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ABREVIATURAS

IL-2: Interleucina 2

IFN-Y: Interferbn gamma

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

NK: Células asesinas naturales (Natural Killers)
KHF: Factor auxiliador de células asesinas

IgM: Inmunoglobulinas M

IgD: Inmunoglobulinas D

TC6F : T cell growhth factor

TMF: Factor mitogénico de timocitos

TNFg. Linfotoxina

Células T: Células derivadas del timo

Células B: Células derivadas de la médula 6sea
CaCuU: Céancer Ceérvico Uterino

pL: Microlitros

PBS: Solucion amortiguadora de fosfatos

Ul: Unidades Internacionales
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RESUMEN

El cancer se distingue por el crecimiento celular descontrolado que progresa y se
expande hasta la metastasis. Existen diferentes tipos de cancer, entre ellos, el
melanoma que consiste en una transformacion maligna de los melanocitos,
células que dan pigmentacion a la piel; este tipo de cancer es curable si se detecta
a tiempo. En los ultimos afios se han administrado tratamientos con interferones e
interleucinas, cuyo objetivo principal es, aumentar la respuesta inmunoldgica del
paciente, proporcionandole una alternativa para el tratamiento de esta
enfermedad. Con base en lo antes mencionado, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la proliferacion de la linea celular de melanoma B16F0 en presencia de 10
y 100 Ul/ml de IL-2 en forma libre in vitro mediante la técnica de cristal violeta y
después in vivo en ratones de la cepa Black C57. Para ello se inocularon los
ratones con la linea celular de melanoma B16FO0 con el fin de desarrollar masas
tumorales y posteriormente se administro la citocina a 10 y 100 Ul/ml en forma
libre y después encapsulada de acuerdo a la condicion de cada grupo de ratones.
Los resultados obtenidos muestran que al administrar IL-2 a 100 Ul/ml se observa
una disminucién en el volumen tumoral, siendo mayor el efecto cuando la citocina
se administré encapsulada. En el caso de la administracion de 10 Ul/ml de IL-2
observamos un aumento del volumen tumoral siendo méas evidente en los ratones
que recibieron 10 Ul/ml de IL-2 encapsulada.
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INTRODUCCION

El cancer se ha convertido en una de las enfermedades mas temida. Aunque no
sea la causa mas frecuente de muerte, se sabe que es un suceso progresivo y
fatal, para el cual no ha sido descubierta ninguna cura definitiva. Hay diferentes
tipos de canceres, pero todos comparten una caracteristica comun: el crecimiento
celular descontrolado que progresa hacia la expansién generando metastasis.
Entre estos canceres se encuentra el melanoma (cancer de la piel), que consiste
en una transformacién maligna de los melanocitos, encargados de la pigmentacion
a la piel. Este tipo de cancer es curable si se detecta a tiempo. En los ultimos afios
se han administrado tratamientos con diversas citocinas (Interferones e
Interleucinas), que tienen como objetivo principal aumentar la respuesta
inmunolégica del paciente y asi eliminar el crecimiento tumoral proporcionandole
una alternativa para el tratamiento de esta enfermedad.
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MARCO TEORICO

CANCER

Una célula mantiene sus caracteristicas morfoldgicas, quimicas, bioquimicas y
fisiolégicas debido a la operacion de multiples vias de regulacion sutiles y al
mismo tiempo restringido.Cuando los mecanismos de homeostasis se alteran, la
célula puede modificar alguna de sus caracteristicas. Todas ellas estan
interrelacionadas de manera que la modificacion en alguna de ellas repercute en
las demds, aunque en grados muy variables. Basicamente esto es el cancer, la
alteraciéon de la homeostasis celular con cambios estables y permanentes hacia la
progenie de las células alteradas.Las alteraciones que pueden presentar las
células cancerosas incluyen modificaciones en su forma, tamafo, apariencia
presentando aberraciones en el numero de cromosomas, cambios quimicos y
bioquimicos, una de cuyas consecuencias es la aparicion de antigenos propios de
las células cancerosas (Good R. 1990).

Las células cancerosas pueden acumular multiples mutaciones en genes
cruciales, permitiendo su replicacion autbnoma e invasiéon. A pesar de todo esto,
una mutacién en un gen particular es un evento relativamente raro, e incluso
después de un dafio quimico deliberado, la frecuencia de mutacion en un gen
particular es de 10, lo que implica, que solo una célula en un millén estad mutada.
La frecuencia de mutacion en las células tallo humanas es de aproximadamente
10 por cada divisién celular, a pesar de esta probabilidad tan baja, y debido al
gran numero de divisiones celulares, es muy probable que todos los adultos
presenten muchas células mutadas. Afortunadamente un suceso como el cancer
requiere al menos de cinco mutaciones de genes; c-myc, c-fos, c-sys y c-cyb
(Valle A. y Weiss B.2003).

Al ser muchos los factores que pueden inducir el desarrollo de cancer, es
entendible que todos los tipos celulares puedan sufrir, en algdn momento de la
vida la transformacién neoplasica (Rojas E.1996). Es por esto que existen
alrededor de un centenar de formas clinicas de cancer las cuales pueden
agruparse segun el tipo de tejido afectado: Leucemias, Linfomas, Sarcomas,
Carcinomas y Adenomas (Figura 1).
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TIPOS DE CANCER TEJIDO QUE AFECTA

LEUCEMIAS TEJIDO HEMATOPOYETICO EN
MEDULA OSEA

LINFOMAS GANFLIOS LINFATICOS

SARCOMAS TEJIDOS DE SOSTEN:

TEJIDO CONECTIVO, MUSCULOS,

VASOS SANGUINEOS Y LINFATICOS
CARCINOMAS MELANOMA, EPITELIOS MUCOSOS,

SISTEMA NERVIOSO, Y VICERAS

(HIGADO, PANCREAS, ETC).
ADENOMAS GLANDULAS

Figura 1. Formas clinicas de cancer y tejido afectado, (Rojas E.1996).

MELANOMA

El melanoma es un tumor maligno de los melanocitos, los cuales son células que
se derivan de la cresta neural y producen el pigmento melanina. A pesar de que la
mayoria de los melanomas se originan en la piel, también podrian crecer en las
superficies mucosas o en otros lugares a los cuales han emigrado las células de la
cresta neural. El melanoma se presenta predominantemente en adultos y mas de
50% de los casos surgen en areas de la piel que son aparentemente normales.
Entre los primeros signos en el nevo que indican cambios malignos estan una
coloracibn mas oscura o variable, picazén, un aumento en el tamafio o el
surgimiento de formaciones satélites. La ulceracion o hemorragia son signos
tardios. EI melanoma en mujeres se presenta con mayor frecuencia en las
extremidades, y en hombres generalmente se presenta en el tronco, o en la
cabeza y cuello, pero puede surgir en cualquier sitio de la superficie cutanea.

Ante cualquier lesion sospechosa se debera hacer una biopsia, preferiblemente
mediante una escision local y esta debe examinar por un patologo con experiencia
para ver los microestadios. Las lesiones sospechosas nunca deben afeitarse ni
cauterizarse. Los estudios que se han llevado a cabo muestran que es dificil hacer
la distincion entre las lesiones pigmentadas benignas y los melanomas en estadio
temprano y hasta los dermopatdlogos con experiencia pueden tener diferentes
opiniones.
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Se debe considerar una segunda revision por un patologo capacitado para de esta
manera reducir la posibilidad de llegar a un mal diagndstico en un paciente dado
(Corona R.1996).

El pronostico se ve afectado por factores clinicos e histolégicos y por la
localizacion anatémica de la lesion. Entre los factores que afectan el prondstico
tenemos: el espesor o grado de infiltracion del melanoma, indice mitético,
presencia de infiltracion tumoral de linfocitos, el numero de nodulos linfaticos
regionales implicados y ulceracion o hemorragia en el sitio primario. Las lesiones
satélites microscopicas de melanoma en estadio | pueden ser un factor histolégico
de prondstico precario, pero esto resulta polémico. Las pacientes mas jovenes, y
gue presentan melanoma que se origina en las extremidades, generalmente
tienen un mejor pronéstico. (Balch CM, Soong S, Ross M, et al 2000).

El melanoma se origina de la transformacion maligna de los melanocitos, las
células que producen el color de la piel y dan el color oscuro a los lunares. Bajo
condiciones normales, los lunares generalmente son benignos, son agrupaciones
de células pigmentadas pero a veces un lunar puede convertirse en melanoma.
Habitualmente los melanocitos estan localizados en la epidermis, en la dermis o
en el epitelio mucoso (Jiménez A. 1995 y Ulger A. et al 2005).

En las primeras etapas de su desarrollo, el crecimiento del melanoma tiene lugar
de un modo superficial, por lo que cualquier lesién cutdnea pigmentada que
modifiqgue su aspecto debe ser vigilada estrechamente para efectuar una biopsia
en profundidad en un corto plazo y de ser necesario la extirpacion del tumor en
estadios precoces, siendo el modo mas seguro de erradicar esta enfermedad
(Moreno K. 2004).

Este cancer se inicia como una pequefia mancha hiperpigmentada (que facilmente
se puede confundir con un nevo), crece de manera horizontal dentro de la
epidermis inicialmente y en algin momento dicho crecimiento pasa a ser vertical,
de manera tal que se forma una papula, la que al continuar su crecimiento
constituye un nddulo y posteriormente un tumor (Figura 2), (Magafia M. et al.
2003).
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Melanoma_

Epidermis |

Dermis

Figura 2.Ubicacion de las diferentes capas de la piel. (www.cancer.org)

CLASIFICACION DEL MELANOMA

Tradicionalmente se ha usado la clasificacion anatomoclinica del melanoma
propuesta por Wallace Clark, 1924-1998, Estados Unidos en cuatro tipos:
Melanoma lentigo maligno, Melanoma de extension superficial, Melanoma maligno
‘nodular” y Melanoma acral lentiginoso (Magaia M. et al. 2003).

