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RESUMEN

Las interleucinas (IL) juegan un papel muy importante en la respuesta inmune.
Ademas, recientemente se ha destacado su importancia en la regulacién de células no
hematopoyéticas tanto normales como tumorales, controlando positiva o negativamente su
proliferacién. Asimismo, existen datos de que estas interleucinas también pueden ser
secretadas por células tumorales, participando asi en un sistema autécrino de proliferacion.
Por esta razén, en el presente trabajo se evalud la posible presencia de IL-2, IL-3, e IL-6,
en ¢l medio condicionado de lineas celulares de cancer de cérvix (CaCu) (CALO e INBL)
utilizando anticuerpos monoclonales especificos, ademds de determinar su participacién en
la regulacion de la proliferacion.

Nuestros resultados indican que las células de CaCu (CALO e INBL) son capaces
de secretar estas interleucinas, ademés de ser utilizadas para controlar positivamente su
proliferacion in vitro. Estos resultados proporcionan informacién acerca de la biologia de
este tipo de tumor y confirma que las células tumorales de CaCu pueden crear mecanismos
para proliferar a expensas del organismo, en donde las células tumorales serian maés
eficientes para utilizar las citocinas secretadas por ellas mismas en un mecanismo autdcrino
de proliferacién y ademés utilizar las citocinas de otro tipo celular por medio de un

mecanismo pardcrino de proliferacion.




INTRODUCCION

La biologia molecular ha permitido el estudio minucioso del ciclo celular, ¢l cual es
de vital importancia para comprender las causas que desencadenan el carcinoma de cérvix
{(CaCu) que es un grave problema de salud en Meéxico (Lazcano et al., 1996, Muiioz y
Bosch, 1999) por ser la principal causa de muerte por neoplisia en las mujeres; dicha
enfermedad es generada por una desrregulacién de la proliferacion celular lo cuat trae como
consecuencia alteraciones del ciclo celular y no permite que éste se realice eficientemente.
Ademds se sabe que el ciclo celular permite a las células proliferar, duplicar su material
genético, segregar en dos juegos el material duplicado y dividirse para dar origen a dos
células hijas (Murray y Hunt, 1993). El ciclo celular esta dividido en cuatro fases: Gy, S,
G, y M, asi como de una fase fuera de ciclo denominada Go, (De Robertis ef al., 1994,
Zentella ef al, 1996). Estas fases del ciclo celular estan mediadas por diversos tipos de
secreciones celulares conocidas como citocinas entre las cuales se pueden mencionar a las
interleucinas (IL), producidas por linfocitos. Estas son moléculas glucoprotéicas bioactivas
sintetizadas por células linforeticulares y estin involucradas en la modulacion y
coordinacion de diversas funciones para las células del sistema inmune (Mizel, 1989,
Abbas, et al., 1994; Bell, 1998, Moller e/ al, 1998). Tal es el caso de la Interleucina-2 (IL-
2) llamada factor de crecimiento de células T (CTGF del inglés cell T growth factor), que
es una glucoproteina de 14 a 17 kilodaltones (kDa), responsable de la progresion de

linfocitos T desde Gy hasta S en el ciclo celular, producida por células T CD4", y en menor




cantidad por células T CD8" activadas (Nakamura ef al., 1994, Hollingsworth er al., 1996,
Gémez et al., 1998).

Asimismo, la Interleucina-3 (IL-3) es una glucoproteina de 20 a 27 kDa, producto
de células T CD4* activadas, células epiteliales timicas, queratinocitos, células neuronales y
células mieloides. La IL-3 sustenta el crecimiento y diferenciacion de los primeros
progenitores hematopoyéticos y de células mieloides (Bendtzen, 1994, Nair et al,,1999).
Finalmente la Interleucina-6 ([L-6) es una glucoproteina de 26 kDa sintetizada por
fagocitosis mononuclear, células endoteliales, fibroblastos y otras células que responden a
IL-1 y TNF (Factor necrotico tumoral-c). La IL-6 promueve el crecimiento de células
epiteliales de cérvix tanto normales como neoplésicas (Abbas et al., 1994, Billadeau et al.,
1997; Castrilli et.al., 1997, Song et al.,1999).

Sabemos que la sintesis de estas citocinas se lleva a cabo en una fase en particular
del cicto celular y que a su vez pueden ser utilizadas en otra fase. En particular para CALO
¢ INBL se han determinado las fases y la duracién del ciclo celular 24 y 29 hrs
respectivamente (Chéavez, 1997). Debido a lo anterior, el presente trabajo se realizd con la
finalidad de determinar la secrecion de IL-2, IL-3 e IL-6, en el medio condicionado (MC)
de las lineas celulares de CaCu, CALO e INBL durante las diferentes fases del ciclo celular

y en consecuencia poder determinar su participacion sobre la proliferacion de las mismas.




MARCO TEORICO.

CICLO CELULAR

El ciclo celular es una serie ordenada de procesos que permite a las células crecer,
duplicar su material genético, segregar en dos juegos este material duplicado y dividirse
para dar origen a dos células hijas (Murray y Hunter, 1993). En su versién mittica el ciclo
celular esta dividido en cuatro fases: Gi, S, Gz y M, asi como de una fase fuera de ciclo
denominada G, (Zentella ef al., 1996).

La mayor parte del trabajo necesario para la preparacion de la division celular se
produce de una manera imperceptible al microscopio durante la fase del ciclo celular
denominada “Interfase”, por lo que resulta dificil establecer fases estrictas en la progresion
de la célula en crecimiento durante ésta. Una excepcion importante la constituye la sintesis
de acido desoxirribonucleico (ADN), en donde el material genético nuclear se replica
constituyendo una etapa muy especifica de la interfase llamada fase de “Sintesis de ADN”
(fase S). La otra fase concreta del ciclo celular es la division celular, que incluye la division
nuclear (cariocinesis) y la division citoplasmatica (citocinesis), que se produce a
continuacion. La cariocinesis y la citocinesis en conjunto reciben el nombre de
“Mitosis"(fase M). Queda por lo tanto, el periodo comprendido entre la fase M y el
comienzo de la sintesis de ADN, que recibe €l nombre de Gi{del inglés Gap, separacion), y
el periodo comprendido entre el final de la sintesis de ADN y la fase M siguiente, que

recibe ¢! nombre de fase G. Por consiguiente la interfase esta compuesta por sucesivas fases




G, S y GaM, y normalmente abarca un 90% o mas del tiempo total del ciclo celular
(Heyworth et al., 1990, De Robertis ef al, 1994),

Generalmente cuando las células se encuentran en estado quiescente en el que no
proliferan (fase Go), €l contenido de ADN celular permanece sin modificacion, el tamafio
celular disminuye, las proteinas y acido ribonucleico (ARN) son degradados rapidamente y
no son resintetizados con prontitud, ademas que las actividades enzimaticas y de transporte
disminuyen. Estas caracteristicas hacen una notable distincidén entre las fases Go y Gy del
ciclo celular (Hunter, 1993).

La fase G;, comprendida entre la mitosis y la sintesis de ADN, incluye una
importante serie de eventos en los que la mayoria de los factores mitogénicos e inhibidores
de crecimiento pueden ejercer sus efectos; en esta fase las células requieren un
metabolismo extra, y por ello algunos autores la han subdividido en cuatro fases que se
describen a continuaci6n.

La primera subfase, denominada de Competencia (C), estd caracterizada por
cambios en la estructura de la cromatina, incremento en el transporte de nutrientes a través
de la membrana, asi como la produccidn de nuevo Acido ribonucleico mensajero (ARNm).

La siguiente, es la subfase de Entrada (Gi.); en ella se lleva a cabo la sintesis de
algunas nuevas macromoléculas (proteinas y acidos nucleicos), asi como el incremento de

enzimas glicoliticas y polisomas.




La subfase de Progresion (Gp) se caracteriza por una elevada sintesis de proteinas,
por lo que demuestra una alta sensibilidad a inhibidores o estimuladores de la misma
(Pardee, 1989); esta subfase de G, también es conocida como Punto de Restriccion (R), y
sélo puede terminar si se logra acumular una minima cantidad esencial de cierta proteina
de disparo (denominada también proteina U, del inglés “unstable protein”). Esta proteina
hipotética sélo alcanzard una concentracién elevada cuando se sintetiza con relativa
rapidez, y su concentracion disminuird bruscamente durante la fase de mitosis (De Robertis
et. al, 1994).

Cuando la célula ha logrado cruzar el punto R, entra 2 la Gltima fase de Gi(Gi.), ©
Ensamblaje, en donde se da un movimiento de enzimas dentro del nicleo y su
organizacion, que forma parie de un complejo que cataliza la sintesis que se requerird
dentro de poco tiempo (Pardee, 1989). El comprender este ciclo celular es de vital
importancia para estudiar los procesos de diferenciacion y proliferacion celular que cuando

son alterados pueden conducir a una transformacion neoplasica llamada cancer.




CANCER CERVICO-UTERINO

Hay diferentes tipos de cancer: de pulmén, mama, colo-rectal, melanoma por citar
algunos; debido a la problematica que se origina en nuestro pais, nos avocaremos al
estudio del cancer cervico-uterino (CaCu). El CaCu es considerado en México como un
problema de salud publica, ya que es una de las principales causas de muerte entre las
mujeres mexicanas, registrindose més de 4,000 muertes anuales por esta enfermedad
(Lazcano et al., 1996). A pesar de los programas de deteccién implementados, la incidencia
de nuevos casos es muy alta debido principalmente a que las mujeres acuden tardiamente al
médico y el tumor es detectado en estadios avanzados (Lynch y Houghton, 1993, Lazcano
et al.,1996).

En la actualidad se han incrementado los avances en las investigaciones en el campo
epidemiologico del cancer cérvico-uterino, lo cual ha llevado a la aparicién de nuevas
hipotesis acerca de su etiologia. El cancer de cérvix tiene un origen multifactorial, en el
cual los mas importantes factores de riesgo, propuestos o establecidos, indican que estd
asociado con el uso de tabaco, multiparidad, inicio de relaciones sexuales a temprana edad,
higiene genital deficiente, amplio nimero de compaiieros sexuales, uso de anticonceptivos
orales, dieta deficiente en frutas y vegetales, bajo consumo de vitamina C, B-carotenos y
folatos. Asimismo, se ha detectado que el CaCu esta asociado estrechamente con una
etiologia viral en particular con ¢} papillomavirus (Kube ef al 1994, Gonzélez et. al, 1995),
el Herpevirus y en menor grado el citomegalovirus. De mas de 80 subtipos de

Papillomavirus Humano (HPV), alrededor de 20 de ellos se asocian con infecciones




genitales, encontrindose con mayor frecuencia los tipos 16 y 18 que inducen
transformacion de células epiteliales de cérvix a cédncer in situ denominadas NIC
(Neoplasia Intraepitelial Cervical) e invasor. (Brinton, 1992; Deisseroth, 1995, Pontén,
1995).

Debido a la fuerte asociacién del carcinoma de cérvix con el HPV se esperaria que
el virus fuera lo suficientemente fuerte para despertar una respuesta inmune de rechazo,
como sucede con las células infectadas con el virus de la influenza; sin embargo, el tumor
llega a estadios muy avanzados, lo cual hace pensar que el sistema inmune del  huésped

puede estar dafiado.

