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RESUMEN

La IL-2 ha sido utilizada sola o en combinacion en la inmunoterapia adoptiva tanto en animales
como en humanos para inducir regresion de tumores en estadios avanzados mostrando una
respuesta antitumoral; no obstante, su aplicacion via sistémica altera vias de regulacion
hematopoyéticas importantes y puede provocar serios efectos secundarios, por mencionar
algunos; sindrome de goteo-capilar, fiebre, dolor de cabeza e hipotension, por lo cual su uso
es limitado. De este modo la IL-2 no seria una buena alternativa para las pacientes con CaCU
ya que para que la citocina inhiba la proliferacion tumoral seria necesaria su administracion via
sistémica en dosis elevadas con el inconveniente de los efectos toxicos; ante esta situacion, en
la actualidad se buscan nuevas alternativas para la administracion de esta citocina, una de las
alternativas es encapsularla en liposomas.

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que 100 UI/mL de IL-2 encapsulada en liposomas
cationicos tiene un efecto inhibidor sobre la proliferacion de lineas celulares de CaCU in vitro.
En particular se utilizan los liposomas catidnicos debido a que estos tienen mayor afinidad por
células epiteliales (como las que conforman a los carcinomas), sin embargo, los lipidos
catidnicos no existen en la naturaleza y para formar liposomas catidnicos es necesario incluir
en la formulacion lipidos como la espermidin-colesterol que por ser sintética incrementa el
costo de los liposomas. Por esta razon se evaluo el efecto de la IL-2 encapsulada en liposomas
neutros y anidnicos sobre la proliferacion de lineas celulares de CaCU /in vitro. Estos resultados
se contrastaron con los obtenidos al evaluar los liposomas catidnicos. Los resultados
demostraron que cualquiera de las dos formulaciones (aniénicos y neutros) de liposomas es
adecuada para encapsular IL-2 sin modificar el efecto inhibidor sobre de las células de CaCU

CALO e INBL; proponiendo asi una posible alternativa terapéutica para este tipo de pacientes.



INTRODUCCION

Se estima que el nimero de casos nuevos de cancer cérvico uterino (CaCU) en el mundo paso
de 5.9 millones en 1975 a 10.3 millones en el afio 2000."> En México esta enfermedad es la
responsable de aproximadamente el 25% de las muertes por cancer en mujeres’. Este tumor
esta asociado fuertemente a muchos factores etioldgicos pero quiza los mas importantes son el
Virus del Papilloma humano (VPH) y a la acumulacion de mdltiples defectos del sistema
inmune en el sitio del tumor,* por lo cual se piensa que podria ser un buen candidato para el
uso de inmunoterapia con IL-2; Hemos encontrado que las lineas celulares de CaCU, CALO e
INBL poseen las tres cadenas del receptor para IL-2 (RIL-2) y que existe una expresion
diferencial de las tres subunidades dependiendo del estadio del tumor; también se ha
determinado que el RIL-2 expresado en las células tumorales es funcional y que la respuesta
que se obtenga después de la unidn al receptor depende de la concentracion de IL-2 usada,’
ya que a concentraciones menores de 10 UI/mL la IL-2 tiene un efecto proliferador, mientras
que a concentraciones a partir de 100 UI/mL se observa un efecto inhibidor, aunque su
administracion en altas dosis, via sistémica, perturba vias de regulacion hematopoyética y
puede generar una serie de efectos secundarios adversos, como son: sindrome de goteo-
capilar, fiebre, dolor de cabeza, hipotensién, disfunciones respiratorias, renales y hepéticas.®

Estos resultados obtenidos en nuestro laboratorio son muy alentadores, representan un avance
relevante que contribuye con datos muy importantes en esta area del conocimiento; sin
embargo, si lo que pretendemos es usar IL-2 como una alternativa terapéutica para las
pacientes con CaCU, debemos de contar con una forma de administracion que evite los graves
efectos toxicos producidos por IL-2 a altas dosis. La tecnologia farmacéutica ha disefiado
liposomas, que han servido como excelentes acarreadores de farmacos, ya que permiten
disminuir la toxicidad de los mismos, prolongar su efecto terapéutico y en ocasiones aumentar
su actividad’. Estos liposomas son vesiculas lipidicas organizadas en forma esférica,
compuestos de una capa (unilaminares) o varias bicapas lipidicas (multilaminares), las cuales
se alternan con espacios acuosos, tienen un radio de aproximadamente 50 a 150 nm, pueden
presentar diferentes cargas eléctricas superficiales dependiendo del tipo de lipido utilizado para
su preparacion®. Se ha demostrado que la administracién por via intraperitoneal de 100 UI/mL
de IL-2 encapsulada en liposomas cationicos, puede reducir el tamafo promedio de los
tumores de carcinoma de cérvix inducidos en ratones de las cepa CBA, disminuyendo el
numero e intensidad de efectos adversos. Sin embargo, es importante mencionar que los
lipidos catidnicos no existen en la naturaleza por lo que es importante contrastar estos
resultados utilizando liposomas neutros y anionicos formados principalmente por
fosfatidilcolilina y colesterol que son los mas comunes en las membranas celulares normales
por lo que se cree pueden ser (tiles como acarreadores de IL-2, ademas de que resultan ser
mas econdmicos.



MARCO TEORICO

Cancer

Crecimiento tisular producido por la proliferacion contintia de células anormales con capacidad
de invasion y destruccion de otros tejidos. El cancer que puede originarse a partir de cualquier
tipo de célula en cualquier tejido corporal, no es una enfermedad Unica sino un conjunto de
enfermedades que se clasifican en funcion del tejido y célula de origen. Existen varios cientos
de formas distintas, siendo tres los principales subtipos: los sarcomas proceden del tejido
conectivo como huesos, cartilagos, nervios, vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo. Los
carcinomas proceden de tejidos epiteliales como la piel o los epitelios que tapizan las
cavidades y organos corporales, y los tejidos glandulares de la mama y prostata. Los
carcinomas incluyen algunos de los canceres mas frecuentes. Los carcinomas de estructura
similar a la piel se denominan carcinomas de células escamosas. Los que tienen una estructura
glandular se denominan adenocarcinomas. En el tercer subtipo se encuentran las leucemias y
linfomas que incluyen los canceres de los tejidos formadores de las células sanguineas.
Producen inflamacion de los ganglios linfaticos, invasion del bazo y médula dsea, y
sobreproduccion de células blancas inmaduras. Estos factores ayudan a su clasificacion.

Casi todos los canceres forman tumores, pero no todos los tumores son malignos; la mayor
parte son benignos (no ponen en peligro la salud). Los tumores benignos se caracterizan por
un crecimiento localizado y suelen estar separados de los tejidos vecinos por una capsula. Los
tumores benignos tienen un crecimiento lento y una estructura semejante al tejido del que
proceden. En ocasiones pueden producir alteraciones por obstruccién, compresion o
desplazamiento de las estructuras vecinas, como sucede a veces en el cerebro. Algunos
tumores benignos como los pdlipos del colon son lesiones precancerosas.

El principal atributo de los tumores malignos es su capacidad de diseminacion fuera del lugar
de origen. La invasion de los tejidos vecinos puede producirse por extension o infiltracion, o a
distancia, produciendo crecimientos secundarios conocidos como metastasis La localizacion y
via de propagacion de las metéstasis varfa en funcién de los canceres primarios.’

Cancer cérvico-uterino

El cancer cérvico uterino es la segunda neoplasia mas comun en paises en vias de desarrollo,
donde se diagnosticaron el 80% de los casos. En el mundo se diagnosticaron 471 000 casos,
en sus diferentes etapas clinicas, donde 213 000 muertes fueron secundarias a la enfermedad,
por lo que ocupa el primer lugar de incidencia y mortalidad.'®**

En México, el cancer ha incrementado su participacion en relacion con la mortalidad general.
En 1950, representd 3% del total de muertes, porcentaje que en 1999 se incrementd a
12.1%.'%13 En los dltimos 10 afios el cancer se ha mantenido como la segunda causa de

muerte con 53,662 defunciones.