Melanoma lentigo maligno. Supone un 5-10% del total de casos de melanoma,
aparece casi siempre en individuos de méas de 60 afios, en la cara y sobre una piel
con importante dafio actinico. Tiene una fase inicial con crecimiento radial
superficial muy prolongada (hasta 10 afios o mas), que ha recibido los nombres de
melanosis de Dubreuilh y peca melanica de Hutchinson (Ferrandiz F. 1996).

Suele localizarse en zonas expuestas a la luz solar, principalmente en la cara
(mejillas) y cuello; puede afectar mucosas por contiglidad. Reinicia como una
lesion plana, de color café oscuro, que crece con lentitud hasta 7 cm en promedio,
y muestra elevaciones oscuras, con hiperqueratosis y ulceracion. Algunos autores
lo llaman lentigo maligno cuando esta confinado a epidermis (in situ) y melanoma
lentigo maligno cuando invade dermis (Arenas R. 2005).

Melanoma de extension superficial. Es el tipo clinico patolégico de melanoma
mas frecuente (70% de los casos). Su presentacion suele ser mas precoz, con
una incidencia maxima entre los 40 y los 60 afios. Las localizaciones mas
habituales son el tronco y las piernas; en el tronco es mas frecuente en los
hombres y en las piernas en las mujeres.
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Tiene una fase de crecimiento radial superficial, que puede durar meses 0 incluso
afios, pero es mas corta que en el melanoma lentigo maligno. Aunque tiene
similitud con la de este tipo de melanoma, en el de extension superficial las
lesiones iniciales suelen ser algo sobreelevadas y pueden mostrar hiperqueratosis
y colores variados en su superficie. Los fenbmenos de regresion son mas
intensos, con formacién frecuente de lesiones arciformes, a veces concéntricas y
areas blanquecinas, eritematosas o violdceas. En la fase de invasién en
profundidad se producen nédulos, ulceracion que se conoce como hemorragia. La
metastasis se originan por diseminacion linfatica y hematica; las primeras suelen
ser mas precoces (Ferrandiz F. 1996).

Melanoma maligno “nodular”. Es la forma mas agresiva; representa 10 a 20%
de los melanomas; sobreviene entre el quinto y sexto decenios de la vida;
predomina en varones; se observa como una placa o tumoracion semiesférica de
aspecto “nodular’, de color café a azul oscuro, de superficie lisa, ulcerada o
vegetante, que asienta con frecuencia en una piel normal (Arenas R. 2005).

La localizacién predominante es en el tronco. En la raza blanca un 10-15% de los
melanomas son de este tipo. Es un tumor de muy alta agresividad, que origina
metastasis linfaticas y hematicas (Ferrandiz F. 1996).

Melanoma acral lentiginoso. Se observa mas a menudo en personas de raza
negra y en mestizos; es la forma mas frecuente en México; afecta palmas, plantas
o falanges distales; puede ser periungueal o subungueal, y acompafiarse de
paroniquia y distrofia ungueal; produce manchas irregulares de crecimiento radial,
y en etapas avanzadas genera formas exofiticas (Arenas R. 2005).

La transformacion a la fase invasora a menudo pasa inadvertida por las peculiares
localizaciones del tumor y la mayor parte de las veces se detecta por ulceracion y
hemorragia, debido al diagnéstico tardio por parte de médicos sin experiencia en
este campo (Ferrandiz F. 1996).

CLASIFICACION DEL MELANOMA EN BASE A LA INVASION

Existe otra clasificacion de Clark que se usa para evaluar el nivel de invasion: nivel
[, intraepidermico; nivel Il, hasta dermis papilar; nivel Ill dermis papilar completa;
nivel IV hasta dermis reticular, y nivel V hasta tejido celular subcutaneo.

MIRIAM NOEMI SANCHEZ CEPEDA



http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http%3A%2F%2Fsua.psicol.unam.mx%2Fsuap%2Fimgs%2Ftemp%2Fescudo-logo-unam.jpg&imgrefurl=http%3A%2F%2Fsua.psicol.unam.mx%2Fsuap%2Fsitiosinteres.html&h=346&w=297&tbnid=l6AgRiekOxKqUM%3A&zoom=1&docid=jk4VmnUCUyW88M&hl=es-419&ei=O25MU7qFHIac2QWS8oHwDg&tbm=isch&ved=0CJoBEIQcMBE&iact=rc&dur=694&page=2&start=12&ndsp=19
https://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http%3A%2F%2F2.bp.blogspot.com%2F-WdQRLlpghuU%2FUW7aLI-NA2I%2FAAAAAAAAAEQ%2FrnCp-QkefXM%2Fs380%2F426340_344304308933163_1880684435_a.jpg&imgrefurl=http%3A%2F%2Fenglishpuma.blogspot.com%2F&docid=t5sWxGfI9fQyYM&tbnid=hmB-MGlKkBIACM%3A&w=160&h=160&ei=qHFMU8GjIOXH8AGg0IGYDQ&ved=0CAIQxiAwAA&iact=c

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO vjﬁ
FES

Segun el espesor de la lesion, medida con un micrémetro adaptado al
microscopio, Breslow los divide en cinco grupos: menores de 0.76 mm, de 0.76 a
1.49 mm, de 1.5 a 2.49 mm, de 2.50 a 3.99 mm y mayores de 4 mm (Figura 3),
Esta clasificacion se ha relacionado con supervivencia a cinco afios (Orkin M. et al

1994).

Breslow Clark

| Intraepidérmica

Il Hasta dermis papilar

Il Teda la dermis papilar
_, IV Hasta dermis reticular

Y Hasta hipodermis

Profundidad de I3 invasion

Figura 3. Clasificacion de los melanomas segun Breslow y Clark. (Arenas R. 2005)

TRATAMIENTO

Cirugia: EIl tratamiento electivo del melanoma es la extirpacion quirdrgica y las
posibilidades del paciente dependen, en gran medida, de que se realice en el
estudio mas precoz posible. El margen de recesion de la lesion es de 1-3 cm, la
conveniencia de efectuar una extirpacién profilactica de los ganglios linfaticos
regionales y la asociacion de diversas pautas de quimioterapia e inmunoterapia ha
sido objeto de considerables debates, sin haber llegado a demostrarse un claro
aumento de la supervivencia con ninguna de ellas (Ferrandiz F. 1996).

Tratamientos sistémicos: Quimioterapia e inmunoterapia (interferon alfa y
gamma a altas dosis e IL-2), son las Unicas citocinas que han demostrado eficacia
terapéutica en el tratamiento del melanoma (Pinar S. et al 2004).

Pese al desarrollo de modernas técnicas de cirugia y trasplantes, nuevas y
efectivas drogas citotoxicas, que han permitido tratar con éxito algunas patologias
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neoplasicas, frecuentemente algunas células cancerosas sobreviven a estas
terapias y se diseminan en el organismo, haciendo necesario el desarrollo de
nuevos tratamientos complementarios a los actuales. Uno de estos métodos es la
manipulacion del sistema inmunolégico para combatir tumores, lo que se
denomina inmunoterapia del cancer. Se ha producido un creciente interés por
utilizar al sistema inmunoldgico como herramienta en el tratamiento del céancer.
Citocinas como interleucina 2 (IL-2), interferbn gamma (IFN-y) e interferon alfa
(IFN-a) son comunmente utilizadas como terapias adyuvantes en algunas
neoplasias (Lépez M. et al 2004).

Aunque muchos de estos agentes inmunoterapéuticos han mostrado su eficacia,
todavia existen muchos aspectos por definir para lograr una estrategia terapéutica
verdaderamente efectiva e inocua (Torrilla A. y Noris G. 2004).

SISTEMA INMUNOLOGICO

El sistema inmunolégico tiene la capacidad de distinguir lo propio (como
componentes inherentes al organismo) de lo extrafio (invasores como bacterias,
virus o paréasitos) haciendo uso de diferentes mecanismos de defensa y
reconocimiento celular. La necesidad de estos mecanismos inmunol6gicos
conduce a la reaccioén de tipo celular y humoral.

El sistema inmunolégico es importante en la medida que sus alteraciones
funcionales son causa de numerosas enfermedades, en su estudio se relacionan
tanto los aspectos anatdbmicos, como son los 6rganos y tejidos que lo constituyen,
asi como el estudio de una serie de células y moléculas liberadas en la respuesta
del organismo ante la entrada de un antigeno (Bascones A. y Gonzéalez M. 2003).

Este sistema ha desarrollado una variedad de respuestas apropiadas para
combatir cada tipo de patdgeno, al mismo tiempo que mantiene la tolerancia a los
componentes del propio organismo. Para eliminar a un antigeno que haya
establecido una infeccion (atravesando las barreras epiteliales de los vertebrados)
lo primero que debe de hacer el sistema inmunoldgico es reconocerlo como tal y a
continuacion desarrollar una respuesta inmunolégica adecuada para destruirlo
(Regueiro G. et al., 2002).
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La respuesta inmunolégica depende de cuatro tipos celulares principales:
Macrofagos, Células NK, Linfocitos derivados del Timo (linfocitos T) y Linfocitos B.
Estas interactian entre si, de manera directa 6 por accion de interleucinas (Suites
P.etal. 1994y Ju. S. et al 2007).

Hay dos niveles de defensa contra invasion por agentes externos: inmunidad
innata e inmunidad adaptativa (conocida también como inmunidad adquirida).