SISTEMA INMUNE

Las células y las moléculas responsables de la inmunidad y su respuesta ante una
sustancia extrafia constituyen el sistema inmune. Existen principafmente dos mecanismos
inmunologicos para defender al organismo del ataque de microbios, virus, células
transformadas y otros agentes extrafios: El primero es conocido como inmunidad innata,
que constituye la primera linea de defensa del organismo y en ella participan células
fagocitarias como macrofagos, monocitos, neutréfilos y células asesinas naturales (NK);
estos tipos celulares destruyen antigenos y células tumorales de manera inespecifica
mediante la lisis (citolisis) o inhibicién del crecimiento (citotaxis) (Evans ef al, 1993, Kagi
et al, 1995, Post, 1996, Vassiliadis et al, 1998). El segundo mecanismo es la inmunidad

adquirida o especifica que es un componente de un sistema integrado de alta defensa en la




cual numerosas células como los linfocitos T y moléculas de membrana funcionan
cooperativamente para lisar las células blanco. En esta respuesta se utilizan mecanismos de
ta inmunidad natural o innata que son necesarios para eliminar invasores externos y tienen

ademés dos propiedades adicionales de importancia:

a) Memorizar cada encuentro con microbios o antigenos externos, de tal manera
que el subsecuente encuentro estimula los mecanismos de defensa altamente
efectivos inducidos por los linfocitos T citotoxicos (CTLs) y linfocitos T del
fenotipo CD45RO.

b) La respuesta inmune especifica amplia los mecanismos protectores de la
inmunidad natural, directos o enfocados éstos a los sitios de entrada de los

antigenos que son capaces de eliminar.

La respuesta inmune especifica se divide en dos tipos la humoral y la celular, de
acuerdo a las células que en ella participan. (Ortiz, 1987; Benacerraf y Unanue, 1990; Abbas

etal, 1994).




INMUNIDAD HUMORAL

Esta inmunidad es mediada por linfocitos B, que defienden al organismo de
microorganismos extracelulares como infecciones bacteriales y acthan por medio de
proteinas secretadas por células B diferenciadas a células plasmaticas, conocidas como
anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig), las cuales se encuentran en ¢l plasma sanguineo y son
capaces de identificar y unirse a marcadores especificos de las células blanco para que sean

reconocidas y eliminadas (Abbas ez al., 1994, Muraguchi et al,, 1998).

INMUNIDAD CELULAR

El segundo tipo de respuesta inmune especifica, defiende al organismo del ataque de
hongos, parasitos, infecciones virales y células transformadas. En esta fase los linfocitos T
son fos encargados de llevar a cabo el reconocimiento y eliminacion de las c€lulas blanco,
mediante la secrecidn de citocinas como interferén gama (INF-y) y TNF-a (Steinbach et af
1993, Abbas et al., 1994 Stock et al.,, 1998, Svenson et al., 1998).

Independientemente del tipo de respuesta inmune que despierte, ésta se inicia por el
reconocimiento de antigenos externos que conducen a la activacion de los linfocitos hacia
un antigeno especifico y culmina con la eliminacion del antigeno. La respuesta inmune
especifica también se puede dividir en fases de reconocimiento, fase de activacion y fase

efectora.




A) Fase de reconocimiento; consiste en le reconocimiento por union de agentes
externos a receptores especificos, en linfocitos maduros.

B) Fase de activacidn: es la secuencia de eventos inducidos en linfocitos como
consecuencia de reconocimiento especifico del antigeno, que produce la expansién
clonal de linfocitos especificos dingidos contra el antigeno.

C) Fase efectora de la respuesta inmune: los linfocitos T han sido especificamente
activados para eliminar a los antigenos que despertaron la respuesta inmune (Abbas

etal, 1994).

RECEPTORES DE CELULAS T

E!l receptor para células T es un complejo constituido por las cadenas o y B, las
cuales estan asociadas no covalentemente con la molécula CD3 compuesta por las proteinas
¥, 8 y £ y un homodimero { y £ 6 heterodimero { y 1. Este complejo TcR-CD3 es el
responsable del reconocimiento especifico por parte de los linfocitos T. Algunas de las
proteinas del complejo regulan la unidén especifica a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MCH) presentes en células presentadoras de antigenos o células
blanco. Las células T expresan otras proteinas de superficie celular las cuales son
denominadas moléculas accesorias para el reconocimiento, activacion y lisis. (Abbas et al.,

1994).
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ACTIVACION DE CELULAS T

Involucra un aumento de su receptor en la superficie celular y la transmisién
de una seftal dependiente de calcio al nicleo (Troye-Blomberg et al.,1999). Esta sefial
activa la transcripcion de varios genes iniciando la diferenciacion, proliferacion y secrecion
de citocinas (Lopez 1997, Stock ef al., 1998). Aunque la clasica activacion de las células T
requiere la presencia de antigenos que participan en la inmunidad adquirida e innata, éste
proceso también requiere y genera citocinas. Las células T activadas progresan
automaticamente a través de varios cambios morfoldgicos que son detectados después de
las 12 hrs de activacion (Meager, 1991 Lissoni ef al, 1994, Lauwery ef al., 1999, Leclerc

1999).

CITOCINAS

Precisamente las células o linfocitos T producen diferentes citocinas que sirven
principalmente para regular la activacién, crecimiento y diferenciacién de distintos
poblaciones celulares (Oettgen, 1991, Gotlieb e al, 1994, Iseki er al, 1995). Otras
citocinas derivadas de células T activan y regulan células inflamatorias, tales como
fagocitos mononucleares, neutréfilos y eosindfilos (Huang ef al, 1995, Coveney ef al,
1996, Clary et al., 1997, Alexandroff et al., 1995). Dentro de las propiedades generales de
las citocinas se encuentra la regulacion de la division celular, el control del crecimiento y
la diferenciacion de linfocitos estimulados, la modulacidn de la inmunidad natural,

participacion en respuestas inflamatorias no especificas ademis de la estimulacion del
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crecimiento y la diferenciacion de células inmaduras (Bendtzen 1994, Tahara, 1994
Armitage ef al, 1995, Douglas, et. al., 1997, Pastore et al., 1998). Entre las citocinas se
encuentran las producidas por linfocitos denominadas interleucinas (IL), moléculas
glucoprotéicas bioactivas que son sintetizadas por células linforeticulares y estan
involucradas en la modulacién y coordinacién de una variedad de funciones para diferentes
tipos celulares del sistema inmune (Mizel, 1989, Azimi 1999, Andrzejewska y

Niewiadomska 2000).

INTERLEUCINAS

A continuacion se describen algunas interleucinas de interés en la respuesta inmune
por su accion sobre linajes no hematopoyéticos (Yanase ef al, 1995, Terranova y Rice,

1997).

Interlencina-2.

La interleucina-2 ( IL-2 ) originalmente llamada factor de crecimiento de células T
(CTGF), es la principal citocina responsable para la progresion de linfocitos T desde Gi
hasta S en el ciclo celular. La IL-2 es producida por células T CD4", y en menor cantidad
por células T CD$ (Landgraf ef al., 1992, Khanna er al 1997). La IL-2 actia sobre distintos
tipos celulares y entre otras funciones ejerce un efecto de crecimiento autocrino pero
también pardcrino y sinérgico (Carson er al., 1994, Nakamura etal, 1994, Euhus et al

1997, Lorenz et a.,{ 1997).




La IL-2 es una glucoproteina de 14 a 17 kDa. La heterogeneidad del peso en la
proteina se debe a la variacibn en la glucosilacién de los residuos polipeptidicos.
Normalmente IL-2 es transcrita, sintetizada y secretada por células T activadas por
antigenos. Las principales acciones de H.-2 son sobre los linfocitos (Soto et al,, 1999). La
I[L-2 es una determinante importante de la respuesta inmune, y puede estimular una segunda
sintesis de IL-2 por células T activadas, su secrecion ocurre cerca de las 24 horas después
de la activacién inicial. IL-2 también estimula la sintesis de otras citocinas derivadas de
células T tales como interferén gama (IFN-y) y linfotoxinas (LT), IL-3, e IL-6 (Nelson, e?
al, 1994, Gomez ef al., 1998, Nilsen ef al., 1998).

La accién de [L-2 es mediada por la unién de esta a su receptor (RIL-2). Este
sistema quizd es el mejor comprendido de todos los receptores de citocinas (Taniguchi et
al., 1993, Kaplan , 1996, Shih-Chung et al, 1997). El receptor estd compuesto por tres
sub-unidades, la primera de 55kDa (p55) esta presente sobre células T activadas y por eso
Hamada antigeno Tac (para activacion T). El Tac p55 o cadenac une IL-2 con una K4 de
aproximadamente 10® M (Hamblin 1993.; Guarini et, al. 1997). La unién de IL-2 a
células que expresan solamente p55 no genera alguna respuesta bioldgica detectable, la
segunda proteina que se une es identificada como una proteina de 70 a 75 kDa (p70 o p75)
denominada cadena B , cuya afinidad de unién a IL-2 es de aproximadamente 10° My la
tercera unidad es la cadenay del receptor que es una proteina de 64 kDa que al unirse con

p55 y p75 pueden asociar a IL-2 con alta afinidad con una Ky de aproximadamente 101




(Taniguchi y Minami, 1993, McMillan, et af,1995, Moya ef al, 1999). Se cuenta con
reportes de que las células de CaCu de lineas CALO e INBL expresan las cadenas o, B y v
del receptor para IL-2 (Alvarado, 1997).

La IL-2 estimula el crecimiento de células NK y aumenta otras funciones
citoliticas, produciendo en ellas células linfoides activadas para matar (LAK). Tanto las
células NK, como las células T, expresan la p75 y son estimuladas per altos niveles de IL-
2, las células NK, sin embargo, no expresan p55 y es por ello que no reducen su
requerimiento de IL-2 después de ser activadas. Por esta razdn, solamente en altas
concentraciones de IL-2 se puede conducir a la formacion de células LAK. Las células
LAK son generadas in vifro para uso en inmunoterapia (Aggarwal y Gutterman, 1992),
La IL-2 actiia sobre células B humanas estimulando la sintesis de anticuerpos (Hsu e/ al,

1997).

Interleucina- 3.

La Interleucina-3 ( IL-3 ) es una glucoproteina de 20 a 27 kDa producto de células T
CD4" activadas, células epiteliales timicas, queratinocitos, células neuronales y células
mieloides (Bendtzen, 1994). La IL-3 apoya el crecimiento y diferenciacién de los primeros
progenitores hematopoyéticos y de células mieloides (Takahasi ef al,1995). Ademas,
pacientes con funcionamiento de médula ésea normal, asi como pacientes con terapias
asociadas a la mielosupresion, muesiran un incremento en los linfocitos, neutrofilos,

eosindfilos, basofilos, plaquetas y algunos reticulocitos en respuesta al tratamiento con IL-
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3, y efectos similares se observan en pacientes con sindromes mielodisplasicos (Reed ef al
1993, Mizuno et al 1994).

La IL-3 estimula la hematopoyesis inr vivo y prolonga la sobrevivencia de las células
mieloides de las mucosas. La IL-3 induce el desarrollo de células maduras como
macréfagos, neutrdfilos, eosindfilos (Heyworth, ef al, 1950). La IL-3 acelera la
maduracion de los primeros precursores a un estado que responden al factor estimulante de
colonias macrofagos y granulacitos (GM-CSF) y al factor estimulante de colonias y
granulocitos (G-CSF) (Oettgen, 1991). IL-3 también promueve el crecimiento y desarrollo
de una linea celular de progenitores de médula espinal, cuya funcion se incrementa por
[L-4. En raton, IL-3 es preducida por células T auxiliares CD4” que secretan IL-2
(Hamblin, 1993, Sato er al., 1999).

El receptor para IL-3 (IL-3R) consta de dos subunidades que son miembros de la
superfamilia de receptores de hematopoyetina; la primera subunidad del receptor para IL-3
¢s una cadena o que une a la IL-3 especificamente, y la segunda subunidad del receptor es
una cadena B que le confiere alta afinidad (Hamblin, 1993). En humanos, la IL-3 ha sido
identificada por el ADN complementario (cADN), de una molécula homologa para IL-3 de
raton. No obstante, IL-3 es sintetizada por algunos clones de células T humanas. La IL-3 de
raton ejerce su efecto sobre granulocitos y macrofagos humanos (Abbaset al, 1994,

Bukowski et al., 1996).