Dentro del total de muertes por cancer en la mujer, el cancer cérvico uterino (CaCU) fue
responsable de 8.5% del total de defunciones, con una tasa aproximada de incidencia ajustada
a la edad de 45 a 54 afios."® El 70% de los casos son diagnosticados en etapas localmente
avanzadas (Ib a IVA), y en mas del 90% corresponden al tipo epidermoide.'** Los datos
estadisticos obtenidos por la Secretaria de Salud, IMSS, INEGI y la CONAPO muestran que la
mortalidad de 1980-1990 es mayor que la obtenida de 1990 a 2000, es decir, muestra una



disminucién de 16.64 muertes por 100000 mujeres a 12.84 muertes por 100000 mujeres (fig
1); teniendo mas incidencia en zonas rurales (Oaxaca, Chiapas y Puebla) que las urbanas (Cd.
de México, Nuevo. Ledn y Baja California Sur). 61718
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Fig. 1 Mortalidad por cancer de cérvix en México 1980-2000."°

Virus del papiloma humano (VPH)

Los estudios epidemioldgicos clasicos han demostrado el papel central del comportamiento
sexual en el origen de las lesiones precursoras y el cancer cérvico uterino invasor, el cual
indica que un agente infeccioso transmitido por via genital causa esta afeccion. Hace dos
décadas la interaccion de estudios epidemioldgicos y moleculares demostrd que la infeccion
cervical persistente con VPH oncogénicos causaba la neoplasia intraepitelial cervical y el céancer
cérvico uterino.’®®® En la actualidad el conocimiento de la interaccién de los factores del
huésped y del virus en la patogénesis del cancer cérvico uterino permite el entendimiento de la
persistencia de la infeccidn, su Carcinogénesis y la progresién tumoral.?"?? La prevalencia de la
infeccion cervical por virus del papilloma humano en mujeres con actividad sexual es del 20 al
40%, aumenta en la segunda y tercera década de la vida, y decrece marcadamente después
de los treinta. De acuerdo a la malignidad de las lesiones que producen se clasifican en:

(1) virus de bajo riesgo; los que producen lesiones benignas (VPH tipo 6 y 11).

(2) virus de alto riesgo, los que producen lesiones precancerosas y cancerosas (VPH
16,18,31,33,35,39,45,51,52,54,56,58,59,66,68 y 69).%

En México, el 90% de los carcinomas cervicales se detecta algln tipo viral. El VPH 16 se
encuentra en el 50% de los casos; el VPH 18, en el 15%; el VPH 31,33 y 35, en conjunto, en
el 12%; y otros tipos virales, en el porcentaje restante.



Para que el Virus del Papillota Humano pueda penetrar e iniciar un proceso infeccioso se
requiere una continuidad de tejidos, de manera que el virus pueda ponerse en contacto con
las células permisivas, que son /as células basales de los epitelios. Una vez que han infectado
las células blanco se inicia la replicacion viral en las células espinosas. El ensamble de los
viriones se lleva a cabo en estratos superiores de los epitelios cuando las células se han
diferenciado (células granulares), ya que es un requisito para este evento la maduracion y
diferenciacién de la célula. Finalmente en las células escamosas los viriones son expulsados y
pueden iniciar un nuevo ciclo de infeccidn.?*(Fig.2).

Viriones
Células Escamosas
Células Granulares

Células Espinosas

Células Basales

Lamina basal

Fibroblastos

Figura 2. Ciclo de vida del virus del Papiloma Humano

Este proceso puede ser muy lento. Algunos estudios longitudinales han revelado que pacientes
con cancer cervical /n situ que no han sido tratadas, del 30% al 70% desarrollaran carcinoma
invasor en un periodo de 10 a12 afios. Sin embargo, en alrededor del 10% de las pacientes,
las lesiones pueden progresar de in situ a invasoras en periodos inferiores a un afo. A medida
que se hace invasor, el tumor irrumpe a través de la membrana basal e invade el estroma
cervical. La extension del tumor cervical puede manifestarse en Gltimo término como una
ulceracion, un tumor exofitico o la infiltracion extensa del tejido subyacente incluyendo la
vejiga o el recto.

Ademas de la invasion local, el carcinoma cervical puede diseminarse por via de los ganglios
linfaticos regionales o del torrente sanguineo. La diseminacion tumoral generalmente es una
funcion de la extension e invasion de la lesion local. A pesar de que, en general, el cancer
cervical progresa de manera ordenada, ocasionalmente se puede presentar un tumor pequefio
con metastasis distante. Por este motivo, se debe evaluar cuidadosamente a las pacientes en
blusqueda de enfermedad metastatica.

La primera nomenclatura descrita en la histaoria de la Ginecologia fue la propuesta por
Papanicolaou en 1928, después en 1967 Richart y otros decribieron la clasificacion que se
conoce como neoplasia intraepitelial cervical (NIC). En diciembre de 1988, se reunieron
diferentes sociedades de patologos-ginecologos y acordaron una nueva nomenclatura conocida

como sistema Bethesta?%?7?%%° Tabla 2



Tabla 1 Nomenclatura en citologia cervical.

Sistema PAP Richart Bethesta
Clase I Normal
Clase II Normal
Displasia Leve NIC I HPV
Clase III Displasia moderada NIC II Bajo grado
Displasia severa NIC III Alto
y/o Grado
Clase IV Cancer in situ Cancer in situ
Clase V Cancer invasor

Sistema Bethesta
Bajo grado HPV, NICI + HPV, NICI sin HPV
Alto grado NIC II, NIC III, Cancer in situ

Tabla 2. Clasificacion de las etapas del cancer de cérvix por de la Federacion Internacional
de Ginecologia y Obstetricia (FIGO).***

Etapa I Es el carcinoma estrictamente limitado al cérvix; no se debe tener en cuenta la
extension al cuerpo uterino.

Etapa IA: Carcinoma invasivo diagnosticados solo por microscopio.
Etapa IA1: Invasion medida del estroma de no mas de 3 mm de profundidad y no
mas de 7 m de didmetro.
Etapa IA2: Invasion medida del estroma de mas de 3 mm pero no de mas de
5 mm de profundidad y no mas de 7 mm de didmetro.
Etapa IB: Lesiones clinicas limitadas al cuello uterino o lesiones preclinicas de mayor
extension que la etapa IA.
Etapa IB1: Lesiones clinicas de no mas de 4 cm de tamano.
Etapa IB2: Lesiones clinicas de mas de 4 cm de tamafio.

Etapa II Implica que el carcinoma se extiende mas alla del cérvix uterino, pero no se
ha extendido a la pared pélvica. El carcinoma afecta la vagina, pero no llega

al tercio inferior.

Etapa IIA: No hay complicacion obvia del parametrio, hasta dos tercios de la parte superior
de la vagina se encuentran afectados.
Etapa IIB: Complicacién obvia del parametrio, pero sin llegar a la pared pélvica lateral.

Etapa III El carcinoma se ha extendido a la pared pélvica. Acorde al examen rectal, no
hay espacio libre de céncer entre el tumor y la pared pélvica.

Etapa IIIA: Sin extension a la pared pélvica, pero si al tercio inferior de la vagina.
Etapa IIIB: Extension a la pared pélvica, hidronefrosis o insuficiencia renal

Etapa IV Implica que el carcinoma se ha extendido mas alla de la pelvis misma o ha
afectado clinicamente la mucosa vesical o rectal.

Etapa IVA: Propagacion del tumor a drganos adyacentes a la pelvis.
Etapa IVB: Propagacion a érganos distantes.




Sistema inmunoldgico

El sistema inmunoldgico surgié durante la evolucion para combatir las infecciones causadas
por virus, bacterias, protozoos, hongos y helmintos. Esto patdgenos pueden ser responsables
de infecciones intracelulares o extracelulares, para las cuales la respuesta inmune ha
desarrollado una variedad de respuestas apropiadas para combatir cada tipo de patogeno, al
mismo tiempo que mantiene la tolerancia a los componentes del propio organismc:n.:‘[’*31

La defensa frente a los microorganismos esta mediada por las reacciones precoces de la
inmunidad innata y por las reacciones tardias de la inmunidad adaptativa.

La inmunidad innata (también denominada inmunidad natural o nativa) esta constituida por
mecanismos existentes antes de que se desarrolle la infeccion, capaces de establecer
respuestas rapidas a los microorganismos y que reaccionan basicamente de la misma manera
a infecciones repetidas. Los componentes principales de la inmunidad innata son: 1) barreras
fisicas y quimicas, tales como epitelios y sustancias antimicrobianas producidas en las
superficies epiteliales; 2) células fagociticas (neutrdfilos, macréfagos) y células citotocidas
naturales 8NK, del ingles natural killer); 3) proteinas sanguineas, entre las que se incluyen
miembros del sistema del complemento y otros mediadores de la inflamacion; y 4) proteinas
denominadas citocinas, que regulan o coordinan muchas de las acciones de las células que
intervienen en la inmunidad celular.***

En contraposicion con la inmunidad innata, existen mecanismos de defensa mucho mas
evolucionados que son estimulados tras la exposicion a agentes infecciosos, y cuya intensidad
y capacidad defensiva aumenta después de cada exposicion subsiguiente a un determinado
microorganismo. Debido a que esta forma de inmunidad se desarrolla como una respuesta a la
infeccion, recibe el nombre de inmunidad adaptativa.

