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“La ciencia es una sola luz, e iluminar con
ella cua[quiev parte, es iluminar con ella el

mundo entero.” -1saac Asimov-

“Quiero conocer lo desconocido, inves’cigar[o hasta hacerlo conocido....”

“La ciencia es respecto del alma
lo que es la [uz respecto de los 0jos,
y si las raices son amargas, los frutos son muy dulces”

— Aristételes-
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RESUMEN

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminaciéon incontrolados de
células malignas que poseen alteraciones irreversibles en su material
genético, estas células derivan de tejidos normales que han sufrido
transformaciones y que incitan a una proliferaciéon incontrolada asociada a
cambios en el metabolismo y la diferenciacién celular, dichas células
transformadas invaden tejidos vecinos y con frecuencia colonizan sitios
distantes al tejido de origen, fenédmeno conocido como metastasis Puede
aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. Este padecimiento es
uno de los principales problemas de salud a nivel mundial de manera que
es indispensable sumar esfuerzos que conlleven a descubrir alternativas
terapéuticas para su tratamiento, un porcentaje importante de canceres
pueden curarse mediante cirugia, radioterapia o quimioterapia,
especialmente si se detectan en una fase temprana

El Cancer Cérvico Uterino (CaCu) es un problema importante de salud
publica en nuestro pais, ya que constituye una de las principales causas
de muerte entre la poblacién femenina mexicana. Su desarrollo se asocia
etiolégicamente con la infeccién por Virus de Papiloma Humano (VPH) de
alto riesgo. No obstante, otros factores ambientales e intrinsecos del
huésped, pueden contribuir al proceso carcinogénico del VPH. Esta
enfermedad puede ser prevenida con deteccién y tratamiento oportuno; sin
embargo, frecuentemente es detectada en estadios avanzados.

Los tratamientos existentes para combatir el CaCu son eficientes en
estadios tempranos de la enfermedad y/o tumores Unicos, sin embargo en
estadios avanzados o en pacientes con metastasis resultan ser ineficientes.
Ademas de ser agresivos y poco selectivos, generando efectos secundarios
que son perjudiciales para el paciente. Por tal motivo hoy en dia se ha
generado un nuevo interés por la blsqueda de nuevas alternativas contra
esta patologia que presente una mayor selectividad entre células normales
y células transformadas. Al respeto la inmunoterapia se ha empleado a lo
largo de estas dos Ultimas décadas como alternativa terapéutica para este
padecimiento, ya que posee ventajas sobre la terapia convencional, como
la especificidad. En particular nuestro grupo de trabajo se ha especializado
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en el uso de la citocina Interleucina 2 (IL-2) recombinante que es un
conocido agente antitumoral, ya que estimula células NK y linfocitos T
para inducir una respuesta citotéxica de rechazo tumoral. El Laboratorio de
Oncologia Celular de la FES-Z ha demostrado que las células de CaCu
responden de manera diferencial a IL-2 dependiendo de la concentracién
utilizada, ya que proliferan a bajas dosis y son inducidas a apoptosis a
altas. Otro resultado que ha llamado la atencién consiste en que diversos
anticuerpos estimulan la proliferacién de las células de CaCu, lo que nos
ha dado indicios de la presencia de receptores Fc en estas células. Al
respecto se ha publicado que las células epiteliales normales del cérvix
expresan los receptores para FcyRIll (CD16) y FcRn.

En los dltimos aflos se ha trabajado arduamente para esclarecer los
mecanismos moleculares que regula IL-2 para inhibir o estimular la
proliferacién de las lineas de CaCu; CALO e INBL. Resultado previos
indican que IL-2 induce la regulacién diferencial de RNA mensajero (RNAm)
de algunos genes que pueden estar involucrados con la transformacion
maligna de las células de CaCu. En consecuencia el presente estudio tuvo
como finalidad analizar la posible expresién de los receptores FcRn y
FcYRIII (CD16) en las células de CaCu de las lineas CALO e INBL y si ésta
expresion puede ser estimulada con IL-2.
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1. MARCO TEORICO
1.1 Cancer

Cancer es un término utilizado para agrupar a mas de 100 enfermedades,
potencialmente fatales y de origen multifactorial, todas ellas, son el
resultado de una continua e irregular proliferacion de células en algin
6rgano o tejido del organismo. Dichas células en esencia, dejan de
responder a las seflales apropiadas que controlan su funcionamiento
normal, a través de la desregulacion de los mecanismos de proliferacién y
muerte propios, ocasionando la continua multiplicacién, que si no se
detecta y detiene, puede invadir tejidos adyacentes y eventualmente
esparcirse a o6rganos distantes dentro del organismo, provocando la
muerte. La pérdida del control en dichos procesos de crecimiento es
resultado de la acumulacién de mdaltiples anormalidades en el genoma
celular, provocadas por multiples etiologias y es reflejado en diversos
aspectos del comportamiento de las células afectadas (Cooper, 2007).

Existen caracteristicas fundamentales para definir a una célula tumoral,
como lo son el mantenimiento de sefiales proliferativas, inmortalidad
induccién de invasién y metastasis, evasion de supresores de crecimiento,
induccién de angiogénesis y resistencia a la muerte entre otras (Figura 1.).

Su diversa etiologia y la gran variedad de tipos celulares que pueden ser
afectados por este padecimiento, provocan todo un desafio para el sector
salud a nivel mundial incidiendo directamente en la investigacién y
desarrollo de terapias o tratamientos que controlen o eliminen este mal

El cancer es un problema de salud a nivel mundial, ya que es la principal
causa de muerte en paises desarrollados econémicamente y la segunda
causa de muerte en paises en vias de desarrollo. La incidencia de esta
enfermedad se ve incrementada en paises en via de desarrollo como
resultado del envejecimiento y crecimiento de la poblacién, asi como, cada
vez mas la adopcién de estilos de vida asociados con esta enfermedad,
como el tabaquismo, alcoholismo y una mala alimentaciéon. (Jemal et al
2011).
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Sefiales Evasion de los
proliferativas supresores de
mantenidas crecimiento

Evitar la destruccion
por el sistema
inmune

Resistencia a la
muerte celular

Capacidad
proliferativa
ilimitada

Inestabilidad genémica
y mutacion

Inflamacién
promovida por el
tumor

Induccién a la
angiogénesis

Activacion de la invasion
y metdstasis

Figura 1.Conjunto de ventajas adquiridas por las células tumorales durante el

desarrollo cancerigeno. (Modificado de Hanahan, D. & R.A. Weinberg, 2011)
Entre las enfermedades crénicas degenerativas el cancer, actualmente
ocupa el tercer lugar como causa de muerte en México, sélo superado por
enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus. Desde hace dos
décadas México atraviesa por una transiciéon epidemioldgica relacionada
con la disminucién de las enfermedades infecciosas y el aumento en la
frecuencia de enfermedades crénico-degenerativas. En esta transicién
contribuye la transformaciéon de los zonas rurales en urbanas, cambios
econémicos, demograficos y ambientales (Stevens et al 2008) se asocian
los cambios en la dieta y sedentarismo, mejor acceso a los servicios de
salud y mayor esperanza de vida (Compendio del Registro Histopatoldgico
de las Neoplasias Malignas en México. Secretaria de Salud. Direccién
General de Epidemiologia; 1998). Dentro de los cambios en el estilo de
vida figuran el aumento del tabaquismo y alcoholismo, en el consumo de
alimentos con alto contenido de grasas saturadas y transmision de
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enfermedades virales y bacterianas (Meneses et al 2012). También
intervienen defectos de los genes que reparan el ADN. Los genes que
promueven el crecimiento normal de la célula se denominan
protooncogenes y la activacién de dichos genes por mutacién puntual,
amplificacién o alteracion de la regulacién, los convierte en oncogenes que
promueven la proliferacién del cancer. A pesar de que todos los canceres
son genéticos, no todos son hereditarios (Guyton, 2001). Si bien se suele
hacer referencia a esto como cancer hereditario, lo que se hereda no es
el cancer en si, sino el gen anormal que puede ocasionar el cancer.

El resultado de la interaccion de factores genéticos y externos (fisicos,
quimicos y bioldgicos) produce la degeneracién de las células, con lo que
se originan lesiones precancerosas y finalmente tumores malignos. Dichos
tumores suelen estar localizados, pero eventualmente pueden diseminarse a
otros érganos. (INEGI, 2013).

De manera normal el sistema inmune controla la proliferacién de células
potencialmente cancerosas, es capaz de reconocer las proteinas anémalas
que sintetizan las células tumorales e identificarlas como extrafas (Soler-
Gémez, 2007). Aquellas células tumorales reconocidas se eliminan vy
algunas células son capaces de evadir la respuesta antitumoral y
sobrevivir. De esta manera, el desarrollo de un tumor involucra una serie
de procesos de control por parte del hospedero para reducir el
crecimiento tumoral el cual, ademas de escapar a este proceso, se adapta
al, microambiente adquiriendo resistencia a las células inmunolégicas
efectoras (Rangel- Corona, 2003.)

1.2 Cancer Cérvico Uterino (CaCu)

El CaCu es una enfermedad multifactorial, que se desarrolla generalmente
en la zona de transformacién de la unién escamo columnar del cuello
uterino, a partir de lesiones precursoras después que ha ocurrido una
infeccion por el VPH, en presencia de otros cofactores: genéticos y
ambientales (Murphy et al 1995). Este tipo de cancer se ha convertido en
el mas comin de los canceres del aparato genital femenino en Europa y
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EU y es el cuarto en incidencia en la mujer después del cancer de mama,
pulmén y colon (Sanabria et al 2011).

El CaCu continua siendo un problema de salud en todo el mundo, en el
afio 2008 representé el 9% de las neoplasias malignas en mujeres a nivel
mundial (529, 800 casos) y 8% (275, 100) de las muertes por cancer en
mujeres (DiSaia; 2002). En México, el registro histopatolégico de neoplasias
malignas del afio 2003 mostré una incidencia de 24, 094 casos de CaCu
invasor y 14, 867 casos de carcinoma /n situ. (Registro Histopatolégico de
Neoplasias Malignas, 2003). Pese a los modelos de prevencién contra este
tipo de padecimiento, se le atribuye el segundo lugar con mayor incidencia
en México y es la tercera causa de muerte a nivel mundial
Desafortunadamente afecta a mujeres con desventaja econdémica, social y
cultural y por ende, es mucho mas comin en paises en vias de desarrollo
donde ocurre el 85% de los casos. En contraste en paises desarrollados
ocurre Unicamente el 3.6% de nuevos casos. Este padecimiento es uno de
los problemas de salud mas importantes en la poblacién femenina
mexicana, a pesar de que los servicios de salud han concentrado los
esfuerzos preventivos y de atencion sobre los aspectos reproductivos;
figura como una prioridad nacional, ya que al afio mueren alrededor de 5,
000 mujeres por esta causa no obstante, que la tasa de mortalidad en la
Gltima década ha ido en descenso, este padecimiento persiste como un
problema prioritario de salud publica (Gémez y Véazquez et al 2003)

El cérvix normal se compone de diferentes tipos de células epiteliales, el
canal cervical medio y el cérvix superior estan compuestos por epitelio
columnar secretor (Yoshikazu et al 2003). La vagina y el ectocérvix distal
estdn compuestos de epitelio escamoso (Warren et al 2009).

La Unién Escamo Columnar (UEC) es el punto donde las células
escamosas Yy columnares se encuentran. Esta unién se encuentra
tipicamente entre el ectocérvix central y el canal cervical inferior, pero la
localizacion varia a lo largo de la vida de la mujer. La Unidon Escamo
Columnar original es una zona de transformacién. La transformacion
normal de un tipo celular maduro en otro es llamada metaplasia. Cuando
la metaplasia ocurre, existe un potencial neoplédsico (Chavaro et al 2009).
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En las mujeres en edad reproductiva, la UEC se mueve hacia afuera por
influencia hormonal. El pH &cido vaginal provoca irritacién mecdanica que
induce el proceso de metaplasia escamosa, resultando una nueva UEC.
Esta area entre la original y la nueva UEC es referida como la zona de
transicion. Las células escamosas inmaduras metaplasicas en esta zona de
transicion son tedricamente las mas vulnerables a neoplasia (Warren et al.
2009).

La mayoria de los carcinomas de células escamosas se originan en la
UEC. En mujeres jovenes la UEC es localizada fuera del orificio cervical
externo y el tumor tiende a crecer hacia afuera (crecimiento exofitico), en
contraste, en pacientes con mayor edad, la UEC es localizada en el canal
cervical, por lo que el cancer cervical tiende a crecer hacia adentro, a lo
largo del canal cervical (crecimiento endofitico). Las células de reserva en
la unién escamo columnar han sido vigiladas con interés como origen del
adenocarcinoma cervical. Sin embargo, la mayoria de los adenocarcinomas
cervicales surgen en la Unién Escamo Columnar (Jhingran et al 2008).

Se reconocen dos tipos histoldgicos principales de cancer de cuello
uterino: el epidermoide, espinocelular o de células escamosas y el
adenocarcinoma. El primero se origina en el epitelio plano estratificado que
recubre el ectocérvix y el segundo en el epitelio cilindrico que tapiza el
canal endocervical. El resto lo constituyen carcinomas adenoescamosos y
carcinomas de células pequefias, los cuales son relativamente raros (De
Ruiz & col,, 2000).

El CaCu es una alteracion celular que se origina en la zona de
trasformacién escamo columnar del cérvix uterino y es precedido e implica
la progresién gradual hacia diferentes etapas pre malignas conocidas como
Neoplasias Intraepiteliales Cervicales (NIC) o Lesiones Escamosas
Intraepiteliales (LEI) de bajo o de alto grado (Figura 2) (Serman, 2002).El
cancer puede evolucionar /n situ (circunscrito a la superficie epitelial) o
ser cancer invasor (que traspasa la membrana basal).
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High-grade CIN Low-grade CIN

Figura 2. Cuello uterino mostrando un estado normal, lesiones de alto y bajo
grado (NIC) y céncer (Tomado de www.nlm.nih.gov).

El CaCu estd actualmente estatificado de acuerdo a los lineamientos de la
Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) (Pecorelli et
al 2009). Duefias et at 2010) (Tabla 1). En términos de tratamientos, el
CaCu puede dividirse en tres grandes grupos: estadios clinicos (EC)
tempranos desde IAl1 (enfermedad microinvasiva) hasta el llA1 (tumores que
miden <4cm sin invasién parametrial), los cuales usualmente son tratados
con procedimientos quirCirgicos logrando supervivencias hasta el 90%, en el
CaCu localmente avanzado que puede ser considerado desde estadios
clinicos IB2/1IA2 a IVA, la QT-RT (quimioterapia y radioterapia) es el
tratamiento de eleccién alcanzando un 60-80% de supervivencias
dependiendo del EC; sin embargo, existen instituciones donde se emplea
en forma rutinaria como tratamiento primario la cirugia en EC IB2-1IA2. En
la enfermedad avanzada o metastasica considerada EC IVB, recurrente o
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persistente las pacientes tienen poca probabilidad de supervivencia y oscila
con los mejores tratamientos del 15-30% y consistente en tratamientos de
quimioterapia paliativa y otros tratamientos como blancos moleculares
(Duefias et al 2010).

