse en sus acciones, particularmente su producción de 

citocinas, de tal modo que favorezcan la respuesta inmune celular (Th1) o humoral 

(Th2). La liberación de citocinas por los macrófagos y otros tipos celulares en las 

primeras fases de la infección definen el patrón Th1 o Th2 que se producirá en 

respuesta a un agente extraño (Biron y Gazzinelli, 1995, O´Garra, 1998). La 

liberación de interferon-γ (INF-γ) e IL-12 inducen la diferenciación de las células 

Th a células Th1, en tanto que la IL-4 e IL-10 inducen la polarización Th2  

(Romagnani, 1997, Scott, 1993, Trinchiere, 1993). Mediante un proceso de 

polarización Th1/Th2, un tipo de respuesta inhibe a otra mediante citocinas 

especificas. Así, los linfocitos Th1 pueden llegar a inhibir la proliferación de las 

células Th2 a través de la secreción de INF- γ, mientras que la IL-10 producida por 

las células Th2 puede inhibir la secreción de  citocinas de la población Th1 (Roitt 

et al., 2001). 

Los linfocitos Th1 y Th2 se diferencian por la producción de citocinas y el tipo de 

respuesta inmune en la que intervienen. Los linfocitos Th1 producen INF-γ, factor 

de necrosis tumoral-beta (TNF-β), IL-2 e IL-8, los cuales activaran a los linfocitos 

CD8 y células asesinas naturales NK (Kaufmann, 1996, O´Garra, 1998). Esta 

polarización Th1 supondrá un predominio de la respuesta inflamatoria y citotóxica. 

Por su parte los linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 entre otras, 

cuyo efecto principal será la activación de linfocitos B y eosinófilos predominando 

la respuesta de tipo humoral (Garside y Mowart, 1995, Romagnani, 1997). 
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Linfocitos  B 

En los mamíferos los linfocitos B se diferencian en la médula ósea constituyendo 

entre el 5 y 18% de los linfocitos circulantes, su función principal es la de producir 

inmunoglobulinas (Igs), las cuales pueden estar asociadas en la membrana de los 

linfocitos B o de forma soluble (Anticuerpos). 

Las inmunoglobulinas de membrana son sintetizadas por los propios linfocitos B y 

quedan insertadas en la superficie de la membrana donde actúan como receptores 

antigénicos específicos. Por su parte, los anticuerpos son proteínas que se 

encuentran libres en el suero y que se unen específicamente a los antígenos 

poniendo en contacto el patógeno con el fagocito encargado de destruirlo, una vez 

que se ha llevado a cabo el contacto con el antígeno los linfocitos B se activan, 

proliferan y se diferencian en células plasmáticas o células secretoras de 

anticuerpos. Una parte de los linfocitos B activados no se diferencian en células 

plasmáticas, si no que se convierten en células de memoria que serán las 

responsables de la producción de una respuesta más rápida e intensa en el caso 

de un nuevo contacto con ese antígeno. 

Los linfocitos B al igual que las células T expresan su propio receptor normalmente 

llamado receptor de células B (BCR) el cual le proporciona señales activadoras a 

los linfocitos B cuando se pone en contacto con el patógeno, además de ser 

también responsables de la secreción de ciertas citocinas tal como IL-1, IL-2, IL-4,  

IL-6,  IL-7,  IL-8,  IL-12, INF-γ, TNF-α que a su vez activan a otros tipos de células 

para la rápida eliminación del patógeno (Abbas y Lichtman, 2004, Pistoia, 1997).  
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CITOCINAS 

Como se ha mencionado anteriormente, la respuesta inmune es muy compleja y 

depende de innumerables interacciones entre una gran variedad de células que 

deben actuar de manera coordinada para el reconocimiento, procesamiento y 

posterior eliminación de los agentes no reconocidos como propios. Esta 

interacción se realiza por contacto directo entre células o mediante factores 

solubles que actúan como mediadores, tal como las citocinas (Maino y Picker, 

1998). Las citocinas son proteínas de bajo peso molecular 15-30 kDs constituidas 

de 120-180 aminoácidos que pueden secretarse o permanecer unidas a la 

membrana por medio de receptores específicos, son producidas por células del 

sistema inmunológico como linfocitos T junto con macrófagos y surgen como 

respuesta a una amplia variedad de estímulos como estrés celular, lesiones 

inducidas por carcinógenos, inflamación o infección (Meager, 1991).  

Su función principal es regular la activación, proliferación y diferenciación de 

distintas poblaciones celulares, así como activar y regular el incremento y 

disminución de la respuesta inmunológica, inflamatoria y reparadora de lesiones 

por medio de células  inflamatorias como fagocitos mononucleares, neutrófilos y 

eosinófilos, además de regular la activación de linfocitos estimulados por 

antígenos específicos (Warrens y Lechler, 1992). 

Todas las citocinas comparten características semejantes: a) son de bajo peso 

molecular 15-30 kDs, b) son producidas cada vez que comienza la activación de la 

respuesta inmunológica, c) tienen una vida media limitada, d) solo estimulan a 

células que poseen receptores específicos para estas citocinas e) y son 

extremadamente potentes a bajas concentraciones (Abbas y Lichtman, 2004). 

Para realizar su función biológica requieren concentraciones de nanogramos a 

picogramos y pueden actuar de manera autocrina al modular la actividad celular,  

de manera paracrina al inducir la producción de otras citocinas mediante otras 
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estirpes celulares o bien sobre células y tejidos distantes a través de la sangre 

(Maino y Picker, 1998, Abbas y Lichtman, 2004). 

En general hay dos grupos de citocinas que pueden ser distinguibles en base a su 

participación en los procesos de infección y/o inflamación. Las citocinas que están 

directa o indirectamente involucradas en los procesos inflamatorios reciben el 

nombre de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF- α, IFN- γ) promoviendo la 

respuesta inmune mediada por células. Mientras que las citocinas antiinflamatorias 

(IL-2, IL-4, IL-10 e IL-13)  suprimen la actividad de las células proinflamatorias y 

son potentes mediadores de los linfocitos B. De esta manera la expresión de 

citocinas presentes en una enfermedad determinara el tipo de respuesta inmune 

despertada (Abbas y Lichtman, 2004).  

Las citocinas juegan un papel muy importantes dentro de las alternativas 

terapéuticas aplicadas a pacientes con distintos tipos de cáncer, se ha demostrado 

la acción de interferones α, β, y γ sobre linfomas y leucemias, así como en 

tumores sólidos de ovario y riñón (Arie Belldegrun, et al, 1993, Ulka 

Vaishampayan, 2003). Por otra parte se ha observado la participación de IL-1,    

IL-2, IL-3, IL-4 e IL-10 en el control inmunológico y el efecto antitumoral sobre 

carcinoma renal, pulmonar, mielodisplasias y mastocistomas (Ganser, et al, 1990, 

Terres y  Coffman, 1998).  