Hay dos tipos de respuesta inmunitaria adaptativa, la inmunidad humoral y la inmunidad
celular, las cuales estan mediadas por diferentes componentes del sistema inmunoldgico y
cuya funciéon es eliminar diferentes tipos de microorganismos. En la inmunidad humoral
participan moléculas presentes en la sangre, denominadas anticuerpos, que son producidas
por unas células denominadas linfocitos B. En la inmunidad celular, también llamada
inmunidad mediada por células, participan células llamadas linfocitos T. Los microorganismos
intracelulares, tales como los virus y algunas bacterias, sobreviven y proliferan en el interior de
los fagocitos y otras células del huésped, lugar al que no tienen acceso los anticuerpos
circulantes. La defensa frente a este tipo de infecciones depende de la inmunidad celular, que
induce la destruccion de los microorganismos residentes en los fagocitos o de las células
infectadas.>***

Citocinas

Son proteinas solubles de bajo peso molecular mediadoras de crecimiento celular, inflamacion,
inmunidad, diferenciacion y reparacion, entre otras actividades. Ademas de las celulas del
sistema inmune, las citocinas son generadas por monolitos, linfocitos y otros tipos de células
que actian como mediadores intercelulares durante la activacion de la inmunidad innata y
adquirida. Son el principal medio de comunicacion intracelular ante una invasion microbiana.
Las citocinas sirven para iniciar la respuesta infamatoria, y para definir la magnitud y
naturaleza de la respuesta inmune especifica®



Hasta la fecha se han identificado mas de 100 citocinas estructuralmente distintas y sin
relacion genética; De las cuales las mas estudiadas son cerca de 14, numeradas de la IL-1 a
la IL-14, cuyos genes se han clonado y secuenciado. En su mayoria son péptidos o
glucoproteinas con pesos moleculares de entre 6000 y 60000. Son compuestos muy potentes
que acttian a concentraciones de 107° a 10° M, fijandose a superficies receptoras especificas
en las células blanco.” %

Las citocinas se producen durante las fases efectoras de la inmunidad natural y especifica y
sirven para mediar y regular las respuestas inmunitarias e inflamatorias. La secrecion de las
citocinas es breve, auto limitada. En general, las citocinas no se almacenan como moléculas
pre-formadas, y su sintesis se inicia por una nueva trascripcion genética. Esta activacion suele
ser transitoria, y los ARNm que codifican las citocinas suelen ser inestables. La combinacién de
un periodo corto de trascripcion con un ARNm de vida corta, asegura que la sintesis de
citocinas sea transitoria. Algunas citocinas pueden controlarse ademas por mecanismos post-
traslacionales, como la liberacion proteolitica de un producto activo a partir de un precursor
inactivo. Una vez sintetizadas, las citocinas suelen secretarse con rapidez, lo que da lugar a un
pico de liberacion de citocinas cuando se necesita.

Algunas citocinas funcionan como hormonas del sistema inmune local o sistémico a muy bajas
concentraciones sobre receptores especificos y son consideradas sustancias pleiotropicas, es
decir, que actlian sobre varias células en las que inducen mdiltiples efectos contradictorios.
También son redundantes, lo que significa que muchos de los efectos de una citocina se
solapan con los de otras®.

Segun sus funciones biologicas en el organismo, las citocinas se dividen en dos grupos:
inmunorreguladores y proinflamatoria.(tabla 1)

Tabla 3. Clasificacion de las citocinas

Clasificacion Citocinas
Inmunorreguladoras IL-2
IL-4
IL-10

IFN-gamma y alfa

Proinflamatorias IL-1

IL-6

IL-8

FNT-alfa




Interlecina 2 (IL-2)

La Interlucina-2 (IL-2), inicialmente denominada factor de proliferacion de la célula T (TCGf,
del inglés, T cell growth factor), factor mitogénico de timocitos (TMF), factor auxiliador de
células asesinas o factor co-estimulador (KHF).es la principal citocina responsable de la
progresion de los linfocitos T (LT) desde la fase G; a la “S” del ciclo celular.*

La IL-2 secretada es una glucoproteina de 14-17 kD codificada por un solo gen del cromosoma
4 en los seres humanos. También presenta un rango de punto isolelectrico (PI) de 4-5 que la
caracterizan. El tamafno heterogéneo de la proteina madura se debe a la extension variable de
la glucosilacion de un polipéptido de aproximadamente 130 aminoacidos.. Aunque es una
molécula glicolisada, los hidratos de carbono no son esenciales para ejercer sus efectos
bioldgicos, dado que la IL-2 recombinante obtenida en células procaridticas es igualmente
efectiva en la activacion de los LT.

La IL-2 es producida por la s células T CD4", y en menor cantidad por las células T CD8". La
IL-2 actia sobre la misma célula que la produce; es decir, funciona como un factor de
proliferacion autocrino. La IL-2 también actua en los linfocitos T cercanos, incluidas las células
CD4" y CD8", y por lo tanto también es un factor de proliferacion paracrino. Durante las
respuestas inmunitarias fisiologicas, la IL-2 no circula en la sangre para actuar a distancia, por
lo que no se le considera factor de proliferacion endocrino.

La IL-2 se pliega en una proteina globular que contiene dos grupos de hélices-o paralelas en
parejas, estando orientadas cada hoja en una leve angulacion respecto de la otra. Esta
estructura plegada en hélice-a es comlin a todas las citocinas que interaccionan con
receptores que tiene la secuencia WSXWS, incluida la IL-3, la IL, IL-5, La IL-6, el GM-CSF vy el
G-CSF. Normalmente, se transcribe, sintetiza y secreta por las células T sdlo tras la activacion
por los antigenos. La sintesis de la IL-2 suele ser transitoria, con un pico precoz de secrecion
que se produce aproximadamente 4 horas después de la activacion; la eliminacion de la sefial
activadora conduce a una declinacion de los valores de RNAm para IL-2, debido al cese de
trascripcion.

Las principales acciones de la IL-2 se ejercen sobre los linfocitos T, lo cual conduce a una
expansion de la respuesta inmune cuya magnitud puede ser estimada por determinacion de los
niveles de IL-2. Sobre dichas células también posee actividad para inducir la sintesis de IFNy y
linfotoxina (TNFB) y es capaz de programarlos hacia la apoptosis.

Actlia como factor de crecimiento y diferenciacion para las células NK (del inglés Natural
killers) y Linfocitos, puede activar a los macrofagos y neutrdfilos sobre el Sistema Nervioso
Central (SNC), actia como inmunomodulador, favoreciendo el crecimiento de las células
gliales. Las células NK son estimuladas cuando existen altos niveles de IL-2 capaces de unirse
a receptores de tipo By, lo que induce la produccion de IFNy y potencia la accion citolitica de
estas células generando las llamadas célalas LAK (del inglés lymphokine activated killer cells).”



Receptor para Interlucina 2 (RIL-2)

Las propiedades y efectos producidos por las citocinas se explican por la estructura y la
distribucion celular de los receptores de membrana capaces de unirlas especificamente. A
pesar del hecho de que los mecanismos implicados en la traduccion de sefiales no estan atin
aclarados, existe abundante informacion en relacion a las estructuras de la mayoria de esto.

La accion de IL-2 es mediada por la unidon no covalente de esta a su receptor (RIL-2). El
receptor pertenece a la familia de receptores de factores de crecimiento hematopoyético, es
de naturaleza multimérica ya que estda compuesta por tres proteinas: la primera de 55 KD
(p55), se presenta Unicamente en células T activadas, y es por eso llamada antigeno Tac (para
activacion T). El Tac p55 o cadena o, une IL-2 con una baja afinidad Kd de aproximadamente
10°®M. La unidén de IL-2 a células que expresan solamente p55 no genera respuesta bioldgica
detectable. Se ha observado produccién de la cadena o, después de la activacion antigénica de
los linfocitos T. La segunda proteina que lo forma es identificada como una proteina de 70 a
75 KD (p70 o p75) denominada cadena B, cuya afinidad de union a IL-2 es aproximadamente
10 M. La tercer unidad es la cadena y del receptor que es una proteina de 64 KD la cual en
conjunto con p55 y p75 pueden unir IL-2 con alta afinidad con un KD de aproximadamente 10°
1M, %42 | 3 expresion de diferentes combinaciones de estos tres componentes, genera varias
formas del receptor para IL-2, cada una de ellas con diferentes afinidades de enlace (fig.3).

