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RESUMEN

Se ha reportado que las células tumorales son capaces de secretar citocinas o factores de
crecimiento para favorecer su estado tumorigénico, sin embargo aiin no se sabe con
precision, cuantas y cudles citocinas son secretadas por las células tumorales y cual es
su funcion en la tumorigénesis. Dado que el Cancer cérvico-uterino, es un grave problema
de salud nacional y mundial, que en México ocupa la primera causa de muerte en mujeres
que padecen de cancer, este trabajo pretende aportar informacién sobre como las células
tumorales son capaces de evadir la respuesta inmunolégica. Al respecto, se encontré que
las células tumorales de CaCu infectadas con el virus HPV-18, HPV-16 y las que no estan
infectadas con el HPV, son capaces de secretar al medio de cultivo TGF-B4 en cantidades
de pico gramos, con una actividad preponderante en la inhibicién de la proliferacion de
Linfocitos de Sangre Periférica Humana (LSPH), indicando que dicha actividad es
independiente a la presencia viral. Las secreciones de las células tumorales estudiadas,
no producen citotoxicidad y tampoco arresto en alguna de las fases del ciclo celular de los
linfocitos, sin embargo se encontr6 que el Medio Condicionado de Hela, es capaz de
inducir expresion de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana celular de los
linfocitos, principalmente por la presencia del TGF-B4, evidencia inequivoca de un proceso
apoptético temprano, hecho que fue confirmado por la presencia de cuerpos apoptéticos
de LSPH, al ser co-cultivados con el M.C. de la linea celular citada.

Estos resultados nos indican la importancia que tiene el TGF-B1, en el proceso de evasion
del sistema inmunolégico del hospedero, y lo proponen como un fuerte candidato para

estudios posteriores, donde se involucre una alternativa de tratamiento contra el CaCu.



INTRODUCCION

Los organismos en condiciones normales mantienen una adecuada morfologia y fisiologia
funcional de sus o6rganos y células, gracias a mecanismos de regulacion y control que
operan de manera muy especifica y concreta. Cuando se presenta algin problema que
altera de forma importante dicho funcionamiento a cualquier nivel, se habla de una perdida
de la homeostasis (Rojas, 2001). Un ejemplo de esto es cuando las células que
constituyen a un tejido, por alguna razéon dejan de obedecer las sefiales que mantienen a
dicho tejido organizado y funcional, en el caso del cancer particularmente se observa una
proliferacion incontrolada de una o varias células del tejido, que no acatan de manera
adecuada las sefiales de control en la division celular, dando como consecuencia la
generacion inicial de un tumor, con posibilidades de invadir tejido adyacente o invadir un
o6rgano lejano (metastasis) (Weinberg, 1996). Desde luego, esto implica que mas de un
mecanismo de control que mantienen a los tejidos y érganos funcionales han dejado de
funcionar adecuadamente, es decir en el caso del cancer las células tumorales primero
evaden al sistema inmunolégico, que normalmente detecta a este tipo de células y las
elimina, las células tumorales entonces generan estrategias para desprenderse del tumor
original (primario) y poder migrar a otros tejidos u 6rganos, eventos que requieren de
manera obligada la participacion de mecanismos que regulan la adhesién celular y el
rompimiento de tejido conjuntivo a través de proteasas para llegar a su destino final. En
resumen, la generacion de un tumor se da por una serie de fallas en los mecanismos de
control en la homeostasis, de los cuales describiremos los que estan directamente
asociados a este padecimiento. Este trabajo en concreto, pretende aportar informacion
sobre como las células transformadas y en particular las de cancer cervico-uterino, son

capaces de evadir la respuesta inmunologica, y dar origen a la enfermedad.



SISTEMA INMUNOLOGICO Y CANCER

Los linfocitos son las células especializadas del sistema inmunolégico que se encargan de
proteger al organismo de sustancias extrafias y patégenas. El ser humano adulto posee
aproximadamente en promedio un billon de linfocitos, con formas de bastéon o
redondeadas y con un didmetro de 5 a 12 ym.

Con base en sus propiedades funcionales y las proteinas que expresan, se agrupan en
linfocitos T derivados del Timo, linfocitos B derivados de la médula ésea y células NK
(asesinas naturales); en la sangre periférica de un individuo normal, los linfocitos T
representan un 75% del total de la poblacion de linfocitos, las células B un 10%, mientras
que la poblacién restante son células NK (Parslow et al., 2002).

Los linfocitos que son producidos por el Timo y la Médula ésea, se encuentran en un
estado de latencia o reposo, denominado Gy del ciclo celular; cuando se dispersan en la
corriente sanguinea, son llamados inmaduros o virgenes y migran con eficacia a varios
6rganos periféricos, donde se inicia la mayor parte de las respuestas inmunitarias
(Parslow et al., 2002).

Los linfocitos B, presentan la caracteristica distintiva de generar proteinas muy diversas
conocidas como inmunoglobulinas, que son fundamentales para la respuesta inmunitaria
humoral en dos formas: 1) cuando el linfocito B se encuentran en reposo, estas proteinas
solo se expresan en la superficie celular, donde actian como receptores para antigenos
especificos;. 2) cuando los linfocitos B se encuentran activados (células plasmaticas),
secretan grandes cantidades de inmunoglobulinas al medio (anticuerpos) (Parslow et al.,

2002).
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La funcién principal de los linfocitos B, consiste en secretar anticuerpos en la sangre y
otros liquidos corporales, y de este modo impedir la proliferacién de invasores extrafos.
Por lo tanto, los linfocitos B constituyen el principal tipo celular que participa en la
inmunidad humoral. Las células B también desempefian dos funciones adicionales:
pueden funcionar como Células Presentadoras de Antigeno (APC), al procesar y exponer
las sustancias extrafas (antigenos), de manera que los linfocitos T puedan reconocerlas y
ademas pueden secretar ciertas linfocinas, asi como otros factores que influyen en el
crecimiento y las actividades de otras células inmunolégicamente importantes (Parslow et

al, 2002).

Los linfocitos T, por su parte detectan la presencia de antigenos por medio de proteinas
de superficie llamadas receptores de células T y en adicién con los macrofagos, son el
principal tipo celular encargado de la respuesta inmune mediada por células. Los dos
subgrupos de células T méas importantes, poseen dos proteinas distintivas de superficie
conocidas como CD4 y CD8, los linfocitos T maduros casi siempre expresan solo una de
estas dos proteinas; la mayor parte de los que expresan CD8, tienen actividad citotéxica
(células Tc o CTL) con una extrema importancia en la defensa contra infecciones virales y
representan el 25% de los linfocitos T. Por su parte los linfocitos CD4, casi nunca son
citotoxicos y mas bien funcionan como células T cooperadoras (Th), promotoras de la
proliferacién, maduracién y funcion inmunitaria de otros tipos celulares, estas células
constituyen el 70% del total de linfocitos T. Las células T solo reconocen al antigeno
presentado por las APC’s (macréfagos, linfocitos B y células dendriticas) (Parslow et al.,
2002).

La presentacion del antigeno depende, en parte de proteinas especificas del Complejo

Mayor de Histocompatibilidad (MHC), las cuales exponen al péptido extrafio en la
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superficie celular. La generacion de una respuesta inmune efectiva depende de la
secrecion de citocinas especificas que recluten y activen células inmunes en el sitio de la
infeccion. Cuando una célula somatica es infectada por un virus, algunas proteinas virales
inmunogénas pueden sufrir una transformacién dentro de la célula y es posible que los
péptidos que se originan, aparezcan como complejos de superficie asociados a moléculas
del MHC de clase |, para ser reconocidos por el receptor de célula T como una clona
especifica del antigeno, lo cual proporciona una de las dos sefales necesarias para la
activacién celular de los linfocitos Tc; esta primera sefial, por si sola induce receptores
para Interleucina 2 (IL-2) de gran afinidad en el linfocito Tc. La segunda sefial la
proporciona la IL-2 secretada por un linfocito Th activado y cercano. Al recibir ambas
sefales la célula Tc es activada (Parslow et al., 2002). (Fig 1).

Una vez activados los linfocitos Tc, proliferan, se diferencian y participan en la lisis de las
células blanco por tres caminos diferentes: a) secretan perforinas y otras proteinas que
dafian la membrana celular, b) expresan en su superficie el ligando-Fas, que induce la
muerte celular programada (apoptosis), y ¢) liberan citocinas como el interferén gamma
(IFN-y ) , el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) y la leucorregulina (RL) que limitan la
actividad viral dentro de las células y atraen macréfagos y otros fagocitos que pueden
destruir a la células infectadas. El IFN-y y la RL inhiben la expresién de los genes virales y
estimulan la expresién de las moléculas de clase | del MHC en los queratinocitos
humanos, lo que permite una mejor presentacion de los antigenos virales y con ello una

respuesta inmune incrementada.
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La RL ademas de aumentar la transcripcion de las moléculas del MHC clase |, también
incrementa la sensibilidad de las células epiteliales cervicales inmortalizadas con el virus
del papiloma humano 16 (HPV-16) para ser destruidas por las células asesinas naturales

(NK) activadas por linfocinas (Berumen, 1997).

En pacientes con Cancer Cervicouterino (CaCu), asociado con la presencia del Virus del
Papiloma Humano (HPV) se observa que durante las primeras etapas de la infeccion se
presenta una respuesta citotoxica y humoral; sin embargo ain se desconoce parte del
mecanismo por el cual las células infectadas con este virus, evaden la accion esperada
por parte del sistema inmunoldgico o si es el virus el que induce algiin mecanismo para

que esto ocurra (Roitt, 2003).

En cortes histolégicos de tumores cancerosos, se han identificado linfocitos infiltrados; lo
que confirma que en un principio los linfocitos si reconocen a las células tumorales, pero
en etapas posteriores no operan eficientemente sobre éstas para eliminarlas, ademas se
ha comprobado que la mayoria de los antigenos tumorales son inmunogénicos ain en los
individuos portadores del tumor, ya que se demuestra la presencia de anticuerpos anti-
tumorales y de linfocitos Tc en la sangre de los individuos portadores del tumor. (Margni,
1996). Inclusive se ha demostrado experimentalmente, que los linfocitos de sangre
periférica de pacientes con estadios avanzados de desarrollo tumoral, incluyendo
carcinomas y melanomas poseen linfocitos Tc que son capaces de lisar explantes de esos

tumores extraidos de los mismos pacientes (Margni,1996; Abbas et al, 2002).

Se han propuesto diversas causas, por las cuales los tumores pueden evadir la accion del

sistema inmune, como pueden ser:



A) Baja cantidad de antigeno tumoral producido en el inicio del tumor, que no es capaz de
estimular una respuesta inmunoldgica; pero si pudiese generar una cierta tolerancia, o

anergia clonal sobre los LT especificos para el tumor (Margni, 1996).

B) Nula expresion de moléculas co estimuladoras, (CD80 o B7-1) en las células tumorales
y presentadoras de antigeno (APC), asi como el receptor CD28 en los linfocitos Th

(Roitt, 2003).

C) Disminucion en la expresion de moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC) y la secrecion de citocinas por las células tumorales, como el TGFf (Berumen,

1997).

D) Expresién de la molécula inhibidora del crecimiento RCAS1 o del ligando Fas por parte
de las células transformadas, que activarian el receptor Fas de las células linfoides

promoviendo apoptosis en éstas (Margni, 1996).

Durante la evolucion del tumor, las células transformadas adquieren nuevas lesiones
genéticas que les confieren ventajas selectivas, para evadir cada vez un mayor numero de
mecanismos de control del sistema inmune, hasta que éste se hace ineficiente para
combatir el tumor (Berumen, 1997). Aunque el origen del padecimiento se da por diversas
causas, cualquier fenémeno que conduce finalmente a la enfermedad, incide directamente

sobre la estructura y funcién de los genes (Rojas, 2001).