Existe una variedad de citocinas que poseen importantes funciones dentro del 

organismo, entre estas se incluyen los interferones, interleucinas (IL-1 a IL-33), 

factores estimuladores de colonias (M-CSF, G-CSF, GM-CSF), factor de necrosis 

tumoral (TNF), factores de crecimiento (NGF, EGF) y quimiocinas (RANTES, 

MCP-1, MIP-1). Sin embargo IL-2 es una citocina que ha venido jugando un papel 

muy importante en la respuesta inmunológica antitumoral en diferentes tipos de 

cáncer como melanoma, mama, renal, hígado y cáncer cervicouterino  (Bermudez, 

et al, 2005, Foa, et al, 1992, Rangel et al, 2010, Schaafsma, et al, 1991).  
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INTERLEUCINAS 

Las interleucinas son un grupo extenso de citocinas que son producidas 

principalmente por linfocitos T, aunque fagocitos mononucleares y algunas células 

tisulares también pueden producirla, la función de la mayoría es inducir la 

activación, proliferación y diferenciación de otras células. 

 

INTERLEUCINA-2 (IL-2)  

La IL-2 es una proteína descubierta en 1976 en los laboratorios del National 

Cancer Institute. Su gen fue clonado en 1984 lo cual permitió obtener grandes 

cantidades de IL-2 recombinante. A partir de ese entonces se han desarrollado 

múltiples ensayos clínicos que han demostrado el efecto antitumoral por parte de 

IL-2 (Gonzales y Grañena, 1996).  

La IL-2 es una glicoproteína de 15.5 kDs con 133 aminoácidos, es una molécula 

hidrófoba la cual se establece a pH de 3.9-5 compuesta de cuatro hélices alfa 

anfipáticas arregladas de forma antiparalela, con un punto isoeléctrico entre      

6.8-8.2. El gen que codifica para IL-2 se encuentra localizado en el cromosoma 

4q26-28 el cual contiene tres residuos de cisteína en las posiciones 58, 105 y 125 

en donde los dos primeros forman un puente disulfuro que es esencial para la 

actividad de la molécula. 

La IL-2 es producida y secretada principalmente por linfocitos T cooperadores 

CD4+ y en menor proporción por  linfocitos T CD8+. Estos linfocitos pueden ser 

activados por estimulación con antígenos, mitógenos o lectinas como   

Concavalina A, Fitohemaglutinina o bien por interacción del receptor de células T 

con el complejo antígeno para la rápida sobreexpresión de IL-2. Sin embargo, no 

solo células normales pueden llegar a producirla ya que se ha reportado que 

algunos clones de células T, células hibridas, líneas de leucemia como JURKAT, 
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MLA144 y líneas transfectadas como C63 pueden llegar a producirla en grandes 

cantidades (Jane, et al, 1985, Mire y Thorpe, 1998).  

 

EFECTOS BIOLÓGICOS  

La IL-2 denominada inicialmente factor de crecimiento de linfocitos T (TCGF) es la 

principal citocina responsable de la expansión clonal de células T tras el 

reconocimiento de un antígeno. Por lo que controla la activación, proliferación y 

diferenciación de linfocitos T y facilita la destrucción de tumores mediante la  

activación de células NK y T citotóxicos. Así mismo IL-2 promueve el crecimiento y 

producción de anticuerpos por parte de los linfocito B y promueve la activación de 

distintos tipos celulares tal como monocitos, eosinófilos, células pancreáticas, etc. 

Para la eliminación de algún patógeno.  

Por otra parte IL-2 es capaz de estimular la síntesis otras citocinas derivadas de 

células T como: TNF-α, TNF-β, IFN- γ, IL- 1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, 

IL-15 (Maas, et al, 1993, Anderson y Sorenson, 1994, Hassuneh, et al, 1997, 

Vella, et al, 1998). Además de contribuir a mejorar  la memoria de células T CD4+ 

al promover la reexpresión del IL-7Rα en células T activas, dicho receptor está 

relacionado con el desarrollo de células de memoria, mostrando un patrón de 

expresión reciproco con el receptor de IL-2 (Hans, et al., 2007). 
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RECEPTOR DE IL-2 EN CÉLULAS NORMALES 

Para que la IL-2 pueda ejercer su función necesita unirse a su receptor de 

membrana conformado generalmente por tres subunidades glicoproteicas IL-2Rα, 

IL-2Rβ y IL-2Rγ las cuales se asocian en la superficie celular por enlaces no 

covalentes para formar un complejo funcional de alta afinidad, cuya función es 

transmitir las señales de activación al interior de la célula (Figura 1) (Regueiro y 

Lopez, 1996, Damjanovich, et al, 2004).  

La cadena alfa del receptor de IL-2 (IL-2Rα) es una subunidad específica que no 

está envuelta en la traducción de señales sin embargo, su expresión es 

potencialmente inducida únicamente en células T activas contribuyendo a generar 

un receptor de alta  afinidad, cuando el IL-2Rβ y IL-2Rγ están presentes en las 

células (Mc Millan, et al, 1995). La cadena β del receptor de IL-2 (IL-2Rβ) presenta 

una región citoplasmática rica en serina, prolina y una región acida involucradas 

en la señal de transducción intracelular, además de poseer la característica de ser 

una subunidad compartida con el receptor de IL-15 y ser expresada en las células 

en reposo (VanderSpek, et al, 1996, Damjanovich, et al, 2004). Del mismo modo la 

cadena gamma (IL-2Rγ) es compartida por citocinas tal como IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 

y IL-21 la cual tiene un dominio extracelular con una región rica en leucina sin 

embargo, no se sabe si está implicada en alguna función del receptor (Warren,    

et al, 1996). Su secuencia típica lo incluye en la superfamilia de receptores para 

citocinas tal como la cadena β de IL-2, contiendo cuatro cisteínas conservadas y 

una región Trp-Ser-X-Trp-Ser (WSXWS) (Xinquan, 2005).  

Los linfocitos en reposo constitutivamente expresan las cadenas  β y γ del receptor 

de IL-2, formando un receptor de afinidad intermedia (1X10-9M) al unirse a IL-2. 

Sin embargo, la rápida expresión de la cadena alfa tras la activación de células T 

es debido a la presencia de IL-2, así la rápida coexpresión de las tres subunidades 

que conforman el receptor de IL-2 dan origen a un receptor de alta afinidad 
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(1x1011M) el cual permite que se lleve a cabo más rápido la señalización al interior 

del núcleo. 

Dentro de las células normales que expresan el receptor para IL-2, tenemos a los 

linfocitos T, linfocitos B, células NK, monocitos, macrófagos, eosinófilos, células 

pancreáticas, fibroblastos de pulmón etc. Así mismo se ha detectado su presencia 

en células normales no hematopoyéticas como células endoteliales de cordón 

umbilical, queratinocitos, células intestinales, células de origen nervioso, etc           

(Arzt, et al, 1992, Theze, et al, 1996).  