BAJA AFINIDAD ALTA AFINIDAD MEDIANA AFINIDAD
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o 286 aa T
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Fig.3 Receptor para IL-2, formada por un complejo proteico de tres subunidades o cadenas o (p55),
B (p75) y v (64).%

Se ha encontrado que el receptor para IL-2 (RIL-2), no es exclusivo de celulas
hematopoyéticas, como son linfocitos T, linfocitos B, células NK y monocitos; ya que se ha
informado de su presencia en células de origen no linfoide tanto normales (pancreas y
fibroblastos de pulmén) como neoplasicas (tumores solidos humanos de pulmon, mama,
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colorectal y melanoma) en donde que dichos receptores son funcionales y permiten la
internalizacidn de la citocina.*

Durante las Gltimas décadas, se han administrado productos naturales y sintéticos con el fin de
aumentar la respuesta inmune normal como interferdn, interleucinas y factores de crecimiento
hematopoyético, los cuales han mostrado beneficios clinicos sustanciales en infecciones virales
crénicas y canceres como sarcomas, linfosarcomas y melanoma.* El control del crecimiento
tumoral indudablemente debe involucrar un amplio espectro de funciones efectoras de
naturaleza inmunoldgica o no inmunoldgica, sin embargo, aun no esta claramente establecido,
cuales de estas funciones efectoras son controladas por citocinas.* Varios grupos de
investigadores han estudiado el efecto de las citocinas en el desarrollo de la inmunidad anti-
tumoral, para detectar el potencial terapéutico de esas moléculas.*’ En trabajos realizados por
nuestro equipo de trabajo, se sugiere de manera especifica las dependencia de las lineas
celulares de CaCU, CALO e INBL, por IL-2, y que dicha linea compite por la citocinas con los
linfocitos de sangre periférica normal (LSP), estando estos Ultimos en desventaja, ya que las
células tumorales requieren entre 5-10 UI/mL de IL-2 para proliferar /n vitro®™, mientras que
los LSP en las mismas condiciones necesitan 100 UI/mL de esta citocina. Las células de
ambas lineas de CaCU en presencia de 100 UI/mL de IL-2 inhiben su proliferacion, lo cual
resulta un hecho interesante ya que esta citocina se podria usar en una terapia para este
tumor.

La IL-2 ha sido utilizada independiente o en combinacion en la inmunoterapia adoptiva tanto
en animales como en humanos para inducir regresion de tumores en estadios avanzados;
mostrando una modesta respuesta antitumoral, no obstante, su aplicacion via sistémica altera
vias de regulacién hematopoyéticas importantes y puede provocar serios efectos secundarios,
por mencionar algunos; sindrome de goteo-capilar, fiebre, dolor de cabeza e hipotension, por
lo cual su uso es limitado .****° Por lo antes mencionado, la IL-2 no seria una buena
alternativa para las pacientes con CaCU ya que para que la citocina inhiba la proliferacion
tumoral seria necesaria su administracion via sistémica en dosis elevadas con el inconveniente
de los efectos toxicos; ante esta situacion, en la actualidad se buscan nuevas alternativas para
la administracion de esta citocina; una de las cuales es encapsularla en liposomas.**

Liposomas

Recientemente, la tecnologia farmacéutica ha disefado microvesiculas esféricas llamadas
liposomas, que han cobrado gran interés debido a que los investigadores han demostrado que
la encapsulacion de farmacos en liposomas puede aumentar su eficacia, reducir su toxicidad y
prolongar su efecto terapéutico.’”>® Los liposomas son microvesiculas formadas por lipidos
antipaticos, las cuales encierran dentro de sus membranas lipidicas compartimentos acuosos,
presentan formas esféricas o ligeramente elongadas con didmetro de varios nanémetros.**

Es importante mencionar que los lipididos anfipaticos en un medio acuoso, debido a la
presencia de un extremo polar y uno no polar, se auto ensamblan espontdneamente en
asociaciones moleculares especificas que satisfacen su doble caracter de hidrofobia e hidrofila.
La formacion de los liposomas depende del tipo y cantidad de los lipidos que las conforman,
ademas de la temperatura y de la mezcla lipido-agua. Estas asociaciones moleculares
especificas no requiere de energia, son termodinamicamente, espontaneas y estables.> (fig 4)
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Fig 4 Auto agregacion de lipidos para formar los diferentes tipos de micelas.? Modificado por Antonio
Ayala A.

Las bicapas son ensambladas por lipidos anfipaticos que tienen una forma molecular cilindrica,
como la fosfatidilcolina, en los cuales el didmetro de la region polar es muy parecido al de las
cadenas hidrocarbonadas. Como los extremos de la bicapa lipidica quedarian expuestos a un
ambiente acuoso, la bicapa se cierra y forma una vesicula llamada liposoma. Esta asociacion
molecular es la estructura basica de todas las membranas bioldgicas.”® Es importante
mencionar que el colesterol se integra a las bicapas lipidicas y su presencia provoca una
disminucion en la fluidez de la bicapa y en la permeabilidad a solutos hidrofilicos, por lo
confiere una gran estabilidad al liposoma.

En las micelas, la porcion polar de los lipidos se encuentra en la periferia y la no-polar esta
hacia el centro de la estructura; los lipidos que dan esta fase tienen una forma molecular de
cono invertido, en donde la porcidon méas ancha corresponde a la region polar y la mas estrecha
a las cadenas hidrocarbonadas.”’

En la fase hexagonal (HII), los lipidos tienen una forma molecular cénica, en donde la base del
cono corresponde a las cadenas hidrocarbonadas y el vértice a la region polar. Estudios de
resonancia magnética nuclear, sugieren que los lipidos conicos en las membranas celulares se
encuentran formando micelas invertidas que se acomoda en el interior de las bicapas.” Los
lipidos que forman la fase HII, constituyen del 35 al 40 % de los lipidos de las membranas
celulares,®®®! algunos de ellos son las fosfatidiletanolamina polinsaturada, la cardiolipina y el
4cido fosfatidico a pH 3 y en presencia de cationes divalentes.®’ Cuando se modifican estas
condiciones, la forma de lipido cambia a cilindrica, con lo cual su asociacién molecular cambia
a la de bicapa.(fig.5) Este cambio de fase es de suma importancia en diversos procesos
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metabdlicos como en la formacion de puntos de contacto entre membranas, en los procesos
de fusion metabdlicos como en la formacién de puntos de contacto entre membranas, en los
procesos de fusion membranal y en el transporte de cationes divalentes y de moléculas como
lipidos, algunos péptidos y proteinas a través de la matriz lipidica membranal. Se ha
demostrado que estas micelas invertidas aumentan entre mayor sea la actividad bioldgica de
las membranas y que transportan iones, como el manganeso y calcio, a través de la estructura

lipidica de los liposomas. %2364
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Fig.5 Efecto de la forma molecular que poseen algunos lipidos. ® modificado por Antonio Ayala A.

Los liposomas pueden ser vesiculas multilaminares, vesiculas unilaminares pequefias o
vesiculas unilaminares grandes, dependiendo de su tamafo y nimero de bicapas lipidicas
alrededor del compartimiento acuoso central; ademas, pueden presentar diferentes cargas
eléctricas superficiales dependiendo del tipo de lipido utilizado para su preparacién.*® Los
liposomas pueden acarrear farmacos de diferentes maneras: enlazandolos a su membrana,
intercalandolos en la bicapa, disolviéndolos dentro de la bicapa, o atrapandolos en su interior
acuoso; también, pueden formar compte;’os ionicos o hidrofdbicos con acidos nucleicos y otras
macromoléculas sin fijarlas fisicamente.®

La encapsulacion liposomal de farmacos puede alterar fuertemente la distribucion de principios
activos en el cuerpo y su tasa de liberacién, al mismo tiempo que los protege contra la
hidrdlisis catalitica. Las diferencias farmacocinéticas que provoca la encapsulacion de farmacos
en liposomas pueden provocar que éstos actien en el érgano blanco, reduciendo la toxicidad
y/o aumentando la eficacia del farmaco encapsulado, haciendo posible una mayor absorcion
del mismo.



Los liposomas pueden interaccionar con las células de diferentes formas: fusidn, absorcion,
endocitosis y fagocitosis. Dependiendo del tipo de liposoma y del tipo celular se producira una
u otra interaccion. Se ha demostrado que las diferentes clases de interaccién de los liposomas
son altamente dependientes de la estructura liposomal y de la composicién ®*(Fig 6).