Interleucina-6.

La Interleucina-6 (IL-6) es una citocina de aproximadamente 26 kDa sintetizada por
fagocitos mono-nucleares, células endoteliales, fibroblastos y otras células que responden a
IL-1 y TNF-¢. (Factor necrotico tumoral-at) (Takizawa ef al.,1993, Watson ef al 1993). Ella
también es producida por células T activadas e induce la maduracion de células B, y puede
ser detectada en fa circulacién después de una infeccion por bacterias Gram negativo y es
secretada en respuesta a TNF-g, IL-1 y por linfocitos de sangre periférica (Moradi et af
1993, Moriyama et al., 1996, Jelinek et al, 1997).

Una gran variedad de tumores malignos en donde se incluye células escamosas de
carcinoma y adenocarcinoma han mostrado sintetizar IL-6. El receptor para IL-6 es un
miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas y actia sobre hepatocitos y células B
(Offner et al., 1995).

La IL-6 estimula hepatocitos para sintetizar varias proteinas plasmaéticas, tales
como fibrindgeno, que achia en la fase de respuesta aguda. Sirve como principal factor de
crecimiento  para la diferenciacion de células B (Danforth y Sgagias, 1993, Zhang et
al., 1994, Blais ef al.,1995). IL-6 actiia como un factor de crecimiento para varios tipos de
células plasmaticas malignas (plasmacitomas o melanomas) que crecen autdnomamente ya
que éstas secretan IL-6 como un factor de crecimiento autdcrino y pueden aumentar o
inhibir l1a proliferacion de células de carcinoma. En carcinomas genitourinarios Ia IL-6

actla come un factor de crecimiento para células de carcinomas renales, por lo cual
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aumenta la carcinogénesis in vitro. Actia también como un factor de crecimiento autdcrino
sobre las lineas celulares de préstata DU154 y PC3 (Okamoto et al., 1997).

El receptor para IL-6 (IL-6R)} se encuentra sobre células de origen linfoide pero
también no linfoide, no obstante que la expresion puede depender del grado de
diferenciacitén o activacidon de las células;, por ejemplo las células B latentes normales no
expresan el receptor para IL-6, mientras que los blastos activados si expresan el receptor
para IL-6 (Oh e, al,, 1996, Rougier ef al., 1998).

E! IL-6R consta de dos cadenas, una cadena o de peso molecular de 80 kDa y una
cadena B de 130 kDa (Muraguchi ef.al,1998). La cadena « ha sido caracterizada como
miembre de la familia de receptores de hematopoyetina, con una region amino terminal
caracteristica de la superfamilia de las inmunoglobulinas. El dominio intracelular es
pequefio. En contraste con la cadena B que es un miembro de la familia de receptores de
hematopoyetina, tiene un gran dominio intracelular que esta involucrado en la sefializacion
(Hamblin. 1993).

La IL-6 promueve el crecimiento de células epiteliales de cérvix tanto normales
como neoplasicas (Castrilli, eal., 1997). La IL-6 puede promover el crecimiento de células
somaticas hibridas preducidas por fusién de células B normales con células plasmocitomas,
¢l “hibridoma” que produce anticuerpos monoclonales. La IL-6 puede estimular células T,
timocitos, y también actia como un cofactor con otras citocinas para estimular el
crecimiento de células madre o tallo hematopoyéticas (Abbas et. al., 1994, Billadeau e al

1997).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Meéxico, el cancer cérvico-uterino (CaCu) ocupa el primer lugar dentro de las
neoplasias malignas en la mujer. Su incidencia es mayor en grupos con capacidades
economicamente reducidas y de 4reas suburbanas. A pesar de las campaiias de deteccion
oportuna, ¢! diagndstico se establece con alta frecuencia en estadios avanzados, por lo cual
constituye un problema de salud piblica; su frecuencia ascendente revela la necesidad de
ampliar la cobertura de los programas nacionales de prevencién y deteccidn oportuna
(Culver, 1994). La edad de las pacientes con esta neoplasia aparentemente se encuentra en
descenso, ya que se diagnostica cancer de cérvix en mujeres cada vez mds jovenes
aumentando su mortalidad en este grupo. Con respecto a esto, se ha sugerido que las
neoplasias que ocurren en el grupo de mujeres jovenes difieren en tipo histologico y
comportamiento biologico de las lesiones desarrolladas en mujeres postmenopéusicas
(Lazcano et al, 1996, Bell, 1998). Entre los factores de riesgo para el desarrollo de CaCu
se encuentran la edad que fluctiia entre los 35 a 70 afios, inicio de relaciones sexuales a
temprana edad, promiscuidad sexual, higiene genital deficiente (incluyendo a la pareja
sexual), uso de anticonceptivos orales, consumo de tabaco, deficiencias nutricionales e
infecciones ginecologicas frecuentes, asi como una multiparidad. A pesar de todos estos
factores, el CaCu es una enfermedad progresiva que se inicia con lesiones denominadas
displasias, que responden al tratamiento médico de primer nivel de atencién en un 85% de
los casos; una vez que el cancer inicia, {cincer in situ), le toma de 10 a 20 afios para

convertirse en cincer invasor.




Sin embargo, no se tiene la informacidn clara acerca de los mecanismos de escape
inmunotogico que presentan este tipo de células (Culver, 1994). Se plantea que puedan
secretar factores inhibidores de la proliferacion y activacion de linfocitos de sangre
periférica (LSP) e incluso que puedan competir por factores de crecimiento y diferenciacion

de células efectoras tales como la IL-2, IL-3 e IL-6.

20




JUSTIFICACION

En la actualidad se ha demostrado que algunos tumores sélidos (cabeza y cuello,
mama, pulmén, colon-renal y melanoma) expresan el receptor para citocinas como la IL-2,
que al unirse a su ligando controla positiva o negativamente la proliferacién de las células
tumorales (Evans ef al., 1993, Andrzejewska et al., 2000). También se ha confirmado que
lineas celulares obtenidas de estos tumores producen citocinas que les permite tener un
crecimiento autdcrino, como es el caso de la linea M14 de melanoma, que produce IL-2
(Hollingsworth ef al.,1996). Asimismo, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que el
carcinoma cérvico-uterino expresa las cadenas o, B, y y del receptor para IL-2, y que éste
responde a bajas concentraciones de IL-2 (Alvarado 1997). Esto datos, nos hace pensar
que las células tumorales pueden competir con los linfocitos por la IL-2 como un posible
mecanismo de escape inmunologico, en donde las células tumorales serian mas eficientes
en utilizar la citocina, porque requieren de una concentracién diez veces menor que los
linfocitos para proliferar.

Sin embargo, ain no sabemos si estas células ademas de expresar RIL-2, son
capaces de sintetizar IL-2 funcional como sucede en el melanoma; esta suposicion se basa
en ¢l hecho de que al privar a las células de CaCu de suero no mueren, permaneciendo
quiescentes y al agregar medio fresco con suero reinician su proliferacion. Esta evidencia
nos hace pensar que las células tumorales sintetizan sus propios factores de crecimiento
entre los que se podria encontrar la I1.-2, que para ellas es un factor mitogénico, asi como

otras citocinas como [L-3, e IL-6 que se ha reportado son sintetizadas por otro tipo de
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tumores (Castrilli e af, 1997, Kawakami er al, 1997, Azimi 1999). Por esta razdn, la
poéiﬁili_dad de que las células de carcinoma de cérvix sintéticen citocinas no puede ser
descartada y el presente trabajo tiene la finalidad de determinar, en &l medio condicionado
de dos lineas celulares de carcinoma cervico-uterino, la presencia de IL-2, IL-3, ¢ IL-6, asi
como evaluar el efecto proliferador de estas citocinas, ya que pudieran favorecer su
proliferacién como sucede con otros tumores. De confirmarse la produccidn de citocinas,
propias de células hematopoyéticas y su efecto sobre la proliferacion en células tumorales
estariamos en condiciones de proponer otro mecanismo de escape inmunologico para este
tipo de carcinoma, ya que las células de CaCu podrian utilizar ala IL-2, IL-3 e IL-6 u otra
citocina sintetizada por células inmunocompetentes para proliferar, pero en ausencia de
ella tendrian la capacidad de secretarla para su autoconsumo. Esto nos hablaria de un
mecanismo autdcrino de proliferacion que podria hacer dependientes de IL-2, IL-3 e IL-6 a
las células de CaCu durante su progresion. Por otro lado, si confirmamos dicha
dependencia por IL-2, IL-3 e IL-6 u otra citocina, se contaria con una herramienta para
detener el crecimiento del tumor por medio de la aplicacion in situ, de antagonistas de la (s)
‘ -citocina (s) para bloquear los receptores para ésta (s) ¢ impedir que la union a su receptor
induzca la proliferacién de las células de CaCu, lo que permitiria Ja acumulacién de la (s)
citocinas que induciria la generacién de linfocitos citotoxicos especificos contra las

células tumorales.
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Finalmente, mencionaremos que trabajamos con el modelo de CaCu por que es la
primer causa de muerte por neoplasia entre las mujeres mexicanas (Muiioz y Bosch 1999),
con grandes repercusiones a nivel social (Deisseroth 1995, Wemness, 1995, Bell 1998). Por
ello surge la necesidad de investigar los mecanismos de evasién que presenta este tumor, a
nivel celular, para proporcionar conocimientos basicos sobre su biologia que permitan

elaborar nuevas estrategias terapéuticas (Mufioz y Bosch 1999, Sirota et al., 1999).
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HIPOTESIS

Es conocido que algunos tumores solidos expresan receptores para citocinas como
la IL-2, [L-4 ¢ [L-6 que pueden inducir o inhibir su proliferacion al unirse a  su ligando.
Por otro lado, existen datos de que indican que estos tumores son capaces de producir
algunos factores de crecimiento hematopoyético como es el caso de la linea de melanoma
M14 que produce IL-2, y ciertos linfomas que sintetizan IL-4. La produccidn de citocinas
se lleva acabo en una fase en particular del ciclo celular y pueden tener efecto en otros tipos
celulares. Recientemente nuestro grupo de trabajo ha confirado que las células de
carcinoma de cérvix expresan la subunidad a 8 y y del receptor para IL-2 y que este es
funcional ya que las células proliferan a bajas concentraciones de TL-2. Asimismo,
contamos con datos que sugieren que las células de CaCu podrian estar secretando y
utilizando de manera autdcrina, factores de crecimiento como IL-2, IL-3, e [L-6, por tanto,
al utilizar anticuerpos monoclonales dirigidos contra estas citocinas, IL-2, IL-3, e IL-6,
podremos  determinar la presencia de dstas en el medio condicionado (MC) y
correlacionartas con la fase del ciclo celular que ya han sido determinadas para CALO e
INBL. Finaimente al emplear medio condicionado de ambas lineas como fuente de

citocinas se espera inducir la proliferacion de ambas lineas celulares.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la secrecién de IL-2, IL-3 e IL-6, en los medios condicionados
de las lineas celulares de carcinoma de cérvix CALO ¢ INBL y correlacionarlo con su ciclo

celular asi como evaluar su efecto sobre la proliferacion de ambas lineas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Proliferar lineas celulares de carcinoma de cérvix CALO e INBL.

2. Sincronizar lineas celulares de carcinoma de cérvix CALO ¢ INBL.

3. Colectar medio condicionado de las lineas celulares a diferentes tiempos durante
dos ciclos para CALQ (24 hrs) y para INBL (29 hrs).