 

 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura.1 Estructura cuaternaria del complejo de señalización de IL-2/Rαβγ. (A y B) IL-2 se 

muestra en color violeta, y los receptores se muestran en cian (IL-2Rα), azul (IL-2Rβ) y oro (IL-2Rγ). Los 

carbohidratos observados están unidos a N-terminal como Asn123 del IL-2Rβ, el   Asn49,  Asn62 

 y Asn137 del IL-2Rγ se muestran en gris. Los enlaces disulfuro se muestran en rojo. Los péptidos 

 desordenados conectan el  C- terminal de los receptores  con la membrana celular como se muestran 

las líneas de  puntos en  sus  respectivos colores (Tomado de Xinquan Wang, et al.2005). 
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PRESENCIA DEL RIL-2 EN CÉLULAS TUMORALES 

En la actualidad diversos autores han descrito que el receptor para la IL-2 no es 

exclusivo de células normales de origen hematopoyético, ya que se ha 

demostrado que ciertos tumores sólidos de humanos como melanoma, mama, 

colorectal, pulmón, hígado, estomago, renal y cáncer cervicouterino expresan 

dicho receptor para la IL-2 (Mc Millan, et al, 1995, Hassueneh, et al, 1997, Rangel, 

et al, 2010). Lo cual indica que dicho receptor en células tumorales puede permitir 

la señalización de la citocina al interior de la célula.  

En las últimas décadas el Laboratorio de Oncología Celular ha venido realizando 

estudios relacionados al CaCu empleando líneas de tumores en diferentes 

estadios, revelando la presencia de las tres cadenas que conforman el receptor de 

IL-2 y observando una expresión diferencial del RIL-2 en el CaCu comparada con 

el receptor de IL-2 en células normales, observando que en estadios iniciales 

(neoplasias intraepiteliales y estadio I y II) solo se detecta la presencia de la 

cadena alfa del receptor de IL-2, mientras que en estadios avanzados (III y IV) se 

identifican las tres cadenas que conforman el RIL-2 en líneas celulares del CaCu 

CALO e INBL. En particular el RIL-2 presente en estas líneas celulares es 

funcional y dicha actividad se puede inducir dependiendo de la concentración de 

IL-2 administrada, inhibiendo su proliferación en presencia de altas dosis de IL-2 

exógena (100 UI/mL) o induciendo su proliferación en presencia de bajas dosis  

(10 UI/mL). Asi mismo, se ha reportado que estas mismas líneas celulares CALO 

e INBL son capaces de secretar su propia IL-2  para su crecimiento (Rangel, et al, 

2010). 
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INMUNOTERAPIA CON IL-2  

IL-2 ha venido cobrando un gran interés en el estudio de la biología de algunos 

tumores sólidos siendo empleada sola o en combinación en altas concentraciones 

con interferones, gemcitabine, capecitabine, etc. Para inducir la generación de 

células NK y linfocitos T citotóxicos en pacientes con cáncer en fase terminal en 

cáncer de melanoma, renal y próstata mostrando una respuesta de 15 a 40% con 

10 a 15% de completa remisión del tumor, aunque es favorable no garantiza la 

supervivencia del individuo en su totalidad (Vaishampayan, 2003, Atkinson y 

Brusko, 2009). Además de existir reportes que indican un aumento en los niveles 

de TNF en suero de pacientes poco después de la infusión de IL-2, lo cual se 

relaciona con la actividad tumoral observada (Rangel, et al, 1999). Sin embrago,         

su aplicación vía sistemática puede llegar a perturbar vías de regulación 

hematopoyética y provocar serios efectos colaterales como síndrome de goteo 

capilar, fiebre, dolor de cabeza, nauseas, vomito, diarrea, hipotensión, 

disfunciones respiratorias, renales y hepáticas, gastritis, fatiga e hipotensión por lo 

que su uso ha sido ilimitado (Brisson, et al, 1994, Mitsuyasu y Reier, 1998).         

Sin embargo, se ha mostrado que el uso de IL-2 en altas concentraciones         

(100 UI/mL) es eficiente para reducir masas tumorales en particular las del CaCu 

(Alvarado, 1997, Rangel, et al, 2010). 

IL-2 además de contribuir a producir regresión de masas tumorales en pacientes 

con cáncer en fase terminal, ha sido empleada también para combatir diferentes 

tipos de enfermedades autoinmunes, tales como enfermedades infecciosas (VIH), 

lupus eritomatoso, diabetes tipo I, tuberculosis, esclerosis múltiple, etc. Además de 

servir como antagonista para prevenir el rechazo de trasplante de órganos, por lo 

que se está empleando como una posible alternativa terapéutica para combatir 

este tipo de enfermedades.  
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CÁNCER CERVICO-UTERINO 

El Cáncer Cervicouterino (CaCu) es una tumor maligno que se origina en el 

epitelio del cuello uterino se manifiesta inicialmente a través de lesiones 

precursoras de lenta y progresiva evolución, producidas en etapas de displasia 

leve, moderada y severa evolucionando a cáncer in situ, en grado variable cuando 

ésta se circunscribe a la superficie epitelial, luego a microinvasor y posteriormente 

a invasor cuando el compromiso traspasa la membrana basal (Zaino, et al, 1992).  

Cada año se diagnostican 500, 000 nuevos casos en el mundo, en América Latina 

se reportan cerca de 68, 000 casos al año, las tasas más altas corresponden a 

Chile y México y las más bajas a Cuba, Puerto Rico y Argentina. En el 2001 el 

CaCu ocupó en México el primer lugar entre los tumores malignos en la población 

femenina con un total de 4,512 defunciones y una tasa de mortalidad de 18.3% 

por cada 100, 000 mujeres, de esta cifra el 47% de los casos se presentaron en 

mujeres de 35 a 54 años de edad (Tirado, et al., 2005). Para el 2005 se  

registraron 4,270 casos con una tasa de 10.2% por 100,000 mujeres (INEGI, 

2005) el grupo más afectado es de 35 a 64 años de edad. Actualmente México se 

ha mantenido como la segunda neoplasia más importante entre la población 

femenina, registraron un total de 4,036 casos con una tasa de 9.8 por 100,000 

mujeres (INEGI, 2008). La edad promedio al momento del diagnóstico es de 45 

años, pero la enfermedad puede ocurrir inclusive en la segunda década de la vida 

(Sánchez, et al, 2005).  

El Virus del Papiloma Humano (VPH) principalmente tipo 16 con una porción del 

50% y tipo 18 con un 12% son considerados como los factores etiológicos más 

importante del CaCu, ya que se ha encontrado que alrededor del 70% es atribuido 

por estos dos tipo de virus (Lorincz, et al,1987). Sin embargo existen otros factores 

de riesgo que parecen estar involucrados en su desarrollo revelando que el CaCu 

tiene un origen multifactorial, entre los factores más importantes que influyen al 

desarrollo de este tumor maligno se encuentra: el inicio de las relaciones sexuales 
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y partos a temprana edad, higiene genital deficiente, amplio número de 

compañeros sexuales, infecciones virales y bacterianas, al igual el tabaquismo 

tiene sustancias químicas que dañan el ADN de las células del cuello uterino, el 

acceso limitado a los servicios de salud en mujeres de escasos recursos, la 

inmunodepresión, las radiaciones, el uso de anticonceptivos orales, la deficiencia 

de vitamina C, β-carotenos y fosfatos también ayudan al desarrollo de este tumor 

maligno (Castellsague et al, 2002, Tirado et al, 2005). 