D egradacion en el liposoma

Recanbio lipidico

Fig.6 Diferentes formas de interaccion de los liposomas con las células®.Modificada por Antonio Ayala

Los liposomas se pueden considerar una excelente via para la administracion exdgena de
citocina que pueden ser tdxicas en el organismo, como la IL-2 esperando reducir los efectos
adversos al administrarlas en altas concentraciones para activar la respuesta antitumoral a
través de linfocitos y macrofagos contra distintos tipos de cancer como el carcinoma de

cérvix, 56457

Los liposomas cationicos en comparacion con los neutros y anidnicos poseen mas afinidad por
los tumores sélidos; Aunque los liposomas con carga neutra y negativa pueden ser utilizados
como excelentes acarreadores de farmacos.®®
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer cérvico uterino (CaCU), es la principal causa de decesos por cancer en mujeres
mexicanas y otros paises del tercer mundo.

En la actualidad se ha generado informacion relevante sobre aspectos inmunologicos del
CaCU, que nos permiten proponer una alternativa terapéutica Iégica capaz de inhibir el
crecimiento tumoral y estimular la respuesta inmune del paciente oncoldgico sin causar
efectos secundarios toxicos.

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que 100 Ul/mL de IL-2 encapsulada en liposomas
cationicos tiene un efecto inhibidor sobre la proliferacion de lineas celulares de CaCU. En
particular se utilizan los liposomas cationicos debido a que estos tienen mayor afinidad por
células epiteliales (como las que conforman a los carcinomas), sin embargo, los lipidos
cationicos no existen en la naturaleza y para formar liposomas catiénicos es necesario incluir
en la formulacion lipidos como la espermidin-colesterol que por ser sintética incrementa el
costo de los liposomas. Por esta razén el objetivo de este trabajo es evaluar la capacidad de
diversas formulaciones de liposomas (neutros y anioénicos) para encapsular IL-2 sin modificar
su efecto inhibidor sobre la proliferacién de células de CaCU, contrastarlos con los resultados
obtenidos al usar liposomas catiénicos y proponerlos como una alternativa terapéutica para
este tipo de pacientes.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la proliferacion de las lineas celulares INBL y CALO, en presencia de IL-2
encapsulada en liposomas neutros y anionicos.

OBJETIVOS PARTICULARES

«Determinar la concentracion optima de lipidos para elaborar liposomas neutros y anionicos.

«Encapsular IL-2 en liposomas neutros y anionicos.

«=sRealizar ensayos de proliferacion in vitro con las lineas celulares de CaCU, INBL y CALO en
presencia de IL-2 encapsulada y evaluar la proliferacion utilizando la técnica de Cristal

Violeta.



HIPOTESIS

Se ha demostrado que las lineas celulares de CaCU, CALO e INBL presentan las cadenas «,
By y del receptor para IL-2 (RIL-2) y que éste es funcional ya que se ha encontrado que existe
respuesta ante el estimulo de IL-2; ademas se ha observado que la proliferacion de ambas
lineas celulares se ve inhibido en presencia de 100 Ul/mL de IL-2 acarreada en liposomas
cationicos. También se sabe que los lipidos que conforman los liposomas neutros
(fosfatidilcolina, fosfatidiletalonamina y colesterol) y los liposomas aniénicos (fosfatidilcolina,
fosfatidilserina y colesterol) son mas estables, ademas de ser los mas abundantes en la
naturaleza, por lo que se piensa que al encapsular IL-2 en liposomas neutros y anionicos se
mantendra el efecto inhibidor de IL-2.
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MATERIAL Y METODOS
Material biolégico

*|inea celular de cancer de cérvix CALO

*Linea celular de cancer de cérvix INBL

Medio de cultivo celular RPMI con suero fetal bovino (SFB) desactivado al 10 % v/v.
Liposomas neutros (fosfatidilcolina, fosfatidiletalonamina y colesterol)

Liposomas anidnicos (fosfatidilcolina, fosfatidilserina y colesterol)

Material no bioldgico y equipo.

Agua desionizada

Solucion salina de Verseno

Solucion amortiguadora de fosfatos
Glutaraldehido 1.1 %

Azul Tripano 0.3 %

Cristal Violeta 0.1 %

Acido acético glacial al 10 %
Cloroformo

Eter diétilico

Placas de 96 pozos fondo plano
Mictropipetas 1000, 200,100 y 20 mL
Botellas para cultivo celular de 25 cm
Microscopio invertido

Camara de Neubauer

Tubos eppendorf

Matraz conico de dos bocas

Bomba de vacio

Sonicador

Centrifuga

Tubos para centrifuga

Campana de flujo laminar
Incubadora (atmdsfera de 5 % de CO,, temperatura de 37° C y ambiente saturado de
humedad relativa)

e Lector de placas

3

* El material biolégico consistio en las lineas celulares de carcinoma de Cérvix (CaCU), INBL
estadio IVb y CALO estadio clinico IIIB, de la reserva criopreservada en el laboratorio de
Oncologia de la unidad de Investigacion de Diferenciacién Celular y Cancer de la facultad de
Estudios Superiores Zaragoza.

Preparacion de liposomas

La preparacion de los liposomas neutros y anionicos se realizo mediante la método de
Szoka,®®®° formados por 10nmoles de lipidos fosfatidilcolina (PC): Fosfatildiletalonamina (PE):
colesterol (CH), 4:2:4 y PC:Fosfatidilserina (PS):CH 6:3:1, respectivamente) disueltos en 1 mL
de cloroformo, los cuales se colocan en un matraz cénico de dos bocas de 50 mL de
capacidad. El disolvente se evapora a presion reducida y se afiade 1.2 mL de éter dietilico y
333uL de medio de cultivo con o sin citocinas. Se agita con vortex durante 45 segundos a la
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maxima velocidad y se procede a evaporar el solvente por 45 segundos mas en agitacion. La
suspension lechosa de liposomas se resuspende en 10 mL de medio de cultivo sin suero. Para
eliminar la citocina no encapsulada se procede a lavar la suspension por ultracentrifugacion a
40,000 rpm por 45 minutos y la pastilla de liposomas se resuspende en 10 mL de medio de
cultivo. Por Ultimo la suspension se filtra en membranas Millipore (Millipore,USA) con poros de
0.45um de didmetro para obtener la preparacion estéril.

Los liposomas neutros y anidnicos con o sin citocina se mantuvieron a 4° C, hasta su
utilizacion, estos se emplearon durante los primeros 7 dias, evitando su degradacion por
hidrdlisis y oxidacion.”®”!

Cultivo de las lineas celulares CALO e INBL

Se cultivaron las lineas celulares INBL y CALO en botellas de capacidad de 25 cm?, hasta que
alcanzaron una proliferacion no menos del 80%; A estas células se les adiciono 5mL de
verseno y se dejo reposar por 10 minutos; una vez despegadas se centrifugaron a 6000 rpm
por 5 minutos, se formo un botén de células al cual se le adiciono 3 mL de medio RPMI al 10%
de SFB desactivado y se resuspendieron las células, se tomaron 0.3 mL y se colocaron en un
eppendorf, a éste se adiciono 0.3 mL de azul tripano y se procedio a contabilizar las células en
la cdmara de Neubauer. De acuerdo a la cantidad de células se realizd el calculo
correspondiente para obtener 5X10° células en 150 uL de medio por pozo.

Evaluacion de la proliferacion celular

Una vez sembradas las células se dejo 6 horas para que se adhieran al fondo los pozos de la
placa, después a los pozos problema se le retira el medio y se estimulan las células
adicionando 30uL de los liposomas correspondientes por una hora, transcurrido el tiempo se
retiran los liposomas, se lava con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) y se adiciona
150uL de medio RPMI al 10 % de SFB desactivado.

Una vez transcurrido el tiempo necesario las células se fijan con glutaraldehido 1.1% por 20
minutos, se lavan con agua desionizada y se deja secar la placa a temperatura ambiente, este
procedimiento se realiza cada 24 horas. Una vez cumplidas las 96 horas se anaden 75 pL de
cristal violeta al 0.1% en cada pozo por 10 minutos con agitacion (RED ROTOR, Hoefer
Scientific Instruments, USA), transcurrido este tiempo se lava nuevamente con agua
desionizada y se deja secar a temperatura ambiente. Se adiciona 100uL de acido acético al
10% en cada pozo, posteriormente se mantienen por 20 minutos en agitacion, para después
leer la placa obtenida, a una absorbancia de 570 nm en un aparato de ELISA (BIO-
TEK, Instruments,Inc.USA).