4. Determinar por el método de ELISA la presencia de IL-2, IL-3 e IL-6, enel
medio condicionado de las lineas celulares CALO e INBL.,

5. Correlacionar la secrecion de citocinas con las fases del ciclo celular para cada
linea.

6 Concentrar los medios condicionados de diferentes tiempos.

7 Evaluar el efecto de los medios condicionados concentrados de estas lineas sobre

la proliferacion de las mismas células.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Lineas celulares de CaCu, CALQ estadio clinico IIB ¢ INBL estadio clinico IVB
metastisico, criopreservadas en la Unidad de Investigacion en Diferenciacion Celular y
Chncer, Laboratorio de Oncologia de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,
U.N.AM. fueron utilizadas. Los medios condicionados (MC) obtenidos de estas lineas
celulares se guardaron en tubos de plastico de 50 ml y Eppendorf de 2 ml de capacidad
(Falcon, U.S.A). Ademas se utilizaron Interleucinas recombinantes humanas rhIL-2 10
ng/ml, rhIL-3 24 ng/m e rhIL-6 9.1 ng/ml (Lakeside Boehringer U.S.A), que son las
concentraciones Optimas para inducir proliferacion, y anticuerpos monoclonales anti-

humano IL-2, IL-3 e IL-6 (R & D Systems, Inc. U.S.A.).

CONDICIONES DE CULTIVO

Los cultivos se realizaron utifizando el medic RPMI-1640 (Sigma Chemical Co.
U.S.A) como medio de cultivo (Apéndicel), suplementado con 10 % de suero fetal de
bovino (SFB) (Hyclone, U.S.A)), previamente desactivado, como antibidtico se adiciond
penicilina 1000 U/ml y estreptomicina | mg/ml (Apéndice2), se mantuvieron en una
incubadora (Form Scientific, Division of Mallincrodt, Inc U.5.A)) a 37°C, pH de 7.0-7.2y
con una atmosfera himeda saturante al 5% de CO; (Freshney, 1991). La densidad de las

células tumorales fueron calcutadas por conteo en cAmaras de Neubauer ( American
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Optical,U.S.A) y su viabilidad fue evaluada por exclusién con azul de tripano (Sigma

Chemical, Co. U.S.A.)(Apéndice3).

CRIOPRESERVACION

Con €l fin de tener células tumorales disponibles para subsecuentes experimentos,
se utilizd la técnica de criopreservacion, la cual consisti en utilizar las células en fase
exponencial, sin llegar a la saturacién, las cuales fueron removidas de la superficie de la
caja de cultivo con solucion salina de verseno (Apéndice 4) mediante pipeteo, después se
procedié a lavar el boton celular con medio de cultivo RPMI, finalmente éste fue
resuspendido en medio para congelacion el cual consistid en ¢l caso de células tumorales
de 10% de SFB y 10% de dimetil sulféxido (DMSQ) (Sigma Chemical Co. U.5.A.), en
medio de cultivo, Las células se repartieron en pequefias ampolletas (Cooke Laboeratory
Products, U.S.A), de 1 ml y se congelaron inicialmente a -70° C durante un periodo de 24-
72 hrs para posteriormente ser introducidas en nitrogeno liquido a -190° C para su
preservacion indefinida.

Para descongelar las células se sacaron las ampolletas del nitrégeno y se
mantuvieron a temperatura ambiente por algunos minutos para ser descongeladas y antes de
estar totalmente liquidas fueron centrifugadas a 500 gravedades (g) por 5 minutos, el
sobrenadante se deseché y posteriormente el botdn celular se lavé dos veces con RPMI para
eliminar residuos de DMSO. Después de esto, las células fueron cultivadas en medio de

cultivo fresco suptementado.
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OBTENCION DE MEDIOS CONDICIONADOS

A DIFERENTES HORAS.

Para obtener &l medio condicionado de las lineas celulares CALO e INBL, 1.5 X 10° y5
X 10° células fueron cultivadas en 5ml por caja a diferentes tiempos (horas y dias)
adicionando RPMI al 10 % de SFB, una vez transcurridos los tiempos planteados el medio
condicionado fue colectado y centrifugado para eliminar las células y desechos;
posteriormente éste se concentrd 1.25 veces el volumen inicial en una membrana de
amicén con poro de 30 kDa, y concentrado en un Speed Vac hasta secar completamente. El
producto final fue resuspendido en una solucidon amortiguadora de fosfatos (PBS)
{Apéndice 5) y dializado a través de membrana de dilisis con poro de 5 kDa (Spectrum
Medical, U.S.A) en PBS durante tres dias con cambios de solucidén cada 24 hrs. El medio
condicionado obtenido finalmente fue esterilizado a través de una membrana de 0.22p de
poro. Posteriormente, para evaluar el porcentaje adecuado de medio condicionado
concentrado (MCC) a utilizar con las lineas de cérvix, se realizaron cultivos en presencia de

ILs recombinantes (control positivo) las cuales fueron evaluadas en su proliferacion de
acuerdo a su ciclo respectivo, utilizando la técnica colorimétrica de MTT Bromuro de 3-(4,

5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5 difeniltetrazolio (Sigma Chemical, Co. U.S.A), Y CRISTAL
VIOLETA en el lector de placas ELISA (BIO-TEC Instrument.U.S.A), se leyeron los

medios a una absorbancia de 570-630 nm.
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CORRELACIONAR LAS FASES DEL CICLO CELULAR

Para determinar las fases del ciclo celular fue necesario sincronizar las células
previamente. Se sembraron células de CaCu CALO e INBL (1.5 x 10° células por botella)
en fase exponencial con medic de cultivo al 1% de SFB de 6 a 12 horas (sélo para permitir
que se adhieran las células a la botella); después se retird el medio y se agregd medio
nuevo sin SFB, y se deja las células 24 horas en cultivo bajo estas condiciones. Finalmente
se retird ! medio sin suero y se agregd medio al 10% de SFB y a partir de éste momento,
se colectd el MC a los diferentes tiempos; para CALO se colectd el medio condicionado
cada 2 horas y alas 10, 16 y 24 hrs que son los tiempos de las fases de Gy, 8, y G: M
reportados para estas lineas. En la linea celular de INBL se colectd el MC cada 2 horas y a
las 10, 16 y 29 hrs que son los tiempos de las fases Gy, S, y G;M reportados para esta linea

celular {Chavéz 1997).

ENSAYO DE ELISA

Se agregaron 100 pl de MC de las lineas celulares en 100 pl de amortiguador de
carbonatos, en el pozo de la inmunoplaca y se incubd toda la noche a 4°C. Transcurrido
este tiempo se lavo con PBS-Tween al 0.1% cuatro veces, se bloquea con PBS-leche (leche
descremada en polvo) al 2% y se incubd durante 1 hora a 37°C; nuevamente se lavd con
PBS-Tween, posteriormente se agregd 10p! del anticuerpo primario incubando 1'/,
horas a 37°C'y se lavo con PBS-Tween, y posteriormente se agregd 100pl del anticuerpo

secundario conjugado con fosfatasa alcalina y se incubd 1 hora a 37°C, lavando
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nuevamente con PBS-Tween 0.1%. Finalmente se adicionaron 100ul de OPD (o-
fenilendiamina) (Sigma Chemical, Co. U.S.A), se mantuvieron en oscuridad por 10
minutos, la reaccién se detuvo con 25ul de H2SO4 2.5 Ny se leyd a 490 am en lector de

microplacas de ELISA (Coligan et. al.,1993).

ENSAYO DE PROLIFERACION CON CRISTAL VIOLETA

Se fijaron las células con Glutaraldehido al 1.1 % y se dejaron durante 10 minutos,
se lavaron con agua destilada y se dejaron secar al aire el tiempo que sea necesario, pasado
este tiempo se procedio a agregar el Cristal Violeta y se dejé 10 minutos en agitacidn se
lavd nuevamente con agua destilada para quitar el exceso y se agregd Acido Acético al
10% se dejo en agitacion 10 minutos, después de este tiempo la disolucion del Cristal

Violeta se leyo a 570-630 nm en el lector de placas ELISA.

EVALUACION DE LA PROLIFERACION POR LA TECNICA
COLORIMETRICA (MTT). (Bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolio).

En esta técnica se mide la actividad de la mitocondria & través de la reduccion del
MTT a formazan, de esta forma la densidad 6ptica (D.O) es directamente proporcional a la
proliferacion celular. Para ello se sembraron células viables, después de 36 hrs de cultivo se
desecho el sobrenadante y las células se incubaron durante tres horas con 50ul de bromuro

de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio (MTT) (Sigma Chemical, Co: U.S.A).
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El reactivo MTT enziméticamente reducido a formazan (de color amarillo) por las células
vivas fue extraido con 200u! de isopropanol (Sigma Chemical, Co. U.S.A), para disolver
los cristales de formazin. Las placas fueron agitadas ligeramente durante 5 minutos,
posteriormente se procedio a leer la solucion obtenida a una absorbancia de 570-630 nm en
el lector de ELISA (BIO-TEC Instrument U.S.A)). La concentracién de citocinas se
determind utilizando un factor de conversion, partiendo de una concentracion conocida en

nanogramos y su correspondiente densidad dptica.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en los ensayos experimentales fueron sometidos a una
prueba de hipdtesis acerca de la diferencia de dos medias poblacionales. Esta prueba
permite estimar la diferencia de dos medias poblacionales para compararlas. Supone una
distribucién normal de ambas poblaciones con medias p1 y p2 y varianzas 6% y oa°. Las
muestras son aleatorias € independientes, de tamafio n; y na. Cuando las desviaciones
estandar poblacionales o) y o2 se desconocen se agrega una suposicidn adicional para poder
utilizar la distribucion t de Student. Una prueba de igualdad de varianzas se llevo a cabo
antes de estimar o probar una hip6tesis acerca de la diferencia de medias, utilizando una
prueba de Fisher (Marques, 1991} {(Apéndice 6). En todas las pruebas de hipétesis se
utilizé un nivel de significancia o= 0.05, para determinar si existia diferencia significativa

en la concentracion de las citocinas entre ambas lineas celulares.
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RESULTADOS
Con el propésito de determinar la secrecidn de citocinas por parte de las células de
carcinoma de cérvix (CALO e INBL) se evalu6 la concentracion de cada citocina por
medio de anticuerpos monoclonales especificos utilizando el método de ELISA. Los
ensayos fueron realizados tres veces y por duplicado, usando como control positivo la

citocina recombinante humana y como control negativo RPMI adicionando 10% SFB.