Existen varios factores que participan en la inducciéon de la transformacién
neopldsica, actuando como carcinégenos, lo cuales alteran el ciclo celular
por interaccién con varias proteinas reguladoras (Ministerio de Salud,
2004). Se considera que el principal factor implicado en el desarrollo del
CaCu es el VPH. Actualmente es conocido, que en mas del 99% de los
casos se detecta la presencia de secuencias virales de algin tipo de VPH,
con lo que se puede asegurar el papel causal que tiene dicho virus en el
desarrollo del este tipo de cancer (Alarcén, 2006).

ESTADIO CRITERIOS

Se limita estrictamente al cuello uterino.
No se debe tomar en cuenta la extensién
al cuerpo uterino. El diagnéstico de los
CANE e ISR 2SI O B estadios IA1 y IA2 debe hacerse a partir
de los examenes microscépicos de un
tejido extirpado, preferentemente un cono,
que rodee la lesién entera

Céancer invasor identificado a través de un
examen microscopico  Unicamente. La
invasién se limita a la invasién del
estroma medida con un maximo de 5 mm
de profundidad y 7 mm de extensién
horizontal.

ESTADIO IA

La invasion medida en el estroma no
ESTADIO A1 supera 3 mm de profundidad y 7 mm de
diametro.

La invasion medida en el estroma esta
ESTADIO 1A2 entre 3 y 5 mm de profundidad y no
supera 7 mm de diametro.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

ESTADIO IB

ESTADIO IB1

ESTADIO IB2

CARCINOMA DE ESTADIO Il

ESTADIO IIA

ESTADIO 1IB

CARCINOMA DE ESTADIO IlII

ESTADIO llIA

ESTADIO B

CARCINOMA DE ESTADIO IV

Las lesiones clinicas se limitan al cérvix, o
las lesiones preclinicas son mayores que
en el estadio IA.  Toda lesién
macroscépicamente visible incluso con una
invasion superficial es un cancer de
estadio IB

Lesiones clinicas de tamafo maximo de 4
cm

Lesiones clinicas de tamafio superior a 4
cm

Se extiende mas alla del cérvix, pero sin
alcanzar las paredes pelvianas. Afecta la
vagina, pero no mas alld de sus dos
tercios superiores

Ninguna afecciéon parametrial evidente. La
invasion afecta los dos tercios superiores
de la vagina

Afeccion parametrial evidente, pero la
pared pelviana no esta afectada.

Se extiende hacia la pared pelviana. En el
examen rectal, todas las zonas estan
invadidas por el cancer entre el tumor y
la pared pelviana. El tumor afecta el tercio
inferior de la vagina. Todos los cdanceres
con una hidronefrosis o una disfuncién
renal son canceres de estadio lll

Ninguna extensién en la pared pelviana,
pero afecciéon del tercio inferior de la
vagina.

Extensién a la pared pelviana,
hidronefrosis o disfuncion renal.

Se extiende mas alla de la pelvis
verdadera o invade la mucosa de la vejiga
y/o del recto
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ESTADIO VA Exterlsién del tumor a los drganos
pelvianos cercanos

Extension a los d6rganos distantes

ESTADIO IVB

Tabla 1. Clasificacion estadificada dependiendo el grado de invasion que presenta el
carcinoma, de acuerdo a los siguientes criterios establecidos por la Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO).

1.3 Virus Del Papiloma Humano (VPH)

Un importante papel en la etiologia del varios canceres es jugado por un
factor viral como los virus oncogénicos, tal como el VPH. Aproximadamente
el 20% de los canceres humanos estdn asociados con infecciones virales
(Howley et al. 2006).

Los papilomavirus son un grupo grande de pequefios virus de DNA sin
envoltura, que pueden inducir tumores en el epitelio escamoso (verrugas y
papilomas) en varios sitios anatémicos distintos. Una fuerte correlacién
entre VPH y CaCu (Bosch et al 2013) pene, vulva, vagina, ano, cavidad
oral y orofaringea, laringe ha sido registrada por la Agencia Internacional
para la Investigacion sobre Cancer. De los aproximadamente 12.7 millones
de nuevos casos de cancer ocurridos en 2008 en todo el mundo, 4.8%
eran atribuibles a la infeccién por VPH.

En 1977, Harald zur Hausen publicé una hipétesis de que el VPH juega un
papel importante en la causa de CaCu. (zur Hausen et al 1977). En 1983
y 1984 zur Hausen y sus colaboradores identificaron a los HPV 16 y HPV
18 en el CaCu (Gissmann et al 1984) y en el curso de los préximos 12
afios de investigacién se ha reconocido como un carcinogénico que influye
en su desarrollo.

De acuerdo a recomendaciones recientes del Comité Internacional en
Taxonomia de Virus  (ICTV) (http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp)
este virus pertenece a la familia Papillomaviridae, la cual contiene 29
géneros (30 géneros de acuerdo con ICTV) formados por 189 tipos de
Papillomarivus (PV) aislados de humanos (120 tipos), mamiferos no
humanos, aves y reptiles (64, 3 y 2 tipos respectivamente) (Bernard et al;
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2010) ampliamente distribuidos en la naturaleza e infectan especificamente
el epitelio escamoso (Lépez y Lizano, 2006).

Capside Proteinica Mayor
(L1)

Acido Nucléico Viral
(ADN)

Figura 3. Virus del Papiloma Humano. Muestra ADN circular de doble cadena
protegido por una capside proteica. (Tomado de
http://webcindario.com/31.html).

EL VPH (Figura 3) no posee envoltura, mide de 45 a 55 nm de diametro,
con una capside icosaédrica formada por 72 capsdémeros que encierran un
genoma de DNA circular de doble cadena y que se replica en el nlcleo
de las células epiteliales escamosas (Burd, 2003). La cépside del virén esta
formada por 2 proteinas. La proteina L1 es el elemento estructural
primario la cual tiene un peso molecular aproximado de 55 kilodaltones
(KDa) y representa aproximadamente el 80% del peso y la proteina L2 que
posee un peso molecular de 70KDa (Urbano et al 2007).Esta proteina
interviene en la entrada del virus a las células, en la localizacién de los
componentes virales en el ndcleo, en la unién al ADN, en la formacién de
la capside y en la estabilidad (Martinic et al 2008).
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circular del Virus del Papiloma Humano mostrando la disposicion de las
proteinas no estructurales (regién no temprana) E1, E2, E4, E5, E6 y E7.
(Tomado de Lépez et al 2006).

El genoma del VPH (Figura 4) estd formado por 8 000 pares de bases, y
todos los virus del papiloma comparten la misma organizacion gendémica.
Desde el punto de vista funcional, el genoma se divide en 3 regiones: una
reguladora denominada regién larga de control (LCR), que tiene secuencias
para la replicacién y la transcripcién; una regién temprana (E) que codifica
para proteinas involucradas en la replicacién viral (E1), la regulacién de la
transcripcién (E2) y la transformacién celular (E6, E7, E5); y por Ultimo, una
region tardia (L) que codifica para las proteinas estructurales que
conforman la cépside (L1 y L2) (Tabla 2) (Miinger et al 2004).

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Codifica una helicasa para la replicaciéon del ADN viral
Regula la expresion temprana de los genes E6 y E7,
facilitando la replicacién del virus.

Permite el ensamblaje viral y altera el citoesqueleto
para facilitar la liberaciéon del virus.

Altera el pH endosomal y el reciclamiento de
receptores de (EGF) a la superficie celular.

Inactiva la funcién de p53 e inhibe la apoptosis

Se une a pRB y reactiva la sintesis de ADN huésped
Constituye el 95% de la céapside (cubierta viral)

Constituye el 5% de la capside viral.
Tabla 2. Funcién de las proteinas virales del VPH (tomado de Cid- Arregui, 2009)

Hoy en dia se conocen mas de 100 tipos diferentes de VPH, clasificados
de acuerdo con su potencial para inducir transformaciones malignas en:
bajo, intermedio y alto riesgo (Schiffman et al 2007). Se catalogan en
cutaneos y mucosos. Los tipos de VPH mucosos asociados con lesiones
benignas (tipos 6 y 11 principalmente) son conocidos como tipos de “bajo
riesgo” y se encuentran preferentemente en los condilomas acuminados,
mientras que aquellos tipos asociados a lesiones malignas (tipos 16, 18,
30, 31, 33, 35, 45, 51 y 52, principalmente) son conocidos como virus de
“alto riesgo” (Castellsagué et al 2008). Entre ellos, los VPH 16 y 18 son
los oncogénicos mas comunes, que causan aproximadamente el 70 % de
los CaCu en todo el mundo (Castro et al 2006).

Los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 50, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 64, 66,
68, y 70 son considerados como VPH de alto riesgo oncogénico (VPHAR),
debido a que estan altamente asociados a carcinomas Yy displasias
(Motoyama, et al 2004. Burd, 2003). Por otra parte los virus tipos 6, 11,
70, 72, 81 y 89 son considerados como VPH de bajo riesgo oncogénico
(VPHBR) por que estdn mas asociados a lesiones displasicas que a
carcinomas (Alarcén, 2006).
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Figura 5. Imagen del mecanismo de infeccién del Virus del Papiloma humano
en cérvix, mostrando la entrada del virus a la capa basal del epitelio, asi
como la integraciéon aleatoria en el genoma del hospedero y posterior
transformacion celular (Adaptado de Frazer et al; 2004)

Debido a la etiologia viral de este cancer las investigaciones unen sus
esfuerzos en entender la interaccién molecular en la progresiéon del CaCu
desde los oncogenes para genes supresores de tumor y su asociacién con
el VPH. Estos esfuerzos han desencadenado el desarrollo de vacunas
profilacticas contra el VPH, las cuales son altamente efectivas en prevenir
la infeccién por el VPH y lesiones precancerosas (Kane et al 2012).

Sin embargo, actualmente se carece de conclusiones concretas para
detener la progresion del CaCu. El prondstico disminuye dramaticamente a
medida que el cancer produce metastasis en otras partes del cuerpo
debido a que el tratamiento de las lesiones locales es mas eficaz que los
tratamientos de todo el cuerpo, tales como la quimioterapia. El CaCu
detectado en estadios tempranos (Figura 5) puede ser tratado mediante
cirugia o radioterapia con gran efectividad. (Landoni et al 1997). Sin
embargo, mas del 35% de los pacientes podria desarrollar enfermedades
recurrentes por lo que los resultados del tratamiento son pobres. Esto es
una gran necesidad para desarrollar terapias dirigidas a pacientes con
CaCu quienes tienen fallas en quimioterapia, radiacién y/o cirugia.
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1.4 Sistema Inmunoldgico

El termino Inmunidad deriva de la palabra latina inmunitas, que hace
referencia a la exencion de diversas obligaciones civiles procesamiento
legales ofrecidas a los senadores romanos durante el desempefio de sus
cargos. En un sentido histérico inmunidad significa protecciéon contra la
enfermedad mas concretamente, contra una enfermedad infecciosa (Abbas
et al. 2008).

La funcion del sistema inmune es reconocer y eliminar los organismos
invasores extrafios. La respuesta inmune debe ser rapida, especifica y
dirigida contra moléculas extrafias o células portadoras de un agente
infeccioso, pero nunca contra las células normales propias (Passarge,
2004).

El sistema inmunolégico estda conformado por un conjunto de tejidos,
células y moléculas involucradas en la defensa del organismo. La
cooperacién de estos elementos sirve para proteger al individuo contra
enfermedades y agentes infecciosos. Para ello debe existir reconocimiento
inmunoldégico, funciones efectoras del sistema inmunoldégico y memoria
inmunoldgica (Murphy et al 2009).

El reconocimiento inmunolégico se lleva a cabo mediante células del
sistema inmunolégico innato, el cual provee una respuesta inmediata y
poco especifica, en donde participan receptores moleculares celulares
capaces de reconocer determinantes comunes a muchos patégenos sin
necesidad de una sensibilidad previa; en cambio en la respuesta adaptativa
participan linfocitos T y B con receptores especificos para un antigeno
particular, que han sido seleccionados por su capacidad de reconocerlo,
siendo un sistema tardio pero especifico. Para contener y/o eliminar la
infeccién son necesarias las funciones efectoras del sistema inmunoldgico,
las cuales actian mediante proteinas en sangre (proteinas del
complemento), anticuerpos y células del sistema inmunolégico (leucocitos).
Ambas respuestas dependen de las actividades de los glébulos blancos o
leucocitos. Cada tipo de respuesta utiliza distintos mecanismos de
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reconocimiento y también mecanismos efectores caracteristicos (Murphy et
al. 2009).

La inmunidad adaptativa, es la respuesta montada por linfocitos especificos
para un antigeno, células accesorias especializadas que participan en la
activacion linfocitaria y células efectoras cuya funciéon consiste en eliminar
al antigeno (Ravetch et al 2001). Las células accesorias (clasicamente se
han denominado asi a aquellas que cooperan con los anticuerpos en sus
acciones microbicidas o pro inflamatorias) tienen receptores para las
regiones constantes de los anticuerpos (FcR) que reconocen a los
patégenos recubiertos de anticuerpos y participan en la iniciacion de las
respuestas de los linfocitos frente a los antigenos. La unién cruzada de los
receptores Fc ocupados por inmunoglobulinas que reconocen el antigeno
provoca la activacién de estas células que atacan al patégeno reconocido
por las moléculas de anticuerpos (Jones et al 1999). En esta respuesta
adaptativa, los linfocitos dirigidos contra un antigeno especifico proliferan y
se diferencian en linfocitos efectores que eliminan al patégeno (Figura 6).
En el proceso de eliminaciéon de un patégeno, el sistema inmunolégico
adaptativo genera un aumento en el nimero de linfocitos de memoria
diferenciados, lo cual permite una respuesta mas efectiva y rapida en caso
de reincidencia del patégeno, la memoria inmunoldégica es una
caracteristica (nica del sistema inmunoldgico adaptativo y gracias a ésta
los individuos pueden estar protegidos contra enfermedades recurrentes
(Murphy et al 2009).

El sistema inmunolégico es una red intrincada en la que participan
diferentes tipos de células y de moléculas (Figura 6). La accién coordinada
de todos sus elementos permite que se desarrolle una respuesta eficaz
contra la célula tumoral. Sin embargo, los tumores presentan diversos
mecanismos de evasién que permiten el desarrollo del mismo y la
respuesta inmune no es lo suficientemente efectiva para controlar el
crecimiento celular anormal (Barrera et al 1995).
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Figura 6. Representacion de la inmunidad innata y adaptativa (Tomado de
Abbas et al 2008).

1.4.1 Inmunidad Innata

Las respuestas inmunitarias innatas tienen como objetivo impedir que los
microorganismos logren acceder al cuerpo y de ser posible erradicarlos
antes de una infeccién (Tortota et al 2007).