INMUNIDAD INNATA

Llamada en ocasiones inmunidad natural, se presenta desde el nacimiento y se
debe a elementos inespecificos. Las superficies corporales, en especial la piel,
forman la primera linea de defensa contra la penetraciéon de microorganismos;
cuando esto ocurre, los microorganismos invasores se enfrentan, al principio, con
otros elementos del sistema inmunitario innato (Suites P. et al. 1994).

La inmunidad innata se basa en la activacion tanto de una serie de moléculas
preformadas, proteinas del complemento, asi como de células, (fagocitos
monocitos, macréfagos y neutrofilos) y mastocitos, que tienen receptores innatos
para multiples patégenos. Algunos mecanismos innatos no actdan
inmediatamente, si no que inducen una respuesta a la infeccion, como son las
células asesinas naturales (NK, del inglés Natural Killer Cells), 6 ciertas moléculas
como los interferones (especialistas en defendernos de los virus); entre otras
citocinas y mediadores que producen inflamacion (Regueiro G. et al., 2002).

NMUNIDAD ADAPTATIVA

En la respuesta inmune adaptativa 6 adquirida, el agente extrafio 6 inmundgeno
desencadena una serie de sucesos que llevan a la activacion de linfocitos, asi
como a la produccion de anticuerpos y linfocitos efectores altamente especificos
para el inmundgeno (Suites P. et al. 1994 y Ross. M, et al. 2005). Las
caracteristicas que definen la inmunidad adaptativa son una especificidad precisa
por distintas moléculas y una capacidad de recordar y responder con mas
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intensidad a la exposicion repetida a un mismo antigeno. El sistema inmunitario
adaptativo es capaz de reconocer y reaccionar frente a un gran numero de
sustancias microbianas y no microbianas.

Los componentes de la inmunidad adaptativa son los linfocitos y sus productos
(Abbas et al 2004).

SISTEMA LINFOIDE

Las células que forman parte del sistema inmunoldgico se organizan en érganos y
tejidos, estas estructuras reciben el nombre de sistema linfoide. Los 6rganos del
sistema linfoide son desde el punto de vista anatomico de dos tipos: a) érganos
con capsula bien definida (como el caso del bazo, el timo, ganglios linfaticos y
médula 6sea) y b) acumulaciones difusas de tejido linfoide (se trata de tejido
linfoide no encapsulado que se asocia a las mucosas). Desde un punto de vista
funcional, los 6rganos y tejidos linfoides se dividen en primarios 6 centrales
(médula 6sea y timo) y secundario O periféricos (bazo, ganglios linfaticos)
(Regueiro G. et al., 2002).

BAZO

El bazo tiene aproximadamente el tamafio de un pufio cerrado y es el érgano
linfatico de mayor tamafio (Figura 4). Esta situado en el cuadrante superior
izquierdo de la cavidad abdominal y tiene una irrigacion abundante (Ross. M., et
al. 2005).

Cuando se produce una infeccion que no puede ser eliminada por los mecanismos
innatos es necesaria una respuesta adaptativa que se genera contra un antigeno
el cual es transportado al bazo por via sanguinea 6 a los ganglios por via linfatica
y es alli donde es reconocido por linfocitos que estan en circulacion. La
organizacién de dichos 6rganos permite las interacciones necesarias entre las
distintas células del sistema inmunolégico para que se pueda generar una
respuesta adaptativa. En los oOrganos linfoides secundarios, se produce la
activacion y proliferacion de los linfocitos (Regueiro et al 2002).

MIRIAM NOEMI SANCHEZ CEPEDA

12

——
| —


http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http%3A%2F%2Fsua.psicol.unam.mx%2Fsuap%2Fimgs%2Ftemp%2Fescudo-logo-unam.jpg&imgrefurl=http%3A%2F%2Fsua.psicol.unam.mx%2Fsuap%2Fsitiosinteres.html&h=346&w=297&tbnid=l6AgRiekOxKqUM%3A&zoom=1&docid=jk4VmnUCUyW88M&hl=es-419&ei=O25MU7qFHIac2QWS8oHwDg&tbm=isch&ved=0CJoBEIQcMBE&iact=rc&dur=694&page=2&start=12&ndsp=19
https://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http%3A%2F%2F2.bp.blogspot.com%2F-WdQRLlpghuU%2FUW7aLI-NA2I%2FAAAAAAAAAEQ%2FrnCp-QkefXM%2Fs380%2F426340_344304308933163_1880684435_a.jpg&imgrefurl=http%3A%2F%2Fenglishpuma.blogspot.com%2F&docid=t5sWxGfI9fQyYM&tbnid=hmB-MGlKkBIACM%3A&w=160&h=160&ei=qHFMU8GjIOXH8AGg0IGYDQ&ved=0CAIQxiAwAA&iact=c

FES
ZARAGOZA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

El bazo es un o6rgano linfoide secundario y efectia algunas funciones no
inmunitarias, como filtracion de la sangre y conversion de hemoglobina a
bilirrubina. El bazo tiene dos tipos de tejidos principales: pulpa blanca y pulpa roja,
que se sostiene por una malla reticular densa de poro fino. La pulpa blanca
contiene foliculos linfoides centrales formados, en su mayor parte, con linfocitos B,
rodeados por regiones de linfocitos T dependientes. La pulpa roja, eritroide, sirve
como filtro para eritrocitos dafiados o viejos, y como sitio de reserva para
hematopoyesis extramedular (Suites P. et al. 1994).

Las funciones principales del bazo comprenden: Activacion y proliferacién de los
linfocitos B y T, produccion de anticuerpos contra antigenos presentes en la
sangre circulante, eliminacién de antigenos macromoleculares de la sangre,
diferenciacion de los plasmocitos, asi como la secreciébn de anticuerpos, que
ocurren en la pulpa blanca (Ross. M., et al. 2005).

En el bazo se encuentran todos los tipos celulares necesarios para generar
respuestas inmunes celulares y humorales (linfocitos T, linfocitos B, células NK,
macrofagos) ademas el entramado histico necesario para su correcta interaccion
mutua (Regueiro G. et al., 2002).

Cordones esplenicos

(oulpa roja) =

(‘\ / i

(
Nodulo l Centro germinativo
esplenico. Vva

Pulpa

Zona margina)
blanca 9 S

—— -‘\Smosordes venosos
54\ (Pulpa roja)

Figura 4. Estructura interna del Bazo. (Ross M. 2005)
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LINFOCITOS

Las células responsables de la especificidad inmunitaria pertenecen a una clase
de gloébulos blancos conocidos como linfocitos. Se encuentran en grandes
cantidades en la sangre, en la linfa (el liquido incoloro de los vasos linfaticos que
conectan los nédulos linfaticos del cuerpo) y en organos linfoides especializados
como el timo, los nddulos linfaticos, el bazo y el apéndice (Alberts B. et al 1994).

Aunque morfolégicamente todos los linfocitos son distinguibles entre si, desde el
punto de vista funcional se reconocen dos tipos basicos de linfocitos, los linfocitos
T y los linfocitos B. En los humanos, dentro de los linfocitos T se incluyen dos

+ + +
subtipos: los linfocitos CD4 y los linfocitos CD8 .EI CD4 corresponderia a los

A
linfocitos T cooperadores 6 Th (del inglés helper) y los CD8 ¢ linfocitos T
citotéxicos 0 Tc, de los linfocitos B no se han descrito subtipos (Rojas E. 1996 y
Ross. M., et al. 2005).

LINFOCITOS B

Los linfocitos B se diferencian en érganos equivalentes a la médula 6sea 6 el
tejido linfatico asociado con el intestino. Estos linfocitos tienen una vida de
duracion variable y participan en la sintesis y secrecion de los diversos
anticuerpos circulantes, también llamados inmunoglobulinas, que son las
inmunoproteinas asociadas con la inmunidad humoral. La cual esta mediada por
anticuerpos que actuan en forma directa sobre el agente invasor. Estas células
constituyen entre el 20% y el 30% de los linfocitos circulantes, los linfocitos B
expresan en su superficie las inmunoglobulinas M (IgM) y la inmunoglobulina D
(IgD), asi como las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad tipo I
(Ross M.H. et al 2005). Las inmunoglobulinas se ocupan de fijar al antigeno,
activar a la célula y desencadenar la secrecion de inmunoglobulina soluble al
suero y tejidos (Suites D.et al. 1991).
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LINFOCITOS T

Los linfocitos T son un linaje especial de linfocitos que surge de la maduracion de
células madre en el timo; de aqui su nombre. Los linfocitos T inician la respuesta
inmunitaria, intervienen en reacciones efectoras especificas de antigeno y regulan
la actividad de otros leucocitos por medio de la secrecion de factores solubles
(Suites D. et al. 1991).

Tienen una vida larga e intervienen en la inmunidad mediada por células y
representan entre el 60% y el 80% de los linfocitos circulantes. Los linfocitos T
expresan los marcadores CD2, CD3 y CD7; sin embargo, se sub clasifican segun
tengan 6 no otros marcadores superficiales importantes: CD4 y CD8 (Ross M. et al
2005).

Los linfocitos CD4 o auxiliares (Th) se dividen en Thl y Th2 segun el tipo de
citocinas que producen, los linfocitos Thl secretan interferon gamma (IFN-y),
interleucina 2 (IL-2), factor de necrosis tumoral beta (TNF-B) y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a). Estas citocinas participan en la activacion de macréfagos y
en la hipersensibilidad retardada. Por su parte, los linfocitos Th2 producen
interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), interleucina 9 (IL-9),
interleucina 10 (IL-10) e interleucina 13 (IL-13), cooperando con la respuesta
inmune humoral a través de la proliferacion de linfocitos B y del cambio de isotipo
de los anticuerpos para la produccion de inmunoglobulina E (IgE) e
inmunoglobulinas g 1gG1l (en ratén) o IgG4 (en humanos) promoviendo la
diferenciacion de eosindfilos y mastocitos (Lopez M. 2003).