METASTASIS

La invasion del tumor en el tejido sano, por el proceso conocido como metastasis es una
de las principales causas del fracaso en los tratamientos y muerte de los pacientes que
padecen cancer (Liotta, 2001; Gershenwald et al, 2002). Los tumores metastasicos suelen
volverse resistentes a las radio y quimioterapias convencionales debido a la persistencia
de micrometastasis, las cuales permanecen clinicamente ocultas y se manifiestan en
forma tardia. La formacién de colonias metastasicas es un proceso continuo que comienza
con el crecimiento del tumor primario (De-Vita, 1997; Gibbs, 2003). El desarrollo de la
metastasis genera grandes dafios tisulares irreversibles y una gran demanda de nutrientes
(Ruoslahti, 1996). De esta manera, los pacientes con metastasis fallecen por el dafio en
sus o6rganos afectados o por complicaciones con la terapia anti-metastasica (De-Vita,
1997; Gibbs, 2003).

La metastasis ocurre bajo una cascada coordinada de procesos celulares y por cambios
genéticos adicionales; cada paso involucra multiples interacciones huésped-tumor (De-
Vita, 1997). Tales eventos incluyen proliferacién celular, neovascularizacion y
linfoangiogénesis; invasion al estroma del hospedero, vasos sanguineos y linfaticos;
supervivencia en la circulacion; detencion en un vaso sanguineo delgado (arteriola o
vénula); transmigracién endotelial hacia el parénquima del érgano y proliferaciéon continua
(Weinberg, 1996; Ruoslahti, 1996; Folkman, 1996). Los sistemas vascular y linfatico por
poseer numerosas interconexiones, representan la principal via de diseminacion para
dichas células tumorales; al pasar rapidamente de un sistema a otro (Gershenwald et al,
2002). Generalmente las células metastasicas viajan en grupos, pero so6lo un pequefo
porcentaje (menos del 0.01%) logran iniciar colonias metastasicas, debido a que todas las

demas mueren por no encontrar pronto un sitio donde alojarse. Los principales 6rganos
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afectados, por la invasion metastasica son: pulmén, cerebro, higado, rifién y médula ésea
(Fidler et al , 1999; Liotta, 2001)

En la actualidad existen tres teorias que pretenden explicar el fenémeno de la metastasis
hacia érganos especificos: a) Que las células tumorales salen del sistema linfatico y
sanguineo extendiéndose a todos los 6rganos, pero solo se multiplican en aquellos que
poseen apropiados factores de crecimiento; b) Las células endoteliales situadas en la luz
de los vasos sanguineos de los érganos blanco, expresan moléculas de adhesion, las
cuales “atrapan” a las células tumorales que transitan; c) La teoria de la quimioatraccion
estipula la existencia de quimioatrayentes 6rgano-especificos, que promueven la invasion
del érgano por las células tumorales (Liotta, 2001)

Recientemente se ha descrito que una masa tumoral esta compuesta por una poblacién
celular heterogénea, distribuida en dos sitios diferenciables por distintas propiedades: un
grupo de células ubicadas en la superficie externa del tumor expresan genes reguladores
de la proliferacion, angiogénesis y metastasis; mientras que otro grupo celular ubicado en
el centro del tumor, a menudo expresan genes de muerte inductores de necrosis
(Gershenwald et al, 2002).

Finalmente en la metastasis participan otros mecanismos de adhesion, tales como la
interaccion entre las proteinas de la matriz extracelular (ECM) con los receptores de
superficie presentes sobre las células tumorales, siendo éste uno de los pasos iniciales en
el proceso invasivo. Los principales receptores involucrados en este proceso, es una
superfamilia de heterodimeros a3, conocida como integrinas, las cuales desempefnan un

papel central en la adhesién célula-ECM y en la union célula-célula (Karp, 1996).



CANCER DE CERVIX Y VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (HPV)

Las observaciones precursoras sobre la relacién entre el virus del papiloma humano
(HPV) y las enfermedades que originan transformacion neoplasica, fueron aportadas por
el fisidlogo aleman Zur Hausen en 1976, quien le atribuyé al virus la responsabilidad de
dichas transformaciones en el cuello uterino, transmitido sexualmente.

En la actualidad hay investigaciones que aseveran que el céncer de cérvix no se
desarrollara si no esta presente el HPV, debido a que en los afios 80 se identificaba el
HPV en un 70-90% de casos de cancer con la técnica de Reaccion de Polimerasa en
Cadena (PCR), y en la actualidad se detecta hasta en un 100% de casos de cancer con
técnicas méas sensibles como la Captura Hibrida generacion Il (HC II) (Berumgn et al,

2001; Bosch, 2002).

Actualmente se conocen mas de 100 tipos del Virus del Papiloma Humano, cada uno con
afinidad a determinados tejidos, como vulva, vagina, canal anal, peri anal, pene, cavidad
oral y tracto digestivo (Bosch, 2002; Mandado et al, 2004). De estos, treinta tipos estan
relacionados con mas del 99% de casos de Cancer Cervicouterino, siendo los de mayor
riesgo los tipos: 16, 18, 45y 31, ya que son los que se presentan en una mayor proporcion
a nivel mundial, mientras que en Latinoamérica son mas comunes los tipos 39 y 59

(Alonso, 2000).

El genotipo de los papiloma virus consta de un ADN circular de doble cadena, constituido
por ocho genes, diferenciados en tempranos y tardios, que operan en dos diferentes
etapas de la invasion; los tempranos se denominan con la letra E, y van desde E1 hasta

E7 excepto E3, ellos son los responsables de la replicacion viral; los tardios se denominan



L1 y L2, estos son los encargados de lograr la encapsidacion viral (Betancur, 1996). (Fig.

2)

©

Figura 2. Virus del papiloma humano. (A) Estructura hicosaédrica de la capside del HPV. (B) y (C)

Organizacién genémica del HPV 16 y 18 respectivamente. [Tomado y modificado de Betancourt, 1996; De-
Vita, 1997]

Para el estudio de la génesis del cancer son de particular importancia los genes virales E6
y E7, ya que codifican proteinas capaces de formar complejos con otras proteinas

celulares encargadas de la regulacion en la proliferacion celular (Betancur, 1996).

La persistencia y progresion de una Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), puede
depender de ciertas caracteristicas como lo es una gran carga viral, en este sentido
algunos estudios revelan que aproximadamente un 25 % de mujeres infectadas con alta
carga viral hasta antes de los 25 afios, desarrollaran carcinoma in situ en los proximos 15
afos, y se considera que la cantidad de HPV en la NIC esta intimamente relacionada con

la etapa y progresion de la lesion (Hemandez, 2003).



Cabe destacar que en el desarrollo de las neoplasias cervicales asociadas con el HPV,
intervienen factores considerados de riesgo, como una alta paridad (7 o mas), el uso de
anticonceptivos orales por un lapso mayor de 5 afios y el consumo de tabaco, este ultimo
podria ser por efecto directo de sus metabolitos, o por induccién de inmunosupresion,

aunque esto aun es incierto (Bosch, 2002).

CICLO CELULAR

La proliferacion celular esta regulada tanto por factores de crecimiento asi como también
por diversas sefiales que inhiben la progresion del ciclo celular. Cualquier defecto en la
regulacion del ciclo celular, es causa comun de proliferacion anormal, la cual puede
conducir al cancer, es por ello que ambas lineas de investigacion se hayan intimamente
relacionadas (Cooper, 2004).

El ciclo celular esta dividido en dos grandes partes: Interfase y Mitosis, también llamado
fase M; esta fase es la etapa mas crucial del ciclo celular, ya que corresponde a la
separaciéon del material genético ya duplicado, finalizando con la division fisica del
citoplasma, llamada citocinesis y la generacion de dos células iguales (Lodish, 2003). La
Interfase, donde ocurre el crecimiento celular y la replicacion del ADN, consume
aproximadamente el 95% del tiempo que dura el ciclo celular completo y esta dividida en
varias etapas con respecto a su progresion (Cooper, 2004).

Las células humanas de replicacion rapida como los linfocitos, progresan a traveés del ciclo
celular completo en alrededor de 24 horas: la mitosis en estos tipos celulares demora s6lo

30 minutos aproximadamente; G+, 9 horas; la fase S 10 horas y G, 4.5 horas.



Cabe destacar que en el desarrollo de las neoplasias cervicales asociadas con el HPV,
intervienen factores considerados de riesgo, como una alta paridad (7 o mas), el uso de
anticonceptivos orales por un lapso mayor de 5 afios y el consumo de tabaco, este ultimo
podria ser por efecto directo de sus metabolitos, o por induccién de inmunosupresion,

aunque esto aun es incierto (Bosch, 2002).

CICLO CELULAR

La proliferacion celular esta regulada tanto por factores de crecimiento asi como también
por diversas sefiales que inhiben la progresion del ciclo celular. Cualquier defecto en la
regulaciéon del ciclo celular, es causa comun de proliferacion anormal, la cual puede
conducir al cancer, es por ello que ambas lineas de investigacién se hayan intimamente
relacionadas (Cooper, 2004).

El ciclo celular esta dividido en dos grandes partes: Interfase y Mitosis, también llamado
fase M; esta fase es la etapa mas crucial del ciclo celular, ya que corresponde a la
separacioén del material genético ya duplicado, finalizando con la divisién fisica del
citoplasma, llamada citocinesis y la generacion de dos células iguales (Lodish, 2003). La
Interfase, donde ocurre el crecimiento celular y la replicacién del ADN, consume
aproximadamente el 95% del tiempo que dura el ciclo celular completo y esta dividida en
varias etapas ¢on respecto a su progresion (Cooper, 2004).

Las células humanas de replicacién rapida como los linfocitos, progresan a través del ciclo
celular completo en alrededor de 24 horas: la mitosis en estos tipos celulares demora s6lo

30 minutos aproximadamente; G4, 9 horas; la fase S 10 horas y Gy, 4.5 horas.



El paso a través de diferentes fases del ciclo celular esta regulado por una serie de
“puntos de inspeccion” (checkpoints) que condicionan la entrada a la siguiente fase, hasta

que los eventos de la fase previa hayan sido completados (Cooper, 2004).

La mayor parte de las células postmitéticas en los vertebrados abandona el ciclo en G1'y
entran en una fase llamada Gy, donde permanecen sin proliferar durante dias, semanas, o
en algunos casos durante toda la vida del organismo; no obstante, las células se
encuentran metabélicamente activas, con tasas reducidas de sintesis proteica y pueden
retornar al ciclo celular en la fase S; este reingreso estd regulado por sefales extra
celulares, lo cual constituye un control en la proliferacion celular (Lodish, 2003; Cooper,
2004).

Una vez que los mitégenos han actuado durante un tiempo suficiente, y el curso del ciclo
celular ha pasado una etapa crucial al final de G4, denominado punto de restriccion, el
ciclo celular continua de manera independiente y la célula estd comprometida a proseguir
a través de la fase S; sin embargo si los factores de crecimiento no son los apropiados en
Gy, el curso del ciclo celular es detenido en el punto de restriccion y la célula es enviada al

estado de quiescencia Gy (Cooper, 2004).