Es incapaz de generar memoria; es decir, aun cuando el cuerpo haya
presentado una infecciéon previa por el mismo agente, la respuesta de los
mecanismos innatos es igual, situacién que se diferencia de la inmunidad
adaptativa, ya que ésta presenta una respuesta mas agresiva cuando ha
tenido una exposicion previa al agente.

La respuesta inmune innata establece la primera linea de defensa contra
los microorganismos, pues consta de mecanismos de defensas celulares y
bioquimicos que figuran antes incluso de la infeccibn y que pueden
responder con rapidez a ella. Estos mecanismos reaccionan con los
microorganismos y con los productos de células dafiadas. Los elementos
de reconocimiento de los principales componentes de la inmunidad innata
son:
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a) Barreras fisicas y quimicas, como el epitelio y las sustancias
quimicas antimicrobianas producidas en las superficies epiteliales.

b) Células fagociticas (neutréfilos, macréfagos), células dendriticas y
linfocitos citoliticos naturales (NK)

c) Proteinas sanguineas, incluidos miembros del sistema de
complemento y otros mediadores de la inflamacion

d) Proteinas llamadas citocinas, que regulan y coordinan muchas de
las actividades de las células de la inmunidad innata.

Los mecanismos de la inmunidad innata son especificos frente a
estructuras que son comunes a grupos de microorganismos relacionados,
pero no estan especializados para distinguir diferencias ligeras entre
microorganismos (Abbas et al 2008).

El sistema inmunitario innato obstaculiza la entrada de los
microorganismos y elimina o limita el crecimiento de muchos de ellos
capaces de colonizar los tejidos; la piel y los epitelios mucosos que
revisten las vias respiratorias y el intestino son la primera defensa contra
agentes patégenos invasores; formando una barrera fisica y quimica contra
la infeccién. Los microorganismos que violan estas defensas son
enfrentados por células y moléculas que montan una respuesta inmunitaria
innata inmediata; tal respuesta consiste en dos tipos principales de
reacciones: inflamacién y defensa antivirica. (Abbas et al/ 2008. Murphy et
al. 2009)

Las citocinas y quimiocinas liberadas por macréfagos activados, células
dendriticas, y otros tipos celulares durante las reacciones inmunitarias
innatas inician el proceso conocido como inflamacién. La inflamacion de
un tejido infectado tiene diversos efectos favorables en el combate de la
infeccion. Es el proceso de reclutamiento de leucocitos y proteinas
plasmaticas que salen desde la sangre, y entran en los tejidos donde se
necesitan para destruir al agente patégeno de modo directo (Murphy et al
2009).

Los principales leucocitos que se reclutan en la inflamacién son los
fagocitos: los neutréfilos y los monocitos. Estos expresan en su superficie
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receptores que se unen a los microbios a los que fagocitan y otros
receptores que reconocen diferentes moléculas microbianas y activan las
células. La unién de estos receptores a sus ligadnos induce la produccién
en los fagocitos de especies reactivas de oxigeno, nitrégeno y enzimas
lisésimicas, que destruyen los microbios ingeridos. La defensa antivirica
consiste en una reaccion mediada por citocinas en las que las células
adquieren resistencia frente a la infeccién virica y los linfocitos NK matan
a las células infectadas por virus (Abbas et al 2008).

Los microbios capaces de resistir estas reacciones defensivas de los
tejidos pueden entrar en la sangre, donde son reconocidos por las
proteinas circulantes de la inmunidad innata. Entre las proteinas
plasmaticas mas importantes de esta respuesta inmunitaria se encuentran
los componentes de la via alternativa del sistema de complemento. Cuando
superficies microbianas activan esta via, se generan productos de la
escision proteolitica que median las respuestas inflamatorias, cubren a los
microbios para potenciar su fagocitosis y provocan su lisis directamente.
Muchas de las proteinas circulantes entran en las zonas de infeccion
durante las reacciones inflamatorias y asi ayudan a combatir a los
microbios en los tejidos extravasculares (Abbas et al 2008).

Ademas, en el proceso inflamatorio, se incrementa el flujo de linfa que
porta microbios y células portadoras de antigeno hacia tejidos linfoides
cercanos, donde activan linfocitos e iniciaran la respuesta inmunitaria
adaptativa. Por (ltimo, una vez que se ha desencadenado la respuesta
inmunitaria adaptativa, la inflamacién también recluta a los efectores del
sistema inmunitario adaptativo (moléculas de anticuerpo y células T
efectoras) hacia el sitio de infeccién (Murphy et al 2009).

1.4.2 Inmunidad Adaptativa

Se induce una respuesta adaptativa cuando una infecciéon satura los
mecanismos de defensa innata. El agente patégeno sigue multiplicandose y
se acumula antigeno. Debido a que esta forma de inmunidad surge como
una respuesta a la infeccién y se adapta a ella, se denomina inmunidad
adaptativa (Murphy et al 2009).
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El sistema inmune adaptativo es capaz de reconocer y reaccionar a un
gran nimero de sustancias microbianas y de otro tipo. Ademas, tiene una
extraordinaria capacidad para distinguir entre diferentes microorganismos y
moléculas, incluso estrechamente relacionadas, de manera que también se
denomina inmunidad especifica. Igualmente se denomina inmunidad
adquirida, para subrayar que se “adquiere” por medio de la experiencia
(Abbas et al 2008).

Las caracteristicas que definen este tipo de inmunidad son una increible
especificidad frente a moléculas diferentes y una capacidad de “recordar”
(memoria), esto es, la capacidad para ser regulada por medio de su
experiencia previa de manera que los contactos subsecuentes con un
organismo o antigeno extrafio en particular provocara una respuesta
mucho mas rapida e intensa que aquella observada en el primer encuentro
(Stites et al 2003).

Esta respuesta inmunolégica discrimina entre lo propio y lo extrafio, de tal
manera que sus componentes, normalmente coexisten en armonia con
todas las proteinas y otros materiales organicos que constituyen al
huésped, pero responden vigorosamente contra organismos extrafios e
incluso contra células y tejidos de otras personas (Stites et al 2003).

Los principales componentes de la inmunidad adaptativa son unas células
llamadas linfocitos y sus productos de secrecion, como los anticuerpos.
Las sustancias ajenas que suscitan respuestas inmunitarias especificas o
son reconocidas por linfocitos o anticuerpos se llaman antigenos (Abbas et
al. 2008). Al contrario de la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa es
mas lenta para responder, pero tiene un componente de memoria e
involucra a los linfocitos denominados linfocitos T y linfocitos B (Tortora
et al: 2007). El inicio de las respuestas inmunitarias adaptativas y su
desarrollo requiere la captacion de los antigenos y su exposicion ante
unos linfocitos especificos (Abbas et al 2008).

Existen dos tipos de respuestas inmunitarias adaptativas, llamadas
inmunidad humoral e inmunidad celular, en las que intervienen
componentes diferentes del sistema inmunitario y que sirven para eliminar
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microbios de distintos tipos. Todas las respuestas inmunitarias humoral y
celular dirigidas contra antigenos extrafios poseen una serie de
propiedades fundamentales que reflejan la caracteristica de los linfocitos
encargados de su produccién (Abbas et al 2008).

Los linfocitos T (células T) son los responsables de la inmunidad celular,
son llamados asi por el timo, en donde se lleva a cabo su diferenciacién.
Dependiendo de su funciéon son divididos en linfocitos T citotéxicos y
linfocitos T cooperadores (Koolman y Roehm, 2005). Los linfocitos T, como
los B, responden a los antigenos por medio de receptores ubicados en su
superficie, los receptores de linfocitos T (TCR, T-cell receptor). El contacto
con un antigeno complementario de un TCR puede determinar que ciertos
tipos de linfocitos T proliferen y segreguen citocinas (Totora et al 2007).

La inmunidad humoral estd basada en la activacién de linfocitos B (células
B), las cuales maduran en la medula ésea. Después de la activacién de los
linfocitos T, los linfocitos B pueden liberarse de forma soluble en el
plasma sanguineo. Estas células tiene la particularidad de ser células de
larga vida y pueden surgir de cualquier tipo de linfocitos previamente
descritos (Koolman y Roehm, 2005). Estos linfocitos reconocen antigenos
diferentes por medio de las inmunoglobulinas que recubren su superficie
con receptores para los antigenos (Tortora et al 2007).

Al término de la respuesta inmunitaria, el sistema inmune recupera su
estado basal en reposo, debido en gran parte a que la mayoria de la
progenie de linfocitos estimulados por el antigeno muere por apoptosis
(Abbas et al 2008).

1.4.3 Inmunidad Celular

La inmunidad celular queda a cargo de los linfocitos T. La activaciéon de
células T indiferenciadas en respuesta a un antigeno, y su posterior
proliferacién inmediata y diferenciacion en células efectoras, constituyen
una reacciéon inmunolégica celular primaria. Las células T efectoras difieren
en muchos aspectos de sus precursoras indiferenciadas, y estos cambios
las facultan para reaccionar con rapidez y eficiencia cuando encuentran su
antigeno especifico en células efectoras. (Murphy et al 2009)
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Los microbios intracelulares, como virus y algunas bacterias, sobreviven y
proliferan en el interior de los fagocitos y de otras células del anfitrion,
donde los anticuerpos circulantes no los tienen a su alcance. La defensa
contra estas infecciones corresponde a la inmunidad celular, que fomentan
la destruccién de los microorganismos residentes en los fagocitos o la
desaparicion de las células infectadas para suprimir los reservorios de la
infeccién (Abbas et al 2008).

Los linfocitos T no producen anticuerpos. Sus receptores de antigeno son
moléculas de membrana distintas de ellos, pero dotadas de una estructura
afin. Los linfocitos T presentan una especificidad restringida hacia los
antigenos; reconocen péptidos derivados de proteinas extrafias que estan
unidas a proteinas propias llamadas moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), que se expresa en la superficie de otras células.
Como resultado de ello, estos linfocitos T reconocen y responden a
antigenos asociados a la superficie celular, aunque insolubles. (Abbas et
al. 2008).

Los linfocitos T constan de poblaciones con funciones diferentes, entre las
cuales las mejor definidas son las de los linfocitos T cooperadores y los
linfocitos T citotéxicos (CTL). (Abbas et al 2008).

En respuesta a un estimulo antigénico, los linfocitos T cooperadores,
secretan proteinas llamadas citocinas, que son responsables de muchas
respuestas celulares de la inmunidad innata y adaptativa, y actlan asi
como “moléculas mensajeras” del sistema inmunitario. Las citocinas
secretadas por los linfocitos T cooperadores estimulan la proliferacion y
diferenciaciéon de los propios linfocitos T y activan otras células, incluidos
los linfocitos B, los macréfagos y otros leucocitos. Los CTL matan a las
células que producen antigenos extrafios, como las células infectadas por
virus 'y otros microbios intracelulares. Algunos linfocitos T, que se
denominan linfocitos T reguladores, actGan sobre todo, inhibiendo
respuestas inmunitarias. Una tercera clase de leucocitos, los citoliticos
naturales (NK), participan en la inmunidad innata contra los virus y otros
microbios intracelulares (Abbas et al 2008).
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1.4.4 Inmunidad Humoral

La inmunidad humoral estd basada en la activacion de linfocitos B (células
B), los cuales se caracterizan por secretar anticuerpos.

Los linfocitos B en los adultos proceden de precursores originados en la
médula 6sea que, antes de haber estado en contacto con algiin antigeno,
migran hacia los tejidos linfaticos periféricos (bazo, ganglios linfaticos y
tejidos mucosos linfaticos).

Existen dos subgrupos de linfocitos B:

e Linfocitos B de la zona marginal
e Linfocitos B foliculares

Los linfocitos de la zona marginal poseen una diversidad limitada,
reaccionan con mucha rapidez ante polisacaridos y lipidos microbianos
frecuentes y se diferencial en células plasmaticas secretoras de IgM de
vida corta.

Los linfocitos B foliculares son el subgrupo de células B mas abundante,
se caracterizan por expresar IgD e IgM, lo que le brinda la capacidad de
recircular en el torrente sanguineo y de adquirir competencia funcional, en
esta situacién un linfocito B se puede considerar virgen al no ser activado
aun por ningdn antigeno.

Para desencadenar la activacion de wun linfocito B es requisito
indispensable la interaccién con un antigeno en los nédulos linfaticos, para
esto los linfocitos B se encuentran en constante migracion de un 6rgano
linfatico secundario a otro. A diferencia de la presentacion que se da en
la activacion de los linfocitos T, los linfocitos B se activan en contacto
directo con el antigeno, que generalmente no ha cambiado su estructura
tridimensional original, ya que no ha sido procesado por células
presentadoras de antigenos (APC).

Los antigenos llegan hasta los foliculos de los nédulos linfaticos por los
vasos linfaticos aferentes o bien con ayuda de macréfagos y células
dendriticas.
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La deteccién de un antigeno por parte del linfocito B se lleva a cabo por
la accién de moléculas Ig en membrana que conforman un complejo
receptor de antigeno (BCR), el cual tiene dos funciones clave: la activacién
del linfocito B y el procesamiento del antigeno para funcionar como célula
presentadora para linfocitos T cooperadores.

El contacto del antigeno con el linfocito B puede activarlo, sin embargo
esta activacién no es capaz de estimular una proliferacién y diferenciacién
significativa del linfocito, para esto es necesaria la accién de otras
moléculas como las proteinas del complemento, los receptores de
reconocimiento de patrones o bien la accién de linfocitos T cooperadores.