Analisis estadistico

Debido a que es conveniente sustentar los datos experimentales con alguna prueba
estadistica, se decidid utilizar la técnica estadistica de Fisher conocida como analisis de
varianza (ANAVA); para comparar las diferencias encontradas entre los controles y las cinéticas
de proliferacion obtenidas de los cultivos en presencia de las diferentes formulaciones de
liposomas, esta técnica es una herramienta muy (til en investigaciones en las cuales se aplican
la observacion y la experimentacion. La relacion de varianzas o prueba de Findica realmente
que la variabilidad entre las muestras (o, refiriéndose a experimentos, entre los tratamientos)
no se debe al azar, si no a ciertas causas biolégicas lo cual es equivalente a decir que las
diferencias son significativas entre las medias de las poblaciones, estimadas por las medias de
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las muestras. Sin embargo, la prueba de F no indica cuales medidas son iguales o cuéles son
diferentes, ya que puede suceder que en una serie de muestras la prueba de F indique
diferencias en el conjunto, pero un par en particular sea igual;, por ello con los datos del
andlisis de varianza se hacen las pruebas de significancia de las diferencias, o las
comparaciones entre las medias de las muestras por medio del método de Tukey, (estadistica
no-paramétrica).
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RESULTADOS

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que los liposomas catidnicos a una concentracion de
15ug/mL de lipidos no son toxicos para las células de lineas de carcinoma de cérvix (CaCU);
por esta razon se utiliza esta concentracion para evaluar el efecto sobre la proliferacion de las
lineas de CaCU de dos nuevas formulaciones de liposomas (neutros y anidnicos).

Para ello, se determiné la cinética de proliferacion de las lineas celulares CALO e INBL, las
cuales fueron incubadas por una hora con liposomas neutros y anionicos vacios, utilizando
como controles células cultivadas con liposomas cationicos y células sin liposomas (grafica 1 a
y b). Los resultados confirman que los liposomas catidnicos no modifican la proliferacion
normal de las células de carcinoma a diferencia de lo que sucede al utilizar los liposomas
neutros y anidnicos. Por otro lado, el error estandar indica que a partir de las 72 hrs existe una
diferencia significativa en las cinéticas de proliferacién de las células que fueron cultivadas en
presencia de liposomas anidnicos y neutros vacios en comparacion a los controles. Cabe
destacar que a pesar de que los liposomas neutros y anionicos fueron preparados con 15
ug/mL de lipidos, como los liposomas catidnicos, esta cantidad de lipido en estas nuevas
formulaciones resulta ser toxica.

Al analizar los resultados con el método de Tukey, podemos observar que efectivamente no
existe diferencia significativa entre la cinética de proliferacion de células en ausencia de
liposomas vy las estimuladas con liposomas cationicos. Sin embargo, para los casos en que se
usan liposomas anidnicos o neutros preparados con 15 pg/mL de lipidos se observa una
diferencia significativa con respecto a las cinéticas de los controles.

Debido a que la concentracion de 15 pg/mL de lipidos para preparar los liposomas neutros y
anionicos resulta ser toxica para las células y esto no permitiria evaluar el efecto de la IL-2 se
procedié a determinar la concentracion de lipidos mas adecuada para evitar este efecto toxico.
Para ello, se evalud la proliferacion de las lineas celulares cada 24 hrs por medio de la técnica
de cristal violeta en presencia de diferentes concentraciones de lipidos. Con este ensayo se
determind que la concentracion de lipidos para formular liposomas neutros sin que resulte
toxica para las células de las lineas CALO e INBL es de 7ug/mL (gréfica 2 a y b), mientras que
para los liposomas anionicos es de 5ug/mL de lipidos (grafica 4 a y b). El andlisis estadistico
no-parametrico indica que no hay diferencia significativa entre las cinéticas de proliferacion de
las lineas celulares en presencia de los liposomas, fabricados con estas nuevas
concentraciones, y las cinéticas obtenidas en ausencia de liposomas.

Una vez establecidas las concentraciones de lipidos para los liposomas neutros y anionicos que
no son toxicas para las células de CaCU, se realizaron los ensayos para determinar el efecto de
IL-2 encapsulada en estas dos nuevas formulaciones de liposomas. Al evaluar el
comportamiento de las lineas celulares de CaCU en presencia de 100 UI/mL de IL-2
encapsuladas en liposomas neutros (gréfica 3 a y b) se observa la inhibicién de la proliferacion
de las dos lineas celulares a partir de las 48 horas. Observando el dano celular desde las 24
hrs (figura 1 y 2) y obteniendo a las 96 hrs un 76.37% y 77.27% de inhibicion de la
proliferacion en las lineas celulares CALO e INBL respectivamente. Los datos fueron analizados
con el método estadistico no-parametrico (Tukey) confirmando que existe diferencia
significativa.

De la misma forma se observa un efecto inhibidor de la proliferacion de las lineas celulares
CALO e INBL al ser estimuladas con 100 UI/mL de IL-2 encapsulada en liposomas aniénicos
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(grafica 5 a y b), este efecto inhibidor se presenta a partir de las 48 hrs, obteniendo a las 96
horas un porcentaje de muerte celular del 79.16% y 80.05% para la linea celular CALO e INBL
respectivamente. Cabe destacar que las fotografias de los cultivos celulares a diferentes horas
muestran un deterioro progresivo de la morfologia celular, el tamafio de la célula se reduce, la
membrana plasmatica tiene un aspecto ondulado, nicleos en forma de onda y por Gltimo
fragmentacion celular (figura 3 y 4).
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RESULTADOS

Proliferacion de la linea celular CALO
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Grafica. 1 Se cultivaron 5X10° células por pozo en una placa de 96 pozos y se evalud la
cinética de proliferacion por 4 dias cada 24 horas, por medio de la técnica de Cristal Violeta. Se
observa el comportamiento de las lineas celulares CALO (a) e INBL (b) al ser estimuladas con
liposomas cationicos, neutros y anionicos vacios a una concentracion de 15 pg/mL de lipidos.
Donde (—-) representa el control (células cultivadas sin liposomas), (—-) liposomas cationicos
vacios, (—+) liposomas neutros vacios y (—-) liposomas anionicos vacios.
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Grafica 2 Se depositaron 5X10° células por pozo en una placa de 96 pozos y se evalud la
cinética de proliferacion por 4 dias cada 24 horas por medio de la técnica de Cristal Violeta Se
observa el comportamiento de las lineas celulares CALO (a) e INBL (b) al ser estimuladas con
liposomas neutros vacios a una concentracion de 7 pg/mL de lipidos. Donde (-»-) representa el
control (células cultivadas sin liposomas) y (—+-) liposomas neutros vacios.
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Grafica 3 Se depositaron 5X10° células por pozo en una placa de 96 pozos y se evalud la
cinética de proliferacion por 4 dias cada 24 horas por medio de la técnica de Cristal Violeta Se
observa el comportamiento de las lineas celulares CALO (a) e INBL (b) al ser estimularlas con
IL-2 encapsulada en liposomas neutros a una concentracion de 7 pg/mL de lipidos. Donde
(--) representa el control (células cultivadas sin liposomas), (—+) liposomas neutros vacios y
(—+) la IL-2 encapsulada.



24 Horas 48horas @ T2horas

Fig. 1 Morfologia observada durante la evaluacion de la cinética de proliferacion de la linea celular CALO donde (a) representa al control, (b) las células
después de estimular durante una hora con liposomas vacios neutros y () representa la morfologia cuando es estimulada por una hora con 100UI/mL de
IL-2 encapsulada en liposomas neutros.
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Fig. 2 Morfologia observada durante la evaluacion de la cinética de proliferacion de la linea celular INBL donde (@) representa al control, (b) las células
después de estimular durante una hora con liposomas vacios neutros y (c) representa la morfologia cuando es estimulada por una hora con 100UI/mL de
IL-2 encapsulada en liposomas neutros.
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Gréfica 4 Se depositaron 5X10° células por pozo en una placa de 96 pozos y se evalud la
cinética de proliferacion por 4 dias cada 24 horas por medio de la técnica de Cristal Violeta. Se
muestra el comportamiento de las lineas celulares CALO (a) e INBL (b) respectivamente al ser
estimularlas con liposomas anidnicos vacios a una concentracion de 5 ug/mL de lipidos. Donde
(--) representa el control (células cultivadas sin liposomas) y (—-) liposomas anionicos vacios.
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Grafica 5 Se depositaron 5X10° células por pozo en una placa de 96 pozos y se evalud la
cinética de proliferacion por 4 dias cada 24 horas por medio de la técnica de Cristal. Se
observa el comportamiento de las lineas celulares CALO (@) e INBL (b) respectivamente al ser
estimularlas con 100 UI/mL de IL-2 encapsuladas en liposomas anionicos a una concentracion
de 5 ug/mL de lipidos. Donde (---) representa el control (células cultivadas sin liposomas),
(—-) liposomas anionicos vacios y () la IL-2 encapsulada.
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Fig. 3 Morfologia observada durante la evaluacion de la cinética de proliferacion de la linea celular CALO donde (a) representa al control, (b) las células
después de estimular durante una hora con liposomas vacios anionicos y (c) representa la morfologia cuando es estimulada por una hora con 100UI/mL
de IL-2 encapsulada en liposomas aniénicos.
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Fig. 4 Morfologia observada durante la evaluacion de la cinética de proliferacion de la linea celular INBL donde (a) representa el control, (b) las células

después de estimular durante una hora con liposomas vacios anionicos y (c) representa la morfologia cuando es estimulada por una hora con 100UI/mL
de IL-2 encapsulada en liposomas anionicos.
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DISCUSION DE RESULTADOS

El cancer cérvico uterino (CaCU) en México, es el responsable de aproximadamente el 25% de
las muertes por cancer en mujeres3' En la actualidad se buscan nuevas alternativas
terapéuticas para combatir este cancer, desarrollandose vacunas profilacticas y terapeuticas®.