La regulacion del ciclo celular es decisiva, para el desarrollo normal de los organismos
multicelulares; la replicacion de las células es controlada principalmente por la regulacion
cronométrica de dos acontecimientos decisivos en el ciclo celular: la replicacion del ADN y
la mitosis; los controladores de dichos acontecimientos son unas proteinas cinasas
heterodiméricas, que son las responsables de desencadenar las principales transiciones
del ciclo celular, estas proteinas cinasas estan constituidas por una sub unidad catalitica y

una reguladora (Lodish, 2003; Cooper, 2004)



Las sub unidades reguladoras llamadas ciclinas, aumentan y disminuyen en las diversas
fases del ciclo celular; sus sub unidades cataliticas se denominan cinasas dependientes
de ciclinas (Cdk), por que carecen de actividad de cinasa a no ser que se asocien con una
ciclina; cada sub unidad catalitica Cdk es regulada por la fosforilacién de sitios inhibidores
y activadores especificos y puede asociarse con diferentes ciclinas, las cuales determinan
y regulan las actividades de multiples proteinas, igualmente mediante la fosforilacion en
sitios reguladores especificos (Lodish, 2003). El control del ciclo celular es ejercido
principalmente por factores de crecimiento extracelulares que inducen proliferacion celular
en funcion de la disponibilidad de nutrientes y promueven la sintesis de complejos Cdk

(Lodish, 2003, Cooper, 2004).

APOPTOSIS

Considerada un proceso innato, por el cual las células disfuncionales sistematicamente se
desensamblan y degradan sus componentes estructurales y funcionales; la muerte celular
selectiva o apoptosis es fundamental para el desarrollo, regulacién y funcion del sistema
inmunoloégico, asi como para el mantenimiento de la homeostasis en los organismos

maduros (Kaufmann, 1997; Caballero, 2002).

Cualquier alteracion en la susceptibilidad para la apoptosis es de importancia particular
para la tumorigénesis y progresion del tumor, asi como para el desarrollo de estrategias
efectivas para el tratamiento del céancer. Los virus asociados a esta patologia, han
desarrollado mecanismos que manipulan de alguna manera la via apoptética, para

asegurar su continua supervivencia y evitar su eliminacion (Kaufmann, 1997).



Las sub unidades reguladoras llamadas ciclinas, aumentan y disminuyen en las diversas
fases del ciclo celular; sus sub unidades cataliticas se denominan cinasas dependientes
de ciclinas (Cdk), por que carecen de actividad de cinasa a no ser que se asocien con una
ciclina; cada sub unidad catalitica Cdk es regulada por la fosforilacién de sitios inhibidores
y activadores especificos y puede asociarse con diferentes ciclinas, las cuales determinan
y regulan las actividades de multiples proteinas, igualmente mediante la fosforilacion en
sitios reguladores especificos (Lodish, 2003). El control del ciclo celular es ejercido
principalmente por factores de crecimiento extracelulares que inducen proliferacion celular
en funcién de la disponibilidad de nutrientes y promueven la sintesis de complejos Cdk

(Lodish, 2003, Cooper, 2004).

APOPTOSIS

Considerada un proceso innato, por el cual las células disfuncionales sistematicamente se
desensamblan y degradan sus componentes estructurales y funcionales; la muerte celular
selectiva o apoptosis es fundamental para el desarrollo, regulacién y funcién del sistema
inmunoloégico, asi como para el mantenimiento de la homeostasis en los organismos

maduros (Kaufmann, 1997; Caballero, 2002).

Cualquier alteracion en la susceptibilidad para la apoptosis es de importancia particular
para la tumorigénesis y progresion del tumor, asi como para el desarrollo de estrategias
efectivas para el tratamiento del cancer. Los virus asociados a esta patologia, han
desarrollado mecanismos que manipulan de alguna manera la via apoptética, para

asegurar su continua supervivencia y evitar su eliminacion (Kaufmann, 1997).



Para el efecto de la muerte celular programada se deben tomar en cuenta varios factores,
como el estado metabdlico, el tipo de dario inducido, el genotipo celular, la expresion de
factores de crecimiento y promotores de muerte. La apoptosis es un evento bastante
complejo que puede ser activado intracelularmente a través del desarrollo de un programa
genético definido o extra celularmente, por proteinas endégenas, citocinas u hormonas,
que involucra la participacion de varias moléculas con accién proapoptética y
antiapoptoética, las cuales estdn mediadas por activacién de sefiales y mecanismos de
regulacion (Kaufmann, 1997).

La apoptosis, clasicamente se divide en tres etapas: Compromiso, en el que la célula
recibe estimulos apoptéticos potencialmente letales; Ejecucion, cuando ocurren los
mayores cambios estructurales; y Eliminacion, que es cuando los remanentes celulares

son removidos por fagocitosis (Kaufmann, 1997).

La etapa inicial de compromiso tiene una duracién muy variable, ya que intervienen
factores como el tipo celular, los estimulos apoptéticos, la etapa del ciclo celular en la que
se encuentra la célula y la expresién de varios moduladores de la muerte celular
(Kaufmann, 1997).

Durante la ejecuciéon ocurren cambios morfologicos y bioquimicos en el ntcleo,

citoplasma, organelos y membrana plasmatica, como los siguientes:

- Cromatina condensada y agregada a lo largo de la periferia nuclear en un patrén de
forma creciente.

- La ultra estructura nuclear es alterada; la lamina nuclear es proteoliticamente
fragmentada.

- Los filamentos del citoesqueleto se agregan en una matriz paralela.



- El reticulo endoplasmico se dilata y fusiona con la membrana plasmética, creando

crateres en el punto de fusion.

Un cambio notable en la membrana plasmatica de células apoptéticas, es la redistribucion
de fosfolipidos. En células normales, los fosfolipidos son presentados asimétricamente a
lo largo de la membrana plasmatica, las proteinas de membrana fosfatidilcolina y
esfingomielina, estan localizadas principalmente en la parte externa de la membrana,
muchas de las proteinas fosfatidiletanolamina y todas las fosfatidilserinas se encuentran
estrictamente en la cara interna de la membrana. En el inicio de la apoptosis, la asimetria
de los fosfolipidos se pierde, y la fosfatidilserina se trasloca, produciendo la aparicion de
esta proteina en la superficie externa de la membrana celular (Xiao-Ming, et al 2003).

Debido a la pérdida de la asimetria fosfolipida membranal, el contorno celular se disocia y
se encoge dramaticamente, proyectando hacia el exterior protuberancias que separan el
limite membranal interno, formando los “cuerpos apoptéticos” (Kaufmann, 1997). Esta
etapa de ejecucion es completada en un tiempo relativamente invariable, sin importar el

tipo celular o estimulo apoptético (Bursch et al, 1990).

Durante la eliminacién, las células y cuerpos apoptéticos son reconocidos y rapidamente
fagocitados por las células vecinas o macréfagos, lo que evita la respuesta inflamatoria, ya
que no hay liberacion de proteinas intracelulares y acidos nucleicos en el espacio

extracelular (Kaufmann, 1997).



INDUCTORES DE APOPTOSIS

Los receptores miembros de la familia TNF: Fas/APO-1/CD-95 y TNFR-1, son potentes
inductores de apoptosis, via estimulacién de sus respectivos ligandos, las citocinas: Fas
ligando (FasL) y TNF.

La apoptosis mediada por Fas es de importancia inminente en el desarrollo,
mantenimiento y funcion del sistema inmunoldgico (Itoh et a/,1991; Oehm et al,1992;

Wrigh ef al,1992).

En la actualidad se han identificado una gran cantidad de genes que influyen en la
susceptibilidad celular para la apoptosis, muchos de ellos mutados en canceres humanos
e involucrados en procesos celulares complejos como proliferacion, reparacion y

diferenciacion celular (Kaufmann, 1997).

Uno de los mas importantes es el gen supresor de tumor p53 que tiene un efecto directo
en el ciclo celular, p53 esta implicado en el control de mecanismos reparadores de ADN,
sugiriendo un papel en el reconocimiento del dafio y quiza en el reclutamiento de enzimas
reparadoras, ya que se ha demostrado que los niveles de proteina sintetizada a partir de

este gen se incrementan en respuesta a un dafio genotoxico.

Este mismo gen es el responsable del arresto en la fase G4/S del ciclo celular, por lo que
se considera el principal mediador de la respuesta a un dafio genotéxico y una mutacion

en su codificacion facilitaria la iniciacién y progresién de un tumor (Kaufmann,1997).



Varios genes involucrados en la regulacion de la apoptosis son regulados en su
transcripcion por p53, un ejemplo es Bax, que produce una proteina pro apoptotica
miembro de la familia Bcl-2 (Selvakumaran et al, 1995; Owen-Schaub et al, 1995;
Miyashita et al, 1995). Otro gen regulado por p53, es el gen anti apoptético bcl-2 que es
transcripcionalmente reprimido por p53 para dar paso a la muerte celular (Tanaka et al,

1996).

En algunos procesos, como en la maduracion de los linfocitos no es esencial la presencia
de p53, ya que parecen utilizar una via independiente, se ha demostrado que en ratones
carentes de p&3, la apoptosis inducida por dafio en el ADN requiere de la expresion del
factor de transcripcién oncogénica, factor-1 regulatorio interferén (IRF-1) (Tamura et al,
1995). Lo que sugiere que la induccion de cualquiera de las dos proteinas solas, no es
suficiente para promover la apoptosis y que las dos proteinas pueden cooperar en la
induccién de la apoptosis en diversos tipos celulares (Tamura et al, 1995); por lo que se

cree que p53 e IRF-1 pueden ser funcionalmente complementarios.

Por otra parte p53 regula adicionalmente la transcripcion del oncogen mdm-2, a su
conveniencia, ya que la sobre expresion de este gen inhibe los procesos mediados por
p53: el arresto en G4 y la apoptosis (Chen et al, 1996). Se ha propuesto que p53 activa de
manera dual simultdneamente el arresto en G, del ciclo celular y la apoptosis, pero que el
destino celular final es determinado por la presencia de sefiales de supervivencia que
pueden predominar sobre las sefiales de muerte inducidas por p53, como la presencia o
ausencia de factores de crecimiento y otras proteinas reguladoras del ciclo como Rb.

(Haffner et al, 1995).



La proteina Rb, sustrato clave del complejo Cdk4,6/ciclina D, también esta frecuentemente
mutada en una gran variedad de canceres humanos, siendo un prototipo de un gen
supresor de tumor al igual que p53. Varios estudios han demostrado la interaccion
funcional entre p53 y el gen supresor de retinoblastoma Rb; sustentando que este gen
puede ser el factor regulatorio de la accién de p53; la inactivacion de Rb por parte de la
proteina E7 del Virus de Papiloma Humano tipo 16 promueve apoptosis en respuesta al
dafio en el ADN; esta apoptosis inducida parece ser dependiente de p53, ya que la
apoptosis es inhibida por coexpresion de la proteina E6 también del HPV-16, que
promueve la degradaciéon de p53 y es capaz de estimular la actividad de la telomerasa y
asi evitar la senescencia celular (De Filippis et al., 2003).

Los resultados experimentales en la investigacion ponen de manifiesto el control que
ejerce Rb sobre la activacion de p53 y por ende también sobre el destino celular final, ya
que en presencia de Rb funcional, y con p53 activada, la célula responde promoviendo la
detencion en el crecimiento y presumiblemente reparacién de ADN, y en ausencia de Rb

el camino apoptético es efectuado.

El gen c-myc, es otro gen que participa de manera activa en el ciclo celular, ya que es
requerido para entrar nuevamente al ciclo, después de haberse restaurado los factores de
crecimiento; la expresion de c-myc en presencia de los factores principales, promueve la
entrada al ciclo celular, pero en ausencia de dichos factores inicia la apoptosis. (Evan et

al, 1992).