Una vez que la activacion se ha llevado acabo el linfocito B es capaz de
segregar anticuerpos contra antigenos especificos. (Abbas et al 2008)

1.5 Anticuerpos.

Las inmunoglobulinas son los elementos fundamentales en cada etapa de
una respuesta inmunitaria humoral. Cuando se expresa sobre la superficie
de linfocitos B en reposo, actlan como receptores que pueden detectar y
distinguir entre la vasta gama de posibles antigenos que se encuentran en
el ambiente. Al fijar sus antigenos afines, las inmunoglobulinas de superficie
pueden iniciar una cascada de procesos de sefializacion que quizas
culminen en la activacién de células B, proliferacién clonal y generacién de
células plasmaticas. Las inmunoglobulinas secretadas como resultado de la
activacion de las células B, funcionan entonces como anticuerpos,
desplazandose a través de los liquidos de los tejidos para buscar y fijar
antigenos especificos que desencadenaron su produccién. Las dos
caracteristicas fundamentales de las inmunoglobulinas como proteinas
fijadoras de antigeno son, la especificidad de cada una de ellas para una
estructura antigénica en particular y su diversidad como grupo. Sin
embargo, ademas de la unién de antigenos, las inmunoglobulinas poseen
actividades bioldgicas secundarias que son fundamentales para la defensa
del huésped (opsonizar, activacion del complemento o cruzar la barrera
placentaria) (Stites et al 2003.)
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Los patégenos pueden ingresar en el organismo a través de las mucosas,
la piel e incluso, directamente en la sangre. Los diferentes isotipos de
anticuerpos contribuyen en forma diferente a la proteccién antimicrobiana
en los distintos compartimientos.

e IgM desempefia una funcion central en los mecanismos de defensa que
se desarrollan en el compartimiento vascular. Esto se atribuye a su
estructura polimérica, que le otorga una alta capacidad para actuar
como anticuerpos neutralizante y para activar la via clasica del
complemento.

e IgG se distribuye tanto en el compartimiento vascular como en el
extravascular y actla en ambos sitios. Funciona como anticuerpo
neutralizante y como activador de las respuestas inflamatorias. Estas
Gltimas son inducidas por la activacion de la via clasica del
complemento o por la activacion de respuestas celulares inducidas a
través de FcR expresados en leucocitos. Los anticuerpos de este tipo
representan una primera linea de defensa en el recién nacido, ya que
es la Unica inmunoglobulina capaz de atravesar la placenta, lo que
permite a la IgG materna contribuir a la defensa del nifio en los
primeros meses de vida.

e IgA bajo su forma secretoria cumple un papel fundamental en los
mecanismos de defensa antimicrobianos operativos en las mucosas,
donde actla como anticuerpo neutralizante.

e IgE cumple una funcion importante en el control de la funcionalidad de
la barrera endotelial y, en consecuencia, en el desarrollo de los
fenomenos inflamatorios gracias a su capacidad de inducir la activacion
de los mastocitos mediante FcRel. También tiene un papel destacado en
la inmunidad frente a los helmintos. (Fainboim & Geffner; 2011)

Las funciones efectoras y de reconocimiento estan separadas de forma
estructural en la molécula de anticuerpo, la parte que se une de un modo
especifico al antigeno, mientras que la otra emprende los diversos
mecanismos de eliminaciéon. La regién de unién a antigeno varia mucho
entre moléculas de anticuerpo, y se conoce como la regiéon variable o
region V. La variabilidad de las moléculas de anticuerpos permite que cada
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anticuerpo se una a un antigeno especifico diferente, y el repertorio total
de anticuerpos sintetizados por un individuo es suficientemente grande
para asegurar que pueda reconocerse casi cualquier estructura. La region
de la molécula de anticuerpo que ejecuta las funciones efectoras del
sistema inmunitario no varia de la misma manera, por lo que se conoce
como regiéon constante o region C. (Murphy et al 2009).

Todos los anticuerpos son inmunoglobulinas. Fundamentalmente, todas las
inmunoglobulinas constan solo de dos clases de cadenas polipeptidicas: las
cadenas pesadas (H) de un peso molecular de 53 000 a 71 000 vy
cadenas ligeras (L) de un peso molecular aproximado de 23 000. En el
humano existen cinco principales clases de inmunoglobulinas (Rose et al,
1983), cada una de las cuales se especializa para activar diferentes
mecanismos efectores. (Janeway et al 2009).

Como ya se ha mencionado, la molécula de anticuerpo (inmunoglobulina)
se compone a partir de cadenas polipeptidicas pesadas (H) y cadenas
polipeptidicas ligeras pareadas (L). Las cadenas se mantienen unidas por
fuerzas no covalentes y también por fuerzas covalentes de disulfuro entre
las cadenas; formando una estructura bilateralmente simétrica (Figura 7).
Todas las inmunoglobulinas normales se conforman con esta estructura
basica. (Stites et al 2003).
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Figura 7. Estructura de una molécula de inmunoglobulina. (Tomado de
Hickman et al 2006)

Las cadenas pesadas y ligeras constan de una serie de secuencias
similares, aunque no idénticas, cada una de aproximadamente 110
aminoacidos de largo. Cada una de estas repeticiones corresponde a una
region distinta, plegada de modo compacto, de estructura proteinica
conocida como un dominio de proteina. La cadena ligera esta formada de
dos de esos dominios de inmunoglobulina, mientras que la cadena pesada
posee ya sea 4 o 5. Otra caracteristica relevante es que las secuencias
amino terminal de las cadenas pesadas y ligeras varia mucho entre
diferentes anticuerpos. (Murphy et al 2009).

Por esta razén, el dominio N- terminal de la cadena pesada o ligera se
llama “regién variable” y se abrevia como VH o VL, respectivamente
(Stites et al 2003); juntas conforman la regién V del anticuerpo y le
confieren la capacidad para unirse a antigenos especificos. Los otros
dominios se designan en conjunto "regién constante” y se abrevian como
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CH o CL y constituyen la region C (Murphy et al 2009). Los miiltiples
dominios de C de cadenas pesadas se enumeran desde el extremo amino
terminal hasta el grupo carboxilo terminal, por ejemplo, CH1, CH2 y asi de
manera sucesiva. (Stites et al 2003).

En cada molécula de anticuerpo las cadenas pesada y ligera se alinean de
manera paralela. Cada dominio VH siempre esta ubicado en un punto
directamente adyacente a un dominio VL, y dicho par de dominios, juntos
forman el sitio de unién al antigeno. Por lo tanto, cada unidad basica de
cuatro cadenas contiene dos sitios de union de antigenos, separados pero
idénticos, por lo que se dice que es divalente con respecto al enlace de
antigenos. La especificidad al antigeno de una proteina dada se determina
por las secuencias combinadas de sus dominios VH y VL, por esta razén,
varia ampliamente entre los anticuerpos (Stites et al 2003).

Cada dominio CH1 interactla de cerca con el dominio CL, y en la mayoria
de los tipos de anticuerpos los dos se enlazan de manera covalente por
uno o mas puentes disulfuro. En términos generales, el anticuerpo tiene
una configuracién en forma de T o Y cuando se observa de forma
esquematica. La regién de la base de cada brazo de la T o Y, localizada
entre los dominios CH1 y CHZ2, se llama regién bisagra; en la mayoria de
los anticuerpos tiene una estructura secundaria laxa que le confiere
flexibilidad, lo cual le permite que los dos brazos se muevan con relativa
libertad entre si (Stites et al 2003).

Como ya hemos mencionado los linfocitos B se activan para diferenciarse
en células productoras de anticuerpos (células plasmaticas) que son
capaces de reaccionar con los diversos antigenos presentes en el
organismo. Los mecanismos a través de los cuales los anticuerpos median
su actividad funcional en el establecimiento de un proceso infeccioso suele
involucrar, como primer paso, el reconocimiento de moléculas presentes en
las células diana (o blanco) a través de receptores expresados por el
microorganismo infeccioso. Los anticuerpos con especificidad hacia esas
moléculas receptoras pueden, en ocasiones, inhibir el proceso infeccioso
bloqgueando la penetraciéon del patégeno. Estos anticuerpos se denominan
anticuerpos neutralizantes. Un mecanismo similar suele ser eficaz en la
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inmunidad contra las toxinas, en los cuales los anticuerpos dirigidos contra
el sitio activo de las toxinas pueden, por si solo, neutralizar su actividad
toxica.

No obstante, en la mayoria de los procesos infecciosos, el anticuerpo es
incapaz de neutralizar la capacidad patogénica del microorganismo y
promover su eliminacién. Por lo tanto, debe reclutar mecanismos efectores
adicionales.

Los mecanismos mas importantes son:

1) la activacién del sistema de complemento.
2) la activaciéon de respuestas celulares mediadas a través de los
receptores para el fragmento Fc de las inmunoglobulinas.

Ambos mecanismos requieren, para su puesta en marcha, la interacciéon
del anticuerpo con el antigeno, proceso que conduce a la formacion de
asociaciones macromoleculares denominadas complejos inmunes (Cl). Son
los anticuerpos integrados en Cl, y no los anticuerpos libres, los
encargados de llevar a cabo la destruccion y eliminacion de los
microorganismos patégenos. El microorganismo opsonizado por anticuerpos,
o por componentes activos del complemento, puede ser entonces
eliminado por el sistema mononucelar fagocitico (Fainboim & Geffner;
2011).

La formaciéon de Cl constituye una consecuencia natural de la respuesta
inmune humoral y es necesaria para lograr la depuraciéon eficaz del
antigeno. Los complejos inmunes son una herramienta esencial en la
depuracién de los antigenos microbianos. Por otra parte, los complejos
inmunes permiten a los anticuerpos mediar funciones efectoras, como la
activaciéon del sistema de complemento, la fagocitosis y la produccién de
mediadores inflamatorios por células fagociticas (Fainboim & Geffner; 2011).

1.6 Familia de Receptores Fc

La eficacia de la respuesta inmune depende en gran medida de las
interacciones que se establecen entre los sistemas inmune innato vy
adaptativo. A su vez, esta respuesta depende de varios mecanismos, entre
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los que se encuentran las interacciones entre los anticuerpos y los
receptores para la porcién Fc (FcRs) de estas moléculas. Los FcRs son
glicoproteinas de membrana que se expresan en todas las células
hematopoyéticas, a excepcion de los eritrocitos y son esenciales para los
mecanismos efectores de los anticuerpos. Una vez que han reconocido al
antigeno, los anticuerpos interactian con estos receptores para activar las
distintas células efectoras que forman parte de los mecanismos de defensa
del organismo. Por lo tanto, la interacciéon entre los anticuerpos y los FcR
en leucocitos (Figura 8) es de gran importancia para obtener una pronta
eliminaciéon del antigeno. Asi mismo tienen un papel fundamental en la
regulacién de la respuesta inmune.

Como se ha mencionado anteriormente la capacidad de los anticuerpos de
alta afinidad para neutralizar toxinas, virus o bacterias puede proteger
contra infecciones, pero por si sola no resuelve el problema de cémo
eliminar del organismo a los agentes patégenos y sus productos. Muchos
agentes patégenos no se pueden neutralizar mediante anticuerpos y deben
destruirse por otros medios. Un mecanismo de defensa importante es la
activacion de diversas células efectoras accesorias que portan FcR, estos
receptores facilitan la fagocitosis de microorganismos neutralizados y de
agentes patdgenos extracelulares resistentes, mediante macréfagos, células
dendriticas y neutréfilos. La secrecion de mediadores almacenados por
otras células no fagociticas (linfocitos NK, eosindfilos, baséfilos y células
cebadas) se desencadena cuando sus receptores Fc estan ocupados. Estos
mecanismos maximizan la  eficacia de todos los anticuerpos
independientemente del lugar al que se unen. Las células que portan FcR
se activan cuando éstos se agregan por unién a las regiones Fc multiples
de moléculas de anticuerpo que cubren un agente patégeno, o también
pueden activarse mediante mediadores solubles (Murphy et al 2009).

Los FcR se expresan en la membrana celular y constituyen una familia de
receptores que reconocen motivos presentes en la porcion Fc de los
anticuerpos, pertenecen a la superfamilia de genes de inmunoglobulina. En
este sentido, la Unica excepciéon lo constituye el receptor de tipo Il para
Ilgt (FceRIl), que no pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas,
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sino a la superfamilia de las lectinas de tipo C. (Fainboim & Geffner;

2011).
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Figura 8. FcR presentes en células de la inmunidad innata y adaptativas.
(Tomado de Nimmerjahn et at 2008).

Diferentes tipos de células portan diferentes juegos de receptores Fc y de
esta manera el isotipo de anticuerpo determina qué tipo de células
participaran en una respuesta dada. (Murphy et al 2009). Los FcR se
expresan en las células de la inmunidad innata y en los linfocitos B (Figura
9); y establecen un vinculo entre la especificidad de la inmunidad
adaptativa conferida por los anticuerpos y las funciones efectoras

mediadas por las células de la inmunidad innata. (Fainboim & Geffner;
2011)
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Figura 9. Distintos receptores Fc para la regién Fc de las diferentes clases de
inmunoglobulinas se expresan sobre diferentes células accesorias. Se muestran
la estructura de subunidades y las propiedades de unién de estos receptores
y los tipos de células que los expresan. La composicién catenaria exacta de
cualquier receptor puede variar de un tipo de células a otro. (Tomado de
Murphy et at 2009).

Algunos de estos receptores presentan una cadena Unica, mientras que
otros estan formados por una cadena alfa, encarga del reconocimiento de
la porcion Fc del anticuerpo (dominio de unién a inmunoglobulina
extracelular), y una o mas cadenas adicionales (dominio transmembranal y
dominio intracelular) que median la transduccién de sefales en el interior
de la célula cuando una regiéon Fc esta unida (Fainboim & Geffner; 2011).

Las propiedades del dominio intracelular determinan el resultado de la
sefalizacion mediada por FcR y dependen de motivos ITAM (motivos de
activacion en inmunorreceptores basados en tirosina) o ITIM (motivos de
inhibicién en inmunorreceptores basados en tirosina). Los FcRs de
activacién tienen motivos ITAM, mientas que los de inhibicién tienen un
motivo ITIM  (Blank et al 2009). Estas sefales antagonistas juegan un
papel clave en el control de las repuestas celulares. Este balance es de
gran importancia para prevenir dafio a los tejidos a través de una
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activacién exagerada del sistema inmune y el mantenimiento de la
homeostasis (Blank et a/ 2009).

Existen 5 tipos de FcR dependiendo de la especificidad de sus ligandos:

e FcoR el cual se une a IgA
e FcdR el cual se une a IgD
e FceR el cual se une a Igk
e FcyR el cual se une a IgG
e Finalmente FcuR que se une a IgM (Monteiro & Winkel; 2003).

La nomenclatura de estos receptores, como su nombre lo sugiere, esta
basada en la capacidad para unirse a la porcién Fc de una clase
particular de anticuerpos. La letra R designa a un receptor y un nimero
romano designa un subtipo particular de FcR, por ejemplo, FcyRIl. Estos
pueden ser subclasificados por letras a, b, c, etc; por ejemplo, FcRlla.
Algunos receptores de este tipo también se les da una designacién
alternativa como parte del grupo de diferenciacién (CD), sistema de
clasificacién de moléculas de superficie de leucocitos; por lo tanto, FcyRI
se conoce también como CD64, CD32 como el FcyRIl, el FcyRIl como
CD16 y CD23 como FceRIl (Monteiro & Winkel; 2003).

Muchos tipos celulares tienen la capacidad de fijar anticuerpos circulantes
o complejos inmunes (antigeno-anticuerpo) con el uso de FcR y su funcién
varia entre diferentes tipos celulares (Stites et al 2003). Los FcR
presentes sobre la superficie de una célula se unen a particulas cubiertas
con anticuerpos con mayor avidez, que a los mondmeros de
inmunoglobulina. Este es el principal mecanismo mediante el cual los
anticuerpos unidos se distinguen de la inmunoglobulina libre. El resultado
es que los FcR permiten a las células detectar agentes patégenos por
medio de moléculas de anticuerpo unidas. De este modo, un anticuerpo
especifico unido a su receptor Fc, le confiere a las células fagociticas que
carecen de especificidad intrinseca la capacidad de identificar y eliminar
agentes patégenos y sus productos de los espacios extracelulares. Las
células portadoras de FcR mas importantes en las respuestas inmunitarias
humorales son las células fagociticas de los linajes monocitico vy
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mielocitico, en particular macréfagos y neutréfilos (Janeway et al 2009).
Por lo tanto el evento critico de la activacién de estos receptores es su
microagregaciéon, un fenémeno también conocido como entrecruzamiento
de receptores. Este fenémeno no es inducido por las inmunoglobulinas
libres, sino por las que interactian con el antigeno que dan lugar a la
formacién de asociaciones antigeno-anticuerpo, denominadas Cl (complejos
inmunes). De manera que los anticuerpos IgG contenidos en los Cl son
los ligandos fisiolégicos de los FcR (Fainboim & Geffner; 2011).