Los linfocitos T que expresan el marcador CD8 reciben el nombre de linfocitos T

CD8+ citotoxicos (Ross M.H. et al 2005). Ejercen su funcion efectora mediante la
secrecion de IL-2, interleucina 16 (IL-16), IFN-y y TNF-a fundamentalmente
(Aguzzi A. et al 2005).

El papel biologico de los linfocitos T en el conjunto de la respuesta inmune
especifica es central ya que en este tipo celular reside el control de los linfocitos B
y de sus productos, las inmunoglobulinas. Los linfocitos T son células centrales en
la funcién y regulacién del sistema inmunolégico. Ademas de tener funciones
directas como la citotoxicidad ¢ citolisis, regulan el funcionamiento de su propio
linaje y de otros linajes (linfocitos B, monocitos, etc.) mediante contactos celulares
6 mediadores solubles denominados citocinas. (Regueiro G. et al., 2002).
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CELULAS NK

Las células NK (Natural Killer) son un subconjunto de leucocitos que surgen de un
precursor en la médula 6sea. Estas células se caracterizan por su propiedad de
lisar células tumorales (referida como actividad NK) sin que exista presentacion de
antigeno por medio de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad, sin
afectar las células del huésped (Suites P. et al. 1994 y Ross. M, et al. 2005).

Estas células representan el 5% de los linfocitos, se distinguen morfoldgicamente
por ser linfocitos granulares grandes (LGL) y tienen la propiedad de destruir
células infectadas por virus, células alogénicas.

Las NK son capaces de mediar su accion, sin activacion previa ni restriccion
aparente del sistema mayor de histocompatibilidad (MHC), de forma diferente a
como lo hacen los linfocitos T y B; por esta razén el nombre de asesina natural
(Arango P. et al 1999). Hoy en dia sabemos que estas células no solamente son
capaces de matar tumores si no que juegan un importante papel en la defensa
frente a patdgenos, especialmente virus e incluso en el rechazo de érganos
trasplantados. Ademas de su funcién citotoxica las células NK tienen capacidad
para producir diversas citocinas y por lo tanto también tienen una funcién
reguladora (Regueiro G. et al., 2002)

CITOCINAS

En los ultimos 25 afios se ha descubierto, caracterizado y purificado un grupo
importante de mediadores peptidicos. Estos mediadores, denominados citocinas,
funcionan como reguladores en alta y baja respuestas inmunitarias, inflamatorias y
reparadoras a la lesion. Las citocinas producidas por linfocitos se designan
linfocinas, en tanto que los péptidos sintetizados por monocitos o macrofagos se
conocen como monocinas (Suites P. et al 1994).

El término citocina se aplica a un gran numero de moléculas diferentes, cuya
funcidn es transmitir sefiales entre células en el curso de una respuesta
inmunitaria. Todas las citocinas son proteinas y algunas llevan adosados azlcares
(glucoproteinas). Suelen actuar de forma autocrina (sobre la misma célula
productora), 6 paracrina (sobre células cercanas) 6 endocrina.
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Las citocinas se unen a receptores especificos de la membrana celular,
desencadenando una cascada de respuestas implicadas en la induccion,
ampliacion ¢ inhibicion de una serie de genes regulados por citocinas a nivel
nuclear (Roitt I. et al 2000).

Son proteinas solubles de bajo peso molecular mediadoras de crecimiento celular,
inflamacion, inmunidad, diferenciacion y reparacion, entre otras actividades.
Ademas de las células 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 invasiéon microbiana.

Las citocinas inician la respuesta infamatoria, y para definir la magnitud y
naturaleza de la respuesta inmune especifica. Las citocinas median la
proliferacion y diferenciacion de los linfocitos después especializadas en la
respuesta inmunitaria adaptativa. Una de las respuestas mas importantes de los
linfocitos T al reconocimiento del antigeno, es la produccién de citocinas y dentro
de éstas la IL-2, la cual es un factor de crecimiento para los linfocitos T
estimulados por el antigeno y es responsable de la expansion clonal de las células
T, tras el reconocimiento del antigeno.

INTERLEUCINA 2

La IL-2 ha sido utilizada sola o en combinacion en la inmunoterapia adaptativa
tanto en animales como en humanos para inducir regresion de tumores en
estadios avanzados mostrando una respuesta antitumoral. Se ha determinado que
el RIL-2 expresado en las células tumorales es funcional y que la respuesta que
se obtenga después de la union al receptor depende de la concentracion de IL-2
usada, ya que a concentraciones menores delO Ul/ml la IL-2 tiene un efecto
proliferador, mientras que a concentraciones a partir de 100 Ul/ml se observa un
efecto inhibidor, aunque su administracién en altas dosis, via sistémica, perturba
vias de regulacibn hematopoyética y puede generar una serie de efectos
secundarios adversos, como son: sindrome de goteo capilar, fiebre, dolor de
cabeza, hipotension, disfunciones respiratorias, renales y hepéticas.

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio son muy alentadores, ya que
representan un avance relevante que contribuye con datos muy importantes en
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E
ZARAGOZA

esta area del conocimiento; sin embargo, si lo que pretendemos es usar IL-2 como
una alternativa terapéutica para los pacientes con melanoma, debemos de contar
con una forma de administracion que evite los graves efectos toxicos producidos
por IL-2 a altas dosis.

La Interleucina-2 (IL-2), inicialmente denominada factor de proliferacion de la
célula T (TCG, 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 G1 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 tamafio
heterogéneo de la proteina madura se debe a la extensién 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 biologicos, dado que la IL-2 recombinante obtenida en células
procarioticas es igualmente efectiva en la activacion de los LT.

La IL-2 es producida por las células T CD4+, y en menor cantidad por las células T
CD8+. La IL-2 actua sobre la misma célula que la produce; es decir, funciona
como un factor de proliferacion autocrino. La IL-2 también actda en los linfocitos T
cercanos, incluidas las células CD4+ y CD8+, y por lo tanto también es un factor
de proliferacién paracrino. Durante las respuestas inmunitarias fisiolégicas, la IL-2
no circula en la sangre para actuar a distancia, por lo que no se le considera factor
de proliferacién endocrino. Por este motivo, la IL-2 se denomind inicialmente factor
de crecimiento de las células T. (Figura 3)
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Figura 5. Acciones de las citocinas. (Tomado de Regueiro G.2002)
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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 interferon gamma (IFNy) y linfotoxina
(TNFB) y es capaz de programarlos hacia la apoptosis.

Representa al miembro més estudiado de la familia de las interleucinas. Es
producida exclusivamente por los linfocitos T (especificamente las células T-
helper) activandose en respuesta a un antigeno y mitdgenos.

La IL-2 Humana es una cadena polipeptidica que contiene 133 aminodacidos. Es
una glicoproteina, en donde el enlace O-glicosidico, esta enlazado a un residuo de
treonina en la posicion ndmero tres. Los andlisis de difraccion de rayos X
muestran que es una proteina de estructura globular que consiste de 4-hélices
estrechas interrumpidas por curvas y bucles. Aparece desprovista de cualquier
conformacion y contiene un solo puente disulfuro que estabiliza a la cisteina en la
posicion 58 y 105.

La IL-2 también sirve como un factor de crecimiento para la activacion de los
linfocitos B, ademas mejora la produccion y secrecion de anticuerpos. De esta
manera potencia eficazmente la respuesta inmune humoral.

Otra actividad importante que desempefia esta citocina es la de promover el
crecimiento de las células asesinas naturales (NK por sus siglas en inglés),
promoviendo su diferenciacién formando los linfocitos asesinos activados (LAK por
sus siglas en inglés), los cuales exhiben una mayor habilidad para eliminar células
tumorales o células infectadas por virus.

Los experimentos realizados a principios de 1980 demostraron que los linfocitos
incubados in vitro con IL-2, podrian matar a una amplia gama de lineas celulares
tumorales, incluyendo el melanoma y células tumorales de colon. Los estudios
clinicos se han enfocado en que esto es efectivo en los humanos, ya que se han
tomado células LAK de la propia sangre de los pacientes y activada in vitro
usando IL-2 reintroduciéndola en los pacientes, lo que promovid la regresion
tumoral en el 10% de los pacientes que padecian melanoma o cancer renal (
Walsh G.2003).
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RECEPTOR PARA IL-2

La accién de IL-2 es mediada por la unidn 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 esta 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 q, une IL-2 con una baja afinidad Kd de aproximadamente 10-8M. La
unién de IL-2 a células que expresan solamente p55 no genera respuesta
bioldgica detectable. Se ha observado produccion de la cadena a, 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 3,
cuya afinidad de union a IL-2 es aproximadamente 10-9 M. La tercer unidad es la
cadena y del receptor que es una proteina de 64 KD la cual en conjunto con p55y
p75 pueden unir IL-2 con alta afinidad con un KD de aproximadamente 10-11 M.
La 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.

La caracteristica particular de la IL-2 es la existencia de al menos dos receptores;
cada uno es capaz de unirse a la IL-2 con diferente afinidad .La cadena alfa,
también conocida como proteina Tac, se une a la IL-2 con baja afinidad, mientras
la cadena beta se une a la IL-2 con una afinidad intermedia. Parece que la
combinacion de las dos formas de cadena da origen a un receptor de alta afinidad
responsable de la internalizacion de ligandos. Evidencias recientes sugieren que
la cadena beta sola es responsable de la traduccion de la sefial de IL-2 presente a
concentraciones de 10 a 100 Ul/ml por encima de lo sugerido para la respuesta
fisiol6gica.