20



FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA (TGF-B)

El TGF-B es un polipéptido dimérico que es producido practicamente por todas las células
del cuerpo, especialmente por linfocitos Th, y Ths, osteoblastos, células endoteliales,
fibroblastos, queratinocitos, plaquetas, células de Sertoli, macrofagos y células leucémicas
y esta involucrado en actividad anti-inflamatoria e inmunoreguladora (Richards et al., 1998;
Kim et al., 1999), proliferacién y diferenciacion celular y angiogénesis; aunque
originalmente su nombre se debe a la habilidad que presenta para estimular el crecimiento
de fibroblastos en agar, actualmente se le considera como un potente inhibidor de la

proliferacion celular epitelial. (Massague, 1998).

El TGF-B es una molécula reguladora que promueve el arresto del ciclo celular en G de
una gran variedad de células epiteliales, sin embargo puede producir diferentes efectos
dependiendo del tipo y estado celular, es capaz de impulsar la proliferacién, la
diferenciacion, la apoptosis, la angiogénesis, la produccién o degradacion de la matriz
extracelular e inhibir la formacién de placas arteroescleréticas (Moses et al.,1990;

Kretzschmar et al., 1998; Fahey et al., 2001; Feldmann et al., 2002).

Desde hace dos décadas el estudio de esta citocina ha tomado importancia en el campo
de la investigacion en cancer, dado que algunos investigadores dieron a conocer sus
propiedades- para inhibir el crecimiento celular. Todas las lineas celulares
hematopoyéticas y epiteliales, son altamente sensibles a los efectos inhibidores en el
crecimiento efectuado por el TGF-B; por lo tanto en células normales actia como supresor

de tumor, al inhibir el crecimiento celular o por promover la diferenciaciéon o apoptosis.
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Las células tumorales secretan en general altas cantidades de TGF-B en comparacion con
las células normales; la asociacion entre la secrecion del TGF-B y el desarrollo del cancer
es muy reconocida, ya que en el caso especifico de carcinomas cervicales invasivos, los
niveles de TGF-B secretado son mas altos en etapas avanzadas de la progresion del

tumor (Chopra et al, 1998).

Los altos niveles de TGF-B debilitan al sistema inmunolégico, ya que causa interferencia
para la generacion de linfocitos T citotoxicos especificos de tumor (Nagy et al, 1998),
promueve angiogénesis y adicionalmente puede exacerbar el fenotipo maligno de las
células tumorales, contribuyendo a la invasion del tumor y la metastasis (Pasche, 2001).

Se ha descubierto que el poder de secrecion de TGF-B es dependiente de la histologia del
tumor, dado que en adenocarcinomas se secreta una mayor cantidad que en carcinomas
celulares escamosos (Santin ef al, 1997). Por otra parte se sabe que en neoplasias
intraepiteliales, que es una lesion premaligna de cérvix, la expresion de los receptores
TBR-ly TRRII, se ve disminuida en mas del 80%, por lo que hay una perdida progresiva de

sensibilidad al TGF-B durante el desarrollo del carcinoma cervical (De Geest ef al, 1994).

En los mamiferos se conocen tres isoformas del TGF-f: el TGF-B1, que es expresado por
células hematopoyéticas, endoteliales y de tejido conectivo; el TGF-p2, presente en
células epiteliales y neuronales y el TGF-B3 que se encuentra principalmente en células
del mesenquima. Estas tres isoformas son codificadas por genes diferentes y presentan

una homologia en su secuencia de aproximadamente un 80% (Masague, 1998).



Cada molécula de TGF-B es sintetizada como parte de una gran molécula precursora,

conteniendo una regién de pro péptido; la mayoria del TGF-B sintetizado es almacenado
en la matriz extracelular en forma de complejo latente, carente de actividad bioldgica (Fig.
3). Se han descrito dos formas de complejos latentes, el “pequeiio” y el “largo”. En el
complejo latente pequefio, una molécula madura de TGF-B_ se halla asociada por
interacciones no covalentes, con el dimero pro-péptido llamado: Péptido Asociado a la
Latencia (LAP, Latency-Associated Peptide).

En el complejo latente largo, LAP esta unido por puentes disulfuro, a proteinas LTBPs
(proteina que se une al TGF- latente, Latent TGF-B-Binding Proteins). LTBPs confiere al
complejo: TGF-B-LAP-LTBPs la capacidad de asociarse con la matriz extracelular,
permitiéndole almacenarse ahi. Debido a que existen varias isoformas de LTBPs, la
biodisponibilidad del TGF-B frente a sus blancos especificos, difieren entre los diferentes
érganos, lo que sugiere que el LTBPs regula la formacion de distintos tipos de complejos

“largos” (Fortunel et al., 2000).

Figura 3. Estructura del TGFp, el cual consiste de un homodimero de subtinidades A y B enlazadas por un
puente disulfuro. (Tomado y modificado de Hinck et al., 1996 & Peralta-Zaragoza et al., 2001).
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La activacion extracelular de los complejos latentes del TGF-§ y con ello, la adquisicion de
la actividad biolégica ocurre de la siguiente forma: La interaccion entre el TGF-8 y LAP es
no covalente y la liberacion del TGF-B funcional a partir de este complejo, puede ser
ejercida por interacciones fisicas del LAP con una glicoproteina secretada por muchas
células e incorporada al interior de la matriz celular llamada trombospondina-1 (TSP-1)
(Schultz-Cherry et al., 1995; Crawford, et al, 1998); asi como por la integrina alpha v beta
6 (Munger et al, 1999), la plasmina, trombina, transglutaminasa plasmatica y

endoglicosilasas (Verrecchia et al., 2002).

De los tres receptores existentes para el TGF-B: TBR-I; TBR-Il y TBR-III, este ultimo es el
mas abundante, ya que su accién consiste en unirse a la citocina y transferirla hacia sus
receptores de sefalizacion: TBR-I y TBR-Il, los cuales son proteinas que contienen un
dominio extracelular asociado al ligando (TGF-B), un dominio transmembranal y un
dominio citoplasmatico de cinasa treonina-serina.

Una vez unido el ligando a TBR-II, se produce la formacion de un complejo heteromérico
con TBR-I, para iniciar la transduccién de sefales al interior de la célula. Por lo tanto, la
cantidad de TBR-III que facilita la interaccion del TGF-B con los receptores TRR-Il y TBR-I,
es un factor importante en la actividad de la sefializacion (Brown et al., 1999). Formado el
complejo heteromérico, TBR-II fosforila a TRR-I, promoviendo su activacion; ya activado
este reconoce y fosforila de una manera especifica a los factores de trascripcion Smad2 y
Smad3, los (;uales pertenecen a una subfamilia conocida como R-Smads; de esta manera
llegan al nicleo donde se asocian con Smad4 y forman un complejo que es fundamental

para la trascripcion (Liu, et al, 1997).
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Una vez en el nlcleo este complejo tiene la capacidad de reclutar a los coactivadores
p300 y CBP (Feng, et al., 1998; Janknecht, et al., 1998; Pouponnot, et al., 1998; Shen, et
al., 1998), que presentan actividad de histona acetil-transferasa (HAT), por lo que se
sugiere un incremento en la trascripcion de los genes blanco.

Una forma alternativa del receptor TBR-I, conocido como TBR-I(6A), es menos efectivo
que TBR-l y se sabe que este polimorfismo esta presente en el 10% de la poblacion, lo
cual se podria considerar como un hecho susceptible para el desarrollo del cancer.
Definitivamente las mutaciones en las vias de sefalizacion del TGF-B se encuentran de
alguna manera implicadas en el desarrollo de tumores, pues a la fecha se han reportado
diversas mutaciones en los receptores TBRI y TBRII, especificamente para este ultimo, en

cancer de pancreas, higado, mama, colorectal, cuello y de cérvix (Chen et al., 1999).

En la regulacién de la transducciéon de sefales, la inmunofilina FKBP12 se une a TBR-
inhibiendo su funcién, ya que impide su fosforilacion por parte de TBR-Il (Chen, et al.,
1997). Otra proteina transmembranal conocida como BAMBI, que carece de dominio
intracelular, es capaz de asociarse con los receptores del TGF-B, e impedir la formacion
de complejos y promover el reestablecimiento de homodimeros (Onichtchouk, et al.,
1999). Smad7 por su parte interactta con TBR-I en su estado activado e impide la
asociacion, fosforilacion y por ende la activacion de R-Smads (Hayashi et al., 1997,
Nakao, et al., 1997), de la misma forma TRAP-I, (una proteina intracelular) se une a TpR-|

en su estado activo e impide la progresion de la sefalizacion (Charg et al., 1998).
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EFECTOS DEL TGF-p SOBRE LINFOCITOS

El TGF-B es un factor supresor de la activacién, proliferacion y diferenciacion de células T,
B y NK (Susan et al., 1998; Buggins et al., 2001; Gorelik & Flavell, 2002). También se ha
observado que la secrecion del TGF-B por parte de las células tumorales interfiere con la
habilidad de generar linfocitos Tc (Nagy et al., 1998). El TGF-B inhibe el crecimiento y la
actividad de las células NK y puede disminuir la funcién de las células B al detenerlas en
la fase G4 del ciclo celular inhibiendo genes como c-myc, necesario para ingresar hacia la
fase S; e inclusive llevarlas hacia la apoptosis. Con ello, evita que una parte de la
poblacion de células B se diferencien hacia el linaje plasmatico y por lo tanto abate la
secrecion de IgM [anticuerpo de la respuesta inmune humoral primaria] e I1gG [anticuerpo
de la respuesta inmune humoral secundaria] (Stavnezer, 1995). El TGF-B también esta
involucrado en la regulacién del desarrollo de células T en el timo (Stavnezer, 1995) y a

las células TCD4+ las conduce a la apoptosis (Chang et al., 2003).

Para una efectiva erradicacion del tumor mediado por el sistema inmune se requiere la
participacion de linfocitos Tc y la produccién de citocinas provenientes de células Thy. La
supresion de estas actividades por el TGF-B puede ser un importante mecanismo de
escape inmunolégico (Chang et al., 2003). Lo anterior lo han demostrado Gorelik y sus
colaboradores (2002) quienes han observado la capacidad del TGF-B exdgeno para evitar
la diferenciacion de células The hacia el linaje Thy presentando claras evidencias de la

inhibicién de la diferenciacion de células T virgenes hacia células T efectoras (Fig.4).
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Figura 4. Papel del TGFB en la diferenciacion de la célula T. (A) Una subdptima estimulacion de la célula T
virgen (naive) en presencia de TGF-f, resulta en una inhibicién completa de la produccién de IL-2 y con ello,
en una subsecuente inhibicién de la activacion y proliferacién de la célula T. (B) La activacion de la célula T
naive por una éptima estimulacién antigénica, por ejemplo con altos niveles de la molécula co-estimulatoria
CD28, o con IL-2, producido por la célula T, y en ausencia de TGF-f, favorecera la activacion y proliferacion
de la célula T. [Tomado y modificado de Gorelik & Flavell, 2002)
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HIPOTESIS

Se sabe que las células tumorales son capaces de secretar una gama de citocinas que
ayudan a mantener y propiciar las condiciones favorables para su supervivencia,
proliferacion y escape inmunolégico, por lo que es probable que en el caso concreto del
cancer de cérvix una de estas citocinas, sea el TGF-B y que la secrecion de este factor

sea dependiente de la presencia o tipo de papilomavirus hallado en las células tumorales.

OBJETIVOS

A) Determinar si la actividad inhibidora de la proliferacion de células linfociticas es

dependiente de la presencia o tipo de HPV hallado en las células tumorales.

B) Determinar si el TGF-B esta presente en los sobrenadantes de cultivos de células
Hela, SiHa y C-33A, y si esté es el principal causante de la actividad inhibidora de la

proliferacion de linfocitos humanos.