 

Etapas de evolución del CaCu 

Las siguientes etapas se usan para la clasificación del cáncer cervicouterino 

(Disaia, et al, 2002) 

Etapa 0 ó carcinoma in situ. Es un cáncer en su etapa inicial, las células 

anormales se encuentran sólo en la primera capa de células que recubren el 

cuello uterino y no invaden sus tejidos más profundos. 

Etapa I. El cáncer está circunscrito estrictamente al cuello uterino. 

Etapa II. Es la afección vaginal que excluye al tercio inferior o infiltración de los  

parámetrios (ligamentos de sostén de cuello uterino) sin llegar a la pared lateral de 

la pelvis.  

Etapa III. El cáncer se ha extendido a toda la región pélvica. Las células 

cancerosas también pueden haberse expandido a la parte inferior de la vagina y 

haberse diseminado para bloquear los tubos que  conectan los riñones a la vejiga 

(los uréteres). 

Etapa IV. Extensión por fuera de los límites del tracto reproductor. 
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Sólo en las etapas muy tardías cuando el cáncer se ha extendido más allá del 

cuello de la matriz, es cuando aparecen otros signos poco alentadores: la paciente 

baja de peso, puede presentar problemas urinarios de tipo infeccioso, sangrados 

anormales o de obstrucción al flujo de orina, por la invasión de la vejiga; o bien, 

estreñimiento o sangrado, por la invasión del colon y el recto. Y cuando el tumor 

se ha extendido por un proceso denominado metástasis a sitios lejanos como el 

hígado o los pulmones, que son sitios frecuentes de diseminación del tumor a 

través de la sangre, puede provocar síntomas dependiendo del lugar afectado 

(Castellsague, et al, 2002). 
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JUSTIFICACIÓN 
 

El Cáncer Cervicouterino (CaCu) representa un problema de salud pública muy 

importante en México y a nivel mundial, principalmente en los países desarrollados 

se ha observado un reciente incremento de este padecimiento. Además, de que 

nuestro país representa la segunda causa de muerte por neoplasias en la 

población femenina con grandes repercusiones a nivel social. En América Latina 

se reportan cerca de 68, 000 casos al año; las tasas más altas corresponden a 

Chile y México mientras que las más bajas  se reportan en  Cuba, Puerto Rico y 

Argentina. En México, se registran más de 4,000 muertes al año por lo que se ha 

planteado que el uso de IL-2 podría ser utilizada como una alternativa terapéutica. 

Ya que se ha demostrado que, en líneas celulares de CaCu CALO e INBL, el uso 

de 100 UI/mL  de IL-2  induce la muerte de estas células. 

Si se desea utilizar IL-2 como tratamiento para las células de CaCu es necesario 

contar con un método que nos permita  obtener cantidades considerables de IL-2. 

Por lo antes mencionado, el presente trabajo tuvo como objetivo extraer IL-2 a 

partir del medio condicionado de la línea celular C63 productora de esta citocina,  

por la transfección con el gene para IL-2.  
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HIPÓTESIS 
 

Se sabe que por las técnicas de liofilización y diálisis de medios condicionados de 

líneas celulares, se pueden obtener citocinas de esa población celular. Entonces, 
si se aplican dichas técnicas al medio condicionado, obtenido de la línea celular 

C63, se podrá obtener IL-2.  
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OBJETIVOS 
 

GENERAL: 

 Obtener IL-2 a partir del medio condicionado de la línea celular C63. 

 

PARTICULARES: 

 

 Cultivar la línea celular C63. 

 

 Reducir el contenido de humedad del medio condicionado de la línea celular 

C63 a través de la  técnica de liofilización. 

 

 Dializar el medio liofilizado en una membrana de 6-8 kDs para purificar la 

IL-2. 

 

 Concentrar el extracto de IL-2 empleando tubos Amicon con poro de         

10 y 30 kDs.  

 

 Detectar y cuantificar la IL-2 obtenida de la línea celular C63 mediante su 

comparación con rhIL-2 (recombinante humana IL-2) por el método de 

ELISA indirecta. 

 

 Evaluar la actividad biológica del extracto de IL-2 mediante la activación y 

proliferación de Linfocitos de Sangre Periférica (LSP) por medio de la 

técnica cristal violeta. 
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MATERIAL Y MÉTODO 

Material Biológico 

 Línea celular 

El material biológico consistió de la línea celular C63  procedente de fibroblastos de 

piel humana la cual fue transfectada con el gene de IL-2. Línea obtenida de la 

reserva criopreservada en el Laboratorio de Oncología de la Unidad de 

Investigación en Diferenciación Celular y Cáncer (UIDCC) de la Facultad de 

Estudios Superiores Zaragoza (FES ZARAGOZA), UNAM. 
 

Obtención de IL-2  

Para obtener IL-2 del medio condicionado de la línea celular C63 se cultivaron las 

células en condiciones de asepsia durante un lapso de 7 días  en medio liquido 

RPMI-1640 (Sigma USA) suplementado con 20% de SFB. Los cultivos se 

mantuvieron en una incubadora (Form Scientific, USA) a una atmosfera de 5% de 

CO2 con temperatura de 37 °C y un ambiente saturado de humedad. La densidad 

de las células se determinó en cámara de Neubauer (American Optical, USA) y su 

viabilidad fue evaluada por exclusión con azul de tripano en una dilución 1:10 

(Sigma USA) (Apéndice I).   

Al finalizar el periodo de incubación se colecto el medio condicionado que contenía 

la IL-2 y se centrifugo a 1000 rpm durante un lapso de 30 min para la eliminación 

de células muertas o desechos. El sobrenadante colectado se mantuvo en 

congelación a -70 °C para proceder a liofilizarlo en el Speed Vac (Savant 

AES2000, USA) por un lapso de 3 días. 

Terminado el proceso de liofilización el medio condicionado fue diluido con 100 mL 

de PBS y depositado en una membrana de Diálisis de 6-8 kDs (Spectrum 

Medical,USA) el cual se mantuvo en agitación en una solución de PBS  
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(Phosphate Buffer Solution) a -4 ºC durante un lapso de 5 días con un cambio 

constante cada 48 hrs. 

El dializado se esterilizó en un filtro de 0.22 μm y finalmente fue centrifugado en 

tubos Amicon con poro de 10 y 30 kDs (Millipore, USA) a 4500 rpm por un lapso 

de 30 min con temperatura de -4 ºC encontrando nuestro extracto de IL-2 dentro 

de ese rango. Una vez colectado el extracto de IL-2 se mantuvo en congelación a  

-20 °C hasta evaluar su concentración y su actividad biológica. 

 

Cuantificación de IL-2 obtenida del medio condicionado de la línea celular 
C63 por el método de ELISA indirecta.       