La IL-2 ha sido utilizada en la inmunoterapia, mostrando respuesta antitumoral, sin embargo,
su aplicacion via sistémica altera vias de regulacion hematopoyéticas y provoca reacciones
adversas serias*****'; por esta razon se han realizado diferentes estudios en los cuales se ha

evaluado el efecto anti-tumoral de la IL-2 encapsulada en liposomas.”?73747576.77

Los liposomas constituyen en la actualidad uno de los sistemas de administracion de
medicamentos y de productos bioldgicos mas atractivos por su funcionalidad, versatilidad de
empleo y sus perspectivas futuras’®.

Sin embargo, los liposomas presentan algunas desventajas como son baja eficacia de
transfeccion, una expresion transitoria, pueden ser inhibidos por componentes séricos y sobre
todo poseen un cierto grado de toxicidad celular’

En general, la toxicidad de los lipidos, depende de la composicion, concentracion y tiempo de
exposicion, por lo que el potencial de toxicidad debe ser cuidadosamente considerado antes de
utilizar liposomas como acarreadores de farmacos o productos bioldgicos®%81:82

Una vez controladas la concentracion y tiempo de exposicion la encapsulacion liposomal de
farmacos puede alterar fuertemente la distribucion de principios activos en el cuerpo y su tasa
de liberacion, al mismo tiempo que los protege contra la hidrdlisis catalitica. Las diferencias
farmacocinéticas que provoca la encapsulacion de farmacos en liposomas pueden provocar
que éstos actien en el drgano blanco, reduciendo la toxicidad y/o aumentando la eficacia del
farmaco encapsulado, haciendo posible una mayor absorcion del mismo.

En nuestro caso particular pudimos observar que no todas las formulaciones de liposomas
pueden ser elaboradas con la misma cantidad de lipido ya que en algunos casos pueden ser
muy toxicas. En este trabajo encontramos que no se puede utilizar la misma concentracion de
lipidos para la fabricacion de diferentes tipos de liposomas. Se cree que el nivel de efecto
toxico se debe principalmente a su composicion; los liposomas cationicos, neutros y anionicos
tienen en comun los lipidos fosfatidilcolina y/o colesterol y difieren en los lipidos espermidin-
colesterol, fosfatidiletalonamina y fosfatidilserina respectivamente por lo que estos éstos dos
ultimos serian los que darian el grado de toxicidad por sus propiedades.

El determinar las concentraciones de lipidos mas adecuada para cada formulacion de
liposomas cobra gran importancia por que nuestro grupo de trabajo esta evaluando en células
de carcinoma de cérvix el efecto inhibidor de la proliferacion de IL-2 encapsulada en diferentes
formulaciones de liposomas y si la cantidad de lipidos que usamos para encapsularla es por si
sola toxica no podriamos observar el efecto de esta citocina.

Para determinar que formulacion es la adecuada, es necesario realizar un balance entre los
beneficios y el antagonismo de usar una u otra formulacion. El efecto inhibidor de la IL-2 se
mantiene en cualquiera de las tres formulaciones aunque se observa una mayor inhibicion de
la proliferacion celular cuando es acarreada en liposomas neutros y anionicos; se cree que es
debido a que estos dos tipos de liposomas estan fabricados con los lipidos



fosfatidiletalonamina y fosfatidilserina respectivamente los cuales por si mismo pueden tener
un efecto toxico que parece hacer sinergia con el efecto de IL-2. No existe evidencia
documentada que sustente esta teoria por lo que se abre otra linea de investigacion en donde
se tendria que analizar a nivel molecular la interaccion de la combinacién de estos lipidos y la
IL-2 con la membrana plasmatica de las lineas celulares de CaCU

El hecho de buscar otras formulaciones para fabricar liposomas para encapsular IL-2 se da
como una respuesta para poder disminuir costos de fabricacion ya que hasta el momento
hemos trabajado con liposomas cationicos para encapsular IL-2. Pero a pesar de que los
liposomas cationicos mostraron ser buenos acarreadores de IL-2 reduciendo tumores de CaCU
en ratones, su formulacion incluye el lipido espermidin-colesterol que por ser sintético
incrementa de manera considerable el costo de los liposomas; por esta razon es necesario
probar otras formulaciones de lipido .

Por otro lado, los lipidos que conforman los liposomas neutros son los mas abundantes en la
naturaleza, es decir se presentan en todas las membranas bioldgicas’®, esta caracteristica
disminuye su costo, ademas presentan una gran estabilidad, posee una buena afinidad por las
células epiteliales, como las que conforman los carcinomas. Estas propiedades indican que esta
formulacion posee las caracteristicas mas adecuadas para ofrecer un tratamiento efectivo.

Por su parte, los liposomas anionicos por haber sido los mas toxicos, permiten reducir
considerablemente la cantidad de lipido utilizada y por tanto disminuye el costo de su
fabricacion, ya que la fosfatidilserina es un lipido de elevado precio; el inconveniente que
presenta esta formulacion es que la fosfatidilserina es un lipido con una susceptibilidad a la
oxidacion muy grande®, por lo que su uso es muy delicado y no serfa un buen candidato para
usarlos en el tratamiento con IL-2.

Sin embargo, esta formulacion es de gran interés debido a que la fosfatidilserina es un
fosfolipido que se encuentra en la cara interna de las membranas bioldgicas, la cual es
expuesta cuando las células se encuentran en apoptosis. Puede ser que el contacto de las
células tumorales con la fosfatidilserina presente en los liposomas envie una sefal de muerte y
que a esto se deba la gran toxicidad observada cuando se utilizan los liposomas aniénicos®'.

Una vez discutido de que manera los lipidos de las diferentes formulaciones pueden afectar la
proliferacion celular por si mismos y que dicho efecto puede ser controlado por la cantidad de
lipidos utilizados para su formulacion nos queda discutir el efecto de la IL-2 encapsulada en
liposomas neutros y anionicos.

Al respecto podemos decir que la IL-2 encapsulada induce muerte celular ya que las
fotografias de los cultivos celulares a diferentes tiempos muestran que las células parecen
estar en apoptosis. Sin embargo, es conveniente que se realicen algunas pruebas como la
reaccion tunel para confirmar que las células en presencia de IL-2 encapsulada estan en esta
fase. Es importante mencionar que las caracteristicas de la apoptosis son: condensacion de la
cromatina nuclear, desintegracion nucleolar, disminucion del tamafo nuclear, compactacion del
citoplasma y de organelo (excepto mitocondrias y ribosomas), alteraciones del citoesqueleto y
aspecto de burbuja de la membrana, aunque no se rompa. Durante el proceso final ocurre
fragmentacion del DNA debido a una ruptura internucleosomal del DNA y se forman
fragmentos nucleares recubiertos de membrana (cuerpos apoptoticos), que son fagocitados sin
evidencia de reaccion inflamatoria®’.



Ademas, la muerte por apoptosis puede ser desencadenada por diferentes sefales intra o
extracelulares. Las primeras son en muchos casos, originadas por estrés bioldgico, el cual
provoca la liberacion de citocromo C de la mitocondria (via intrinseca), mientras que algunas
de las sefales extracelulares desencadenan el proceso apoptético al unirse a su ligando
presente en la misma membrana plasmética de la célula blanco (via extrinseca). La naturaleza
de los inductores puede ser fisioldgica (hormonas, citocinas), bioldgica ( bacterias, virus,
parasitos), quimica (farmacos) o fisica (radiaciones o estrés), pudiendo un mismo estimulo
generar efectos diferentes y hasta opuestos en distintos tipos celulares, e incluso en células del
mismo tipo pero que se encuentren en diferente etapa de desarrollo®.