Evaluacion de la secrecion de IL-2 de 3 a 15 dias

Para determinar la secrecion de citocinas se colectaron medios condicionados de
las lineas CALQ e INBL, a diferentes intervalos de tiempo (3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15 dias). En
ambas lineas celulares se detectd [a presencia de IL-2, obteniendo una mayor produccién
por parte de la linea INBL rebasando incluso al control positivo (10 ng/ml de IL-2
recombinante humana (rhIL-2)}. A pesar de que la linea CALO mostré menor produccion
de citocina, con respecto a INBL, ésta superd la del control a lo largo del intervalo de

tiempo evaluado con una ligera disminucion al noveno dia (Fig.1, Tabla 1).
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CONCENTRACION DE IL-2 vs TIEMPO EN DIAS
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Figura 1. Presencia de IL-2 en el medio condicionado de las lineas celutares de CaCu CALO e INBL. Se
sincronizaron y sembraron 1.5 x 10° célutas por botelta con RPMI al 10 % de SFB. Los resultados obtenidos
por ¢l método de ELISA son la media de tres experimentos expresados en nanogramos por mililitro (ng/ml),
Se observa una concentracién mayor de citocina para la linea de CaCu INBL, destacando al dia 11 con 30.42
ng/ml. Se utilizd como control positivo 10 ng/ml de IL-2 recombinante humana (rhIL-2) y como control
negativo RPMI adicionando 10% SFB. La concentracién de citocina de la linea CALQ es significativamente
diferente a la concentracion de citocina de la linea INBL con «=0.035.
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Evainacion de la secrecion de [L-3 de 3 a 15 dias

La evaluacién del medio condicionado colectado nos indica una mayor
concentracién de citocina para la linea INBL con respecto a Ia de! control e inclusive es
mayor que la concentracién de la linea CALO (Se utilizé como control positivo 24 ng/ml
de rhIL-3). Con respecto a la linea CALQ se observa una concentracion de citocina mayor

aladel controly en algunos puntos mayor que INBL. {(Fig. 2, Tabla 1).
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Figura 2. Presencia de [L-3 en el medio condicionado de las lineas celulares de CaCu CALO e INBL. Se
sincronizaron y sembraron 1.5 x 10° células por botella con RPMI al 10 % de SFB. Los resultados obtenidos
por e} método de ELISA son la media de tres experimentos expresados en ng/ml. Destaca la concentracion de
la citecina para Ia linea INBL 2l dia 13 de 82.11 ng/m]. Se utiliz6 come control positivo 24 ng/ml de thiL-3 y
como control negativo RPMI adicionando 10% SFB. La concentracién de citocina de la linea CALO es
significativamente diferente a la concentracién de citocina de Ia linea INBL con a=0.05.
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Evaluacion de la secreciénde IL-6 de 3 a 15 dias

Los datos obtenidos para IL-6 indican que esta citocina también se encuentra
presente en ¢l medio condicionado de ambas lineas celulares, teniendo en el medio
condicionado de la linea CALO la mayor concentracion de esta citocina aunque los valores
obtenidos son bajos (Se utilizé como control positivo 9.1 ng/ml de rhIL-6). Para la linea
INBL se observa una concentracion sin grandes variaciones, esta concentracidn de citocina

es también baja. (Fig. 3, Tabla 1).
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CONCENTRACION DE IL-6 vs TIEMPO EN DIAS
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Figura 3. Presencia de IL-6 en el medio condicionado de las lineas celulares de CaCu CALQ ¢ INBL. Se
sincronizaron y sembraron 1.5 x 10° células por boteita con RPME al 10 % de SFB. Los resultados obtenidos
por el método de ELISA son Ja media de tres experimentos expresados en ng/m!. La mayor concentracién de
esta citocina se presenta al dia 9 con 7 ng/ml. Se utilizd como control positivo 9.1 ng/ml de rhll.-6 y como
control negativo RPMI adicionando 10% SFB. La concentracién de citocina de la linea CALQ es
significativamente diferente a la concentracién de citocina de la linea INBL con a=0.05.
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INTERLEUCINA (IL) CALO INBL
(ng/ml) (ng/ml)
IL-2 6.33-17.83 10.85-30.42
IL-3 21.79-56.95 23.22-82.11
IL-6 1-7 2-4

Tabla 1, Rango de concentracién de las citocinas detectadas en el medio condicionado de las lineas de CaCu

CALO e INBL, evaluado a diferentes intervalos de tiempo (dias).
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Una vez confirmada la secrecién de citocinas en las lineas celulares CALO e INBL
y con el propésito de correlacionar en qué fase del ciclo celular se produce la mayor
cantidad de citocina se procedio a colectar el medio condicionado de ambas lineas celulares
cada 8 horas hasta completar dos ciclos. Para el caso de la linea CALO cuyo ciclo celular
tiene una duracion de 24 horas se procedio a colectar el medio condicionado a 8, 16, 24,
32, 40, y 48 horas. Para INBL la cual su ciclo celular tiene una duracién de 29 horas se

colectd el medio condicionado a 8, 16, 24, 32, 40, 48, y 56 horas.

Evaluacion de la secrecion de IL-2 de 8 a 56 horas

En ambas lineas celulares se detectd la presencia de IL-2, obteniendo tanto en INBL
como en CALO con un aumento en la concentracion de la citocina a las 24 horas, con una
progresiva disminucion de ésta a las siguientes horas y un nuevo aumento a las 48 horas. La
cantidad de citocina evaluada para cada uno de los demas puntos fue similar en ambas
lineas. Se observa para INBL una concentracién de citocina mayor en todas las
evaluaciones en comparacidn con la concentracion de citocina para la linea CALO siendo
también mayor que la concentracion del control positivo (en este caso se utiliz6 como
control positive 10 ng/ml de rhIL-2, que son las unidades optimas para inducir

proliferacion) (Fig. 4. Tabla 2).
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Figora 4. Presencia de IL-2 en ¢l medio condicionado de las lineas celulares de CaCu CALO ¢ INBL. Se
sincronizaron y sembraron 1.5 x 10° células por botella con RPMI al 10 % de SFB, se colectd el medio
condicionado (MC) a las 8, 16, 24, 32, 40, 48 y 56 hrs. Los resultados obtenidos por el método de ELISA son
la media de tres experimentos expresados en (ng/mi). Se observa la mayor concentracién de [1.-2 para CALO
a las 24 hrs de 13.66 ng/ml, mientras que para INBL, esta s¢ observa a las 48 hrs de 17.74 ng/ml. Se utilizd
como control positive 10 ng/ml de rhiL-2 y como control negativo RPMI adicionando 10% SFB. La
concentracién de citocina de 1a linea CALQ es significativamente diferente a 1a concentracién de citocina de
la linea INBL. con a=0.05.
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Evaluacion de la secrecion de IL-3 de 8 a 56 horas

Se detectd la presencia de IL-3 en los medios condicionados de las dos lineas
celulares obteniendo para INBL una mayor concentracién de citocina en comparacion 2 la
linea CALQ y al control positivo {en este caso se utilizd como control positivo 24 ng/ml
de rhIL-3). Para la linea CALO el comportamiento es muy similar. Sin embargo, la
cantidad de citocina producida por INBL es mayor. En ambas lineas celulares se observa
una disminucién a las 24 horas de evaluacién y un progresivo aumento en las siguientes
horas para posteriormente volver a disminuir a las 48 horas, esta disminucidn es mas

dréstica para INBL. (Fig. 5. Tabla 2).
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Figura §. Presencia de IL-3 en el medlo condicionado de las Iineas cclulares de CaCu CALO ¢ INBL. S¢
sincronizaron y sembraron 1.5 x 10° células por botella con RPMI al 10 % de SFB, se colectd el medio
condicionado a tas 8, 16, 24, 32, 40, 48 y 56 hrs. Los resultados obtenidos por ¢l método de ELISA son la
mediza de tres experimentos cxpresados en (ng/ml). Se observa la mayor concentracién de [L-3 para CALOa
las 40 hrs de 34.05 ng/ml, mientras que para INBL, esta se observa a las 8 hrs de 47.74 ng/ml. Se utilizd como
control positivo 24 ng/ml de rhiL-3 y como control negativo RPMI adicionando 10% SFB. La concentracidn
de citocina de la linea CALO no es significativamente diferente a la concentracién de citocing de la linea
INBL con o=0.03.
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Evaluacion de la secrecién de IL-6 de 8 a 56 horas

En el caso de IL-6, esta se detectd en los medios condicionados de ambas lineas
celulares. El comportamiento de la citocina en la linea CALO presenta un maximo a las 24
horas y un ligero descenso en los siguientes puntos de evaIua;ci()n, mientras que para INBL
se observa un aumento a las 8 horas y un progresivo descenso hasta por debajo del control

positivo {como control positivo se utilizaron 9.1 ng/ml de rhIL-6). (Fig. 6 Tabla 2).
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Figura 6. Presencia de IL-6 ¢n ¢l medio condicionado de las lineas celulares de CaCu CALO ¢ INBL. Se
sincronizaron y sembraron 1.5 x 10° células por botella con RPMI al 10 % de SFB, se colecté e medio
condicionado a las 8, 16, 24, 32, 40, 48 y 56 hrs. Los resultados obtenidos por el método de ELISA son ia
media de tres experimentos expresados en {ng/mi). Se observa la mayos concentracion de IL-6 para CALOa
Ias 24 hrs con 17.67 ng/mi, mientras que para INBL, esta sc observa a las 8 hrs de 15.33 ng/ml. Se utilizé
como control positivo 9.1 ng/ml de rhil-6 y como control negativo RPMI adicionando 10% SFB. La
concentracion de citocina de la linea CALO es significativamenie diferente a [a concentracién de citocina de

la linea INBL con a=0.05.




INTERLEUCINA (IL) CALO INBL
(ng/ml) (ng/ml)

IL-2 6.23-13.66 7.06-17.74

IL-3 27.11-34.05 22.83-47.74

IL-6 12.47-17.07 3.03-15.33

Tabla 2. Rango de concentracion de las citocinas detectadas en el medio condicionado de las lineas de CaCu
CALO ¢ INBL, evatuado a diferentes intervalos de tiempo en horas.
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SECRECION DE CITOCINAS CON RELACION AL CICLO
CELULAR.

Con el propésito de relacionar la produccion de las interleucinas IL-2, IL-3 e IL-6 al
ciclo celular de cada linea, se sincronizaron y sembraron 1.5 x 10 células por botella con
RPMI al 10% SFB. Los resultados representan la media de tres experimentos diferentes

expresados en nanogramos por mililitro determinados por el método de ELISA.

CALO

En la linea celular de carcinoma de cérvix CALO cuyo ciclo celular tiene una
duracién de 0-10 hrs para la fase Gy, 10-14 hrs para la fase S y de 14-24 hrs para la fase
G;M (Chivez1997). Se observa que las células de manera general, posiblemente secretan
las citocinas IL-2, IL-3 e IL-6 en la fase G, de su ciclo celular y que posiblemente la
utilizan en las fases GoM para iniciar su proliferacion. Para esta linea se observa una mayor

concentracion de IL-3. (Fig. 7.).
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Figura 7. Produccitn de I1.-2, IL-3 ¢ IL-6 con relacién al ciclo celular de la linea de CaCu CALO. Se
 sincronizaron ¥ sembraron 1.5 X 10° células por botella con RPMI al 10 % de SFB y se colectd ¢l medio

condicionado a las 8, 16, 24, 32, 40, 48 y 56 horas. Los resultados representan la media de tres experimentos

expresados en ng/ml determinados por ¢l método de ELISA. Se observa una mayor concentracién de IL-3.

INBL

En 1a linea celular de carcinoma de cérvix INBL las fases de su ciclo celular tienen
un tiempo de duracion de 0-11 hrs para Gy, 11-13 hrs para la fase S y de 13-29 hrs parala
fase GM (Chavez 1997). Se observa que las células de manera general también
posiblemente secretan las citocinas IL-2, IL-3 e [L-6 en la fase Gy de su ciclo celular y que
posiblemente la utilizan en la fase G:M para iniciar su proliferacion. En este caso

nuevamente [L-3 es la citocina con mayor concentracion. (Fig. 8.).
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Figura 8, Produccién de IL-2, IL-3 e IL-6 con relacién al ciclo celular de la linea de CaCu INBL. Se
sincronizaron y sembraron 1.5 X 10° células por botella con RPMI al 10 % de SFB y se colectd €l medio
condicionado a las 8, 16, 24, 32, 40, 48 y 56 horas. Los resultados son expresados de la media de tres
experimentos en ng/ml determinados por ¢l métoda de ELISA. Se observa una mayor concentracion de IL-3.