C) Evaluar si la actividad inhibidora de la proliferacion de linfocitos humanos presente en

los sobrenadantes de cultivos de células Hela, SiHa y C-33A detiene el ciclo celular en

alguna de sus fases o es un factor apoptético.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

A.1) Establecer cultivos de las células tumorales HelLa (HPV-18+), SiHa (HPV-16+) y C-
33A (HPV-).

A.2) Generar sobrenadantes provenientes de cultivos de células HelLa (HPV-18+), SiHa
(HPV-16+) y C-33A (HPV-).

A.3) Estandarizar las condiciones de cultivo para linfocitos de sangre periférica humana
(LSPH).

A.4) Evaluar si los sobrenadantes provenientes de cultivos de células HeLa (HPV-18+),
SiHa (HPV-16+) y C-33A (HPV-) afectan la proliferacion celular de linfocitos humanos,
provenientes de sangre periférica.

B.1) Determinar si en los sobrenadantes de células HeLa (HPV-18+), SiHa (HPV-16+) y C-
33A (HPV-) esta presente el TGF-B.

B.2) Evaluar si los sobrenadantes provenientes de cultivos de células HeLa (HPV-18+),
SiHa (HPV-16+) y C-33A (HPV-) presentan actividad similar a la del TGF- 3 recombinante,
inhibidor de la proliferacion.

C.1) Determinar si los sobrenadantes provenientes de cultivos de células HelLa (HPV-
18+), SiHa (HPV-16+) y C-33A (HPV-) afectan el ciclo celular de linfocitos humanos de

sangre periférica.
C.2) Establecer si los sobrenadantes provenientes de cultivos de células HeLa (HPV-

18+), inducen a los linfocitos a expresar fosfatidilserina en la cara externa de la membrana

celular, como un indicativo de apoptosis.
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METODO

OBTENCION DE CELULAS TUMORALES

Las lineas de carcinoma cervical humano C-33A y SiHa, fueron gentilmente donadas por
el Dr. Alberto Monroy del laboratorio de Inmunobiologia, de la Unidad de Investigacion en
Diferenciacion Celular y Cancer de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza (UNAM).
La linea celular de adenocarcinoma cervical Hela, asi como la linea epitelial de pulmén de
vison Mv1Lu, fueron adquiridas del American Type Culture Collection (ATCC, E.U.) y se
mantuvieron en cultivo con medio de cultivo RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute)
(Microlab, México), suplementado con 5% de Suero Fetal Bovino (SFB) en una incubadora
(Scientific) al 95% aire/ 5% CO, y a una atmosfera de humedad a punto de rocio (~ 70-

90% de agua en fase gaseosa).

OBTENCION DE MEDIOS CONDICIONADOS

Las células tumorales: Hela, SiHa y C-33A, fueron cultivadas por separado en botellas
falcon de tres niveles (superficie total = 483 cm?) con 150 ml de RPMI-1640, suplementado
con 5% (v/v) de SFB, a una densidad de 1x107 células; cuando el frasco de cultivo alcanzé
confluencia celular, se lavdé con 100 ml de PBS en cinco ocasiones sucesivas y se le

sustituyé el medio por Unicamente RPMI-1640 libre de suero; pasadas 48 horas en



condiciones de cultivo, se colecté el Medio Condicionado (M.C.), se centrifugé a 6000

rpm/5 min para eliminar el detrito celular y se almaceno6 a 4°C.

Para concentrar los Medios Condicionados, el volumen total fue liofilizado en un Speed-
Vac (Automatic Enviromental, modelo AES2000, Savant, E.U.), hasta reducir el volumen a
sequedad total y el concentrado de cada tubo fue resuspendido en 1ml de PBS. Con la
finalidad de eliminar el exceso de sales en los M.C. liofilizados, éstos fueron sometidos a
una micro dialisis, la cual consistié en depositar el M.C. en una membrana de dialisis de 1
Kilodalton (Kda) tamafo de poro (Spectra/Poor MWCO 1000); el contenido se dializ6 en
250 ml de PBS 0.25X en agitacién constante a 4°C/48 horas, cambiando cada 8 h. la
solucién de PBS, con la finalidad de no causar cambios a las proteinas presentes en los
M.C.’s por ausencia de iones. Transcurrido el tiempo estipulado, los M.C.'s se
centrifugaron a 14,000 rpm/10 min a 4°C. El medio condicionado se obtuvo por
decantacion y el sedimento fue eliminado. Finalmente los M.C.’s. fueron esterilizados por
filtracion a través de una membrana con diametro de poro de 0.22 pm. (CORNING®) y se
almacenaron a una temperatura de 4°C hasta que fueron requeridos para los ensayos

correspondientes.

CULTIVO DE LINFOCITOS

Los cultivos primarios se obtuvieron a partir de sangre periférica humana, con una jeringa

estéril de 20 ml, la cual se humedecié internamente de manera previa con heparina (5000



Ul/ml, PISA, México). Posteriormente, se procedié a extraer la muestra de la vena del
brazo de un voluntario sano en condiciones de ayuno.

Por otra parte, se depositaron 5 ml de Ficoll-HISTOPAQUE® (densidad de 1.077, +/-
0.001) (Sigma, Aldrich. E.U.), en cada uno de tres tubos de vidrio fondo cdnico;
inmediatamente se agregaron 5-6 ml de la muestra de sangre a cada uno de los tubos por
las paredes, de forma lenta para lograr la formacién de dos fases. Se centrifugaron los
tubos durante 35 min, los primeros 5 minutos a 500rpm, de inmediato se incremento la
velocidad a 1000rpm por 5 minutos mas y finalmente se incremento la velocidad a 1500
rpm, para los minutos restantes. Finalmente se obtuvieron cuatro fases en la columna del
tubo: Una al fondo de color rojo que contenia eritrocitos, seguida de una fase incolora que
correspondia al Ficoll-HISTOPAQUE®; inmediatamente se pudo apreciar un delgado
anillo de color blanco, constituido por las células linfociticas de nuestro interés
experimental y finalmente en la superficie una fase de color amarillo, que estaba formada
por el plasma sanguineo.

Se procedié a colectar el anillo blanco de linfocitos con la ayuda de una micropipeta de
1000pl, evitando extraer lo menos posible del liquido de las fases adyacentes; la muestra
de linfocitos fue depositada en otro tubo de vidrio fondo cénico, para ser lavados via
centrifugacién a 1500 rpm/5 minutos con 10 ml de RPMI-1640, al final de esta operacion
se retiro el sobrenadante por decantacion y las células linfociticas que formaban un botén
al fondo del tubo fueron resuspendidas con RPMI-1640, para repetir la operacion.
Finalmente, los linfocitos obtenidos fueron sembrados en una caja petri con RPMI-1640 y
suplementados con SFB al 10% (v/v), se mantuvieron en condiciones de cultivo por 1
hora, para lograr una seleccion final de las células linfociticas, ya que los monocitos

presentes aun, quedaron adheridos al fondo de la caja de cultivo y los linfocitos
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permanecieron en suspension, al final se les realizé un lavado por centrifugacion y se

cuantificaron para ser utilizados en los ensayos correspondientes.

EFECTO DE LOS M.C."S SOBRE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS

Fueron sembradas 1.5x10° células linfociticas/pozo-200ul en RPMI-1640, suplementado
con SFB al 20% (v/v) con 25pl de Fitohemaglutinina/ml, en una placa de 96 pozos fondo
plano, (Nunclon, Dinamarca), manejando un control negativo sin la adicion de M.C. Por
otra parte se adicionaron los M.C. de las células tumorales en dos concentraciones
diferentes: 10 y 15ul por pozo. Las placas fueron incubadas por un lapso de 68 horas y
finalmente fue cuantificado el numero celular por pozo mediante conteo directo en una

camara de Neubauer (Boeckel Co.).

VIABILIDAD CELULAR (METODO DE EXCLUSION POR AZUL TRIPANO)

El colorante azul tripano es capaz de penetrar al interior de las células cuya membrana
celular esta dafada. En tanto que las células que no son tefiidas son consideradas como
viables; por lo tanto se cuantificé la viabilidad celular por la técnica de exclusién por tincion
con azul tripano (Sigma, Aldrich. E.U.); para esto se diluyé un volumen conocido del
cultivo linfocitico en proporcién 1:1 con el colorante azul tripano y se observé al
microscopio, a través de una camara de Neubauer (Boeckel Co). El porcentaje de las

células muertas se obtuvo por la siguiente relacion: (células tefiidas/células totales) x 100



DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE TGF-p ENLOS M.C.’S

La deteccion y cuantificacion de TGF-B se realizo mediante un kit para cuantificacion
(TGF-B4 Multispecies BIOSURCE). Se agregd al pozo cero de la placa proporcionada por
el proveedor 200yl de solucion diluyente estandar y a los pozos restantes 200ul de las
muestras problema, asi como concentraciones conocidas de TGF-B: 1000, 500, 250, 125,
62.5y 31.2 pg/mL., a pozos diferentes para obtener una curva de calibracion.
Posteriormente se adicioné 50ul de anti-TGF-B1 (Biotina conjugada) a cada pozo, excepto
al pozo cero, y se mezcl6 sutimente antes de dejar incubar por tres horas a temperatura
ambiente, cubriendo la placa de cualquier fuente luminosa. Pasado el tiempo establecido,
se desecharon los sobrenadantes y se efectuaron lavados de los pozos por cuatro
ocasiones con la solucién Buffer proporcionada por el proveedor; se dejé secar totalmente
y se agregaron 100pl de la solucién de Estreptavidina-peroxidasa-HRP a cada pozo,
excepto al blanco, para posteriormente cubrir la placa e incubar por 30 minutos a
temperatura ambiente.

Concluido el tiempo de incubacion, se lavo la placa con la solucion Buffer en cuatro
ocasiones, una vez secado completamente se adicionaron 100ul de cromoégeno
estabilizador a cada pozo y se dejé en incubacion por 30 minutos a temperatura ambiente
a oscuridad total. Cuando concluyé el tiempo citado, se agregaron 100ul de solucion de
paro a cada pozo y se mezclé de manera sutil. Finalmente la placa fue leida en un lector

de placas (EL 800 BIO-TEK INSTRUMENTS, INC. E.U.) a 450 nm.
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BIOACTIVIDAD DEL TGF-p PRESENTE EN LOS M.C.’S

Se sabe que la linea celular epitelial de vison Mv1Lu, inhibe su proliferacién en presencia
de la citocina TGF-p (Wu et al, 1996), hecho por el cual se emplea usualmente para
demostrar la actividad bioldgica de dicha citocina.

Para saber si el TGF-B presente en nuestros M.C. tenia actividad bioloégica, se sembraron
5000 celulas/pozo-100ul de RPMI-1640 suplementado al 10% (v/v) de SFB, en una placa
de 96 pozos de fondo plano (Nunclon, Dinamarca). En el ensayo de la placa, se puso un
control sin algun estimulo, asi como un control positivo al cual se le adicioné 5 ng/ml de
TGF-B;s recombinante; por otra parte se probaron los M.C.'s de las tres lineas tumorales
en concentraciones de 10ul para HeLa y 15ul para SiHa y C-33A. A las 48 horas de
incubacién la placa fue evaluada por medio de la técnica de cristal violeta.

El colorante cristal violeta posee cualidades alcalinas, gracias a las cuales le es posible
incorporarse a los nucleos celulares, tomando en cuenta esto; el nimero de nucleos
tefiidos es directamente proporcional al nimero celular total de una muestra evaluada. La
muestra celular a evaluar, que crece en monocapa adherida al plato de cultivo, se fij6 con
glutaraldehido (Sigma Aldrich, E.U.) al 1.1% (v/v) manteniéndose en agitacion constante
por 10 min. Posteriormente se lavo en tres ocasiones sucesivas con agua bidestilada y se
dejo secar a temperatura ambiente por 10 min. Inmediatamente se agregd una solucion de
cristal violeta al 0.1% (w/v), disuelta en un amortiguador de acido férmico 200 mM, pH6
manteniendo en agitacion constante por 20 min.