Las inmunoglobulinas presentes bajo la forma de CI muestran dos
caracteristicas diferenciales respecto a las inmunoglobulinas libres:

a) Son capaces de microagregar y, en consecuencia, activar FcR
b) Son reconocidos por los FcR con wuna afinidad incrementada
respecto de las inmunoglobulinas libres

En otras palabras, el Cl confiere a los anticuerpos que lo integran, la
capacidad de interactuar con los FcR con alta avidez, e inducir su
activacién al microagregarlos sobre la superficie celular (Fainboim &
Geffner; 2011).

Solo los receptores de gran afinidad de cada tipo (FcyRlI y FceRl) tiene la
capacidad de enlazar inmunoglobulinas mondémeras en un grado
significativo a las concentraciones que se encuentran normalmente en la
sangre. Las células que expresan estos FcR de gran afinidad pueden, por
tanto, adsorber anticuerpos circulantes en sus superficies, donde estos
actian como receptores de antigenos (Stites et al 2003). Por otro lado;
las células que poseen solo FcR de baja afinidad (FcyRIl, FcyRIll y FceRIl)
no pueden adsorber cantidades apreciables de anticuerpo libre, pero en
lugar de eso enlazan su inmunoglobulina afin Gnicamente en complejos
inmunes, donde aumenta su concentracién eficaz. El enlace de estos
complejos multivalentes también sirve para unir de manera cruzada a los
FcR y transmitir sefiales al interior de la célula. Las interacciones de este
tipo tienen la responsabilidad de facilitar la fagocitosis a través del
fendmeno de opsonizacién y también son importantes para desencadenar
quimiotaxia y degranulacion de neutréfilos y otros fagocitos. Ademas, los
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FcR de escasa afinidad en las células B permiten a éstas detectar la
presencia de complejos de inmunes y proporcionar una importante via se
sefializacién de retroalimentacion que limita la produccién posterior de
anticuerpos en las etapas tardias de una respuesta inmunitaria (Stites et
al. 2003).

La diversidad entre los FcR es debido a la afinidad que poseen hacia sus
ligandos. Todos los FcR, a excepcion del FceRll y el FcyRIl, expresan baja
afinidad hacia los anticuerpos que reconocen, por lo tanto, solo pueden
unir efectivamente anticuerpos que formen parte de complejos inmunes. Por
el contrario, el FceRl y el FcyRI expresan alta afinidad hacia los anticuerpos
IgE e IgG, respectivamente. Ellos les permite unir efectivamente anticuerpos
IgE e IgG libres, es decir anticuerpos que no integran complejos inmunes
(Fainboim & Geffner; 2011).

Es importante destacar que el hecho de unir anticuerpos libres con alta
afinidad no conduce a la microagregacién de los receptores, ya que los
anticuerpos se comportan como ligandos univalentes. Por lo tanto, la unién
de anticuerpos libres a los FceRl y FcyRlI no conduce a la activacién
celular, la cual tendrd lugar recién cuando los antigenos tomen contacto
con los anticuerpos unidos a la superficie celular a través de estos FcR
(Fainboim & Geffner; 2011).

Los FcR cumplen una funcién destacada en la inmunidad antimicrobiana y
antitumoral, también en los fendmenos de autoinmunidad, al mediar la
activacién de diferentes respuestas efectoras propias de la inmunidad
innata sobre las dianas celulares reconocidas por los anticuerpos. Entre las
principales funciones efectoras activadas a través de los FcR, debemos
mencionar: endocitosis, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(CCDA), degranulacién celular y estimulacién de la producciéon de citocinas,
quimiocinas y mediadores lipidicos proinflamatorios. (Fainboim & Geffner;
2011).

Este tipo de receptores pueden mediar la internalizacion de moléculas o
microorganismos opsonizados por anticuerpos, dando lugar a la formacién
de una vacuola endocitica. La fagocitosis representa, en realidad, una
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forma particular de endocitosis en la cual lo que se internaliza es un
elemento particulado, por ejemplo, un microorganismo. Entre los FcR, los
receptores Fc gamma (FcRy) (Figura 10), particularmente los FcRy de tipo |,
lla y llla, son los encargados de mediar la endocitosis de moléculas y
microorganismos. Los dos tipos celulares especialmente capacitados para
fagocitar microorganismos y destruirlos son los granulocitos neutréfilos y
los macroéfagos. La endocitosis mediada por FcyR cumple también un papel
critic6 en la depuraciéon de los complejos inmunes circulantes. Frente a un
proceso infeccioso, (y también frente a la aparicibn de procesos
neopldsicos y autoinmunes), los anticuerpos séricos reaccionan con
antigenos, dando lugar a la formaciéon de Cl, que deben ser depurados
de la circulacién (Fainboim & Geffner; 2011).

1 Common FcR
L—1y-chain

Figura 10. Representaciéon de FcR en leucocitos humanos. (Tomado de
Hogarth & Piertersz, 2012)

La endocitosis mediada por los FcyR tiene una tercera funcién relevante,
pues promueve la endocitosis de antigenos (asociados con anticuerpos IgG)
por las células presentadoras de antigenos profesionales,
fundamentalmente células dendriticas y macréfagos. Ello redundara, en
Gltima instancia, en una mayor capacidad de la célula presentadora para
activar los linfocitos T (Fainboim & Geffner; 2011).

La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) es un
mecanismo a través del cual células “diana o blanco” recubiertas por
anticuerpo son destruidas por células efectoras de la inmunidad innata
que reconocen a estos anticuerpos a través de sus FcR. Este mecanismo
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no involucra la fagocitosis de la célula diana, si no su destruccién por
accion de mediadores citotéxicos liberados por la célula efectora. La CCDA
es, en realidad, un mecanismo mediado por diferentes FcR y diversas
poblaciones celulares. La CCDA puede ser inducida a través de anticuerpos
lgG e IgE, reconocidos por FcRy (FcyRl, FcyRlla y FcyRllla) y FceRll,
respectivamente. La CCDA inducida por anticuerpos IgG es mediada por
granulocitos neutréfilos y eosindfilos, monocitos, macréfagos y células NK
(Fainboim & Geffner; 2011).

Si bien la funcién mas notoria de los receptores Fc es la activacion de
células accesorias para atacar agentes patégenos, también contribuyen de
otras maneras a respuestas inmunitarias. Por ejemplo, los receptores
FcyRIIB regulan de modo negativo a las células B, a las células cebadas, a
los macréfagos y a los neutréfilos mediante el ajuste del umbral al cual
los complejos inmunitarios activaran a dichas células. Los receptores Fc
expresados por células dendriticas les permiten ingerir complejos antigenos:
anticuerpo y presentar péptidos antigénicos a células T.

1.6.1. FcyRIll 6 CD16

Los receptores Fc gamma (FcyR) constituyen uno de los ejes centrales del
sistema inmunolégico humano. Su ligando es la porcién cristalizable (Fc) de
las inmunoglobulinas G (IgG). Se encuentran distribuidos en la superficie de
macréfagos/monocitos y otras células mieloides asi como en células no
mieloides, linfocitos B, células Natural Killer (NK) y células epiteliales. Los
FcyR constituyen el puente de union entre el sistema inmune adaptativo
(anticuerpos especificos producidos tras la exposicion antigénica) y el
sistema inmune innato (células inmunes efectoras como los macréfagos,
neutréfilos, mastocitos o células NK). Ademas de constituir un sistema de
control en la tolerancia inmunolégica y de la génesis de anticuerpos,
mediante la regulacion en la maduracién de las células dendriticas vy
linfocitos B, y en la supervivencia de las células plasmaticas (Nimmerjahn
et al 2008).

FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIC, FcyRIIA y FcyRIIB son los FcyR propios del
ser humano. Los genes correspondientes a los FcyR se encuentran
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agrupados en la proximidad del brazo largo de cromosoma 1. (Chen et al
2006).

El FcyRIll o CD16 tiene dos isoformas: FcyRIIA y FcyRIIB. El FcyRIIA esta
formado por una cadena a que une IgG y por un homodimero de cadenas
y que contiene cada una un ITAM. El FcyRIIA es un receptor que se
expresa en macréfagos, células NK y en células dendriticas (Figura 11)
(Ravetch et al 2001) como una glicoproteina de membrana integral
anclada a través de un péptido transmembranal, mientras que el FcyRIIB
se expresa exclusivamente en neutréfilos polimorfonucleares (PMN) y es un
receptor sin porcién citoplasmatica unido a la membrana por un enlace
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Mora et al 2009).

CDle

hFcyRIITA hFcyRIIIB

ITAM

Figura 11. Isoformas en las que se presenta el receptor FcyRIll (CD16).
(Tomado de Cohen et at 2009)

El FcyRIIA en las células asesinas naturales (NK) reconocen las moléculas
de IgG que estan unidas a la membrana de una célula blanco infectada.
(Mora et al 2009). La activacién de FcyRIIA por IgG causa entonces la
liberacién de sustancias citotoxicas como la perforina y granzima. Estas
sustancias entran a la célula blanco y promueven su muerte por el
proceso de apoptosis. (Sun; 2003). Este proceso de muerte celular es
conocido como citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Debido a que
este tipo de citotoxicidad puede ser un mecanismo muy efectivo para
destruir células, los anticuerpos se han vuelto el centro de atenciéon para
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el tratamiento de algunos tipos de cancer. La idea es administrar un
anticuerpo que se une especificamente a una célula tumoral. Este
anticuerpo unido a la célula tumoral, se puede unir también a los
receptores Fc en las células del sistema inmunolégico, induciendo la
respuesta de citotoxicidad dependiente de anticuerpos (Eccles, 2001).
Finalmente mencionaremos que este receptor ha sido identificado en
células epiteliales del cérvix donde probablemente juega un papel de
presentador de antigenos a los linfocitos para mediar una respuesta
inmunolégica (Patyka et al 2015).

1.6.2. FcRn

Existe otro tipo de receptor Fc que se diferencia de los anteriormente
descritos, tanto en estructura como en funcién y cumple un rol clave en
las respuestas inmunitarias mediadas por anticuerpos, que se especializa
en la unién con inmunoglobulinas de tipo G, el cual fue inicialmente
identificado en el intestino de roedores neonatales, por lo que fue
denominado Receptor neonatal Fc (FcRn).

Los FcRn fueron teorizados por primera vez por Brambell en 1951 al
detectar que embriones de roedores poseian anticuerpos, posteriormente
Neil Simister y Keith Mostov lograron purificar y secuenciar esta molécula
reportando que poseen caracteristicas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) de clase |, los péptidos que conforman esta
molécula estan codificados en el cromosoma 19 (Junghans et al 1997).

Durante la gestacién la placenta ejerce numerosas funciones: permite que
el oxigeno y los nutrientes pasen de la sangre materna a la sangre fetal y
transporta diéxido de carbono y productos de desecho en direcciéon
opuesta, ademas sintetiza colesterol, acidos grasos y glucégeno en etapas
tempranas que nutren al feto, ademas tiene una gran importancia en el
intercambio de sustancias como electrolitos, hormonas, medicamentos y
anticuerpos (Lencer et al 2005).

La moérula compuesta por una masa celular externa y una masa celular
interna dara origen al embrion y al trofoblasto respectivamente. El
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trofoblasto dard origen a la parte fetal de la placenta y se diferencia en
una capa interna de células mononucleadas, el citotrofoblasto y una masa
celular externa, el sincitiotrofoblasto.

Los anticuerpos maternos atraviesan la membrana placentaria como
excepcion del resto de las sustancias proteicas, por endocitosis mediada
por FcRn que se localizan en el sincitiotrofoblasto. Los FcRn cumplen su
funcion en el intestino de neonatos captando IgG de la leche materna
para trasladarlas al feto. También se ha reportado que estos receptores
estan involucrados en la proteccién de IgG del catabolismo (Figura 12)
(Chaudury ,2003).

pH 6.0 pH 7.4 A, oc }w ; C(
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Figura 12. Funciones de FcRn (a) Transporte a través de membrana de IgG. A
un pH acido (6- 6.5) las IgG se unen con los FcRn en la membrana celular,
cuando el pH es neutral (7- 7.4) las IgGson internalizadas por endocitosis
uniéndose a FcRn en compartimentos intracelulares de pH acido. El complejo
IgG-FcRn va ser transportado hasta la superficie basolateral donde el pH
vuelve a ser basico permitiendo asi la liberacion del anticuerpo. (b) Control de
la homeostasis de IgG. Cuando ocurre la endocitosis de IgG por células
epiteliales, se da una interaccién en los endosomas con FcRn, lo cual evita la
degradaciéon de IgG reciclando anticuerpos con la posterior liberacion al
torrente sanguineo, o bien promoviendo el transporte hacia la superficie
basolateral. Se ha detectado que IgG que no se unen a FcRn activan una via
de degradacién en lisosomas. (c) Papel del complejo IgG-FcRn en el sistema
inmune y tolerancia. IgG endocitadas por células epiteliales provenientes de la
superficie basolateral interactan con FcRn para su liberacién en el polo
apical, de la misma forma, IgG unidas a algin antigeno pueden utilizar el
transporte mediado por FcRn y activar células del sistema inmune o
tolerancia. Tomada de Rojas y Apodaca (2002)Figura 4. Esquema del genoma
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La expresién de FcRn ha sido reportada en diferentes tejidos sanos como
pulmén, rifién, cerebro, asi como en células intestinales de neonatos y en
algunos tipos de cancer (corion, mama, ovario, colorectal, leucemia
monocitica aguda) (Derry et al 2007). Sin embargo se desconoce su
expresion en células de CaCu.

1.7. Inmunovigilancia Tumoral

En los Gltimos afos las investigaciones se han enfocado en el estudio y
compresion de los mecanismos inmunolégicos capaces de reconocer y
destruir las células tumorales; lo que permite comprender mejor la
biologia de los tumores y favorece el desarrollo de estrategias terapéuticas
que permitan combatir este grupo de enfermedades. El papel que
desempefia el sistema inmune en el control de tumores fue propuesto
inicialmente por Thomas y Burnet en 1957, con la teoria de la “vigilancia
inmunoldgica”. Esta teoria postula que, dentro de un organismo,
continuamente se estan generando células malignas, pero que estas son
identificadas y destruidas rapidamente por el sistema inmune (Barrera et al
1995).