Para corroborar los resultados anteriores y tener una mayor exactitud para definir en
cual de las fases del ciclo es en la que posiblemente se lleva a cabo Ia secrecion de las
citocinas IL-2, TL-3 e IL-6 por parte de las células de (CaCu), CALO e INBL y en cual de
ellas, estas citocinas son posiblemente utilizadas, se procedid a sincronizar y sembrar 5 X
10°  células por botella y se evalué su secrecion cada 2 horas en un periodo de 60 horas.
Cabe aclarar que a partir de este ensayo el nimero celular fue reducido en una tercera parte
por optimizar el medio condicionado, suero fetal de bovino, y anticuerpos monoclonales
considerando que hasta este momento ya se habia comprobado la presencia de las citocinas

en le medio condicionado obtenido de las lineas tratadas.




La secrecién de estas citocinas en €l medio condicionado se determiné por medio de
anticuerpos monoclonales especificos utilizando el método de ELISA. Los ensayos fueron
realizados tres veces y, por duplicado, usande como control positivo la citocina

recombinante humana y como contro negativo RPMI adicionando 10% SFB.

Evaluacién de la secrecidn de IL-2 cada 2 horas en un periodo de 60 horas

En ambas lineas celulares se detectd la secrecién de IL-2 en los medios
condicionados, detectando variacién de concentracién en los puntos evaluados para ambas
lineas. En la linea CALQ, sobresale la concentracion de IL-2 en le medio condicionado de
44 hrs que es mayor al control positiva (se utilizd (.:omo control positivo 10 ng/ml de
rhIL-2) (Fig.9. Tabla 2). Para el caso de la linea INBL se obtuvo una concentracion mayor
de citocina en comparacién al control positivo en los puntos de evaluacion de 2, 10, 14 y
18 horas del medio de cultivo siendo las restantes también menores al control positivo.

(Fig. 10. Tabla 2).
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Figura. 9. Presencia de IL-2 ¢n el medio condicionado de la linea celular de CaCu CALO. S¢ sincronizaron y
sembraron 5x10° célutas por botella con RPMI al 10% de SFB. Se colectd ¢l medio condicionado cada 2
horas hasta las 60 horas de cultive, Los resultados obtenidos por ¢l método de ELISA son la media de tres
experimentos expresados en (ng/ml). Se observa la mayor concentracién con 12.40 ng/ml a las 44 horas. Se
utilizb como control positivo 10 ng/ml de rhil-2 y como control negativo RPMI adicionando 10% SFB. La

concentracion de citocina de la linea CALO no es significativamente diferente a la concentracién de citocina
> de la linea INBL con ¢=0.05.
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Figura 10, Presencia de IL-2 en el medio condicionado de Ia linea celular de CaCu INBL. Se sincronizaron y
sembraron 5x10° células por botella con RPME al 10 % de SFB. Se colectt ¢l medio condicionado cada 2
horas hasta las 60 horas de cultivo. Los resultados obtenidos por el método de ELISA son la media de tres
experimenios expresados en (ng/ml). S¢ observa la mayor concentracién de la citocina a las 10 horas de
16.63ng/ml. Se utilizd como control positivo 10 ng/ml de rhil-2 y como control negative RPMI
adicionando 10% SFB. La concentracién de citocina de la linea CALO no es significativamente diferente a la
concentracién de citocina de la linea INBL con «=0.05.
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Evaluacion de la secrecion de IL-3 cada 2 horas en un periodo de 60 horas
De fa misma forma se detectd la secrecion de [L-3 en los medios condicionados de
ambas lineas celulares, observando variaciones en la concentracion de tal modo que se
obtiene para la linea CALO una mayor concentracién de citocina en algunos puntos de
evaluacién siendo el mas sobresaliente ¢l de las 30 horas de cultivo, todos los puntos
evaluados son menores en comparacion con el control positivo {en este caso se utilizé como
control positivo 24 ng/ml de rhIL-3) (Fig. 11. Tabla 2). Para INBL se detectd una
variacién ¢n la concentracidn en el medio condicionado de los puntos evaluados siendo

todos menores al control positivo. (Fig. 12. Tabla 2).
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Figura 11. Presencia de IL-3 en €l medio condicionado de la linea celutar de CaCu CALO. Se sincronizaron
y sembraron 5x10° células por botellz con RPMI al 10 % de SFB. Se colecté el medio condicionado cada 2
horas hasta las 60 horas de cultive. Los resultados obtenidos por ¢l método de ELISA son la media de tres
experimentos expresados en ng/ml. Se observa la mayor concentracién de la citocina a las 30 horas de
13.99ng/m). Se utilizb como control positivo 24 ng/ml de rhIL-3y como control negativo RPMI adicionando
10% SFB. La concentracion de citocina de la linea CALO es significativamente diferente a [a concentracién
de citocina de la linea INBL con a=0.05.
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Figura 12. Presencia de IL-3 en ¢l medio condicionado de 1a linea celutar de CaCu INBL. Se sincronizaron y
sembraron 5x10° células por botetla con RPMI al 10 % de SFB. Se colectd el medio condicionado cada 2
horas hasta las 60 horas de cultivo. Los resuttados obtenidos por el método de ELISA son la media de tres
experimentos expresados en ng/ml. Se observa la mayor concentracién de la citocina a las 2 horas de 10.94
ng/ml. Se uiilizé como control positivo 24 ng/mi de rhiL-3 y como control negativo RPMI adicionando 10%
SFB. La concentracion de citocina de la linea CALO es significativamente diferente a la concentracién de
citocina de la linea INBL con a=0.05.

Evaluacién de la secrecion de IL-6 cada 2 horas en un periode de 60 horas

En el caso de IL-6 fue detectada la presencia en los medios condicionados de ambas
lineas celulares, obteniendo comportamientos similares de CALO e INBL en los puntos de
evaluacion de 14, 24 y 36 horas de cultivo donde se observa una mayor concentracién de
citocina, Para la linea CALO se obtuvo una concentracion mayor de IL-6 en 2, 8, 14 y 60
horas de cultivo en comparacién con el control positivo (se utilizé como control positivo
9.1 ng/ml de rhIL-6) y los siguientes puntos fueron menores al control positive. (Fig. 13.
Tabla 2). En !a linea celular de INBL se observo una mayor concentracidn de citocina en
las 14 y 36 horas de cultivo en comparacién a la concentracion del control positivo. (Fig.

14 Tabla 2).
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Figura 13. Presencia de IL-6 en el medio condicionado de la linea celular de CaCu CALO. Se sincronizaron
y sembraron 5x10° células por botella con RPMI al 10 % de SFB. Se colecté el medio condicionado cada 2
horas hasta las 60 horas de cultivo. Los resultados obtenidos por et método de ELISA son la media de tres
experimentos expresados en ng/mi S¢ observa la mayor concentracion de la citocina a las 60 horas de 15.79
ng/ml. Se utilizé como control positivo 9.1 ng/mt de rhil-6 y como control negativo RPMI adicionando 10%
SFB. La concentracién de citocina de la linea CALO es significativamente diferente a Ia concentracion de
citocina de 1a linca INBL con a=0.05,
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Figura 14. Presencia de IL-6 en el medio condicionado de la linea celular de CaCu INBL. Se sincronizaron y
sembraron 5x10° células por botella con RPMI al 10 % de SFB. Se colectd €l medio condicionado cada 2
horas hasta las 60 horas de cultivo. Los resultados cbtenidos por ¢l método de ELISA son fa media de tres
experimentos expresados en ng/ml. Sc observa la mayor concentracién de la citocina a las 36 horas de 19.88
ng/ml. Se utilizd como contrel positivo 3. ng/ml de rhiL-6 y como control negativo RPMI adicionando 10%
SFB. La concentracién de citocina de la linea CALO es significativamente diferente a 1a concentracion de
citocina de 1a linea INBL con «=0.05.
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SECRECION DE CITOCINAS EN RELACION AL CICLO

CELULAR

Con el fin de relacionar la secrecidén de las interleucinas IL-2, IL-3 e IL-6 con el
ciclo celular de cada linea con mayor precisién, se sincronizaron y sembraron 5 x 10°
células por botella con RPMI al 10% SFB. Los resultados son la media de tres
experimentos diferentes expresados en nanogramos por mililitro determinados por el

método de ELISA.

CALO

Para la linea celular de carcinoma de cérvix CALO como fue mencionado su ciclo
celular tiene un tiempo de duracion de las fases de 0-10 hrs para G, 10-14 hrs para la fase
S y de 14-24 hrs para la fase GoM (Chivez 1997). Se observa al igual que en el
experimento anterior que las células, de manera general, secretan las citocinas IL-2, IL-3 e
IL-6 en la fase G; de su ciclo celular y éstas posiblemente se utilizan en la fase G;M para

iniciar su profiferacion ( Fig. 15. Tabla 3).

INBL

Con respecto a la linea celular INBL su ciclo celular muestra pequeiias variaciones
con respecto a CALO con un tiempo de duracion de las fases de 0-11 hrs para Gy, 11-13 hrs
para la fase S y de 13-29 hrs para la fase G:M (Chévez 1997). Se observa al igual que en el
experimento anterior que las células de manera general secretan las citocinas IL-2, IL-3 e
IL-6 en la fase Gy de su ciclo celular y posiblemente se utilizan en la fase G;M para iniciar

su proliferacion { Fig. 16. Tabla 3 y 4).

30




E ——]L-2
=] 8 .
£ &l —8—|L-3
s | :~e—1L6"
: -
0 - —
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 24 2B 30 32 34 35 38 40 42 44 46 48 50 60
] G.‘ 1 s I GZM 1 G1 1 s T GZM 13 G1 1
TIEMPO {(HORAS)

[Ep—

Figura 15. Produccién de EL-2, IL-3 ¢ IL-6 con relacién al ciclo celular de la linea de CaCu CALO. Se
sincronizaron y sembraron 5x10° células por botella con RPMI al 10 % de SFB y sc colectd el medio
condicionado cada 2 horas hasta las 60 horas de cultivo. Los resultados representan la media de tres
experimentos expresados en ng/ml determinados por ¢l método de ELISA.
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Figura 16. Produccién de IL-2, IL-3 ¢ IL-6 con relacién al ciclo celular de la linea de CaCu INBL. Se
sincronizaron y sembraron 5 X 10 células por botella con RPMI al 10 % de SFB y se colectd el medio
condicionado cada 2 horas hasta las 60 horas de cultivo. Los resultados representan la media de tres
experimentos expresados en ng/ml determinados por €l método de ELISA.
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CITOCINAS

LINEA CELULAR IL-2 -3 IL-6
CALO G1/Gl G1/Gl1 Gl1/8
INBL Gl /Gl G1/Gl S/G1
“Tabla 3. Posible secrecién de citocinas en relacién al ciclo celular de cada linea.
CITOCINAS
LINEA CELULAR IL-2 -3 IL-6
CALO G2M / G2M G2M / G2M G2M / G1
INBL G2M / G2M G2M/ G2M G2ZM / G2M

‘Tabla 4. Posible utilizacién de citocinas en relacidn al ciclo celular de cada linea.
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PROLIFERACION DE LAS LINEAS CELULARES DE CARCINOMA

DE CERVIX CALO E INBL.

Con el propésito de evaluar el efecto de los medios condicionados concentrados de
las lineas de CaCu CALO e INBL sobre la proliferacion de estas células, se procedid a
sincronizar y sembrar 7,500 células de cada linea por pozo, adicionando los medios
condicionados concentrados, previamente filtrados de acuerdo al tamaiio de cada citocina
IL-2, IL-3 e IL-6, y colectados a diferentes intervalos de tiempo, para observar el efecto que

estas interleucinas tenian sobre la proliferacion, de las propias lineas celulares.