Al final del tiempo citado, la muestra se lavé con agua desionizada para eliminar el exceso
del colorante, posteriormente se dejé secar a temperatura ambiente por un lapso de 20

min y se agrego acido acético al 10% (v/v), para solubilizar el colorante asimilado por los
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nlcleos celulares tefidos. La muestra se mantuvo en agitacion constante por 20 min y
finalmente se cuantifico la absorbancia a 570 nm en un lector de placas (EL1800 Bio-Tek

INSTRUMENTS, INC. E.U.).

PROLIFERACION DE LINFOCITOS CON INCUBACION DE M.C. Y aTGF-B

Fueron sembradas 1.5x10° células linfociticas/pozo-200ul en RPMI-1640, suplementado
con SFB al 20% (v/v) con 25ul de Fitohemaglutinina/ml, en una placa de 96 pozos fondo
plano (Nunclon, Dinamarca), manejando un control positivo con la adicién de TGF-B4
recombinante (5ng/ml) y su contraparte con incubacion adicional de aTGF-B monoclonal
(20pug/ml), por otra parte se adiciond 10 ul de M.C. de células HelLa y 15 pl de M.C. de las
lineas tumorales SiHa y C-33A por pozo, asi como también sus contrapartes incubadas
por 60 min, con aTGF-B (20pg/ml).

Las placas fueron incubadas por un lapso de 68 horas y finalmente fue cuantificado el
numero celular por pozo mediante conteo directo en una camara de Neubauer (Boeckel

Co.).

EVALUACION DEL CICLO CELULAR EN CELULAS LINFOCITICAS

Para determinar si el M.C. de las lineas tumorales afecta la progresion del ciclo celular de

los linfocitos de sangre periférica, se decidié evaluar este mediante citometria de flujo. El

analisis del ciclo celular requiere la identificacién de las células en diferentes estados; las



células en etapa de mitosis pueden ser identificadas de manera directa a través de un
microscopio, pero la identificacion de las otras fases, requiere un criterio bioquimico,
basado principalmente en la cantidad de material genético, presente en la célula (Cooper,
et al, 2004).

Una poblacién de células es incubada con un colorante fluorescente que se une al ADN,
las células se hacen pasar a través de un citometro de flujo, que cuantifica la intensidad de
fluorescencia de las células individuales. El resultado es graficado, como numero celular
contra intensidad de fluorescencia, que es proporcional al contenido del ADN. De esta
manera es posible distinguir la cantidad de células de una muestra que se encuentran en
las diferentes fases del ciclo celular (G4, S, G2/M), en funcién de la cantidad de ADN que
poseen (Cooper, et al, 2004).

Las células a evaluar fueron sembradas 2x10° células linfociticas/pozo-200ul de RPMI-
1640, suplementado con SFB al 20% (v/v) y con 25 pl de fitohemaglutinina/ml en una
placa de 96 pozos fondo plano, adicionando 10 ul de M.C. de células HeLa y 15 ul de M.C.
de las lineas tumorales SiHa y C-33A. Como control positivo se sembraron células
linfociticas sin adicién del mitégeno Fitohemaglutinina.

Al cabo de 68 horas de cultivo, las células de los pozos fueron cosechadas y centrifugadas
a 1500 rpm/5 min. El boton celular fue resuspendido con etanol al 70% (v/v), y fueron
almacenadas a 4°C para su posterior evaluacion. Antes de ser evaluadas las células
fueron centrifugadas a 1500rpm/ 5 min. y fueron resuspendidas en 200 pl de PBS con
ARN-asa, para incubarse a temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente se les
agreg6é 10ul de Yoduro de Propidio (200mg/l) a cada una de las muestras a evaluar,

fueron agitadas de manera gentil y se centrifugaron. Finalmente las células fueron



resuspendidas en 500ul de PBS y se depositaron en tubos para su evaluacion en el

citometro de flujo (FACScalibur, Becton Dickinson).

NUCLEOS APOPTOTICOS

Fueron sembradas 2x10° células linfociticas/pozo-200ul en RPMI-1640, suplementado con
SFB al 20% (v/v) con 25ul de Fitohemaglutinina/ml, en una placa de 96 pozos fondo plano,
(Nunclon, Dinamarca) adicionando 10 ul de M.C. de células Hela. Por ofra parte se
manejo un control sin la adicion de M.C.

Pasadas 68 horas de cultivo, las células linfociticas fueron lavadas por centrifugacion a
1500 rpm/5 min, con PBS y se cuantifico el nimero celular por conteo directo con una
camara de Neubauer (Boeckel Co). Con la finalidad de obtener una densidad de 1x10°
células/ml, se tomaron 50ul de la muestra con la densidad citada y se prepararon placas
de cada una de las muestras en un Cytospin, marca Shandon Southern®.

La muestra de las placas fue fijada con glutaraldehido y tefiida con Yoduro de Propidio por
30 seg, finalmente fueron preparadas con medio de montaje y observadas a través del

microscopio para identificar cuerpos apoptéticos.
EVALUACION DE APOPTOSIS EN LAS CELULAS LINFOCITICAS
Uno de los métodos mas utilizados y generalizados para la deteccion de la apoptosis, esta

basado en los cambios de distribucién de fosfolipidos, dentro de la membrana plasmatica

de las células apoptoticas.



La fosfatidilserina que es encontrada exclusivamente en el interior de la membrana
plasmatica de células normales, se trasloca hacia la parte externa de la membrana
durante la apoptosis y esta fosfatidilserina unida a anexina V puede ser cuantificada

experimentalmente por citometria de flujo (Kaufmann, 1997).

Para evaluar si los linfocitos de sangre periférica presentaban muerte por apoptosis al ser
estimulados con el M.C. de Hela, se procedi6 a aplicar un tratamiento de deteccion por

anexina V, (kit de ensayo para apoptosis Vybrant™).

Las células a evaluar fueron sembradas 2x10° células linfociticas/pozo-200ul RPMI-1640,
suplementado con SFB al 20% (v/v) y con 25 pl de Fitohemaglutinina/ml en una placa de
96 pozos fondo plano, adicionando 10 ul de M.C. de células HelLa. Se tom6 como control
positivo una muestra de linfocitos cultivados en presencia de TGF-p recombinante (5 ng/ml
de cultivo).

Como control negativo se utilizé una poblacién celular linfocitica con viabilidad celular
cercana al 100%. Pasadas 68 horas en cultivo, las células fueron cosechadas y lavadas
por centrifugécién por un par de ocasiones a 1500rpm/5 min. con PBS.

Por otra parte se prepararon 10 ml de solucion amortiguadora de unién a anexina 1X, a
partir de una solucién (5X), proporcionada por el proveedor. El boton celular linfocitico de
la centrifugacion fue resuspendido con 100ul de la solucién amortiguadora 1X y se
cuantifico el nimero celular por conteo directo con una camara de Neubauer (Boeckel Co).
Con la finalidad de obtener una densidad de 1x10° células/ml, se diluyé la muestra en la

misma solucién amortiguadora.
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Se tomaron 100p! de la muestra con la densidad citada y se le adicioné 5ul de anexina V
FITC y 1ul de una solucién de Yoduro de Propidio, posteriormente se incubé la muestra a
temperatura ambiente por 15 min. Pasado este tiempo, se adicion6 400ul de la solucién
amortiguadora de anexina 1X por cada muestra a evaluar y se midié la emisiéon de
fluorescencia a 530nm, en un citémetro de flujo (FACScalibur, Becton Dickinson).

En la evaluacion se distinguen tres grupos celulares: las células vivas con una baja
emision de fluorescencia, las células apoptoticas con emision de fluorescencia verde y las

células necréticas con emisiones verde(FITC) y rojo (Yoduro de Propidio).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos, fueron sometidos a analisis de varianza (ANDEVA), para determinar
si existia diferencia significativa entre los tratamientos realizados y de ser asi, fueron
comparadas la medias aritméticas de los tratamientos para saber entre cuales es que
existia diferencia significativa, por la prueba de diferencia significativa honesta de Tukey

(DSH).
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RESULTADOS

En trabajos previos, hemos encontrado que los sobrenadantes provenientes de las lineas
celulares Hela, Calo e InBl (HPV-18), presentan actividad inhibidora de la proliferacion de
células linfociticas humanas (AIPCLH). Sin embargo, no es claro si esta actividad
inhibidora esta presente sélo en los sobrenadantes provenientes de cultivos de células
tumorales HPV-18 o se encuentra en los sobrenadantes de cultivos de células de CaCu
independientemente del tipo de HPV o inclusive independientemente de la presencia o
ausencia del HPV. Para aclarar este punto, linfocitos de sangre periférica, fueron
estimulados con M.C., libre de suero, obtenido de células de CaCu HPV-18, HPV-16 y sin

HPV.
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Figura 5. Efecto de los M.C.'s de CaCu sobre la proliferacién de Linfocitos de Sangre Periférica Humana
(LSPH). El ensayo fue evaluado a las 68 horas de cultivo, con incubacion de 10 y 15 pl de los medios
condicionados de Hela (HPV-18), SiHa (HPV16), C-33A (HPV-), asi como de un cultivo control sin adicion
de ningun medio condicionado. Los resultados fueron obtenidos por conteo celular directo en un
hemocitometro.

Los resultados obtenidos nos muestran que los sobrenadantes provenientes de cultivos de

células tumorales con y sin HPV, decrecen el numero celular en los cultivos de células
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linfociticas, sugiriendo que la actividad inhibidora de la proliferacion de células linfociticas
humanas (AIPCLH) se presenta independientemente de la presencia de HPV (Fig. 5). La
diferencia en el nimero celular observada en las dos concentraciones utilizadas, sugiere
que el efecto es dependiente de la concentracion, ya que el efecto inhibidor fue mayor con
la concentracion de 15 pl. Las diferencias observadas en el nimero celular con los
diferentes M.C.’s, utilizando la misma concentracion no puede interpretarse, ya que la
concentracién del factor o factores que son responsables de la actividad inhibidora en
cada uno de los sobrenadantes, no fue determinada. Sin embargo, la magnitud del efecto
registrado en cada una de las concentraciones, nos permiten establecer las
concentraciones de sobrenadantes que se utilizaran para ensayos posteriores: 10ul para
el M.C. de Hela, y 15ul para los medios de SiHa y C33-A.

El decremento registrado en el nimero celular de las células linfociticas, sugiere que las
células podrian estar inhibidas en su proliferaciéon o podrian presentar un proceso de
muerte, por lo que la viabilidad de tales células fue determinada a través de la técnica de

exclusion del colorante azul tripano (Fig. 6).
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Figura 6. Determinacién de la viabilidad de linfocitos de Sangre Periférica Humana (LSPH), estimuladas con
M.C.’s. El ensayo fue evaluado a las 68 horas de cultivo, con incubacién de 10 pl de M.C. de Hela (HPV-
18); y 15 pl de M.C. de SiHa (HPV16) y C-33A (HPV-), asi como de un cultivo control sin adicion de ningn
medio condicionado. Cuantificado por conteo celular directo a través de hemocitémetro, mediante el método
de exclusion por tincion con azul tripano.
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Una vez que se ha encontrado que la AIPCLH no ejerce un efecto toxico, nos permite
plantear que podria tratarse de un factor biologico conocido, que presenta actividad
inhibidora de la proliferacion de células linfociticas. Un factor de gran reconocimiento como
inhibidor de la proliferacion es el TGF-B, cuya actividad biolégica puede ser detectada
utilizando la linea celular Mv-1Lu, la cual se caracteriza por presentar inhibicién de la
proliferacién dependiente de TGF-B, por esta razén se realizaron ensayos de proliferaciéon
de las células Mv-1Lu, siendo estimuladas con los sobrenadantes provenientes de cultivos

de células tumorales (Fig. 7).