La IL-2 se pliega en una proteina globular que contiene dos grupos de hélices-a
paralelas en parejas, estando orientadas cada hoja en una leve angulacion
respecto de la otra. Esta estructura plegada en hélice- a es comun 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 y el G-CSF. Normalmente, se
transcribe, sintetiza y secreta por las células T sélo 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
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eliminacion de la sefal activadora conduce a una declinacion de los valores de
RNAmM 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.

LIPOSOMAS

Los liposomas son vesiculas concéntricas compuestas por una o varias bicapas
de lipidos anfipaticos, los cuales delimitan uno o varios compartimentos acuosos,
también son definidos como, estructuras esféricas cerradas, formadas por uno o
varios lipidos concéntricos que contienen una fase acuosa (Figura 6).

Debido a sus caracteristicas, los liposomas se han utilizado como modelos
experimentales en el estudio de algunas propiedades de la membrana celular,
como: la permeabilidad, la fluidez, la organizacién molecular de los lipidos y de las
proteinas membranales, asi como la inmunogenecidad de particulas lipidicas
asociadas a enfermedades auto inmunes (Bangham, 1968; Margolis, 1984, Baeza
et al., 2004).

Ademas, la interaccion liposoma-célula es un modelo para estudiar procesos
fisiol6égicos, como la fusion y la adhesion celular (Papahadjopoulus y Kimelberg,
1973; Papahadjopoulus et al.,, 1990; Leckband et al., 1993). Debido a la
semejanza del arreglo lipidico entre el liposoma y la matriz membranal, asi como a
la manera espontanea en que se forman los liposomas en un medio acuoso, estas
vesiculas se han empleado como un modelo experimental de estructuras
precelulares en los estudios sobre el origen de la vida, ya que al formarse aislan
microambientes de los alrededores y al mismo tiempo, constituyen una barrera
con una permeabilidad altamente especifica (Baeza et al., 1987; 1990; 1992).
Finalmente, la capacidad de los liposomas para atrapar moléculas bioldgicamente
activas en su interior acuoso o0 en su bicapa lipidica, ha permitido que estas
vesiculas puedan utilizarse como vehiculos para transportar farmacos, enzimas o
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acidos nucleicos a células en diferentes sistemas biolégicos (Poste, 1980; Itani et
al., 1987; Mannino y Gould, 1988; Friedmann, 1989; Szelei y Duda, 1989; Keown
et al., 1990; Janoff, 1992, Ibafiez, et al 1996).

Cuando los liposomas se usan como transportadores de sustancias a la célula, es
muy importante alcanzar un encapsulamiento 6ptimo, una adecuada proteccion a
las sustancias que llevan y una selectividad contra las células a las que van
dirigidos, por esta razén se ha estudiado mucho acerca de la composicion y el tipo
de lipidos que los forman.

Generalmente se usan liposomas unilamelares de 0.2 a 0.5 um de diametro,
porque son muy estables e interaccionan mejor con las células, formados con
lipidos anfipaticos que normalmente conforman las membranas celulares.
Ademas, al aplicar los liposomas en animales, se pueden dirigir hacia un tipo
especifico de células, uniendo en su superficie anticuerpos, proteinas virales,
glucolipidos o lectinas (Straubinger y Papahadjopoulus, 1983; Kaneda et al., 1987;
Liu et al., 1992; Trubetskoy et al., 1992). También se pueden formar con una
composicion lipidica semejante a la de las membranas de las células a las que se
van a dirigir (Burkhanov et al., 1985; Santiago, 1996).

Al interaccionar el liposoma con la célula, puede ocurrir la fusién de su bicapa
lipidica de este con la membrana celular, o bien, las vesiculas pueden ser
introducidas a la célula por endocitosis. En cualquiera de estos dos procesos, los
liposomas vacian su contenido en el citoplasma celular (Poste, 1980).

Los liposomas pueden clasificarse de acuerdo al nimero de vesiculas que
presenten, de esta manera se tienen:

1. Vesiculas multilaminares: Su tamafio va de 500 a 5000 nm y esta
constituido por varias bicapas concéntricas.

2. Vesiculas largas unilaminares: Tienen un tamafio de 200 a 800 nm.

3. Vesiculas pequeiias unilaminares: Tienen un tamafio de 100 nm.
Conformada por una sola bicapa.
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Figura 6. Composicién de los liposomas

Entre las ventajas mas importantes que ofrecen estos sistemas encontramos que:

» Son biocompatibles.

» Pueden contener farmacos hidrofilicos o farmacos hidrofébicos.

* Protegen al farmaco de inactivacion en condiciones extremas.

» Evitan reacciones no deseadas.

* Proveen la Unica posibilidad de liberar el farmaco dentro de la célula
componentes internos.

El tamafio, la carga y las propiedades de su superficie pueden ser facilmente
cambiadas por la adicibn de una nueva mezcla de sustancias antes de su
fabricacion y/o variando los métodos de fabricacion.

Lipidos que forman liposomas.

De los diversos grupos de lipidos presentes en las estructuras biologicas, solo los
lipidos que constituyen la matriz de las membranas celulares pueden formar a los
liposomas, estos son: los fosfolipidos, glicolipidos y colesterol. Un aspecto
fundamental en la organizacion y en la funcién de la matriz lipidica membranal, es
el caracter anfipatico de sus lipidos. Una molécula anfipatica es aquella que
contiene una region hidrofobica y una region hidrofilica (Gitler, 1969). Las regiones

MIRIAM NOEMI SANCHEZ CEPEDA

23

——
| —


http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http%3A%2F%2Fsua.psicol.unam.mx%2Fsuap%2Fimgs%2Ftemp%2Fescudo-logo-unam.jpg&imgrefurl=http%3A%2F%2Fsua.psicol.unam.mx%2Fsuap%2Fsitiosinteres.html&h=346&w=297&tbnid=l6AgRiekOxKqUM%3A&zoom=1&docid=jk4VmnUCUyW88M&hl=es-419&ei=O25MU7qFHIac2QWS8oHwDg&tbm=isch&ved=0CJoBEIQcMBE&iact=rc&dur=694&page=2&start=12&ndsp=19
https://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http%3A%2F%2F2.bp.blogspot.com%2F-WdQRLlpghuU%2FUW7aLI-NA2I%2FAAAAAAAAAEQ%2FrnCp-QkefXM%2Fs380%2F426340_344304308933163_1880684435_a.jpg&imgrefurl=http%3A%2F%2Fenglishpuma.blogspot.com%2F&docid=t5sWxGfI9fQyYM&tbnid=hmB-MGlKkBIACM%3A&w=160&h=160&ei=qHFMU8GjIOXH8AGg0IGYDQ&ved=0CAIQxiAwAA&iact=c

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

E
ZARAGOZA

hidrofébicas son insolubles en agua y las hidrofilicas son solubles en ella. Los
fosfolipidos y glicolipidos presentan una region polar en un extremo de su
molécula, constituida por el grupo fosfato y/o una base nitrogenada, o por
carbohidratos; y una regién no-polar en el otro extremo, constituida por las
cadenas hidrocarbonadas de &cidos grasos y de esfingosina. La relacién de
tamafio de la region polar con respecto a la no-polar es de aproximadamente
1/3:2/3 respectivamente (Figura 2), lo cual les permite a estos lipidos asociarse
entre si y formar arreglos moleculares especificos; la bicapa lipidica es un ejemplo
de estos agregados (Ibafiez, 1993).

La region hidrofilica del colesterol es su grupo hidroxilo y la parte hidrofébica la
constituye el nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno. En esta molécula, las
regiones polar y no-polar también estan orientadas hacia uno y otro extremo, pero
la diferencia fundamental con respecto a los otros lipidos anfipéaticos, es que su
region polar es muy pequefia, por lo cual, el colesterol, por si s6lo, no forma
bicapas lipidicas (Cullis y Hope, 1985).

MIRIAM NOEMI SANCHEZ CEPEDA

24

——
| —


http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http%3A%2F%2Fsua.psicol.unam.mx%2Fsuap%2Fimgs%2Ftemp%2Fescudo-logo-unam.jpg&imgrefurl=http%3A%2F%2Fsua.psicol.unam.mx%2Fsuap%2Fsitiosinteres.html&h=346&w=297&tbnid=l6AgRiekOxKqUM%3A&zoom=1&docid=jk4VmnUCUyW88M&hl=es-419&ei=O25MU7qFHIac2QWS8oHwDg&tbm=isch&ved=0CJoBEIQcMBE&iact=rc&dur=694&page=2&start=12&ndsp=19
https://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http%3A%2F%2F2.bp.blogspot.com%2F-WdQRLlpghuU%2FUW7aLI-NA2I%2FAAAAAAAAAEQ%2FrnCp-QkefXM%2Fs380%2F426340_344304308933163_1880684435_a.jpg&imgrefurl=http%3A%2F%2Fenglishpuma.blogspot.com%2F&docid=t5sWxGfI9fQyYM&tbnid=hmB-MGlKkBIACM%3A&w=160&h=160&ei=qHFMU8GjIOXH8AGg0IGYDQ&ved=0CAIQxiAwAA&iact=c

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

JUSTIFICACION

La incidencia de melanoma (cancer de piel) en todo el mundo ha aumentado,
afectando principalmente a personas con piel clara. Sin embargo, se desconocen
los efectos genéticos y bioquimicos que transforman al melanocito, una célula que
raramente prolifera en la piel adulta normal, es una célula capaz de replicarse
dando lugar a un tumor muy invasivo y a menudo fatal (Puig L. 1997 y Ulger A. et
al 2005).