ESTIMULO CON MEDIO CONDICIONADO DE LA LINEA CALO

Al estimular células de la linea CALO con los medios condicionados concentrados
de la misma linea (los cuales contienen las citocinas IL-2, IL-3 e [L-6) éstas presentan una
respuesta de proliferacion positiva. Se observa una mayor proliferacion al utilizar los
medios colectados a las 24, 32, 40 y 50 horas de cultivo, incluso llegan a superar el efecto
observado al estimular con 10 Ul/ml de rhiL-2, 10 U/ml de rhIL-3 y 50 Ul/ml de rh IL-6
que son las unidades optimas mencionadas por la literatura para inducir la proliferacién
mismas que se utilizaron como control positivo, mientras que el menor efecto proliferador

se observa al utilizar el medio colectado a las 2 horas de cultivo. (Fig. 17. Tabla 2).
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ESTIMULO CON MEDIO CONDICIONADO DE LA LINEA INBL

Para la linea celular INBL, al estimular las células con los medios condicionados
concentrados de esta linea (los cuales contienen las citocinas IL-2, IL-3 e IL-6) éstas al
igual que las linea CALO también tuvieron una respuesta de proliferacién positiva. Se
observa una mayor proliferacién al utilizar los medios colectados a las 28 30 y 48 horas de
cultivo en este caso también llegan a superar el efecto observado al estimular con 10 UL/ml
de rhiL-2, 10 U/ml de rhIL-3 y 50 Ul/m! de rh IL-6 que son las unidades Gptimas
mencionadas por la literatura para inducir la proliferacién y mismas que se utilizaron como
control positivo, observando el menor efecto proliferador al utilizar el medio colectado a las

8 horas de cultivo. (Fig. 18. Tabla 2).
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Figura 17, Proliferacion con los medios condicionados de la linea CALO a diferentes intervalos de tiempo.
Se sembraron 7.5x10° células per pozo, se estimularon con 10 UVml de IL-2, 10UL/mi de IL-3, 50UL/ml de
IL-6 y con los medios condicionados concentrados ¥ filtrados de |3 propia linea CALO. Los resultados por el
método de cristal violeta son la media de tres experimentos expresados en Densidad Optica (D.0).
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Figura 18. Proliferacion con los medios condicicnados de la linea INBL a diferentes intervatos de tiempo. Se
sembraron 7.5x10 células por pozo, se estimularon con 10UL/ml de IL-2, 10UI/ml de IL-3, 50UL/ml de [L-6 y
con los medios condicionados concentrados y filtrados de la propia linea INBL.. Los resultados obtenidos por
le método de cristal violeta son la media de tres experimentos expresados en Densidad Optica (D.O).
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DISCUSION DE RESULTADOS

La mayoria de los componentes de 1a célula se producen continuamente a lo largo
de la interfase, generalmente a una velocidad creciente a medida que aumenta el tamaiio y
la capacidad de biosintesis de la célula. La capacidad sintetizadora de la célula aumenta a
medida que ésta se vuelve mayor, por lo que cada uno de estos tres parametros aumenta a
una velocidad creciente a medida que la célula pasa de G, a G;. Muchas proteinas que se
producen a una velocidad uniforme a lo largo del ciclo celular también pueden actuar en
momentos concretos del ciclo celular (Murray y Hunt, 1993). Las células cancerosas
presentan diversas propiedades que las hacen peligrosas para el huésped, incluida la
capacidad de invadir otros tejidos y de inducir la vascularizacién capilar, la cual les asegura
un buen abastecimiento de sangre que les permiten proliferar. Sin embargo, uno de los
rasgos caracteristicos de las células cancerosas estriba en que responden de manera anormal
a los mecanismos de control que regulan la division de las células normales, y continitan
dividiéndose de una forma relativamente incontrolada hasta producir la muerte del huésped
(Pontén ef al, 1995). Esta ausencia mortal de limites de proliferacion ha constituido un
gran incentivo para el estudio del control de la division celutar en este tipo de células. Los
mecanismos meleculares precisos que intervienen en este proceso son desconocidos, pero
estd claro que las células cancerosas estin menos sujetas a la mayoria de los mecanismos de
retroalimentacién que controlan la division celular tanto en tejidos como en cultivos
celulares. Ademas, las células cancerosas requieren para sobrevivir y dividirse en cultivo,

menos factores de crecimiento que las normales (Stonans et al,, 1 999, Wadhwa et al., 2000).
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En algunos casos, esto es debido a que producen sus propios factores de crecimiento
{Alberts 1994). Se sabe que las células sintetizan sus propios factores de crecimiento entre
los que se encuentran las interleucinas (ILs). De acuerdo con los resultados obtenidos en
este trabajo podemos decir que las lineas celulares de CaCu CALQ e INBL secretan las
citocinas IL-2, TL-3 e IL-6 . Las variaciones de dichas citocinas en el medio condicionado
nos puede hablar de la participacion de estos moduladores biol6gicos en la proliferacion de
células tumorales. Las variaciones que se observan en su concentracidn en funcion del
tiempo, parecen indicar que las citocinas se secretan en ¢l medio de cultivo durante los
primeros tres dias (72 horas) de cultivo y transcurrido ese tiempo se detecta unz
disminucion en la concentracion de dichas citocinas, lo cual se interpreta como un
consumo por parte de las propias células para mantener su proliferacion, de manera
autberina (Mizuno et al., 1994, Castrilli ef al., 1997, Hsu e/ al., 1997, Okamoto ef al., 1997).

Detectamos la presencia de IL-2 en el medio condicionado de las lineas celulares de
carcinoma de cérvix CALO e INBL, lo cual es alentador ya que si las células tumorales
producen IL-2 esta citocina producida, podria ser capaz de activar al linfocito T y asi
despertar la respuesta inmune, sin embargo, la concentracién de esta citocina calculada en
el medio condicionado es baja y de acuerdo con los datos reportados en la literatura no es
suficiente para poder diferenciar linfocitos T a células citotoxicas especificas (CTLs) que
requieren para su generacién una concentracion 5 & 10 veces mayor que la mixima
detectada para IL-2 en el medio condicionado de CALO e INBL, pero al parecer las

células de CaCu la utilizan para su proliferacion.
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En este caso a pesar de que exista un estimulo de linfocitos por la presencia de
células tumorales éstas ultimas pueden estar consumiendo la IL-2 del medio de manera
mas eficiente que los linfocitos. Esto podria explicar uno de los mecanismos del CaCu que
a pesar de ser altamente inmunogénico por expresar proteinas virales, no puede ser
controlado eficientemente por el sistema inmune y llega a estadios terminales después de
largos periodos de tiempo. (Alvarado, 1997).

Con fundamento en las concentraciones de IL-2 detectadas en ambas lineas
celulares CALQ e INBL, con respecto al tiempo en horas, ¥ considerando el ciclo celular
de cada linea que es de 24 hrs para CALO y 29 hrs para INBL, tenemos que la mayor
produccién se realiza en las fases Gy (0-10 hrs para CALO y 0-11 hrs para INBL). Por otro
lado, las variaciones observadas en la concentracion de IL-2 en los diferentes intervalos de
tiempo, asi como los ensayos de proliferacién utilizando esta citocina como control y los
medios condicionados concentrados donde se encuentra, nos indican que las células de
CaCu CALO e INBL utilizan la IL-2 para su proliferacién en un proceso autéenno. Per lo
tanto, la IL-2 producida ya sea por células tumorales o algunos linfocitos estaria
favoreciendo la progresion del tumor.

La concentracion de IL-3 detectada en el medio condicionado con respecto al
tiempo en horas en las dos lineas de CaCu, CALO e INBL nos indica que la fase del ciclo
celular en donde se encuentra mayor produccion de esta citocina es también en la fase G, .
Para CALO (Estadio IIB), ¢ INBL (Estadio IVB), se detectaron ademds disminuciones en
la concentracion de citocina en el medio lo cual podria implicar una dependencia por IL-3.

No obstante, el consumo de esta citocina en ambas lineas parece ser importante para su
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proliferacion, ya que se observan las grandes disminuciones en la concentracion como en
IL-2. Ademas, al realizar cinéticas de proliferacion utilizando esta citocina como mitdgeno
se obtuvo mayor informacidn sobre el efecto der IL-3 en las células tumorales, y
generalizd los resultados tal como sucedié con IL-2. Independientemente de esto si
consideramos que las células tumorales en su proceso de malignidad pueden generar
infinidad de cambios, entre los que s¢ encuentran la produccion de diversos factores de
crecimiento, podemos sugerir que las células tumorales adquieren la caracteristicas de
responder a moduladores biologicos de la respuesta inmune, en menor o mayor grado,
como un mecanismo de deplecion de citocinas del microambiente para evadir la respuesta
inmune independientemente de que las células sean capaces de producirfas para adquirir
mayores ventajas. En particular la determinacion de IL-3 en CaCu es de gran importancia
ya que no s¢ contaba con datos sobre la produccidn de esta citocina en este tipo de tumor
ni el efecto sobre el mismo, a diferencia de la literatura sobre su produccién por leucemias
y linfomas (Bukowski, ef al., 1996, Nair e/ al., 1999).

Del mismo modo, se detectd la presencia de IL-6 en ambas lineas celulares CALOQO
e INBL , la concentracidn de esta citocina nos indica que la fase del ciclo celular en la que
se encontrd [a mayor produccién es asi mismo en la fase G,. Los resultados encontrados en
la literatura nos hacen pensar que quizi esta citocina podria ser mucho més importante que
IL-2 o IL-3 en la proliferacion de las células neoplasicas, ya que datos recientes indican que
las células de epitelio normal y neoplisico de cérvix responden a IL-6 (Castsilli G. ef af
1997), por lo cual pensamos que esta produccion de IL-6 puede jugar un papel importante

en la proliferacion celular. Al realizar ensayos de proliferacion se obtuvo que las células de
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carcinoma de cérvix tanto CALO como INBL responden al ser estimuladas con las
interleucinas recombinantes (rhiLs) IL-2, IL-3 e IL-6; esta respuesta sobre la proliferacion
es positiva, al igual que la respuesta que se encontré en los medios condicionados
concentrados. Esto parece confirmarnos que la presencia de las IL-2, IL-3 e IL-6 en los
medios condicionados parece estar relacionada directamente con la progresion de este tipo
de tumor y sugiere la existencia de un posible mecanismo de escape inmunolégico que
presentan las células para proliferar a expensas del organismo. En la literatura se indica que
tienen un efecto sinérgico, ya que por ejemplo IL-2 ¢ IL-6 participan en la diferenciacion de
linfocitos T citoliticos (CTLs) y células auxiliares, ademdis estimulan también el
crecimiento y la diferenciacion de linfocitos B; IL-3 e TL-6 participan en la maduracion de
diferentes linajes hematopoyéticos como megacariocitos, basofilos eosindfilos
{Habenicht, 1990).

Con base en los resultados obtenidos, los cuales nos indican que las células de CaCu
secretan IL-2, IL-3 e IL-6 y que ademds estas citocinas tienen un efecto positivo sobre la

proliferacion, el mecanismo de escape que proponemos €s el siguiente:

Tenemos que el linfocito T es ¢l encargado de la respuesta inmune adquirida o
especifica, un sistema de alta defensa en el cual se produce lisis de las células blanco;
sabemos que la respuesta inmune especifica se divide en fase de reconocimiento, fase de
activacion y fase efectora. En la primera de estas fases, la célula presentadora de antigenos
tiene como funcidén basica el procesar moléculas extrafias y expresar en su membrana

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) calse I'y Il y linfocitos CDg*
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reconocen agentes extemos, como proteinas virales, cuando estos son unidos a la molécula
del CMH Clase 1 y por otro lado los linfocitos CD4 reconocen antigenos unidos a
moléculas CMH clase II. En la fase de activacion se produce la expansion clonal de
linfocitos especificos dirigidos contra el antigeno (célula tumoral de CaCu), es en esta fase
cuando se requieren y se generan citocinas como [L-2, IL-3 e [L-6, entre otras, con el fin de
inducir la proliferacién de células efectoras, ya sea de manera autdcrina, pardcrina o
sinérgica.