Para la cuantificación de IL-2 obtenida del medio condicionado de la línea celular 

C63 se empleo un kit de ELISA para IL-2. Para ello se tapizo la placa con un 

anticuerpo de captura (MAB602)  a una concentración de 5 µg/mL diluido con PBS 

y se incubó toda la noche a -4 ºC. Posteriormente se realizaron 3 lavados y se 

bloqueo la placa con 300 µL de block buffer durante un lapso de 1hra, para 

enseguida adicionar el estándar de IL-2 recombinante humana (202-IL) a una 

concentración de 2 ng/mL con diluciones 1:2 hasta llegar a 0.0625 ng/mL. Para 

determinar la cantidad de IL-2 presente en el extracto se tomaron 20 µL y se 

llevaron a 100 para su cuantificación.  

Después de un lapso de incubación de 12 hrs a -4 ºC se realizaron lavados para  

adicionar el anticuerpo de detección para IL-2 (BAF202) a una concentración de 

0.2 µg/mL. Incubando la placa durante un lapso de 2hrs. La placa fue lavada y se 

adiciono Streptavidin-Peroxidasa (S 2438) a una dilución 1:2000 en PBS por un 

periodo de 30 min, para finalmente adicionar el substrato Tetramethylbenzidine 

(T2885) a una concentración de 50 µg/mL y realizar la lectura de la placa a una 

absorbancia de 540 y 750 nm en el lector de ELISA (BIO-TEK, Instruments, 

Inc.USA). 
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Activación de linfocitos de sangre periférica (LSP) a partir de estímulos con 
IL-2 obtenida del medio condicionado de la línea celular C63 y con rhIL-2 (IL-2 
recombinante humana). 

Con el objetivo de poder evaluar la actividad biológica del extracto de IL-2 

obtenido de la línea celular C63 se emplearon linfocitos de sangre periférica, los 

cuales fueron activados y estimulados con IL-2 para su proliferación, empleando 

tanto el extracto de IL-2 como un control positivo de rhIL-2 a 100 UI/mL, para ello 

se obtuvieron 10 mL de sangre periférica humana de un donador sano mediante 

una jeringa conteniendo 0.1 mL de heparina a una concentración de 1000 UI/mL 

(Rickercab/NCB, USA). El volumen de sangre obtenido se diluyo  1:1 con PBS 

(phosphate buffer solution) y se colocó cuidadosamente sobre una fase de Ficoll 

Hypaque (Microlab, México) de 1.077 de densidad en una proporción 3:1 cuidando 

no mezclar y formar dos fases. El  tubo se centrifugo a 2500 rpm por 40 min a una 

temperatura de 21 °C. El cual al finalizar el periodo se logro la separación de tres 

bandas. La nube de células mononucleares de la interface entre el paquete de 

eritrocitos y el plasma se extrajo con ayuda de una pipeta serológica estéril y se 

lavo dos veces con 10 mL de PBS frio estéril mediante centrifugación por 10 min a 

1500 rpm a 21 °C. El botón se resuspendió en 1 mL de RPMI-1640 sin suero y se 

procedió a verificar la viabilidad celular en cámara de Neubauer (Apéndice I).  

Finalmente se colocaron 1 X 106 células por triplicado en placas de Elisa de        

96 pozos suplementadas con 10% de SFB y estimuladas con 100 UI/mL de rhIL-2 

(Sigma, USA) mientras que para el extracto de IL-2 obtenido de la línea celular C63 

se realizaron diluciones 1:2 partiendo de un volumen inicial de 20 µL hasta llegar a          

0.625 µL. Después de un periodo de 5 días de cultivo se evaluó su proliferación 

celular por medio de la técnica cristal violeta.  
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Evaluación de la actividad biológica de IL-2 obtenida del medio condicionado 
de la línea celular C63 y su comparación con rhIL-2 empleando la técnica 
cristal violeta. 

La técnica de Cristal Violeta nos permite valorar de una forma rápida y sencilla la 

cantidad de células totales en un cultivo celular. El método se basa en una tinción 

de células con una solución del colorante Cristal Violeta el cual nos permite 

evaluar la proliferación in vitro de linfocitos en respuesta a un antígeno especifico 

en este caso se empleo IL-2. Para ello después de haber cultivado y estimulado a 

los LSP con IL-2 por un periodo de 5 días se centrifugaron las células a 1500 rpm 

por 5 min. El sobrenadante se retiro y se lavo tres veces la placa con PBS para  

fijarlas con 200 µL de Glutaraldehído 1.1% durante un lapso de 20 min a 

temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubación se procedió a lavar la 

placa nuevamente y se adicionó 75 µL de la solución cristal violeta al 0.25% para 

teñir las células en un periodo de 10 min manteniéndolas en un agitador                            

(Labnet Orbit, USA). El colorante se retiro y se lavó la placa por inmersión para 

adicionar 100 µL de la solución de ácido acético glacial al 10% la cual se mantuvo 

en agitación por un lapso de 20 min para proceder a leer su absorbancia a 570 nm 

en el lector de placas para Elisa (BIO-TEK, Instruments, Inc.USA). 
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RESULTADOS 

Obtención de IL-2, a partir del medio condicionado de la línea celular C63. 

La línea celular C63 es una fuente de IL-2 natural, es decir que se obtiene 

glicosilada a diferencia de la IL-2 recombinante. Esta línea celular se estableció a 

partir de fibroblastos transformados a los cuales se  transfecto con el gen              

de IL-2. Para el desarrollo del presente trabajo se establecieron cultivos de la línea 

celular C63 por periodos de 7 días (Figura 2A y 2B) colectando el medio obtenido a 

este tiempo (Figura 2C).  

 

 
           

                       

 

 

 

 

 

 

 

                   

 

 

 

 

 

   

                   

 

 Figura 2. Obtención de Interleucina 2 (IL-2) a partir de la línea celular C63.  El medio de 

cultivo de la línea celular C63 (A y B) se recolecto por periodos de 7 días, para extraer la IL-2 

que se encontraba en su medio condicionado (C). 
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Liofilización, dialización y concentración de IL-2 obtenida del medio 
condicionado de la línea celular C63. 

Una vez obtenido el medio condicionado (mc) de la línea C63 (mcC63), en el que se 

encuentra la IL-2, se procedió a liofilizarlo para reducir su volumen  eliminando el 

agua (figura 3A). Dado que el medio condicionado contiene una gran cantidad de 

azucares y proteínas el liofilizado no fue totalmente sólido por lo cual se dializo 

para eliminar este tipo de moléculas. Para ello el material viscoso  producto de la 

liofilización se diluyo en 100 mL de PBS. Para la diálisis se utilizó una membrana 

de Spectrum Medical,USA de 6-8 kDs, con lo cual se eliminaron los azucares y 

proteínas por debajo de  8  kDs (Figura 3B). 
                                                                                         

                                     

 
 
 
  
 

  

                                                                                                                                                     

 
                                                     

 
 

 

                                      

 
                                                    

                                                                                                                        

 
 