El melanoma afecta principalmente la piel en un 90%, pero también puede
localizarse en ojos en el 9% de los casos y con menor frecuencia en mucosas y
llega a producir metastasis en cadenas ganglionares y érganos como higado y
pulmén. (Rosas et al 2003). Constituye el 3% de las neoplasias malignas cutaneas
teniendo una mortalidad del 65% por cancer. En México afecta extremidades
inferiores casi 50%), pie (43%), cabeza (23%), tronco (13%), extremidades
superiores (12%) y cuello (2%) y ocupa el tercer lugar entre los canceres de piel,
con 14.1 por ciento. Afecta a todas las razas, pero es mas frecuente en
caucdsicos que en sujetos de raza negra, orientales o hindues. Afecta ambos
sexos; se registra de los 20 a los 60 afios de edad y es excepcional en los nifios
(Arenas R. 2005).

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que 100 Ul/ml de IL-2 tiene un efecto
inhibidor sobre la proliferacion de lineas celulares de carcinoma de cérvix (CaCU).
Sin embargo, se desconoce el efecto de IL-2 in vitro e in vivo sobre otro tipo de
células neoplasicas como las de melanoma cultivado en presencia de altas y bajas
concentraciones de IL-2. Por esta razén, en el presente trabajo se evaluara la
proliferacion de células de la linea de melanoma B16FO0 en presencia de IL-2 en
forma libre. Asimismo, se analiz6 el efecto de la citocina en forma libre y después
encapsulada en ratones con melanoma de la linea B16F0 en las mismas
concentraciones.
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HIPOTESIS

Se sabe que 100 Ul/ml de IL-2 tiene un efecto inhibidor sobre la proliferacion de
células de CaCU, mientras que 10 Ul/ml incrementan su proliferacion. Por tanto,
si realizamos cultivos in vitro e in vivo de células B16FO de melanoma en
presencia de 10 y 100 Ul/ml de IL-2 se obtendra un efecto similar sobre su
proliferacion, al observado en CaCU.
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OBJETIVO

Evaluar la proliferacion in vitro e in vivo de células de melanoma B16F0 en
presencia de 10 y 100 Ul/ml de IL-2.

OBJETIVOS PARTICULARES

Cultivar la linea celular B16F0 de melanoma.

Realizar ensayos de proliferacion in vitro de la linea celular BL6FO en presencia y
ausencia de 10 y 100 Ul ml de IL 2 en forma libre.

Evaluar la proliferacion de la linea celular por la técnica de cristal violeta.

Induccion de masas tumorales en ratones hembra de la cepa Black C57 con la
linea de melanoma.

Administrar, como tratamiento 10 y 100 Ul/ml de IL-2 libre a ratones con tumor
inducido.

Administrar, como tratamiento 10 y 100 Ul/ml de IL-2 encapsulada en liposomas a
ratones con tumor inducido.
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METODOS

Cultivo de la linea celular B16FO0

Se cultivo la linea celular B16F0 en medio de cultivo DMEN 10% de suero fetal
bovino. A estas células se les adicion6é 5 ml de Verseno y se dejo reposar por 10
minutos; una vez despegadas se centrifugaron a 6000 rpm por 5 minutos, se
formo un boton de células al cual se le adicion6é 2 ml de medio DMEN al 10% de
SFB desactivado y se resuspendieron las células, se toman 0.3 ml y se colocaron
en un eppendorf, a éste se adicion6 0.3 ml de azul tripano para observar la
viabilidad de las células y se procedié a contabilizar las células en la camara de
Neubauer. De acuerdo a la cantidad de células se realizd el calculo
correspondiente para obtener 1000 células en 200 uL de medio por pozo.

MATERIAL

Material biologico:
Linea celular de melanoma B16FO.
Medio de cultivo celular DMEN con 10% de suero fetal bovino (SFB).

Animales de experimentacion: ratones hembra de la cepa Black C57.

Cultivo in vitro

Material no biolégico y equipo.

* Agua desionizada

* Solucién salina de Verseno

* Solucién amortiguadora de fosfatos
* Glutaraldehido 1.1 %
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* Azul Tripano 0.3 %

* Cristal Violeta 0.1 %

« Acido acético glacial al 10 %

* Placas de 96 pozos fondo plano

* Micropipetas de 1000, 200,100 y 20 ml
« Botellas para cultivo celular de 25 cm?®
* Microscopio invertido

» Camara de Neubauer

* Tubos eppendorf

* Centrifuga

* Tubos para centrifuga

» Campana de flujo laminar

* Incubadora (atmosfera de 5 % de CO,, temperatura de 37° C y ambiente
saturado de humedad relativa)

* Lector de placas

Material de Bioterio

- Jaulas con rejilla

- Agua y alimento estéril

- Estuche de diseccion

- Campana de flujo laminar

Experimento en ratones (in vivo)

-IL-2 recombinante libre
-IL-2 recombinante encapsulada
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Evaluacion de la proliferacion celular

Se cultivan 1000 células por pozo en una placa de 96 pozos y se evaluo la cinética
de proliferacion a 24, 72 ,120 y 168 horas, es decir; 1, 3, 5 y 7 dias
respectivamente. Se sembraron las células por triplicado para cada condicién y se
adicion6 la IL-2 correspondiente a 10 y 100 Ul/ml en el medio para los pozos
problema. Una vez transcurrido el tiempo necesario las células se fijaron con
glutaraldehido 1.1% por 20 minutos, se lavaron con agua desionizada y se dej6
secar la placa a temperatura ambiente, este procedimiento se realizé cada 48
horas. Una vez cumplidas las 168 horas se afiadieron 75 pL de cristal violeta al
0.1% en cada pozo por 10 minutos con agitacion, transcurrido este tiempo se lavo
nuevamente con agua desionizada y se dejo secar a temperatura ambiente. Se
adicionaron 100 pyL de acido acético al 10% en cada pozo, posteriormente se
mantuvieron por 20 minutos en agitacion, para después leer la placa obtenida, a
una absorbancia de 570 nm en un aparato de ELISA.

Tratamiento de ratones

Los ratones se clasifican por grupos de acuerdo al tratamiento que se les
aplicara:

Grupo Ambientales: Sin inoculacion de células y sin tratamiento.

Grupo Control: Inoculados con células, conformado por tres ratones.

Grupo IL-2 a 10 Ul/ml: Inoculados con células y tratados con IL-2 a 10 Ul/ml.

Grupo IL-2 a 100 Ul/ml: Inoculados con células y tratados con IL-2 a 100 Ul/ml.

Grupo IL-2 a 10 Ul/ml encapsulada: Inoculados con células y tratados con IL-2 a
10 Ul/ml en forma encapsulada.

Grupo IL-2 a 100 Ul/ml encapsulada: Inoculados con células y tratados con IL-2 a
100 Ul/ml en forma encapsulada.
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Inoculacion de células:

Se inocularon 3 millones de células B16F0 por raton, via intraperitoneal. Se utiliza
la misma forma de inoculacién para cada grupo de ratones.

Aplicacion del tratamiento:

A los 30 dias de haber realizado la inoculacion se aplica via intraperitoneal el
tratamiento de IL-2 a 10 Ul/ml o 100 Ul/ml libre o encapsulada, segun el caso,
diariamente durante 5 dias para los grupos problema.

Sacrificio de los animales:

Al finalizar la administracion de ambos tratamientos se procedi6 a examinar
exteriormente a los ratones en busca de crecimientos tumorales. Posteriormente
se realizod la diseccion y exploracidon de ambos grupos experimentales, en busca
de masas tumorales. Las masas tumorales encontradas fueron medidas con
ayuda de un vernier.
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RESULTADOS

EVALUACION DE LA PROLIFERACION IN VITRO

Con el propésito de evaluar el efecto de IL-2 sobre la proliferacion de la linea
celular B16FO0 se realizaron cultivos con 1000 células por pozo en presencia de 10
y 100 Ul/ml de esta citocina, se utiliz6 como control células cultivadas en ausencia
de IL-2. La proliferacién se evalud por la técnica de cristal violetaa 1, 3, 5y 7 dias.
Los resultados de absorbancia muestran que las células en presencia de 10 Ul /ml
de IL -2 tienen una mayor proliferacion que el control, mientras que las células
cultivadas en presencia de 100 Ul/ml disminuyen su proliferacion sin ser muy
diferente al control (Figura 7).

14 PROLIFERACION IN VITRO
1.2 /
g 1 /
c
o
~
n 0.8
'§ // e CONtrol
2806 ——10 Ul/mL
2 // 100 UI/mL
< 04
0.2
0
1 3 5 7 9 11
Tiempo ( dias)

Figura 7. Proliferacién in vitro a 1, 35y 7 dias de la linea celular de melanoma B16F0 en ausencia y presencia
de 10y 100 Ul/ml de IL-2 evaluada por la técnica de cristal violeta.
Se observa una mayor proliferacion en presencia de 10 Ul ml, mientras que con100 Ul/ml se observa una
disminucion.
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EVALUACION DE LA PROLIFERACION IN VIVO

Después de observar que IL-2, in vitro, tiene un efecto diferencial sobre la
proliferacion de células de melanoma, similar a la ya reportado para células de
carcinoma de cérvix, se decidio evaluar el efecto de esta citocina in vivo en
tumores de melanoma inducidos en ratones de la cepa Black C57. Se realizaron
dos experimentos independientes conformados por 12 ratones cada uno. Para
ello, se inocularon 3x10° células de melanoma en ratones, posteriormente se
administra IL-2 libre a 10 y 100 Ul/ml, respectivamente, para cada grupo de
ratones durante 5 dias consecutivos.