La inmunovigilancia tumoral se mide mediante dos tipos de mecanismos: la
respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa. La respuesta
inmune innata se considera como la primera barrera contra las células
tumorales, las cuales son reconocidas por un proceso independiente de
antigeno. Este mecanismo es mediado por un patrén de receptores y de
moléculas de superficie celular expresados en la célula tumoral. Entre las
principales células que reconocen a la célula tumoral se encuentran las
células NK, las cuales reconocen la baja o nula expresion de moléculas
MHC | sobre la célula tumoral, asi como proteinas relacionadas con estrés,
como la expresion de MIC A y MIC B, que son ligandos de los receptores
NKG2D expresados por células NK (Bermudez et al 2005).

En relacion con la respuesta inmune adaptativa, ésta requiere del
reconocimiento de antigenos tumorales para eliminar la célula tumoral por
medio de las células efectoras de la respuesta inmune. Se ha demostrado
que la respuesta inmune mediada por células es la mas importante para
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eliminar células neopldasicas. Esta respuesta es dependiente de la activacién
de los linfocitos T y de las células presentadoras de antigenos
profesionales (APC) (Sadelain et al/ 2003). La activacién de los linfocitos T,
requiere que las células dendriticas (CD) capturen y procesen el detritus
celular tumoral, migren a los nédulos linfaticos regionales para presentar
los antigenos tumorales a los linfocitos T CD8+ mediante las moléculas del
MHC clase I. En este proceso se activan tanto los linfocitos T CD4+ y
CD8+ especificos contra péptidos tumorales, los cuales son reconocidos a
través de las moléculas del MHC. Los linfocitos T CD8+ citotdxicos son los
responsables de lisar y eliminar las células tumorales, por el
reconocimiento de péptidos tumorales, mediante el reconocimiento del
MHC clase | expresado en la superficie de la célula tumoral. Por otro lado,
los linfocitos T CD4+ cooperadores, son los encargados de orquestar la
respuesta inmune antitumoral, ya que estan involucrados en la induccién y
activacién de los linfocitos T CD8+ citotéxicos a través de la produccion
de citocinas. Ademas, los linfocitos T CD4+ cooperadores son capaces de
interactuar con las células APC en el proceso de presentacién de
antigenos tumorales (priming) y activar a los precursores de linfocitos T
CD8+ (Toes et al 1999).

El linfocito T citotdxico tiene un papel critico en la respuesta inmunoldgica
que finalmente resulta en la lisis de las células tumorales en un antigeno
de una manera especifica. La activacién se inicia cuando las células T
reconocen y se unen a los antigenos o fragmentos de péptido expresados
en la superficie de las células presentadoras de antigenos que estan
enlazados a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo |
(MHC I). La activacion también requiere la presencia de moléculas
coestimuladoras. En las células T activadas, hay reclutamiento de células T
auxiliares que secretan citocinas tales como la interleucina 2 (IL-2) y factor
estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF), que
mejora aln mas la activaciéon y proliferaciéon de células T (Figura 13). A
pesar de estas respuestas inmunolégicas a la presencia de células
cancerosas, la inmunidad efectiva no se desarrolla en contra de la gran
mayoria de los canceres debido al deterioro en el reconocimiento del
tumor por las células inmunes, la mala inmunogenicidad tumoral y la
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Figura 13. Las DC capturan antigenos liberados por las células tumorales.
Después del procesamiento intraceluar, péptidos antigénicos se cargan en las
moléculas del MHC en la superficie de las DC. Los linfocitos T se encuentran
con estos complejos MHC-péptido y en conjuncion con wuna sefial

coestimuladora, se activan, proliferan y secretan citocinas (IL-2, GM-CFS).
(Tomado de Fernando et al 2015).
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Las células tumorales cominmente presentan mecanismos de evasién a la
respuesta inmune permitiendo su crecimiento eficiente. Algunos de los
mecanismos hasta ahora identificados son: a) escasa inmunogenicidad de
los antigenos tumorales; b) mayor crecimiento tumoral que supera la
velocidad de la respuesta inmune; c) ausencia o enmascaramiento de los
antigenos del MHC |I; d) activacién de una respuesta inflamatoria local que
impide el reclutamiento de las células efectoras contra el tumor; y e)
secrecion de factores que inhiben la activacion de la respuesta inmune.
(Barrera et al 1995.). Asimismo, Rangel-Corona, et, al 2011,
proporcionas evidencias de que las células de carcinoma de cérvix
expresan el receptor de alta afinidad (cadenas a, y, B) para IL-2 (RIL-2).
También, demuestran que dichas células producen y secretan IL-2 y
proponen que el RIL-2, en células de carcinoma de cérvix, es parte de un
mecanismo autocrino de proliferacion, similar al de los linfocitos. Menciona
que las células de carcinoma de cérvix son parcialmente dependientes de
este factor de crecimiento por lo que estarian compitiendo con los
linfocitos por IL-2, en consecuencia el uso de IL-2 por parte de las células
tumorales provocaria una deplecion de este factor de crecimiento en el
ambiente tumoral, impidiendo la activacion a la diferenciacién y
proliferacién de linfocitos citotoxicos.

Ademas, Caceres-Cortes et.; al (2001), publicé que las células de las lineas
CALO e INBL expresan el receptor c-kit y que la adicién de IL-2 externa
aumenta su expresion. La co-expresion de c-kit con el RIL-2 disminuye la
cantidad de IL-2 para inducir la proliferacion de las células tumorales.
Planteando la hipdtesis de que existe un mecanismo de competencia por
IL-2 entre las células de carcinoma y los linfocitos, el cual podria favorecer
a las células de CaCu por el hecho de que necesitan menor cantidad de
IL-2 para su proliferacion, a diferencia de la IL-2 requerida por los
linfocitos para diferenciarse y montar una respuesta inmune antitumoral
especifica.
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Estas respuestas antitumorales son mediadas sobre todo por linfocitos T,
con la contribucién minima de una respuesta mediada por anticuerpos. Sin
embargo, las células tumorales, pobremente inmunogénicas, escapan de la
inmunovigilancia haciendo al huésped incapaz de producir una respuesta
inmune adecuada, dirigida hacia la metastasis del tumor (Martin &
Bermejo, 2011).

1.8 Inmunoterapia

El uso de la inmunoterapia depende de la induccién de una respuesta
inmune antitumoral especifica. Numerosos estudios han demostrado que
tanto la inmunidad innata como la adquirida son capaces de reconocer
muchos antigenos del tumor y desencadenar una respuesta antitumoral
frente a tumores en desarrollo. El conocimiento cada vez mayor de la
biologia del cancer y de las diferentes rutas mediante las cuales el
sistema inmunolégico es suprimido durante la progresién del tumor, ha
conducido al desarrollo de diversas estrategias inmunoterapeuticas que
incrementen la capacidad del huésped para iniciar una respuesta eficaz en
la supresion de tumores emergentes. Pese al desarrollo de modernas
técnicas de cirugia y trasplantes, nuevas y mas efectivas drogas citotéxicas
y mejores métodos de irradiacién, que han permitido tratar con éxito
algunas patologias neopldsicas, como la leucemia infantil, frecuentemente
algunas de estas células malignas sobreviven a estas terapias y se
diseminan en el organismo, haciendo necesario el desarrollo de nuevos
tratamientos complementarios a los actuales. Uno de estos métodos es la
manipulacion del sistema inmune para combatir tumores, lo que se
denomina inmunoterapia del cancer (Lépez et al 2004). Para ello se
emplean citocinas como IL-2, interferon gamma (IFN-y) e interferén alfa
(IFN-a) que se utilizan como adyuvantes en algunas terapias contra el
cancer (Vey et al 1997). Por su parte Rosenberg en la década de los 805,
disefio una terapia inmunolégica, llamada inmunoterapia adoptiva. La cual
tiene como objetivo generar linfocitos T Citotéxicos  (CTLs) /in vitro,
utilizando como agente mitogénico y diferenciador IL-2. Dichos CTLs fueron
probados en algunos protocolos clinicos, en los cuales ademas de los
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linfocitos citotéxicos se administraba IL-2 via sistémica para mantener la
actividad citotoxica de los CTLs.

Estudios recientes indican que la inmunoterapia se encuentra entre las
estrategias mas prometedoras de la terapia moderna contra el cancer. Su
objetivo es robustecer la inmunidad innata y adquirida, altamente
especifica para las células tumorales, y con baja toxicidad para las células
sanas del huésped. Aln existen muchas vias moleculares involucradas en el
desarrollo tumoral que no han sido descritas detalladamente y que se
encuentran bajo constante investigacion con fines terapéuticos. Uno de los
ejemplos mejor estudiados en inmunoterapia es el efecto de las citocinas
sobre el desarrollo tumoral.

1.8.1. Inmunoterapia del CaCu

El CaCu es el tercer tipo de cancer mas comlnmente diagnosticado y la
cuarta causa de muerte por cancer en todo el mundo. Los enfoques
convencionales de la cirugia, radioterapia y / o quimioterapia no pueden
proporcionar resultados terapéuticos satisfactorios para el CaCu avanzado
o reincidente. Por lo tanto, la inmunoterapia para estos pacientes ha sido
el modo de tratamiento (Cheng-Tao et at 2013)

Alrededor del 30% de las pacientes con cancer de cérvix va a
experimentar el fracaso después del tratamiento definitivo, incluyendo
cirugia, radioterapia y/o quimioterapia. El prondstico para los pacientes
con reincidencia tumoral es pésimo. Las tasas de supervivencia a 5 afios
de las pacientes con cancer de cérvix avanzado y tratadas con terapia
paliativa van desde 5% a 15% segln los informes. (Monk et al 2005)
(Einstein et al 2007). Las pacientes que sufren de CaCu recurrente tendran
un mal prondstico en la modalidad convencional de tratamiento. Las tasas
de supervivencia a 1 afio oscilaron entre el 15% y el 20%. Por lo tanto,
son necesarios nuevos enfoques para la prevencion o el tratamiento de
CaCu recurrente. (Cheng-Tao et al 2013)

La inmunoterapia o terapia biolégica del cancer es la cuarta modalidad de
tratamiento de las neoplasias malignas, completando las tres clasicas
(cirugia, radioterapia y quimioterapia). Esta terapia es muy prometedora y a
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partir de ella se estan desarrollando nuevas estrategias para el tratamiento
de este padecimiento (Mayordomo et al 1999).

El concepto de la inmunoterapia como una modalidad para tratar el
cancer fue reconocido hace mas de cien afios. Altas dosis de IL-2 fue uno
de los primeros agentes para demostrar que el sistema inmunolégico del
huésped puede ser aprovechado para el tratamiento de neoplasias
malignas incluso avanzadas, como se demostré en un grupo de pacientes
con cancer renal y melanoma (Cohen-Solal et al 2010). Muchos tumores
son inmunogénicos y provocan una respuesta inmune en el huésped, pero
esto normalmente no es suficiente para superar la tolerancia del huésped.
Durante décadas, los investigadores han intentado varios métodos para
mejorar las respuestas inmunolégicas del huésped, como el uso de
citocinas  inmunoterapéuticas no  especificas, vacunas  tumorales,
inmunoterapia adoptiva y el uso de anticuerpos monoclonales contra una
amplia variedad de moléculas (Fernando & Kumar, 2015).

1.8.2. Citocinas

Las citocinas son polipétidos o glicoproteinas extracelulares, hidrosolubles,
que van desde los 8 a los 30KDa. Son secretadas por diversos tipos
celulares en la region de la lesion y por células del sistema inmunolégico
a través de la activacién de proteinas de tipo cinasas activadas por
mitégeno. Estas moléculas no se almacenan como moléculas preformadas,
y act@an especialmente por mecanismos paracrino (en células vecinas) y
autécrino (en las propias células productoras) (Lin et al 2010).

Diferentes tipos celulares segregan la misma citocina, y una Unica citocina
puede actuar en diversos tipos de células, fenémenos denominado
pleiotropia. Las citocinas son redundantes en sus actividades, es decir,
acciones similares pueden ser desencadenadas por diferentes citocinas. A
menudo se secretan en cascada, es decir, una citocina estimula sus
células blanco para que produzcan mas citocinas (Zhang et al 2007).

Las citocinas influyen en la actividad, la diferenciacién, la proliferacion y la
sobrevida de la célula inmunoldgica, ademas de regular la produccién y la
actividad de otras citocinas, que pueden aumentar (proinflamatorias) o
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atenuar (antiinflamatorias) la repuesta inflamatoria (Curfs et al 1997). Las
citocinas sirven para iniciar la respuesta inflamatoria, y para definir la
magnitud y naturaleza de la respuesta inmune especifica. (Hernandez vy
Alvarado, 2001).

Las citocinas se unen a receptores especificos que se encuentran en la
membrana de las células blanco, iniciando una cascada de transduccion
intracelular que alteran el patrén de expresion génica, provocando una
determinada respuesta bioldgica (Roitt et al 2006).

Se ha encontrado que muchas citocinas muestran la capacidad de
estimular el sistema inmunoldgico, tales como interferon INF-a, INF-B o IFN-
y, IL-2 e interleucina 12 (IL-12) que contribuyen a la proliferacion de
poblaciones especificas de leucocitos implicados en la inmunidad
antitumoral. Estas se han utilizado en numerosos ensayos clinicos con
resultados consistentes. Los resultados de la estimulacién de la secrecién
de citocinas, tales como IFNs tipo | (INF-a, INF-B, INF-y), TNF-a, IL-6 e IL-
12, han mostrado regular a la alza algunas moléculas de superficie, como
las moléculas de adhesién intercelular 1 (ICAM-1), CD40, B7-1, B7-2 y MHC
| y I. Los INFs de tipo | han demostrado propiedades antitumorales
complejas, incluyendo la inducciéon directa de la apoptosis de células
cancerosas y potente mejora de las respuestas inmunitarias antitumorales
a través de la estimulacién de DCs. (Cheng Tao-Lin et al 2013).

1.83. IL-2

La IL-2 recombinante es una de las citocinas empleadas en la
inmunoterapia contra tumores soélidos, dado su capacidad de activar
algunos sistemas citotoxicos antitumorales del huésped. La terapia con IL-2
recombinante se inici6 en 1984, basada en su papel como factor de
crecimiento de linfocitos

IL-2 juega un papel importante en la activacién de la respuesta inmune
contra tumores; tiene mayor actividad antitumoral, /n vitro e in vivo. Se
ha demostrado que la aplicacién de IL-2 estimula la actividad citotdxica de
linfocitos T contra tumores y permite que se lleve a cabo el rechazo de
tumores. En experimentos con células tumorales poco inmunogénicas
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transfretadas con el gen de IL-2, se suprime en forma marcada el
crecimiento /n witro. El grado de supresién del crecimiento se correlaciona
directamente con la cantidad de IL-2 producida por la célula tumoral. En
estos modelos se observé ademas, que las células efectoras que participan
en el rechazo de los tumores son del fenotipo CD4+. (Barrera et al 1995)

En estudios clinicos se ha demostrado que la administracion de IL-2
recombinante en pacientes con cancer, en algunas ocasiones es capaz de
provocar fases de remision. En pacientes con melanoma metastasico y
carcinoma de rifién, el tratamiento con IL-2 presento un 25% de respuesta
(algunos pacientes sin evidencia de tumor) (Barrera et al 1995).