En este caso proponemos que la célula tumoral de CaCu que se encuentre mas
cercana a la fuente de citocinas seria mas eficiente en utilizar estas proteinas, debido a que
es posible que expresen los receptores para éstas, por ejemplo RIL-2 y suponemos que
pueden estar presentes los receptores para IL-3 e IL-6, ya que se observd que estas
citocinas IL-2, IL-3 e IL-6 tienen un efecto positivo sobre Iz proliferacion de estas células
de CaCu y ademés utilizan concentraciones mas bajas para proliferar que los mismos
linfocitos.

Asimismo, las células tumorales poseen la capacidad de secretar estas citocinas y
utilizarlas de manera autocrina y pardcrina para su proliferacién. Lo anterior nos hace
suponer que estas citocinas no realizan la activacion correspondiente sobre el linfocito T,
impidiendo que se lleve a cabo la fase efectora de la respuesta inmune, donde los linfocitos
T activados especificamente eliminan a los antigenos que despertaron la respuesta inmune,

en este caso células tumorales de CaCu (Fig. 19).
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Figura 19. Posible mecanismo de escape inmunolégico. Las células de CaCu producen sus
propios factores de crecimiento (IL-2, IL-3 ¢ 1L-6). Estas células en comparacién con los
linfocitos T, requieren una menor concentracién de dichos factores para su sobrevivencia.
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CONCLUSIONES

1.- Se detectd Ia presencia de IL-2, IL-3 ¢ IL-6 en el medio condicionado de Ias dos

lineas celulares de CaCu CALO e INBL.

2 .- Esta interleucinas tienen efecto positivo sobre Ia proliferacion de Ias células de

CaCu CALO e INBL.

3.- Las células de CaCu CALQ e INBL secretan IL-2, IL-3 e IL-6 en la fase G, y es

posible que la consuman en la fase G, M.
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SUGERENCIAS

En futuros experimentos seria conveniente evaluar la presencia de estas
citocinas en células normales de cérvix.

Ampliar el nimero de muestras de lineas celulares de CaCu, en los que se
determine la presencia de estas citocinas para poder generalizar estos
resultados.

Confirmar la sintesis de TL-2, IL-3 e IL-6, a través de la cuantificacion de
ARNm por medio de RT-PCR.

Determinar si existe dependencia de estas citocinas para proliferar y evaluar
proliferacion por medio de la incorporacion de timidina tritiada.

Determinar la presencia de receptores para estas citocinas por medio de RT-
PCR.

Seria conveniente bloquear los receptores de estas citocinas de manera que
se evite la unidn a su receptor y asi determinar si son esenciales para
controlar la proliferacion, por medio de la incorporacion de timidina tritiada.

Evaluar si existe actividad sinérgica entre las citocinas IL-2, IL-3 ¢ IL-6.
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APENDICES

1) PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se mide aproximadamente el 90% del volumen final requerido de agua destilada y
desionizada y se coloca en un recipiente de tamafio la mis cercano posible a la medida del
volumen final a preparar. La temperatura del agua debe ser de 15 a 200°C. Bajo agitacion
lenta y constante se adiciona el RPMI-1640 (RPMI-1640 Medium Sigma Chem. U.S.A)
Hasta su disolucion, no debe aplicarse calor al agua. Con un volumen menor al 5% del total
de agua se enjuaga el paquete que contenga el medio en polvo para remover cualquier traza
de este que hubiera quedo adherido y se adiciona al recipiente.

A la solucion obtenida se le adiciona 2.0 g de bicarbonato de sodio é 26.8 ml de solucion de
bicarbonato de Sodio al 75% por cada litro de volumen final de medio a prepararse. El
medio en su presentacion comercial contiene ya el amino4cido L-glutamna, sin embargo, el
cultivo celular requiere de una mayor concentracién del mismo. Por tal motivo, en esta
etapa de la preparacidn se adiciona L-glutamina (Sigma, Chem. US.A) en um
concentracién 2 mM. Para mantener condiciones de asepsia el medio es suplementado con
1000 U/ml de penicilina (Farmacéuticos Lakeside) y 1 mg/ml de estreptomicina
(Farmacéuticos Lakeside). La agitacion es atil para la total disolucién de estos compuestos.
Se ajusta la solucion a pH de 7.2- 7.4 a 20°C usando para este fin hidréxido de sodio.

Se adiciona la cantidad de agua requerida para complementar el volumen final y se

esteriliza Ia solucion filtrdndola con membrana de poro de 0,22,
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Composicion del RPMI-1640

Sales inorganicas

Nitrato de calcio 4H,0
Sulfato de Magnesio anhidro
Cloruro de Sodio

Fosfato Dibasico de Sodio anhidro

Aminoécidos

L-arginina
L-aspargina
L-acido aspartico
L-cistina ZHCL
L-acido glutamico
L-glutamina
Glicina
L-histidina
L-hidroxiprolina

L-isoleucinas

Concentracion

(M)

0.100
0.04884
6.0

0.8

0.2
0.050
0.20
0.0652
0.2
0.300
0.10
0015
0.020

0.050
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L-leucina
L-lisina HCL
L-metionina
L-femlalanina
L-prolina
L-senina
L-treonina
L-triptofano
L-tirosina

L-valina

Vitaminas

D-biotina

Cloruro de colina

Acido Folico
Myo-Inositol
Niacinamida
Acido-p-Amino Benzoico
Acudo-D-Pantoténico
Piridoxina HCL

Riboflavina

0.050

0.040

0.015

0.015

0.020

0.030

0.020

0.005

0.02883

0.020

0.0002

0.003

0.001

0.035

0.001

0.001

0.00025

0.001

0.0002
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Tiamina HCL 0.001

Vitamina B-12 0.000005
Otros

D-Glucosa 2.0
Glutation reducido 0.001
HEPES 5.958

2) DESACTIVACION DE SUERO

Se toma una botella de Suero Fetal de Bovino (HyClone, U.8.A) y se coloca en bafio de
agua a temperatura ambiente para que sea descongelado, posteriormente se pasa a un bafio
de agua a 57°C durante 30 minutos. Con ¢l propésito de eliminar algunas proteinas de bajo
peso molecular como son las proteinas del complemento, que pueden interferir al inhibir la
proliferacion celular de los cultivos. Posteriormente ¢s trasvasado en alicuotas de 50 ml

para su mejor manejo.
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3) PREPARACION DEL COLORANTE AZUL DE TRIPANO
Para pruebas de viabilidad, generalmente se empled una dilucién del colorante Azul de
Tripano (Sigma, México), al 0.3% en PBS, antes de utilizarlo, el colorante fue filtrado

mediante el uso de un filtro (Whatman, England) del niimero 2.

4) SOLUCION SALINA DE VERSENO

Esta solucién se emplea para despegar células tumorales adherentes y funciona como un
agente quelante que secuestra iones calcio y magnesio de las uniones celulares.

Para su preparacion se pesan las siguientes sustancias:

Tribase 3.04g
Cloruro de Sodio 8.00g
Cloruro de Potasio 0.40g
Etilen-dtamin-tetra-acético (EDTA) 0.40g

Los reactivos (Sigma Chemical Co. U.S.A.) se disuelven en 800 mi de agua bidestlada, se
ajusta el pH 2 7.7 con HCL 10 N y se afora a 1000 ml de agua bidestilada. La solucién se

esteriliza por medio de autoclave a 20 ths durante 20 minutos.
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5) SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)
Se usa para mantener a las células en condiciones fisiologicas estables durante periodos
cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato, los

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

Cloruro de magnesio O.1g
Cloruro de calcio 0.1
Cloruro de Sodio 20
Cloruro de ﬁolasio 0.2g
Fosfato monoacido de sodio 2.16g
Fosfato diacido de potasio 0.2g

El cloruro de magnesio y de calcio se disuelven en 100 ml de agua bidestilada. Las sales
restantes, por separado se diluyen en 800 m! de agua bidestilada y después se adiciona los
100 ml que contiene el cloruro de magnesio y el de calcio. Se ajusta a un pH de 7.2 a 7.4
utilizando HCL 8N y se afora a un volumen final de 1000 ml. Esta solucién se esteriliza por
medio de filtros de membrana (Millipore) con un didmetro de poro de 22, la solucién se

almacena a una temperatura de 4°C hasta el momento de su uso.
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6) ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE HIPOTESIS ACERCA DE LA DIFERENCIA DE DOS MEDIAS i, Y
p2 CON a; Y c: DESCONOCIDAS.

Esta prueba es utilizada cuando las desviaciones estindar poblacicnales o1 y o2 no
se conocen y se desea estimar la diferencia de medias poblacionales ) y pz2. La prueba
considera que las poblaciones estdn normalmente distribuidas, son aleatonas e
independientes. Inicialmente se debe realizar una prueba de igualdad de varianzas o =
%, antes de probar una hipbtesis acerca de la diferencia de medias. Después de prabar si
las varianzas son iguales o diferentes se utiliza la prueba de hipotesis correspondiente
(Marques, 1991).

Prueba de hipétesis acerca del cociente de dos varianzas o*)/ o*; de dos poblaciones
normalmente distribuidas.

Para comparar las varianzas se colocan en forma de razobn o’/ o’2. Si las varianzas
son iguales su razén es igual a 1. Para este caso se utilizan las varianzas muestrales 5 y s,
al usar estos estimadores se sigue una distribucién F de Fisher o distribucion F, y el

estadigrafo de prueba correspondiente es:

| e _gfL

52 Ro .
donde Ro, es ¢l valor supuesto del cociente de o*/ 6% . La hipdtesis nula supone la

igualdad de las varianzas: Ho: o' ch=l.




El valor de la Fiesrca para establecer las regiones de aceptacion y rechazo de la Ho, se
obtiene de tablas considerando o= 0,05 y como grados libres del nimerador: n;-1 y grados

libres del denominador: nz-1 (Marques, 1991).

Prueba de hipdtesis acerca de la diferencia de dos medias py y pz con o1 y 02
desconocidas e iguales.
Cuando se cumple la igualdad de las varianzas, el estadigrafo de prueba para la

hipbtesis sobre la diferencia de medias poblacionales es:

t= ;(—-;(-Ao

Sp Y 1/ny+1/n;

donde co =0y s, es la varianza comin de las dos muestras s%, y s%, las cuales no son
exactamente iguales, sino significativamente diferentes, y se calcula:

sp= (nr-1) 8%y + (1) %

ny + n; -2

La hipotesis nula supone la igualdad de medias: Ho: py =2 0 1 - p2=1
El valor de 1a tusres para establecer las regiones de aceptacion y rechazo de la Ho, se

obtiene de tablas considerando a= 0.05 y como grados libres: ny + nz -2 (Marques, 1991).
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Prueba de hipétesis acerca de la diferencia de dos medias Juy pcon oy Yy Oz
desconocidas y diferentes.
Cuando no se cumple la igualdad de las varianzas, el estadigrafo de prueba para la

hipotesis sobre la diferencia de medias poblacionales es:

t= X—X-_cm

VT g+ s%/n
donde o = 0 y la hipétesis nula supone la igualdad de medias: Ho: py=pz 0 py - pz=1
El valor de la tesuea para establecer las regiones de aceptacién y rechazo de la Ho, se
obtiene de tablas considerando a= 0.05 y como grados libres (Marques, 1991);

gl = (5% /ng+ s/my)

(s’ /n; )? + { s%/ny )

llﬁ'l n1+1

-2,
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