Posteriormente se realizO un tercer experimento en condiciones similares
afladiendo un quinto grupo en el cual se utilizara IL-2 encapsulada.

Efecto de 10 Ul/ml de IL-2 libre en ratones con melanoma inducido.

En los dos experimentos realizados en los que se administré 10 Ul/ml de IL-2 libre
observamos en los ratones un aumento en el volumen tumoral.

Para el caso del experimento | en el que se usaron 4 ratones hembra de 4
semanas, Yy que recibieron IL-2 libre como tratamiento por 5 dias. Una vez
transcurridos los 5 dias de tratamiento se sacrificaron dos ratones. En uno de los
ratones se detectaron masas tumorales con la siguiente ubicacion: 2 tumores de 1
mm, ubicados en el rifidn izquierdo, 2 tumores de 2 mm localizados en el bazo y
un tumor de 0.5 mm ubicado en el intestino, lo que representa un masa tumoral
total de 17 mm para este grupo. Algunas de las caracteristicas morfolégicas
observadas en estos ratones son: intestino grueso con hipertrofia, grasa excesiva
en abdomen, atero de color blanco y bazo de color muy obscuro y grasoso
(Tabla 1).

En el caso de los dos ratones faltantes estos se mantuvieron por varios meses
mas, para determinar el tiempo de sobrevida pos-tratamiento.
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Higado:
5 tumores (1 mmy 4
de 2 mm).

Rifién: Un tumor de
1 mm.

Utero: Un tumor de
0.5 mm.

Bazo:

2 tumores de 2 mm.
Intestino:

Un tumor de 0.5 mm.
Rifi6n izquierdo: 2
tumores de 1 mm

3 2 Utero: 2mm
1 tumor de 1 mm
Ovario:

1 tumor de 1mm

Cercadel bazo: 2 15.5 mm
tumores de 2 mm.
Intestino grueso:
Un tumor de 0.5 mm.
Intestino delgado:
Un tumor de 0.5 mm
Utero: Un tumor de
0.5 mm.

Higado: 5 tumores
(Unode 1 mmy 4 de
2 mm)

Rifién: Un tumor de
1 mm

3 0
Tabla 1.Masas tumorales localizadas en los grupos experimentales | y Il a los
cuales se les administré IL-2 en forma libre.

Para el caso del experimento Il, también se usaron 4 ratones hembra de 10
semanas, de los cuales se sacrificaron dos al quinto dia y otros dos se
mantuvieron en el bioterio por varios meses mas, dentro del ensayo de
sobrevivencia pos-tratamiento.
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En uno de los ratones se detectaron 7 masas tumorales con la siguiente
localizacion: 5 tumores en higado uno de 1 mm y cuatro de 2 mm (Figura 8), un
tumor de 1 mm en rifion, uno de 0.5 mm en utero.

Figura 8. Masas tumorales inducidas en
ratones C57 tratados con 10 Ul/ml de IL-2 en
forma libre. Las flechas indican la localizacién
de 4 tumores en higado. Evaluacién a los 5 de

tratamiento.

En el otro ratdbn se encontraron 4 tumores; uno en intestino delgado otro en
intestino grueso, ambos de 0.5 mm y dos tumores mas cerca del bazo de 2 mm
cada uno. Lo que representa un volumen tumoral total de 15.5 mm para el
experimento Il. En cuanto a las caracteristicas morfologicas de los ratones se
observé el pulmén atrofiado y de color blanco, bazo de color normal, rifiones con
tonalidad palida y mucha grasa en abdomen (Figura 9 y Tabla 1).

Figura 9. Masas tumorales inducidas en ratones C57 tratados con 10 Ul/ml de IL-2 en forma libre. El
acercamiento muestra la zona del Gtero donde se observa un tumor de 0.5 mm, también muestra el intestino
con hipertrofia y mucha grasa en abdomen
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Administracion de 100 Ul/ml de IL-2 libre en ratones con melanoma inducido.

En el experimento I, se trataron 3 ratones, de los cuales se sacrificaron dos al dia
5 del tratamiento con IL-2 a 100 Ul/ml, el otro ratén se dejo para el ensayo de
sobrevivencia. En los dos ratones sacrificados se encontré una masa tumoral de
1 mm en cada raton localizados en Utero y ovario, respectivamente. Cabe
mencionar que la mayoria de los érganos presentaban una tonalidad palida,
ademas de un exceso de grasa en abdomen, asi como intestino inflamado y
pulmones atrofiados (Cuadrol). En el caso del experimento Il, se trataron 3
ratones, al igual que en el caso anterior, se sacrificaron dos de ellos y no se
encontraron masas tumorales.

Después, de observar los resultados obtenidos en estos primeros dos
experimentos, se decidid realizar un tercero, en el que se incluyera en el
tratamiento IL-2 encapsulada en liposomas cationicos. Esto con el propdsito de
determinar cudl de las formas de administracion de IL-2 es mas eficiente en
reducir las masas tumorales. Para este experimento se utilizaron 12 ratones y se
separaron en grupos de dos para las siguientes condiciones: ambiental, control
positivo a tumor, tratados con 10UIl/ml de IL-2 libre y encapsulada y con 100 Ul/ml
de IL-2 libre y encapsulada (Tabla 2).

Tabla 2. Cuadro comparativo de experimento 3 donde se muestra el nimero de ratones utilizados, el nimero de tumores
localizados y el volumen tumoral para cada grupo experimental.
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ADMINISTRACION DE IL-2 LIBRE Y ENCAPSULADA EN RATONES CON
MELANOMA INDUCIDO

De manera general observamos que el volumen de las masas tumorales,
obtenidas en el experimento Ill, fue mucho mayor que en los experimentos | y II.
En este ultimo experimento, excepto el grupo ambiental, en todos los demés
grupos se localizaron masas tumorales. Los resultados muestran para los
miembros del grupo de ratones ambiental, ratones a los que no se inocularon
células de melanoma ni se les administro tratamiento, que los 6rganos presentan
caracteristicas normales (Figura 10).

Figura 10. Caracteristicas de ratones del grupo ambiental (no inoculados y sin tratamiento de IL-2.) La diseccion de
la cavidad abdominal muestra 6rganos normales.

Grupo Control

En el grupo experimental control positivo a tumor (inoculadas con B16F0), se
obtuvieron masas tumorales cerca de la pata derecha con un volumen de 7.42
cm® y de 8.18 cm® para cada ratén, con un promedio de 7.8 cm®. Un dato a
destacar es que un ratén presenté hemorragia interna debido a que el tumor se
reventd internamente. La pata derecha se incluia en el tumor, ademas se observé
el higado y bazo atrofiados y el atero muy irrigado (Figura 11).
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Figura 11. Masas tumorales inducidas en ratones Black C57 del grupo control positivo. Cabe destacar el crecimiento
atipico de las masas tumorales: a) Vista de la masa tumoral desde la parte exterior del ratén; b) Crecimiento tumoral con un
ligero sangrado; c) Acercamiento del crecimiento tumoral.

Administracion de 10 Ul/ml de IL-2 libre o encapsulada en ratones con
melanoma inducido

Los ratones del grupo que recibieron 10 Ul/ml de IL-2 presentaron la mayor masa
tumoral, mostrando un mayor efecto cuando la IL-2 se administr6 encapsulada.

Ratones tratados con IL-2 a 10 Ul/ml libre

Los ratones de este grupo presentaron un volumen en masa tumoral de 7.42 y
11.49 cm?® para cada ratén, con un promedio de 9.45 cm®. Los tumores fueron
ubicados en el costado derecho del vientre. Uno de los ratones presentd piel muy
delgada en el area donde se encontraba el tumor, ademas se observo el Utero
invadido por el tumor irrigado a vasos sanguineos. También se observd un color
rojo muy intenso en el higado.

El segundo ratén presentd los oOrganos internos desplazados por el tumor,
principalmente el Utero debido al gran volumen de la masa tumoral. Ademas se
observo un pelaje parduzco y opaco (Figura 12).
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Figura 12. Masas tumorales inducidas en ratones Black C57 en el grupo con tratamiento de 10 Ul/ml de IL-2 libre.
Medidas de las masas tumorales localizadas: a) Ubicacion de la masas tumoral antes de la diseccion; b) Diseccion de la
cavidad abdominal donde se observa una masa tumoral de 11.49 cm?® de color negro; c) Higado muy grande; d) Masa
tumoral localizada en la pata derecha.

Ratones tratados con IL-2 a 10 Ul/ml| encapsulada

Este grupo presenté el mayor volumen tumoral con 11.49 y 13 c¢cm?® para cada
raton con un promedio de 12.24 cm®. Los tumores fueron localizados cerca de la
pata derecha (Figura 13). Uno de los ratones presenté un pelaje pardo y opaco,
ademas se observaron pequefios puntos negros en casi una cuarta parte del
pulmon. Este animal se encontrd bajo de peso.

El segundo ratdén de este grupo presentd piel muy delgada, también se observé el
intestino muy grasoso y un bazo muy grande y de color obscuro.
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Figura 13. Masas tumorales inducidas en ratones Black C57 en el grupo de ratones con tratamiento de 10 Ul/ml de
IL-2 encapsulada: a) Medida de la masa tumoral; b) Diseccion de la cavidad abdominal donde se observa una masa
tumoral localizada en la pata derecha; c) Se observan los intestinos de tamafio normal y masa tumoral muy grasosa.