PROLIFERACION DE MV1 Lu

L 120
100 4
80

?Dﬂﬂﬂ

TGF B HeLa SiHa CBSA BLANCO

% DE PROLIFERACION

Figura 7. Efecto de diversos M.C.’s en la proliferacion de la linea celular Mv1-Lu. Observada al cabo de 48
horas de cultivo, con incubacién de 10 pl de M.C. de HelLa (HPV-18); 15 pl de M.C. de SiHa (HPV16) y de C-
33A (HPV-), asi como de un control positivo con 5ng/mL de TGF-beta y un cultivo control sin ningun
estimulo. El ensayo fue evaluado por medio de la técnica cristal violeta, en un espectrofotometro (EL1800
Bio-Tek INSTRUMENTS, INC. E.U.) a una absorbancia de 570 nm.

Los resultados establecen que las células tumorales Hela, SiHa y C-33A secretan TGF-3
de manera activa, ademas se pone de manifiesto que lo hacen independientemente del
tipo y la presencia de HPV. Sin embargo, es necesario determinar que concentracion de

TGF-B es secretado por cada una de las lineas tumorales, por lo que se determiné la



TGF-B es secretado por cada una de las lineas tumorales, por lo que se determiné la
concentracion de TGF-B para cada uno de los sobrenadantes a través de un Kit de

cuantificacion (TGF-B4 Multispecies BIOSURCE ) (Tabla 1).

M.C. [1pg/ml
SiHa 0.14781
C-33 1.3855
Hela 32.6191

TABLA 1. Cuantificacion del TGF-B4, en los medios condicionados de las lineas celulares tumorales Hela,
SiHa y C-33A, mediante el kit de cuantificacion TGF-B; Multiespecies BIOSURCE .

Los resultados confirman la presencia de TGF-B4 en los sobrenadantes de cultivos de
células tumorales. Sin embargo, la concentracion de TGF- B4 registrada se encuentra en el

rango de picogramos.

Estos resultados nos confirman que efectivamente el M.C. procedente de las lineas
celulares tumorales posee TGF-8 y que este se encuentra activo, no obstante para saber
si el efecto del M.C. sobre la proliferacién de linfocitos, se debia principalmente a la
presencia de TGF-B, se decidio realizar ensayos de proliferacion, bloqueando la actividad
del TGF-( presente en los M.C."s con anticuerpo monoclonal o TGF-B. (Fig. 8).

En la figura 8, se muestra que cuando dirigimos anticuerpo monoclonal contra el TGF-$

presente en los M.C.’s, el efecto inhibidor es bloqueado de manera parcial, sin embargo
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sigue presente. Lo que nos indica que el TGF-B, si bien es el principal responsable de esta

actividad inhibidora presente en el M.C., no es el (nico.
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Figura 8. Efecto de los M.C.'s de cultivos provenientes de células de CaCu y TGF-B4 recombinante, sobre la
proliferacion de Linfocitos de Sangre Periférica Humana (LSPH). El ensayo fue evaluado a las 68 horas de
cultivo. Con incubacién de 10 pl del medio condicionado de HelLa (HPV-18), 15 pl de los medios
condicionados SiHa (HPV16), C-33A (HPV-), y un cultivo testigo con 5 ng/ml de TGF-B, asi como sus
respectivos contrapartes con incubacion de a-TGF-B (20pg/ml) y un control sin adicién de ningin medio
condicionado. Los resultados fueron obtenidos por conteo celular directo en un hemocitémetro.

Una vez probada la existencia y actividad del TGF- B4 en los sobrenadantes de cultivos de
las células tumorales, es conveniente determinar si el decremento en el niumero celular es
debido a una detencién en la fase G, del ciclo celular o a una induccién hacia una muerte
apoptotica, por lo que cultivos de linfocitos fueron tratados con los sobrenadantes de
cultivos de las células tumorales Hela, SiHa y C-33A y la distribuciéon del DNA en las

fases del ciclo celular fue evaluada por citometria de flujo. (Fig. 9) (Tabla2).

La distribucion del ADN en las diferentes fases del ciclo celular de las células linfociticas,

revela que el efecto de los sobrenadantes es significativo, ya que en la fase G, se registro,

un decremento considerable.
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A) CONTROL SIN FITOHEMAGLUTININA.
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D) SiHa

Mé M P2
Marker Events %Gated
All 5000 100.00
Gl 1939 38.68
i S 479 9.58
G2/M 543 10.86
PG2 446 8.92
M4 1608 32.16
E) C-33A
&
Mé |Gl g GIM PIG2
Marker Events %Gated
All 5000 100.00
i Gl 1397 2794
S 229 458
G2/M 289 5.78
PG2 358 1.15
M4 2735 54.70

Figura 9. Efecto en el ciclo celular de LSPH por parte de los M.C.’s de las células HelLa (HPV-18); SiHa
(HPV-16) y C-33A (HPV-), asi como controles sin adicién de ningin M.C. y sin Fitohemaglutinina. El ensayo
fue evaluado a las 68 horas de cultivo, en un citémetro de flujo marca FACScalibur, becton Dickinson.

CONDICION DE Gy S |Go/M|POST| M4
CULTIVO G»
S/FITOHEMAGLUTININA| 648 | 55 | 7.9 | 8.0 | 14.1

C/FITOHEMAGLUTININA| 49.66 | 13.24 [13.92| 12.82 | 10.88
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Hela 52.18 | 6.06 | 9.56 | 9.74 |22.74

SiHa 39.36 | 10.28 | 8.76 | 9.16 |32.96

C33-A 28.34 | 4.36 | 5.88 | 6.92 |54.60

Tabla 2. Efecto de los sobrenadantes de cultivos de células Hela, SiHa y C-33A en el ciclo celular de
Linfocitos de Sangre Periférica Humana (LSPH). El ensayo fue evaluado en citémetro de flujo marca
FACScalibur, Becton Dickinson a las 68 horas de cultivo.

En el cultivo control, el porcentaje de células linfociticas en la fase G4 fue de 49.66 % por
su parte, cuando fueron estimuladas con los sobrenadantes de las células SiHa y C33-A,
pas6 a 39.36 y 28.34 % respectivamente, sin embargo, no hubo un incremento
significativo en las fases S y G./M (Tabla 2). Normalmente cuando las células son
detenidas en alguna fase del ciclo celular, se observa un incremento o decremento
porcentual en alguna de las fases del ciclo, de tal manera que la suma de los porcentajes
de cada una de las fases es igual a 100. Sin embargo, este no es el caso, lo que genera la
inquietud de saber hacia donde se van las células que son inducidas a salir de la fase G.
Para explicar este fenémeno, se requiere considerar que la evaluacion para determinar la
distribucion del ADN no solo contempla la distribucion en las fases Gy, S y Go/M. En
nuestros resultados observamos que la region que presenta un incremento significativo es
la regién M4 (10.88% para el control, 22.74 para Hela, 32.96 % para SiHa y 54.60 para C-
33A), regién que muchos investigadores la consideran como un indicativo de células en
un estado avanzado de apoptosis, sugiriendo que los sobrenadantes de las células
tumorales inducen a las células linfociticas a entrar al proceso de muerte celular
programada.

Para corroborar esta presuncion, las células linfociticas fueron tratadas con los

sobrenadantes de cultivos de las células tumorales y se evalu6 la apoptosis por dos

48



métodos, la observacion de cuerpos apoptéticos tefiidos con Yoduro de Propidio (Fig. 10)
y la expresion de la fosfatidilserina en la cara externa de la membrana celular, mediante
un Kit de ANEXINA V (Vybrant™) (Fig. 11). Para ambos casos se eligié el sobrenadante

de las células Hel a por presentar una mayor cantidad de TGF-81.

CONTROL Hela

Figura 10. Tincién de nucleos linfociticos con Yoduro de Propidio a las 68 horas de cultivo celular. Se
muestran las fotografias correspondientes a los linfocitos que fueron incubados con 10lul de M.C. de Hela,
asi como de un control sin estimulo adicional al mitégeno.

A) CULTIVO DE LINFOCITOS SIN ESTIMULO

o
=
§ Quad X-Mean Y-Mean Events %Gated
O o 1 UL 58.8 216.7 1 0.01
173} L 2UR 2718.8 316.8 5 0.06
“ ol: 3LL 53 10.1 7818  96.06
% 3 41LR 7629 12.2 315 3.87
o 22
o
i
5 FSC 1023 iR T 10’ m&oy’ 10’ 0
ANEXINA

49



B) LINFOCITOS CON TGF-8
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C) LINFOCITOS CON TGF-B + aTGF-B
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1 UL 7.8 271.4 1 0.02
2UR 3054.1 6520 179 3.26
3LL 37.3 3.3 953 17.35
4LR 476.1 6.6 4360 79.37
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E) LINFOCITOS CON M.C. DE HelLa + oaTGF-B8
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Figura 11. Efecto apoptético del M.C. de HelLa sobre Linfocitos de Sangre Periférica Humana (LSPH). Para
este ensayo se utilizo un kit para apoptosis Vybrant™. (A) Control de linfocitos sin mitégeno, ni M.C.; (B)
Linfocitos con TGF-B: 5 ng/ml; (C) Linfocitos con TGF-B incubado con 20 pg de aTGF-B; (D) Linfocitos con
50ul de M.C. de Hela/ml de cultivo; (E) Linfocitos con 50ul de M.C. de HelLa/ml de cultivo, incubado con 20
ug de aTGF-B. Las muestras fueron evaluadas en un citometro de flujo marca FACScalibur, becton
Dickinson a las 68 horas de cultivo.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo observado en la citometria de flujo, ya que se
observan cuerpos apoptéticos en los cultivos de células linfociticas estimulados con el
sobrenadante de cultivos de células Hela (Fig. 10), adicionalmente se detecté la
expresion de la fosfatidilserina en la cara externa de la membrana plasmatica, indicando
que los sobrenadantes de las células tumorales inducen a las células linfociticas a entrar
en apoptosis. (Fig. 11)

Podemos observar que en nuestro control negativo para este ensayo, la gran mayoria de
nuestras células son viables, debido a que en el cuadrante LL, donde se ubican todas las
células no marcadas por los indicadores de muerte celular se encuentra el 96.06% del
total celular, mientras que solo el 3.87% del total de nuestra muestra se encuentra en el
cuadrante LR, correspondiente a células positivas a la apoptosis. En el cuadrante UR,

correspondiente a las células positivas a la necrosis, practicamente no tenemos células.
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En nuestro control positivo, al cual se le adicioné TGF-Bs recombinante, podemos
observar solo un 28.9% de células viables, mientras que se registra un 62.17% de células
en estado de apoptosis y un 8.63% de células necroéticas. Para el ensayo correspondiente
a la adicion de M.C. de Hela, se observa un 79.37% de células en estado apoptético, es
decir 17.96% mas que el cuantificado en nuestro control positivo con TGF-B4
recombinante, el cuadrante UR registra un 3.26% del total celular, que corresponde a la

necrosis y sélo tenemos un 17.35% de células viables.