 Figura 3. Liofilización, dialización y concentración de IL-2 obtenida del medio 
condicionado.  Empleando las técnicas de liofilización (A), diálisis (B) y concentración (C) 

se pudo obtener el extracto de IL-2. 
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Dado que el rango de separación de proteínas a partir del medio condicionado 

era muy grande. Se cambio el procedimiento para la separación del contenido 

del medio. Con este propósito se utilizaron tubos de separación amicon con 

membranas de diferentes tamaño de poro uno de 10 y otro de 30 kDs. Además, 

de la separación estrecha de proteínas, en un rango de 10 a 30 kDs, las 

membranas nos permitieron llevar a cabo la concentración del medio 

condicionado de la línea C63 (cmcC63). Con esto eliminamos el paso de 

liofilización, obteniendo muestras menos viscosas  que nos permitió acortar el 

proceso al eliminar la diálisis (Figura 3C). Una vez  realizada la  separación y 

concentración del  medio condicionado de la línea C63, se procedió a evaluar su 

cuantificación por un método de ELISA. 
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Figura 4.  Cuantificación de IL-2 en el cmcC63,  empleando la técnica de ELISA indirecta. Para la 

cuantificación de IL-2 se empleo un kit de ELISA a partir de una concentración de 2 ng/mL con 

diluciones 1:2 hasta llegar a 0.0625 ng/mL, mientras que para el extracto se tomo una alícuota de 20 µL 

y se llevo a 100, obteniendo una concentración de 0.253 ng/mL de IL-2 por cada 20 µL. 

Detección y cuantificación  por la técnica de ELISA de IL-2 obtenida del 
medio condicionado. 

Una de las formas para la detección de los antígenos y anticuerpos son los 

inmuno ensayos enzimáticos; los cuales combinan la especificidad de una 

reacción antígeno-anticuerpo con la sensibilidad que proporciona el sistema 

indicador. Para la cuantificación del extracto de IL-2 obtenido del medio 

condicionado de la línea celular C63, se empleo un kit marca RD, para cuantificar   

IL-2 por el método de ELISA. Para ello se elaboró una curva estándar de IL-2 

recombínate partiendo de una concentración de 2 ng/mL con diluciones 1 a 2  

hasta llegar a 0.0625 ng/mL. Con los datos de densidad óptica, se elaboró una 

grafica que se ajusto por la ecuación de regresión lineal. Para determinar la 

cantidad de IL-2 presente en el cmcC63 se tomaron 20 µL y se llevaron a 100 para   

cuantificar por el método de ELISA, el valor de densidad óptica obtenido se 

interpolo en la  curva estándar para IL-2 recombínate, con lo cual calculamos que 

la cantidad de IL-2 en 20 µL del cmcC63 es de 0.253 ng  (Figura 4).  
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Figura 5. Evaluación de la actividad biológica del extracto de IL-2  mediante la Técnica Cristal 
violeta. Por ensayo de proliferación con LSP por un periodo de 5 días y en presencia de un control 

positivo a 100 UI/mL de rhIL-2, se evaluó la actividad biológica del extracto empleando diluciones 1:2 

partiendo de un volumen de 20 µL hasta 0.625 µL. Observando que se tiene una proliferación muy 

semejante a la de 100 UI/mL de IL-2 recombínate en la dilución 1:4 del concentrado, que equivalente 

a 46.8 UI/mL de IL-2. 

Evaluación de la actividad biológica de IL-2 obtenida del medio 
condicionado, mediante la activación y proliferación de LSP por medio de la 
técnica cristal violeta.  

Una vez determinada la presencia de IL-2 en el concentrado del medio 

condicionado y cuantificarla, se evaluó la actividad biológica de la citocina en 

cultivos de leucocitos de sangre periférica (LSP).  

Se sembraron  1X106 LSP en presencia de  100 UI/mL IL-2 recombinante (control 

positivo) y del concentrado de C63, en diferentes concentraciones partiendo de   

0.253 ng y por medio de  diluciones 1:2 se llego a 0.0625 µL del concentrado de 

C63. Los ensayos se evaluaron al 5to día de cultivo por el método de cristal violeta. 

Los resultados muestran que a menor concentración de IL-2 disminuye la 

proliferación  de los LSP  (Figura 5).  
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Cabe destacar que al comparar la proliferación de los LSP cultivados en presencia 

de 100 UI/mL de IL-2 recombínate, con la de los LSP cultivados en presencia de 

las diferentes diluciones del concentrado del medio condicionado, observamos que 

se tiene una proliferación muy semejante a la de 100 UI/mL de IL-2 recombínate, 

en la dilución 1:4 del concentrado, que equivalente a 46.8 UI/mL de IL-2 (Tabla 1).  

 

 

Concentrado del Medio condicionado UI/mL de IL-2 

20µL 187  UI/mL 

10µL 93.5 UI/mL 

5µL 46.8 UI/mL 

2.5µL 23.4 UI/mL 

1.25µL 11.7 UI/mL 

0.625µL 5.8   UI/mL 

    

 

CONFIRMACIÓN DE ACTIVIADA BIOLOGICA DE IL-2.  

Con el objetivo de confirmar la actividad biológica del extracto de IL-2 se analizó la 

formación de conglomerados de LSP al inducir su proliferación en presencia de  

IL-2. Para ello se empleo como control positivo LSP cultivados con 100 UI/mL de  

rhIL-2 comercial y se comparó con el crecimiento de LSP cultivados en presencia 

de cmcC63 a diferentes diluciones. Las imágenes muestran que los racimos de 

activación de los LSP son muy semejantes entre los inducidos por IL-2 

recombinante y los observados en los LSP cultivados con el cmcC63 diluido 1:4 

(Figura 6).    

 

TABLA 1. Diluciones 1:2 del extracto de IL-2 empleando un control positivo 100 UI/mL de rhIL-2.   
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Figura 6. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD BIOLÓGICA DEL EXTRACTO DE IL-2 MEDIANTE LA ACTIVACIÓN Y 

PROLIFERACIÓN DE LSP.  Para  evaluar  la actividad del extracto de IL-2 se emplearon empleo un control 

positivo de rhIL-2 a 100 UI/mL, mientras que para el cmcC63 se emplearon diluciones 1:2 partiendo de un 

volumen inicial de 20 µL hasta 0.625 uL. Observando que el extracto de IL-2 obtenido de la línea celular C63 

presenta una actividad muy similar a la del control al activar y formar conglomerados en los LSP en la 

dilución 1:4 (100X). 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS  

Los efectos inmunológicos de Interleucina 2 (IL-2), han sido ampliamente 

estudiados por lo que, se sabe que ejerce múltiples funciones entre ellas está; la 

activación, proliferación y diferenciación de linfocitos T, linfocitos B, células 

asesinas NK, monocitos, macrófagos, células pancreáticas, fibroblastos de 

pulmón, eosinófilos, etc. Dichos efectos son regulados por la unión de IL-2 a su 

receptor conformado por tres cadenas α, β, y γ el cual se asocia en la superficie 

celular por enlaces no covalentes para formar un complejo funcional de alta 

afinidad. Además, de encargarse de inducir la producción de otras citocinas como 

TNF- α, IFN-γ, factores de crecimiento y diferenciación de linfocitos B entre los 

que se encuentran IL-4, IL-6,  factores de crecimiento hematopoyético IL-3, IL-5, y 

GM-CSF (Maas, et al, 1993, Anderson y Sorenson, 1994, Regueiro y López, 1996, 

Hassuneh, et al, 1997, Raju, et al, 2001, Damjanovich, et al, 2004). 