En pacientes con leucemia mielocitica crénica (LMC), la aplicacién de IL-2
posterior al trasplante de médula ésea (TMO) mostré elevacién en la
actividad de células NK con reactividad hacia las células tumorales. Estos
pacientes tuvieron una mejor respuesta que aquellos que no mostraron
elevacion de sus niveles de NK (Hauch et al 1990).

La activacion y propagacion inducida con IL-2 sobre linfocitos no
especificos, resulta en la generacién de células con actividad citotdxica o
Linfocitos Asesinos Activados por linfocinas (LAK), que tienen la capacidad
de atacar a las células tumorales /n vitro esta condicién, creo esperanzas
y llevé al establecimiento de protocolos de fase | en paciente con cancer
terminal. En pacientes con melanoma metastasico y carcinoma renal, el
tratamiento con IL-2 y células LAK autélogas produjo disminuciéon en el
tamafo de los tumores (Rosenberg et al 1985) sin embargo, la frecuencia
de respuesta completa en estos pacientes fue solo del 15 al 20%.

A pesar de que los resultado preclinicos con el uso de citocinas con o sin
células LAK, fueron al principio alentadores, la mayoria de los pacientes
con cancer no se ha beneficiado con el uso de esta forma de
inmunoterapia y los efecto téxicos colaterales supera considerablemente
las pocas ganancias alcanzadas. Debido a estos inconvenientes se ha
pensado en utilizar células con mayor especificidad hacia las células
tumorales, conocidas como Linfocitos Infiltrantes de Tumores (TIL) y que
pueden ser aisladas a partir de las células que infiltran los tumores como
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parte de la respuesta inflamatoria. En pacientes con melanoma
metastdsico, el tratamiento con IL-2 y TIL resulté en un 50% de mejoria
(Rosenberg et al 1988) si bien todos estos resultados parecen
alentadores, la gran mayoria de los pacientes con los tipos de cancer mas
comunes como son el carcinoma de colén, de pulmén, y de mama, no se
ha beneficiado con este tipo de inmunoterapia.
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

El grupo de trabajo del Laboratorio de Oncologia Celular de la FES-
Zaragoza, ha demostrado la presencia de las cadenas alfa, beta y gamma
del receptor para IL-2 (IL-2R) en las lineas celulares de CaCu, CALO e INBL
(Rocha et al 2004). Asimismo, se ha reportado que IL-2 ejerce un efecto
dual sobre la proliferacién in vitro en dichas lineas celulares y que este
efecto depende de la concentracién de IL-2, en donde 100Ul/ml inhibe la
proliferacion mientras que 10Ul/ml la promueven (Rangel et al 2010).

Caceres-Cortes en 2001, demuestra que IL-2 aumenta la expresion del
receptor c-Kit en células de las lineas de CaCu, CALO e INBL. Y que la co-
expresion de c-Kit y IL-2R en estas mismas células, disminuye los
requerimientos necesarios de IL-2 externa para su proliferacion.

Por otra parte Tapia Orozco en 2014, proporcioné evidencia de la
existencia del mensajero para el receptor Fc neonatal (FcRn) en células de
las lineas de CaCu CALO e INBL. De manera normal el FcRn se expresa en
el sincitiotrofoblasto durante la etapa fetal y tiene como funcién principal
el transporte de inmunoglobulinas (IgGs) de la circulacién sanguinea
materna a los capilares fetales de las vellosidades placentarias. En adultos,
el FcRn prolonga la vida media de las IgGs presentes en el suero,
ayudando a mantener altas concentraciones de esta clase de anticuerpos
protectores en la circulacién.

Asimismo, Diaz-Cupa (2014), demostr6 que existe induccion a la
proliferacién en las células de CaCu de las lineas CALO e INBL, cuando
son cultivadas en presencia de diversos anticuerpos, lo que sugiere que las
células de CaCu pueden estar expresando receptores de tipo Fc (FcR) en
su membrana celular. Tomando en cuenta que las células epiteliales
normales del endocérvix expresan FcyRIll (CD16), consideramos que es
probable que sea éste el receptor involucrado en el reconocimiento de
anticuerpos que inducen a las células de CaCu a proliferar.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El CaCu es la segunda causa de muerte en el mundo. Este tipo de cancer
es un problema de salud publica muy importante en México, hasta 2002
ocup6d el primer lugar entre los tumores malignos entre la poblacion
femenina. Por lo cual, actualmente se buscan alternativas para el
tratamiento de este tipo de cancer. Al respecto el Laboratorio de
Oncologia y Diferenciacién Celular, desarrolla diferentes lineas de
investigacion con el fin de contribuir al conocimiento de la regulacién en
la proliferacion de las células de CaCu. Hasta el momento se ha
demostrado, la presencia del receptor para IL-2 (IL-2R), el receptor para c-
Kit y el ARNm del FcRn, en las lineas de CaCu CALO e INBL. Asimismo, se
cuenta con datos que indican que la proliferacion de estas células se
regula tanto en presencia de IL-2, como con anticuerpos dirigidos contra
antigenos membranales, lo que sugiere que ademas de la presencia IL-2R
también pueden estar presentes receptores para Fc.

Tomando en consideracion que las células epiteliales normales de cérvix
expresan receptores para FcyRlll y FcRn, y que sabemos que existe el
RNAm para la FcRn en las células de CaCu, en este trabajo se indagd
sobre la posible presencia de estos receptores en la membrana celular de
éstas. En caso de encontrar la presencia de estos receptores en las
células de CaCu, consideramos también pertinente evaluar si la expresién
de éstos, puede ser regulada por la IL-2.
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4. HIPOTESIS

Se sabe que las células de CaCu pueden ser inducidas a proliferar en
presencia de IL-2 y también de diversos anticuerpos, lo que sugiere la
presencia no Unicamente del IL-2R, sino de receptores Fc. Ademas se ha
encontrado que las células normales de cérvix expresan FcRn y FcyRIll
(CD16). Por lo tanto se esperaria que las células de CaCu puedan expresar
alguno de estos receptores. Por otro lado, sabemos que la IL-2 regula la
expresion de varios genes relacionados con la proliferacién celular, por lo
que también se esperaria, que de estar presente algin receptor Fc, pueda
ser regulado por esta citocina.
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

e Identificar la presencia del receptor FcRn y FcyRIll (CD16) en las lineas
celulares de CaCu CALO e INBL y evaluar la posible regulacién de
éstos por IL-2.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener cultivos celulares de las lineas de CaCu CALO e INBL.

e Evaluacién de la posible existencia de FcRn y FcYRII (CD16) en células
de las lineas CaCu CALO elNBL.

e Cultivar ambas lineas celulares en presencia de 10 y 100Ul/ml de IL-2
a 24, 48 y 72 horas para evaluar la posible regulaciéon de los Fc.
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6. METODOLOGIA
6.1 MATERIAL BIOLOGICO
6.1.1 LINEAS CELULARES DE CaCu

El material biolégico consistié de lineas celulares de CaCu : CALO e INBL
(Tabla 3), las cuales fueron obtenidas de un banco de criopreservacién de
la Unidad de Investigacion en Diferenciacion Celular y Cancer, Laboratorio
de Oncologia Celular de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,
UNAM.

LINEA ESTADIO
CELULAR ORIGEN CLINICO VPH
Carcinoma
CALO epidermoide. Il B 18
Metastasico
Carcinoma
INBL epidermoide. IV B 18

Metastasico

Tabla 3. Caracteristicas de las lineas celulares de Cancer de Cérvix (CALO e INBL)
(Caceres et al 2001; Rangel et al 2010).

6.2 CONDICIONES DE CULTIVO Y PROLIFERACION CELULAR

Las lineas celulares de CaCu, se cultivaron en medio RPMI-1640 ®*ICRoAB)

suplementado al 10% con Suero Fetal Bovino (SFB) ©? Los cultivos se
mantuvieron bajo condiciones constantes a 37°C de temperatura, con un
pH de 7.0 - 7.2 y con una atmosfera humeda saturante al 5% de CO, en

una inCUbadora (FORM SCIENTIFIC EE.UU)

Las lineas celulares se cultivaron en botellas de 75cm*©™® hasta que
alcanzaron una proliferaciéon no mayor al 75%; es decir en fase
exponencial, sin llegar a la saturacién del area total de la botella de
cultivo. Las células tumorales adherentes fueron desprendidas del sustrato
adicionando 5mL de solucién de Verseno (ver Apéndice 1) y se incubaron
por 5 minutos, posteriormente se transfirieron a tubos cénicos™¥&" de
15mL, centrifugando durante 5 minutos a 1500 rpm en una centrifuga
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(BIOHAZARD

clinica ) para obtener el botén celular, el cual fue resuspendidé en 1

mL de medio RPMI-1640, a continuaciéon se evalué la viabilidad celular por
exclusién con azul de Tripano®™™¥; estableciendo como valor minimo de
viabilidad el 95%, posteriormente se calculé la densidad celular por conteo
en la cadmara de Neubauer "MERCAN OPTICAL USA nara asi obtener 1x10° células

para cada condicién a evaluar por citometria de flujo.

Las células fueron transferidas a cajas Petri®©™® de 100x20 mm; tratadas
para cultivo en monocapa; con medio RPMI-1640 en ausencia de SFB,
incubadas durante 24 horas, con el fin de sincronizarlas en GO, para que
entraran al ciclo al mismo tiempo en Gl.

6.3. TRATAMIENTO CELULAR CON IL-2 RECOMBINANTE

Los ensayos experimentales partieron de 1X10° células de ambas lineas
celulares CALO e INBL, estas fueron cultivadas en presencia de 10 y 100
Ul/ml IL-2 recombinante humana (IL-2) ®&P sstem9 | o5 cultivos fueron
mantenidos en incubaciéon durante 24, 48 y 72 horas en presencia de la
citocina. A la par, se realizaron cultivos celulares en ausencia de IL-2 para
emplearlos como controles en el experimento

Los tiempos de cultivo de este ensayo se establecieron con base en
trabajos previos, donde se demuestra que ambas lineas celulares, al ser
estimuladas por 48hrs con 100 Ul/ml de IL-2, potencializa la expresién del
IL-2R  funcional. Ademas de desencadenar la activacién de vias de
sefializacién, ya que se observa la fosforilacion de tirosina-cinasa de
diferentes proteinas (Rocha et af 2004).

6.4. OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES HUMANAS

Las células mononucleares humanas fueron obtenidas a partir de una
muestra de sangre periférica normal, obtenida por puncién venosa, la cual
fue heparinizada. La separacion se realizé siguiendo el método de
gradiente de Ficoll- Hypaque®em Adich  Estas células fueron utilizadas como
control positivo en los ensayos de Citometria de Flujo.

En condiciones de esterilidad se obtuvieron 10 ml de sangre periférica,
utilizando una jeringa con heparina. La sangre obtenida se centrifugd
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durante 10 minutos a 1 500 rpm, para lograr separar el plasma del
paquete celular. El plasma fue desechado mediante pipeteo suave, se lavo
el paquete celular con RPM1-1640, adicionando un volumen de medio
RPMI-1640 igual al del paquete celular, se centrifugé durante 10 minutos a
1 500 rpm, desechando el sobrenadante y resuspendiendé el paquete
celular nuevamente en medio RPMI-1640 para obtener una mezcla
homogénea. Se vertié una alicuota de 5ml de la mezcla en tubos que
contenian 5 ml de Ficoll - Hypaque, teniendo extremo cuidado de no
fusionar las fases, se centrifugé por 30 minutos a 3 000 rpm. Transcurrido
el tiempo de centrifugado, se observaron tres fases de separacion,
situandose a las células mononucleares en la interfase, entre el paquete
de eritrocitos, Ficoll- Hypaque y el medio de cultivo. Se colect6 el halo
blanco de células y se transfiri6 a un tubo con medio RPMI-1640
suplementado al 20 % de SFB, para realizar un lavado, se obtuvo el botén
celular y se resuspendié en RPMI al 20% de SFB. Con las células
obtenidas se procedié la inmunotincién para Citometria de Flujo.

6.5. CITOMETRIA DE FLUJO

Posteriormente al tratamiento con IL-2 recombinante, se realiz6 un lavado
con PBS, se despegaron las células del sustrato agregando Verseno y se
centrifugd a 1 500 rpm durante 7 minutos. Se resuspendié en 100 pL de
PSB y se afiadié 10 pL del anticuerpo anti CD16 conjugado con FIT-C
(SigmaAldrich® = g homogeniz6 suavemente la suspensién, se incubé a
temperatura ambiente y en oscuridad por 45 minutos. Para la deteccion
del FcRn, se utilizd un anticuerpo anti FcRn (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY) (1.50(0) y
un anticuerpo secundario donkey anti-goat IgG FIT-C (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY)
(1:400). Se siguié con el protocolo establecido por el proveedor. Cumplido
el tiempo de incubacién se centrifugé a 3 000 rpm durante 5 minutos, el
pellet celular fue resuspendidé en 1 mL de PBS, se repitié el lavado 2x
mas. Se descarté el sobrenadante y se resuspendié en 250 pL de solucién
FACS para evaluar en un Clitémetro de Flujo FACSARIA ||BP Biosciences® ] og

resultados fueron analizados con el software Flowing Software 2.5.1.
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7. RESULTADOS

La determinacion del FcyRIll (CD16) y FcRn se realizé mediante citometria
de flujo adquiriendo 10,000 eventos por ensayo. Los datos obtenidos
fueron analizados mediante el software Flowing Software 2.5.

7.1. Expresiéon de FcRn en leucocitos.

Como control positivo de expresiéon de receptores FcRn, se utilizaron
leucocitos obtenidos de sangre periférica humana y se emple6 como
anticuerpo primario un anti-FcRn y como anticuerpo secundario un anti-
goat conjugado con FIT-C. El histograma muestra en color negro células
sin anticuerpo y en rojo las células positivas a FcRn (Figura 14). Se
observa que un significante nimero de las células expresan FcRn, pero hay
un subgrupo que las expresa intensamente.

LEUCOCITOS CONTROL
LEUCOTOS +FcRn

ounts

FITC-A

Figura 14. Expresién de FcRn en leucocitos de sangre periférica humana. El %
de células positivas a FcRn es de 30.73 %.
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7.2. Expresion de FcRn en lineas celulares de CaCu CALO e INBL y su
regulacién por IL-2.

Mediante citometria de flujo, se analizé la expresion basal del receptor
FcRn, asi como el efecto de 100 Ul/ml de IL-2 sobre la expresién de este
receptor en células de las lineas de CaCu CALO e INBL, cultivadas en
ausencia y presencia de esta citocina por 48 horas. En los histogramas se
muestra en color negro a las células solas (control negativo), en verde
células positivas a FcRn cultivadas en ausencia de IL-2 (expresién basal) y
en rojo la expresion de FcRn en células cultivadas en presencia de IL-2,
tanto para CALO (Figura 15A) como para INBL (Figura 15B).