Cuando el M.C. es incubado antes de estimular nuestro ensayo, con anticuerpo o TGF-B4
monoclonal, podemos observar un menor efecto apoptético del M.C. sobre las células
linfociticas, pues el porcentaje de células apoptéticas en esta condicion es de 57.25%, es
decir, menor en 21.8 puntos porcentuales con respecto al ensayo donde se adicioné sélo
el M.C. Sin embargo el porcentaje de células viables en este ensayo, es mucho menor al
de nuestro control negativo, en el cual tenemos un 96.06% de viabilidad contra sélo el
38.16% en el ultimo ensayo donde se intent6 bloquear la actividad inductora de apoptosis

debida al TGF-f1 presente en el M.C.



DISCUSION DE RESULTADOS

Es conocido que el cancer cérvico-uterino se encuentra fuertemente asociado al papiloma
virus humano (HPV), presentando un porcentaje del 99%, por lo que se cree que el HPV
es el principal agente causal de esta enfermedad. Este hecho, podria implicar que las
caracteristicas tumorigénicas de las células transformadas podrian ser a consecuencia de
la infeccién por el HPV, sin embargo la actividad inhibidora de la proliferacion de linfocitos
de sangre periférica humana, fue encontrada en todos los medios condicionados de las
lineas tumorales, sin ser un factor determinante la presencia de HPV tipo 16 y 18,
sugiriendo que el HPV probablemente no esta relacionado con la actividad inhibidora de la
proliferaciéon o por lo menos no de manera directa. También es posible que el papel que
desempefie el HPV en las células tumorales no sea el de evadir la respuesta
inmunologica, pese a que las células tumorales ejercen una actividad por la cual pueden
escapar a la vigilancia y eliminacién por parte del sistema inmunolégico. Al respecto, se ha
reportado que el M.C. de Hela es capaz de modular varios parametros genotipicos y
funcionales de monocitos de sangre periférica humana,  especialmente células
dendriticas, ya que impide su maduracion y debilita su capacidad para presentar al
antigeno a las células T, por lo que es capaz de interferir en la proliferacion de células T
(Kudela, et al 2001), evidencia que apoya la hipdtesis de que las células Hela producen
factores solubles que pueden alterar de una forma dramatica las caracteristicas basicas,
tanto fenotipicas como funcionales de las células T (Kudela, et al 2001), y en nuestro caso
por lo menos alterar el potencial proliferativo de las células linfociticas. No obstante lo
reportado con células dendriticas, nuestro trabajo coincide con lo obtenido por el grupo de
Grant et al, en el afo 2002 quien reporta que las células Hela al ser co-cultivadas con

linfocitos de sangre periférica humana, son capaces de inducir inhibicién en la proliferacion
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de las células linfociticas en respuesta a la estimulacién de estas por parte de Interleucina-
2. Efectos tal vez similares, podrian ocurrir con los sobrenadantes provenientes de los
cultivos de células SiHa y C-33A, donde la inhibicién de la proliferacion de linfocitos
humanos también esta presente. El decremento en el nimero celular es debido no a una
muerte necrética, ya que la viabilidad determinada por la exclusion del colorante azul
tripano revela que al menos las membranas plasmaticas de dichas células se encuentran
intactas, una caracteristica que no corresponde con la necrosis en la que la membrana

plasmatica se encuentra rota.

Dadas estas condiciones, la determinacién de la presencia de TGF-B en los M.C. fue
necesaria, ya que inclusive se reportan altos niveles de expresion de esta citocina en otros
tipos de cancer como pancreas, colon, estomago, higado, endometrio, préstata, mama,
cerebro y hueso, relacionado directamente con el estado patologico. (Gold, 1999).
Precisamente en células de cancer cervical, algunos investigadores han reportado la
presencia del TGF-B en cultivos de células transformadas (Santin et al., 1997; Grant, et al.,
2002), el cual en adicion con Interleucina-15, pueden mermar la actividad de los linfocitos
infiltrados en el tumor, promoviendo la expresion de inhibidores de receptores de las
células NK e induciendo la expresion del receptor CD94/NKG2A en los linfocitos CD8+,

para limitar de esta manera su cito toxicidad. (Sheu et al., 2005).

La deteccion de TGF-B en estado activo en los medios condicionados de las células
tumorales indico que el responsable de la actividad inhibidora en los medios
condicionados es el TGF-B, y la neutralizacién parcial de esta actividad con anticuerpos

dirigidos contra el TGF-B lo confirmo. Pese al hallazgo del TGF- B como molécula



responsable de la actividad inhibidora, se registraron diferencias en la concentracion y
actividad del TGF-B presente en los medios condicionados, recordando que la
concentracion de TGF-B en los medios condicionados estd presente en cantidades de
picogramos, nos sugiere que el este es diez veces mas activo que el TGF-B recombinante
en cuanto a esa caracteristica. Con respecto al efecto de los medios condicionados en el
ciclo celular, los resultados indican que no alteran las fases del ciclo celular, sino que se
induce a las células linfociticas a entrar en apoptosis, lo cual fue confirmado por la
deteccion de cuerpos apoptéticos y de la fosfatidilserina en la cara externa de la
membrana celular.

Los resultados obtenidos, coinciden con lo establecido en la literatura para otros tipos de
cancer, ya que el TGF-B es reconocido como un factor supresor de la activacion,
proliferacion y diferenciacion de células T, B y NK (Susan et al., 1998; Buggins et al.,
2001; Gorelik et al., 2002), que ademas es capaz de inhibir el crecimiento y la actividad de
las células NK (células asesinas naturales) y es capaz de disminuir la funcién de las
células B al detenerlas en la fase G; del ciclo celular e inclusive llevarlas hacia la

apoptosis (Bouchard et al., 1994, 1997).

Pese a todo, la neutralizacion de la apoptosis con anticuerpos monoclonal contra el TGF-B
no revirtié la actividad apoptética del medio condicionado de Hela, lo que sugiere que el
TGF-B no es el Gnico responsable de la muerte apoptética inducida a los linfocitos por lo
que otra serie de factores pudiesen estar implicados en este efecto, como IL-10
(Interleucina-10), Fas-L (ligando de Fas), PDL-1, e incluso la enzima degradadora de
triptofano: indolamina 2,3-dioxigenasa. (Grant, et al., 2002; Sarkhosh, et al., 2003, Van
den, et al., 2003; Fallarino, et al., 2003). Aun con esta situacion, los resultados obtenidos

generan la posibilidad de proponer al TGF-B como un marcador tumoral si éste se
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encuentra fuera del intervalo de concentracion normal en suero, bajo condiciones

especificas.

CONCLUSIONES

A) La presencia del HPV 16 y 18 en las células tumorales de CaCu, no es un factor
determinante para que se presente la actividad inhibidora de la proliferacion de

linfocitos humanos de sangre periférica.

B) Las lineas celulares tumorales Hela, SiHa y C-33A cultivadas en ausencia de SFB,
son capaces de secretar TGF-B;, de manera soluble en concentraciones de

picogramos/miililitro.

C) El TGF-B4 presente en los M.C.’s de células de CaCu es el principal responsable del

decremento en el numero celular de linfocitos en cultivo.

D) El Medio Condicionado proveniente de la linea celular tumoral Hela, es capaz de

inducir apoptosis en linfocitos de sangre periférica humana.
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APENDICE

ANALISIS ESTADISTICO

PROLIFERACION DE LINFOCITOS CON ADICION DE M.C.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
HelLa 10 5 470000 94000 42500000
Hela 15 5 335000 67000 20000000
SiHa 10 5 540000 108000 7500000
SiHa 15 5 425000 85000 25000000
C33A 10 5 660000 132000 7500000
C33A 15 5 400000 80000 12500000
CONTROL 5 1060000 212000 182500000

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR
Origen de las Suma de Grados Promediode Fc Probabilidad Valor
variaciones cuadrados de los cuadrados critico
libertad para F
Entre grupos 7.256E+10 6 12094047619 285 9.433E-24 2.445262
Dentro de los 1.19E+09 28 42500000
grupos
Total 7.375E+10 34

El valor de F. > F;por lo tanto existen diferencias significativas entre dos o mas pares de

medias.

PRUEBA DE DIFERENCIA SIGNIFICATIVA HONESTA DE TUKEY (DSH)

DSH= qokgeNCMg/n ——— DSH= 5606.5

Hela 10
Hela 15
SiHa 10
SiHa 15
C33A 10
C33A 15

HelLa 15 SiHa10 SiHa 15 C33A 10
27000 14000 9000 38000
41000 18000 65000
23000 24000
47000

C33A 15
14000
13000
28000

52000

CONTROL_
118000

145000
104000
127000
80000

132000
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Exceptuando la diferencia entre medias resaltada de la tabla anterior, (la cual no presenta
diferencia significativa); la comparacion entre las medias restantes resultaron ser

significativamente diferentes.

PROLIFERACION CELULAR DE LA LINEA Mv1-Lu

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
TGF-beta 3 1.382 0.46066667 5.0333E-05
Hela 3 2.146 0.71533333 0.00040433
SiHa 3 2.911 0.97033333 0.00011433
C33A 3 2.411 0.80366667 0.00497033
BLANCO 3 3.551 1.18366667 0.00386233

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

Origende  Sumade Gradosde Promedio Fe Probabilida Valor critico
las cuadrados libertad de los d para F

variaciones cuadrados
Entre 0.8849076 4 0.2212269 117.653023 2.2992E-08 3.47804985
grupos
Dentrode 0.01880333 10 0.00188033
los grupos
Total 0.90371093 14

El valor de F¢ > F; por lo tanto existen diferencias significativas entre dos 0 mas pares de

medias.

PRUEBA DE DIFERENCIA SIGNIFICATIVA HONESTA DE TUKEY (DSH)

DSH= qukgeVCMg/n ——————> DSH= 0.062586984

. Hela SiHa C33A BLANCO
TGF-beta 0.25466667 0.50966667 0.343 0.723
Hela 0.255 0.088333333 0.46833333
SiHa 0.166666667 0.21333333
C33A 0.38

La comparacion entre medias de los tratamientos realizados, resultaron ser todas

significativamente diferentes entre si.
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PROLIFERACION DE LINFOCITOS CON M.C. INCUBADOS CON ANTICUERPO
MONOCLONAL aTGF-B

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Hela 3 290000 96666.6667 33333333.3
HelLa+Amn 3 960000 320000 100000000
SiHa 3 655000 218333.333 308333333
SiHa+Amn 3 830000 276666.667 8333333.33
C-33A 3 435000 145000 325000000
C-33A+Amn 3 870000 290000 400000000
TGF-B 3 705000 235000 175000000
TGF-B+Amn 3 1030000 343333.333 158333333
control 3 1075000 358333.333 258333333

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

Origende  Sumade Grados de Promedio F Probabilidad Valor critico
las cuadrados libertad de los para F

variaciones cuadrados
Entre 1.899E+11 8 2.3737E+10 120.924528 4.7401E-14 2.51015564
grupos
Dentrode 3533333333 18 196296296
los grupos
Total 1.9343E+11 26

El valor de F.> F;por lo tanto existen diferencias significativas entre dos o mas pares de medias.

PRUEBA DE DIFERENCIA SIGNIFICATIVA HONESTA DE TUKEY (DSH)
DSH= QukgeVCMg/n ———— > DSH= 22510.32868

HelLa+o. SiHa SiHa+a C-33A C33A+a TGF-B TGF-B+o. CONTROL

Hela 223333 121667 180000 48333 193333 138333 246667 261667

Hela+a 101667 43333 175000 30000 85000 23333 38333
SiHa 58333 73333 71667 125000 140000
SiHa+a 131667 [[8888 41667 66666 81667
C-33A 145000 90000 198333 213333
C-33A+a 55000 53333 68333

TGF-B 108333 123333
TGF-B+a (5000
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Exceptuando las diferencias entre medias resaltadas de la tabla anterior, (las cuales no presentan
diferencia significativa); la comparacion entre las medias restantes resultaron ser

significativamente diferentes.
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