Por otra parte, se sabe que IL-2 juega un papel muy importante en la biología de 

algunos tumores sólidos humanos, por lo que se piensa en ella como un posible 

agente antineoplásico. La IL-2 se ha empleado en pacientes con cáncer renal y 

melanoma en estadios avanzados, demostrando que IL-2 aumenta la citotoxicidad 

de las células NK promoviendo la generación de linfocitos T citotóxicos y células 

asesinas activadas por linfocinas (LAK). No obstante, su aplicación vía sistemática 

perturba vías de regulación hematopoyética y puede provocar serios efectos 

colaterales como síndrome de goteo capilar, fiebre, dolor de cabeza, hipotensión, 

disfunciones respiratorias, renales, hepáticas, vomito, diarrea, etc. Por lo que su 

uso ha sido limitado (Khanna, et al, 1997, Eisenbarth, et al, 1998; Mitsuyasu y 

Reier, 1998, Vaishampayan, 2003, Atkinson y Brusko, 2009). Sin embargo, su uso 

en  altas concentraciones ha mostrado ser eficiente para reducir masas tumorales 

en particular las del CaCu, se ha observado que las líneas celulares del CaCu 

CALO e INBL al ser estimuladas con 10 UI/mL aumentan su proliferación, mientras 

que al estar en presencia de 100 UI/mL hay una inhibición de la proliferación. 

Demostrando, así que estas líneas celulares son dependientes de la IL-2.  
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Asimismo, se demostró que estas mismas líneas celulares son capaces de 

secretar su propia IL-2 en un proceso autócrino para sustentar su crecimiento 

(Alvarado, 1997; Rangel, et al, 2010). 

La aplicación de IL-2 ha tenido un impacto clínico significativo en células 

tumorales, ya que se ha demostrado que el tratamiento con esta proteína 

recombinante y su gen administrados por vía intratumoral, reduce 

significativamente el avance de los tumores asociados al VPH e inhibe la 

formación de tumores recurrentes después de ser eliminados por cirugía 

(Bermúdez, et al, 2005). Sin embargo, se sabe que la toxicidad de la IL-2 es 

dependiente de la dosis suministrada y que además el uso constante de productos 

recombinantes humanos comercialmente disponibles se han visto limitados por 

sus elevados precios o su falta de actividad (Smith, 1993, Khanna, et al, 1997). 

Debido a esto, debe existir una forma de obtener IL-2 en cantidades suficientes 

para proseguir con nuestros estudios biológicos relacionados al CaCu, empleando 

IL-2 de una manera fácil y rápida permitiendo así, proponer una alternativa 

terapéutica para las pacientes con este tipo de cáncer. Por lo antes mencionado, 

el presente trabajo tuvo como objetivo principal extraer interleucina-2, a partir del 

medio condicionado de la línea celular C63 transfectada con dicho gen. Para ello, 

uno de nuestros objetivos fue cultivar la línea celular C63 por un periodo de 7 días 

hasta colectar un volumen de 1000 mL de medio condicionado, del cual se dividió 

para realizar una serie de técnicas cuya finalidad fue deshidratar, dializar, purificar, 

esterilizar y concentrar el extracto de IL-2 en un rango de peso molecular entre    

10 y 30 kDs proporcionando una mejor estabilidad al extracto. Después de este 

proceso se llevo a un volumen final de 1 000 µL, lo que significa una reducción del 

0.1% del volumen final, de tal manera que la IL-2 fue concentrada. El hecho de 

cuantificar el extracto de IL-2, obtenido del medio condicionado de la línea celular 

C63, por el método de ELISA, nos indica un rendimiento de 0.253 ng por cada      

20 µL, obteniendo una concentración final de 12.65 ng/mL de IL-2. 
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Sin embargo, lo más importante, más que calcular la cantidad de IL-2 obtenida, es 

demostrar que esta proteína proveniente del medio condicionado tiene una 

actividad biológica, mayor que la IL-2 recombinante. Esto se hace evidente al 

comparar los conglomerados de leucocitos en los ensayos de proliferación de 

estos, con la IL-2 recombinante y la proveniente del cmcC63. Por lo que la línea 

celular C63 puede ser utilizada como una fuente natural de IL-2 humana la cual nos 

permite obtener cantidades suficientes de la proteína que fue identificada por 

medio de anticuerpos monoclonales específicos. Estos resultados tienen 

trascendencia ya que podemos proseguir con nuestros estudios biológicos 

relacionados, con la actividad antitumoral de IL-2 sobre células de CaCu.  

Con lo que respecta a evaluar la actividad biológica del extracto de IL-2 se midió el 

efecto proliferativo de dicha citocina empleando Linfocitos de Sangre Periférica 

(LSP) los cuales, además de expresar el receptor para esta citocina también, 

dependen de IL-2 para su activación, crecimiento, proliferación y diferenciación, tal 

como, ocurre con las líneas celulares CTLL-2 y HT-2 (Atzpodien y Ulrich, 1994).  

El haber observado que los LSP pueden mantenerse en cultivo por varios días en 

presencia de la IL-2 obtenida del mcC63, nos permite contar con un buen control 

positivo en el cual, al compararla con la IL-2 recombinante humana (100 UI/mL), 

se demostró que la IL-2 obtenida del cmcC63 es más eficiente al generar una 

mayor actividad biológica.  

De acuerdo a lo anterior, se puede decir que la actividad de la IL-2 proveniente del 

cmcC63 tiene un alto rendimiento, al haber obtenido 9 349.5 UI/mL, del cual      

46.8 UI/mL (5 µL del extracto) presenta una mayor actividad biológica que 

100UI/mL de IL-2 recombinante. A partir de este análisis se llego a  la conclusión 

de que para obtener la misma actividad biológica de 100 UI/mL de IL-2 

recombinante se necesitan tomar 4.6 µL del extracto del cmcC63 que equivale a  

43 UI/mL. Nuestro grupo de trabajo ha reportado que esta misma cantidad de IL-2 

es suficiente para inhibir la proliferación de las líneas celulares de CaCu, CALO e 

INBL.   
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Las diferencias en la actividad biológica, encontradas entre la IL-2 humana natural 

y la IL-2 recombinante se puede atribuir al hecho de que, la IL-2 proveniente de la 

línea celular C63 esta glicosilada, tal como una proteína glicosilada en el propio 

organismo, mientras que las proteínas recombinantes no presentan esta 

característica, lo que puede generar cambios en sus propiedades químicas 

incluyendo estabilidad, actividad biológica, solubilidad intracelular,  antigenicidad, 

etc (Liu, 1992). Por tanto, las ventajas que proporciona una proteína glicosilada 

obtenida de una fuente natural, como los es la línea celular C63, son mayores ya 

que, permite incrementar la estabilidad de la proteína manteniendo hasta en un 

75% su actividad biológica, comparada con las proteínas no glicolisadas (Baek y 

Vijayalakshmi, 1997, Rosenberg, et al, 1984). Además de tener un sistema de 

producción ilimitada en un corto plazo, permitiendo así continuar con nuestros 

estudios biológicos generando un menor costo, evitando los procesos de 

desnaturalización y degradación inherentes al manejo de los recombinantes por 

aumentos de Temperatura, cambios de pH,  fuerzas iónicas etc. A la vez nos 

aseguramos de su buena actividad biológica en comparación con la IL-2 

recombinante humana comercial que no ejercen una actividad biológica adecuada 

(Khanna, et al, 1997). Lo cual nos es favorable para nosotros ya que como hemos 

mencionado anteriormente, la IL-2 juega un papel muy importante en la inhibición 

de la proliferación de las líneas celulares del CaCu CALO e INBL que lleva a la 

muerte por apoptosis (Alvarado, 1997; Rangel, et al, 2010, Del Rio Ortiz 2011). 