Por lo antes mencionado, a pesar de no contar con datos de reaccion Tunel, podemos decir
que las células de las lineas celulares CALO e INBL en cultivos con IL-2 encapsulada se
encuentran en apoptosis ya que muestran un morfologia caracteristica de células apoptoticas
que dan un aspecto ondulado a la membrana plasmatica tal como se aprecia en las fotografias
obtenidas.
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CONCLUSIONES

La aportacion relevante de este trabajo fue determinar la concentracion optima de lipidos para
las dos nuevas formulaciones de liposomas. Asi como demostrar que una vez establecidas las
concentraciones de lipidos para formular los liposomas se puede contar con un buen
acarreador de IL-2 en tres formulaciones diferentes, sin que esto altere el efecto
antiproliferativo de IL-2 en altas concentraciones sobre células tumorales. Por lo que los
resultados obtenidos son de gran interés ya que se ha avanzado en el conocimiento basico de
la formulacion de liposomas para contar con una alternativa terapéutica adecuada para
pacientes con cancer de cérvix.



RECOMENDACIONES

Determinar a nivel molecular la interaccion que presenta la IL-2 acarreada con los liposomas
neutros y anionicos con las células de las lineas celulares de CaCU.

Realizar las pruebas segun se requiera de Electroforesis de DNA, Microscopia, Citofluorometria
(deteccion de moléculas involucradas en la muerte apoptotica), inmunohistoquimica o la
técnica de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling),
para determinar el tipo de muerte que ocasiona la presencia de la IL-2 acarreada en los
diferentes formulaciones de liposomas.

Llevar acabo ensayos de proliferacion tanto con las lineas celulares de cancer de cérvix como
con linfocitos de sangre periférica estimulados con IL-2 encapsulada en ambos tipos de
liposomas para tener un panorama mas claro de su comportamiento /n vivo.



APENDICE

l.- Medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640).

composicion RPMI 1640 (mg/l)
CaCl,.2H,0 -
Ca(NO;)2.4H,0 100
FB(NO;;):;.QHQO -
KCI 400
MgS0,.7H,0O 100
NaCl 6000
NaHCO, 2000
NaH2PO4.2H20 .
Na,HPO, 800
D-glucosa 2000
Rojo de fenol 5
Piruvato sédico -
L-arginina.HCI -
L-asparagina.H,0O 50
Acido L-aspartico 20
L-cistina 50
Acido L-glutdmico 20
L-glutamina 300
Glutation 1
Glicina 10
L-histidina.HCI.H,O -
L-histidina 15
L-hidroxiprolina 20
L-isoleucina 50
L-leucina 50
L-lisina.HCI 40
L-metionina 15
L-fenilalanina 15
L-prolina 20
L-serina 30
L-treonina 20
L-triptéfano 5
L-tirosina 20
L-valina 20
Biotina 0.2
D-Ca panteonato 0.3
Cloruro de colina 3
Acido félico 1
i-inositol 35
Nicotinamida 1
Acido p-aminobenzoico 1
Piridoxal.HCI 1
Riboflavina 0.2
Tiamina.HCI 1
Vitamina By, 0.005
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ESTA TESIS NO SAIL
DE LA BIBLIOTECA

II.-INACTIVACION DE SUERO FETAL DE BOVINO (SFB)

La botella de suero fetal bovino (SFB) se descongela a temperatura ambiente, posteriormente
se coloca en un bafo maria a 56° C durante 30 minutos, con el propdsito de eliminar algunas
proteinas de bajo peso molecular como son las proteinas del complemento, asi como inactivar
otras para mayor eficacia en la nutricion celular. Posteriormente se separa en alicuotas de 50
mL para su mejor manipulacion, conservandose a una temperatura de 4° C.

II1.- SOLUCION SALINA DE VERSENO

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 utilizan
los siguientes reactivos:

Tris (Sigma, Chem,USA) 3.04g
KCI(Sigma, Chem,USA) 8.00g
NaCl(Sigma, Chem,USA) 0.40g
EDTA(Sigma, Chem,USA) 0.40g

IV.- SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS

La solucion amortiguadora de fosfatos es utilizada para lavar las células después de ser
estimuladas con los liposomas, manteniendo asi las condiciones fisioldgicas de las células;
también es utilizada como vehiculo para la preparacion de los liposomas.

V.- AZUL TRIPANO
Se emplea para pruebas de viabilidad y conteo celular , se realiza una dilucion del colorante
azul tripano (Sigma, Chem.USA) al 0.3% en PBS y es filtra con papel filtro Whatman #2.

VI.-GLUTARALDEHIDO AL 1.1%

Esta solucion se utilizd para fijar las células en las placas de 96 pozos de fondo plano. Para
preparar 500 mL al 1.1% se miden 11 mL de glutaraldehido (50% v/v Sigma, USA) y se le
adiciona 489de agua destilada. Esta solucion debe guardarse a 4° C.

VII.- SOLUCION DE CRISTAL VIOLETA
Para preparar 500 mL de cristal violeta a una concentracién de 0.1%, se requiere previamente

preparar una solucién amortiguadora de acido formico 200 mM con un pH 6. posteriormente
se adiciona el cristal violeta se diluye muy bien y por Ultimo se filtra en papel Whatman # 2.

. Hidroxido de sodio (sigma,Chem.USA) 3.96g
Acido férmico(sigma,Chem.USA) 4.28 mL
Cristal violeta(sigma,Chem.USA) 1.00g

VIIL.-ACIDO ACETICO AL 10%

La solucién de acido acético, que se utilizd fue una a una concentracion de 10%. Esta solucion
una vez preparada se guarda a temperatura ambiente.

Acido acético (Sigma,Chem USA) 10 mL

Agua Milli Q (MilliQ Academic, USA) 90mL
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IX.- ANALISIS ESTADISTICO NO PARAMETRICO (TUKEY).
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Fig. 6 Analisis estadistico no parametrico (Tukey-comparacion de promedios) donde a ,b, c y d
representan el comportamiento de la linea celular CALO cada 24 horas y e, f, g, y h el comportamiento
de la linea celular INBL El tratamiento (0) es la cinética mostrada por el control, el tratamiento (1),(2) y
(3) constituyen la cinética de proliferacidon cuando las lineas celulares son estimuladas con liposomas
vacios cationicos, liposomas vacios neutros y liposomas vacios anidnicos respectivamente a una
concentracion de 15 pg/mL.
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Fig. 7 Andlisis estadistico no parametrico (Tukey-comparacion de promedios) donde a ,b, c y d
representan el comportamiento de la linea celular CALO cada 24 horas y e, f, g, y h el comportamiento
de la linea celular INBL El tratamiento (0) es la cinética mostrada por el control, el tratamiento (1)
constituyen la cinética de proliferacion cuando las lineas celulares son estimuladas con liposomas vacios
neutros por una hora a una concentracién de 7 pg/mL.
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Fig. 8 Andlisis estadistico no parametrico (Tukey-comparacién de promedios) donde a ,b, c y d
representan el comportamiento de la linea celular CALO cada 24 horas y e, f, g, y h el comportamiento
de la linea celular INBL El tratamiento (0) es la cinética mostrada por el control, el tratamiento (1)
constituyen la cinética de proliferacion cuando las lineas celulares son estimuladas con liposomas vacios
anidnicos por una hora a una concentracion de 5 pg/mL.
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Fig 9 Andlisis estadistico no parametrico (Tukey-comparacion de promedios) donde a ,b, c y d
representan el comportamiento de la linea celular CALO cada 24 horas y e, f, g, y h el comportamiento
de la linea celular INBL El tratamiento (0) es la cinética mostrada por el control, el tratamiento (1)
constituyen la cinética de proliferacion cuando las lineas celulares son estimuladas con liposomas vacios
neutros a una concentracion de 10 pg/mL y el tratamiento (2) establece el comportamiento de las lineas
celulares después de ser estimuladas por una hora con 100 UI/mL de II-2 encapsulada en liposomas
neutros.
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Fig. 10 Andlisis estadistico no parametrico (Tukey-comparacion de promedios) donde a ,b, ¢ y d
representan el comportamiento de la linea celular CALO cada 24 horas y e, f, g, y h el comportamiento
de la linea celular INBL El tratamiento (0) es la cinética mostrada por el control, el tratamiento (1)
constituyen la cinética de proliferacion cuando las lineas celulares son estimuladas con liposomas vacios
anionicos a una concentracion de 5 ug/mL y el tratamiento (2) establece el comportamiento de las lineas
celulares después de ser estimuladas por una hora con 100 UI/mL de II-2 encapsulada en liposomas
anionicos.
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