CALO CONTROL - INBL CONTROL

A) B)

CALO 100UI/ml IL-2 +FcRN T INBL 100UI/ml IL-2 +FcRn

Counts
CountsC

FITC-4 FITC-A

Figura 15. Expresién de FcRn en células de las lineas de CaCu CALO e INBL.
Comparacién en la expresién de FcRn en las células de las lineas CALO (A) e

IL-2(-) IL-2 (+)
CALO 51.29% 94.67 %
INBL 39.96% 46.67%

Tabla 4. % de células positivas a FcRn, en células de CaCu de las lineas CALO
e INBL, cultivadas en ausencia y presencia de IL-2 por 48 horas.
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Encontramos que CALO expresa constitutivamente el FcRn y que éste es
fuertemente inducido por IL-2. Por su cuenta solamente una subpoblacién
de INBL expresa FcRn, la cual también es inducida a expresar lo por IL-2.

7.3. Expresién de FcYRII (CD16) en leucocitos.

Como control positivo de FcyRIl se emplearon leucocitos obtenidos de
sangre periférica humana. La determinacién se realizé mediante citometria
de flujo, utilizando un anticuerpo monoclonal anti-CD16 (FcyRIll) conjugado
con FIT-C. El histograma muestra en color negro células sin anticuerpo y
en rojo las células positivas a FcyRIll (CD16) (Figura 16). Encontramos que
en efecto hay un significativo nimero de células positivas a FcyRlIIl.

LEUCOCITOS CONTROL
l LEUCOCITOS +CD16

Counts

FITC-4

Figura 16. Expresion de FcYRI en leucocitos de sangre periférica humana. El
% de células positivas a FcYRIIl (CD16) es 40.89%.
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7.4. Expresiéon basal de FcyRIll (CD16) en las lineas celulares de CaCu
CALO e INBL.

Una vez confirmada la especificidad del anticuerpo para reconocer FcyRIll
en leucocitos de sangre periférica, se procedid a determinar la posible
presencia de este receptor en células de las lineas de CaCu CALO e INBL,
como de su regulaciéon por IL-2.

Se analiz6, mediante citometria de flujo, la expresién basal del receptor
FcyRIIl en células de las lineas CALO e INBL. El histograma muestra en
color verde la expresion basal de FcyRIll y en color negro células sin
anticuerpo. En la linea CALO no se observa presencia en la membrana
celular de FcyRIll (Figura 17 A), mientras que si se detecta, aunque con
baja intensidad, en INBL (Figura 17 B).

A) CALO CONTROL B) INBL CONTROL

Counts
Counts

Figura 17. Expresién basal del FcYRIII en las lineas celulares de CaCu CALO e

INBL.
. Expresiéon basal Expresiéon Neta de
Autofluorescencia FeyRll FeyRIl
CALO 2.58% 431% 1.73%
INBL 11 % 17.36 % 6.36%

Tabla 5. % de células positivas a FcyRIll en células de CaCu de las lineas
CALO e INBL, expresion basal del receptor FcYRIII.
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7.5. Efecto de distintas concentraciones de IL-2 sobre la expresion del
receptor FcyRIlll en las células de las lineas de CaCu CALO e INBL y su

falta

Dado que hemos observado que IL-2 aumenta la expresién de FcRn en
estas lineas celulares, se decidié probar si esta citocina también pudiera
inducir la expresién de FcyRIll, para ello las células de ambas lineas fueron
cultivadas en ausencia y presencia de 10 y 100Ul/ml de IL-2 durante 24,

de regulacién por IL-2.

48 y 72 horas.

Nuestros resultados muestran que con ninguna de las dosis y tiempos de
exposicion de las células de CaCu a IL-2, se presentd una induccién a la
expresion de FcyRIll (Figs. 18, 19 y 20). Es de llamar la atenciéon que en la
linea INBL (Figura 18, 19 y 20 B) se presentd una inhibicion a la expresion

del FcyRIlL

A ]

Counts

CALO 24H 10Ul/ml IL-2 +CD16
CALO 24H 100UI/ml IL-2 +CD16

FITC-A

B) |

Counts

INBL 24H 10Ul/ml IL-2 +CD16
INBL 24H 100UI/ml IL-2 +CD16

CRTe-a
Figura 18. Comparaciéon en la expresién de FcyRIll en células de las

lineas

CALO (A) e INBL (B) cultivadas por 24hrs en presencia de 10Ul/ml (en rojo) y

100 Ul/ml (en azul) de IL-2.
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@ DN DTN 7
Ry % T Y
fEN.

A) B) |
CALO 48H 10UI/ml IL-2 +CD16
CALO 48H 100Ul/ml IL-2 +CD16

Counts
Counts

INBL 48H 10Ul/ml IL-2 +CD16
INBL 48H 100Ul/ml IL-2 +CD16 :

FITC-A

FITC-A

Figura 19. Comparaciéon en la expresion de FcyRIll en células de las lineas

CALO (A) e INBL (B) -cultivadas por

(histograma rojo) y 100 Ul/ml (histograma azul) de IL-2.

A) INBL 72H 10Ul/ml IL-2 +CD16 B)
INBL 72H 100Ul/ml IL-2 +CD16

Counts
Counts

FITC-4
Figura 20. Comparacién en la expresiéon de FcyRIll en las células de las lineas
CALO (A) e INBL (B) cultivadas por 72hrs en presencia de 10Ul/ml (en rojo) y

100 Ul/ml (en azul) de IL-2.

48hrs en presencia de 10Ul/ml

INBL 72H 10Ul/ml IL-2 +CD16
INBL 72H 100Ul/ml IL-2 +CD16

FITC-A
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

El FcRn se ha sido descrito como un receptor que tiene como principal
funcién el transporte de anticuerpos para evitar la degradacién de estos
por los lisosomas que se encuentran en la célula. Esta caracteristica
permite el paso de anticuerpos a través de barreras epiteliales, tanto para
aumentar la vida media de los anticuerpos, como para ejercer una funcién
inmunolégica al presentar antigenos externos a linfocitos en el interior del
6rgano en cuestién. Se ha reportado que el epitelio columnar del
endocérvix, como el epitelio escamoso del exocérvix, expresan FcRn lo cual
les confiere una funcién inmunolégica importante (Zili et a. 2011). Como el
espacio exterior al cérvix, estd en contacto con el medio externo, es un
lugar susceptible de contener microorganismos patégenos. En consecuencia
una funciéon de las células epiteliales en esta zona, consistiria en
transportar los anticuerpos que las células plasmaticas han generado en
respuesta a una infeccion y posteriormente una vez que el anticuerpo ha
interaccionado con el antigeno patolégico, transportarlo al interior del
organismo, para que permita el reconocimiento por los linfocitos T y asi
montar una defensa inmunolégica mas efectiva.

El hecho de haber encontrado en este trabajo, que las células de las
lineas de CaCu CALO e INBL expresan FcRn, nos indica que éstas en
realidad provienen de un cancer que se generd en los epitelios cervicales.
El haber encontrado que todas las células de la linea CALO expresan este
receptor, mientras que sélo una subpoblacion de INBL lo hacen, puede
indicar que esta es una caracteristica de las células tumorales en un
estadio clinico que todavia no ha metastatizado a otros 6rganos. En efecto
CALO pertenece a un tumor en estadio IIB, mientras que INBL pertenece a
un estadio metastasico IVB. Seria pertinente el evaluar otras células
provenientes, ya sea de lineas celulares en diferentes estadios clinicos, o
de cortes histolégicos de tumores, para poder generalizar esta observacion.
Si la pérdida de FcRn es una caracteristica de las células tumorales en
estadios avanzados nos indicaria que estan perdiendo la capacidad de
transportar anticuerpos y por tanto estimular al sistema inmune. En efecto
es conocido que las células tumorales desarrollan caracteristicas que les
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hacen escapar a la defensa inmune del organismo y asi garantizar tanto
su proliferacién /n situ, como facilitar la metastasis.

Una estrategia terapéutica que pudiera trascender de nuestros resultados
es mediante el disefio de anticuerpos contra el FcRn, ya sea solos o
unidos a elementos citotéxicos, para ser administrados a tumores de CaCu
y a focos metastasicos, con la finalidad de eliminar a las células malignas
que porten este receptor.

El hecho de haber encontrado que IL-2 induce significativamente la
expresion de FcRn en nuestras células de origen epitelial, nos sugieren que
en el epitelio normal del cérvix, cuando existe una infeccién, la IL-2
generada por los linfocitos infiltrados a esa zona, intensifica el transporte
tanto de los anticuerpos del interior al exterior, como de los antigenos
unidos a éstos del exterior al interior y asi amplificar la respuesta
inmunolégica. Esta caracteristica ademdas puede explicar por qué IL-2 ha
resultado ser una citocina con buenos resultados en el tratamiento de
tumores de origen epitelial. Nuevamente se abre otra posibilidad de
aplicacion terapéutica si a los anticuerpos contra FcRn antes descritos se
le adiciona la administracién de IL-2.

Por otra parte el haber encontrado que el FcyRIll (CD16) se expresa en
INBL, nos hace pensar que esta linea celular proviene de un tumor que se
origind de células columnares epiteliales del endocérvix, ya que solo éstas
poseen este receptor (Hussain et al 1992). En efecto, mientras todas las
células del cérvix ya sea escamosas o columnares, presentan receptores
FcRn, sélo las columnares del endocérvix expresan el FcyRIll (CD16). Se ha
reportado que los epitelios del endocérvix ademas presentan el FcyRIl, por
lo cual seria pertinente evaluar si éstos también estan presentes en las
células de CaCu de las lineas CALO e INBL.

Aunque las células de la linea CALO no expresaron el FcyRIll (CD16), se ha
encontrado recientemente en nuestro laboratorio (comunicaciéon personal
con otro tesista), que en realidad todas lo expresan en el interior de la
célula. En efecto al evaluar la presencia de FcyRIlll (CD16) mediante
citometria de flujo en células permeadas, todas ellas resultaron positivas a
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la presencia del FcyRIll (CD16). Este hecho refuerza una vez mas la
hipétesis de que las células de CaCu provienen del endocérvix.

La teoria mas aceptada actualmente del origen de los tumores de CaCuy,
aduce que las células escamosas del exocérvix al ser dafladas por una
abrasion externa se exponen a las células basales al VPH y asi comenzaba
la transformacién maligna (Robert et al/ 1994). Segin nuestros resultados
podriamos proponer otro origen de los tumores de CaCu, consistente en
que las células columnares del endocérvix al ser expuestas al espacio
exterior, lo que sucede en la época fértii de la mujer, sufren una
transformacion metaplasica de columnares a estratificadas y es en este
momento en el cual el VPH hace su infeccién celular. En consecuencia no
son las células basales del exocérvix, que no contienen el FcyRIll (CD16),
las cuales son infectadas y posteriormente trasformadas por el VPH, sino
las columnares del endocérvix que si lo poseen.

Seria recomendable el evaluar mas lineas de CaCu o cortes histolégicos
para poder generalizar nuestra conclusién. No se descartaria que existan
tumores negativos al FcyRIl (CD16) y que se hayan generado en el
exocérvix, pero éstos serian aquellos de mucho menor frecuencia, ya que
se sabe que la gran mayoria de los tumores de CaCu, se generan en la
zona de transformacién, el ectropion, del epitelio columnar a escamoso.

Lo que llama la atencion de nuestros resultados es que IL-2 no
Gnicamente no indujo la expresién del FcyRIll (CD16), sino que lo inhibid, lo
cual nos hace pensar que cuando existe una infeccién, el cuerpo privilegia
el transporte de anticuerpos y antigenos para montar una adecuada
defensa inmunolégica a través del FcRn, que la ingestion, degradacién y
presentacién de los anticuerpos por el FcyRIll (CD16) de las mismas células
epiteliales, dejando esta funcién a las células dendriticas y macrofagas que
también se encuentran presentes en la zona.
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9. CONCLUSIONES

» Llas lineas celulares de CaCu CALO e INBL expresan de manera
basal el receptor FcRn, siendo CALO quien expresa mayor cantidad
del receptor.

= Solo INBL expresa de manera basal FcYRII (CD16).

» Las lineas de CaCu en presencia de IL-2 aumentan significativamente
la expresion del receptor FcRn, pero no del FcyRIll.
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10. PERSPECTIVAS

e Evaluar la presencia del FcRn y FcyRIl (CD16) en células
permeabilizadas de las lineas CALO e INBL.

e Evaluar mas lineas de CaCu o cortes histolégicos para corroborar la
presencia de FcyRIll (CD16) o FcRn.

e Evaluar mediante microscopia electrénica la ubicaciéon de los receptores
Fc en las células de CaCu.
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APENDICE |
Reactivos y Soluciones utilizados

Soluciones para cultivo
< RPMI-1640
% Suero Fetal Bovino (SFB)
% Solucion fisiologica de Verseno
% Solucién de Fosfatos (PBS)

APENDICE I
Preparaciéon de Reactivos y Soluciones

< Desactivacién del Suero Fetal Bovino (SFB)

El Suero Fetal Bovino ©* se deja descongelar a temperatura ambiente,
una vez descongelado, se pasa a un bafio de agua a 57°C durante 30
minutos. Esto se hace para inactivar proteinas de bajo peso molecular
que pueden interferir con el crecimiento celular.

% Solucién Fisiolégica de Verseno

Esta soluciéon se emplea para despegar las células tumorales adherentes
y funciona como agente quelante que secuestra iones de calcio y
magnesio de las uniones celulares. Para su preparaciéon se usan los
siguientes reactivos:

o Tris base 304 g
o Cloruro de Sodio 8.00g
o Cloruro de Potasio 0.04¢g

o Etilen-diamen-tetra-acético (EDTA)  0.40g

Los reactivos se disuelven en 800mlde agua bidestilada, se ajusta el pH a
7.7 con HCL 1M y se afora a 1000ml de agua bidestilada. La solucién se
esteriliza por medio de autoclave a 20lbs durante 20min.
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< Solucién Amortiguadora de Fosfatos (PBS)
Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiolégicas estables
durante periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por
las sales de fosfato. Los componentes se diluyen en un volumen final de 1
litro de agua bidestilada.

o Cloruro de Magnesio 0.10g
o Cloruro de Calcio 0.10g
o Cloruro de Sodio 8.00g
o Cloruro de potasio 0.20g
o Fosfato monoacido de sodio 2.16g
o Fosfato diacico de potasio 0.20g

El cloruro de magnesio y de calcio se disuelven en 100ml de agua
bidestilada y después se adicionan los 100ml que contenga el magnesio y
de calcio. Se ajusta el pH a 7.2-7.7 utilzando HCL 8N y se afora
finalmente a un volumen final de 1000ml. Esta solucién se esteriliza por
medio de autoclave a 20lbs durante 20 min, la solucién se almacena a
4°C hasta el momento de su uso.
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