Por lo cual al contar con una fuente de IL-2 tan activa nos permitirá realizar 

múltiples ensayos de regresión tumoral y proseguir con nuestros estudios 

biológicos relacionados al CaCu.  
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CONCLUSIONES 
 

 La IL-2 obtenida de la línea celular C63 es una fuente de IL-2 con mayor 

actividad biológica que la IL-2 recombinante de la marca RD. 

  

 La Técnica de liofilización, diálisis y concentración fueron apropiadas para 

la extracción de IL-2 a partir del medio condicionado, lo cual nos permitió 

reducir el contenido de humedad, purificar y concentrar nuestra proteína lo 

mejor posible para proporcionar una mejor estabilidad.  
 

 Los Linfocitos de Sangre Periférica (LSP) son una buena alternativa para 

evaluar la actividad biológica de IL-2 obtenida del cmcC63 
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PERSPECTIVAS 

Para ampliar los resultados obtenidos en el presente trabajo, seria interesarte 

continuar con las siguientes propuestas: 

 

 Realizar estímulos con la línea celular C63 para ver si existe una mayor 

producción de IL-2 al cuantificar la citocina de forma soluble al ser 

comparada con un control positivo. 

 

 Realizar un Western blot para identificar y detectar la IL-2 presente en el 

extracto mediante el uso de anticuerpos específicos empleando un 

marcador de peso molecular.  
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APÉNDICE 

PREPARACIÓN DE REACTIVOS Y SOLUCIONES 

Desactivación de suero fetal bovino (SFB) 

La botella de suero fetal bovino (SFB), (Gibco) se deja descongelar a temperatura 

ambiente y posteriormente se coloca en un baño maría a 56 ºC durante 30 min 

con el propósito de eliminar algunas proteínas de bajo peso molecular como son 

las proteínas del complemento, así como inactivar otras para mayor eficacia en la 

nutrición celular, posteriormente se prepara en alícuotas de 50 mL para mejor 

manipulación, conservándose a una temperatura de 4 ºC. 
 

Solución de  Verseno 

Se emplea para despegar células adherentes y funciona como un agente quelante 

que secuestra iones calcio y magnesio de las uniones celulares. Para su 

preparación se utilizaron los siguientes reactivos. 

 

En 800 mililitros de agua bidestilada, se disuelven las siguientes sustancias.  

    

Nota: El pH se ajusta a 7.7 con ácido clorhídrico 10 Normal, se lleva el volumen a 

1 litro y en seguida se esteriliza en autoclave a 20 libras de presión durante         

20 minutos.  

 

Tris base 3.04 gramos 

Cloruro de sodio 800 gramos 

Cloruro de potasio 0.40 gramos 

Etilen-diamino-tetra-acetico (EDTA) 0.20 gramos 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


DANIEL ROMERO TREJO   FEZ ZARAGOZA UNAM 

  

  

 

56 

Solución fisiológica de fosfatos (PBS) 
 

En 800 mililitros de agua bidestilada, se disuelven las siguientes sustancias:  

   

El pH se ajusta a 7.2 con ácido clorhídrico 10 Normal, se lleva el volumen a 1 litro 

y en seguida se esteriliza en autoclave a 20 libras de presión durante 20 minutos. 
 

Criopreservación 

Con el fin de tener células productoras de IL-2 disponibles para subsecuentes 

experimentos. Se utilizo la técnica de criopreservación que consiste en utilizar las 

células en fase exponencial sin llegar a su saturación, siendo estas removidas de 

su superficie, dejándolas con 5 mL de verseno en la incubadora de CO2 durante un 

lapso de 5 min, posteriormente se decantaron las células a un tubo Falcón para  

centrifugar a 1500 rpm, una vez obtenido el botón celular se contaron las células 

en cámara neubauer para obtener 1 millon por cada 900 uL de SFB y 100 uL de 

dimetil sulfoxido (DMSO) (sigma Chemical Co.U.S.A) donde se colocaron en un 

vial de 1 mL (Cooke Laboratory Products, U.S.A.). Los viales se congelaron 

inicialmente a -70 ºC  para posteriormente ser introducidas en nitrógeno liquido a   

-180 ºC para su preservación indefinida. 

 

Dimetil Sulfoxido. Es el solvente orgánico que se utiliza para criopreservar las 

células en una proporción 1:10 con suero fetal bovino. 

 

Cloruro de sodio  8.0 gramos 

Fosfato de sodio monobásico 2.88 gramos 

Fosfato de potasio  0.4 gramos 

Cloruro de potasio 0.20 gramos 
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Verificación de la viabilidad celular 

Se realizo una dilución 1:1 de la suspensión de LSP con solución de azul de 

tripano, homogenizando la mezcla por agitación suave, enseguida se coloco en la 

cámara de Neubauer 10 μL de la dilución y se observó en un microscopio óptico. 

Se cuantificaron las células viables difractantes y las no viables de color azul y 

opaco. Una vez contabilizados los cuatro cuadrantes se determinara el número de 

células de acuerdo a la siguiente formula. 

 

# de células/mL = promedio de células en los cuadrantes X vol. de la cámara                             

      (10000 mm3) X dilución de azul de tripano 

 

Finalmente se colocaron 1 X 106 células en los pozos de placa de Elisa por 

triplicado y se activaron con 100 UI/mL de Interleucina-2 recombinante humana 

(rhIL-2)(Sigma USA) el cual se empleo como control positivo, mientras que para el 

extracto de IL-2 obtenida del medio condicionado de la línea celular C63 se 

emplearon diluciones 1:2 y se activaron los LSP partiendo de un volumen inicial de 

20uL hasta 0.0625uL. Después de 5 días de cultivo se determino la proliferación 

celular por medio de la técnica cristal violeta usando el lector de placas para Elisa 

(BIO-TEK, Instruments, Inc.USA). 

 

Azul tripano. Es un colorante que se incorpora  en el citoplasma celular cuando la 

célula se encuentra dañada en su membrana, se utiliza comúnmente para 

determinar la viabilidad celular. 
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