ADMINISTRACION DE 100 UI/ML DE IL-2 LIBRE Y ENCAPSULADA EN
RATONES CON MELANOMA INDUCIDO

Ratones tratados con IL-2 a 100 Ul/ml libre

Estos ratones presentaron masas tumorales de 6.8 y 8.37 cm? para cada ratén con
un promedio de 7.58 cm®. Los tumores fueron localizados cerca de la pata
derecha. Uno de los ratones present6 poca grasa y piel delgada, ademas se
observo un higado muy grande, presento el intestino muy inflamado y la masa
tumoral muy irrigada, el hueso de la pata derecha quedd completamente incluido
en el tumor.

El otro ratén también presentd inflamacion en la pata derecha, un higado muy
grande, piel delgada principalmente en el area del tumor, intestino muy grasoso y
el atero invadido por el tumor. Todos los 6rganos de la parte baja del abdomen
fueron desplazados hacia el lado izquierdo debido a la masa tumoral de gran
tamafio.
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Figura 14. Masas tumorales inducidas en ratones Black C57 en el grupo de ratones con tratamiento de 100 Ul/ml de
IL-2 libre. a) Pata derecha del ratén inflamada; b) Diseccion de la cavidad abdominal; c) Acercamiento masa tumoral; d)
Aislamiento de la masa tumoral para medicién; e) Intestino grueso muy inflamado; f) Higado muy grande.

Ratones tratados con IL-2 a 100 Ul/ml encapsulada

Estos ratones presentaron masas tumorales de 6.88 y 7.23 cm?® para cada ratén
con un promedio de 7.05 cm®. Los tumores fueron localizados cerca de la pata
derecha. Estos ratones presentaron mucha grasa en la zona abdominal, asi como
Utero en estado normal y 6érganos con coloracion palida.
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Figura 15. Masas tumorales inducidas en ratones Black C57 del grupo de ratones con tratamiento de 100 Ul/ml de
IL-2 encapsulada. a) Masa tumoral localizada en pata derecha del ratén; b) Masa tumoral.

Para obtener el volumen tumoral de los ratones tratados con diferentes
concentraciones de IL-2 se sacrificaron los ratones después del quinto dia de
tratamiento y las masas tumorales obtenidas se midieron para realizar el célculo
del volumen tumoral.

El efecto biologico de IL-2 en el crecimiento y disminucion de las masas tumorales
fue mas visible en los crecimientos tumorales de mayor tamafio, por lo que los
datos mas representativos fueron del experimento lll, los cuales se tomaron como
referencia para evaluar el volumen tumoral asi como el porcentaje de aumento y
disminucién de las masas tumorales en cada grupo experimental.

Con el propésito de comparar el efecto de IL-2 sobre las masas tumorales se
graficaron los datos reportados para cada grupo experimental, en el cual se
puede observar una disminucién del volumen tumoral, cuando se administré la
citocina a 100 Ul/ml, siendo mayor el efecto en forma encapsulada. Para los
grupos que recibieron tratamiento con 10 Ul/ml se observa el efecto contrario, es
decir, se incremento el volumen tumoral, siendo mayor el efecto cuando la citocina
se administr6é en forma encapsulada (Figura 16).
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Figura 16. Volumen tumoral de los ratones con tratamiento de IL-2 en forma libre y encapsulada
en concentraciones de 10 y 100 Ul/ml respectivamente.

Con el propdésito de tener una mejor apreciacion del volumen tumoral para cada
condicion grupo de ratones se obtuvo el porcentaje de volumen tumoral.

En general se observa una disminucién del volumen tumoral cuando los ratones
fueron tratados con 100 Ul /ml de IL-2, siendo mayor el efecto cuando la citocina
se administr6 encapsulada. En particular observamos que con 100 Ul/ml de IL-2
libre tenemos una reduccién del 2.57% del volumen tumoral, sin embargo con la
IL-2 encapsulada la reduccion es del 9.62%. En el caso de la administracién de 10
Ul/ml de IL-2 observamos un aumento del volumen tumoral siendo méas evidente
en los ratones que recibieron 10 Ul/ml de IL-2 encapsulada. De manera particular
se observa un aumento del 21.15% en el volumen tumoral con 10 Ul/ml de IL-2
libre, mientras que para la misma concentracion de ésta citocina encapsulada en
liposomas el obtuvimos un significativo aumento de hasta 56.92% (Cuadro 3).
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Volumen tumoral y porcentaje

Tabla 3. Volumen tumoral y porcentaje
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Con el propésito de destacar tanto el aumento del porcentaje del volumen tumoral,
cuando las células fueron cultivadas en presencia de 10 Ul/ml de IL-2, como su
disminucion al ser cultivadas en presencia de 100 Ul/ml, se elabora una tabla en la
cual se incluyen estos datos. Destacando el 57% de aumento del volumen con 10
Ul/ml. Cabe mencionar que la disminucion no fue tan marcada (Cuadro 4).

Porcentaje en Aumento y Disminucién de Volumen Tumoral

Tabla 4. Porcentaje en aumento y disminucién de volumen tumoral.
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Ensayo de sobrevivencia de ratones pos-tratamiento

Con la intencién de establecer el tiempo de sobrevida de los ratones después de
que han recibido tratamiento con 10 y 100 Ul/ml de IL-2 libre. En dos de los
experimentos se incluyeron 5 ratones que ademas de recibir la inoculacion de
células tumorales, después de 20 dias se les administr6 5 dias con IL-2. Dichos
ratones se conservaron vivos hasta por 8 meses, post-tratamiento. Los ratones se
mantuvieron en el bioterio bajo condiciones ambientales de esterilidad, periodos
de dia y noche controlados y libre demanda de alimento y agua.

Transcurridos los 6 meses, post-tratamiento, para los ratones del experimento I,
se sacrificd a los ratones para evaluar su condicion general y el efecto después
de estos meses. En el raton control todos los 6rganos se encontraron en
condiciones normales.

Se sacrificaron dos ratones que fueron tratados con 10 Ul/ml, en ambos se
observé exceso de grasa en el abdomen y alopecia en algunas partes del cuerpo.

En el ratén tratado con 100 Ul/ml se observaron 6rganos en estado normal. En
ninguno de los ratones se encontraron masas tumorales.

Para el caso del experimento Il, se aumento el tiempo de evaluacion del efecto
post-tratamiento de IL-2 hasta los 8 meses. Al finalizar este tiempo los ratones
fueron sacrificados y analizados. Las observacion mostraron que el ratén control
se encontraba en estado normal y que los ratones tratados con 10 Ul/ml, los
organos también mostraron condiciones normales con presencia de mucha grasa
en abdomen, pelaje normal y Gtero muy grueso en uno de ellos.

En el ratén tratado con 100 Ul/ml de IL-2 se encontraron los érganos en estado
normal. Es necesario destacar que al igual que en los ratones del experimento | en
ninguno de los cuatro ratones sacrificados se encontraron masas tumorales. En
resumen los ratones de la evaluacibn de sobrevida post-tratamiento no
presentaron masas tumorales ni dafios significativos en sus érganos como efecto
del tratamiento con IL-2 después de 8 meses de sobrevida (Figura 17).
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Figura 17. Sobrevivencia de los ratones tratados con IL-2 y control de los experimentos | y Il
después de varios meses pos-tratamiento.
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DISCUSION

Se sabe que interleucina 2 (IL-2) es producida por un subtipo de linfocitos T
auxiliares denominados Th1l y en menor cantidad por linfocitos T citotoxicos, esta
citocina ha cobrado gran interés ya que se usa como una alternativa terapéutica
para combatir distintos tipos de canceres (Hernandez J. et al 2005). Pruebas
clinicas han demostrado que la administracion in vivo de células activadas para
matar, (LAK; del inglés lymphokine activated Killer cells) acompafadas de la
administracion de IL-2 via sistémica producen regresion de masas tumorales en
pacientes con cancer renal y melanoma en fase terminal observandose remisién
completa y duradera en 3% de los pacientes (Rangel C. et al 1999).

Este trabajo se bas6 en investigaciones previas del Laboratorio de Oncologia
Celular, en las cuales se demuestra que las células de Carcinoma Cérvico Uterino
(CaCU) expresan el receptor para IL-2, el cual esta conformado por las 3
subunidades polipeptidicas que tienen una alta afinidad por la IL-2 al igual que los
linfocitos T. También, hemos informado que concentraciones de 10 Ul/ml de IL-2,
favorecen la proliferacion de las células de la linea de CaCU INBL y que
concentraciones de 100 Ul/ml de IL-2 detienen su proliferacion a diferencia de lo
que sucede con leucocitos de sangre periférica en donde una concentracién de
100 Ul/ml promueven la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T, que se sabe
ejercen un efecto citotdéxico sobre células tumorales in vitro.

Sin embargo, aunque la IL-2 es muy util en inmunoterapias; su aplicacion, ha
reportado un uso limitado cuando se utilizan dosis altas, pues genera alteraciones
fisiol6égicas que causan efectos secundarios que suelen ser muy adversos, tales
como: a) perturbacion en vias de regulacibn hematopoyética, b) sindrome de
goteo-capilar, c) fiebre, d) dolores de cabeza, €) edema, f) oliguria e g) hipotension
que la hacen tener un empleo restringido. Por esta razén, actualmente se buscan
nuevas vias de administracion de esta citocina para el tratamiento de diversos
tipos de cancer. Al respecto en el Laboratorio de Oncologia Celular, nuestro grupo
de trabajo ha utilizado IL-2 encapsulada en liposomas catibnicos como tratamiento
de ratones con tumores inducidos de CaCU, obteniendo hasta un 80% de
reduccion de las masas tumorales, detectando, al mismo tiempo, una disminucion
de los efectos secundarios de IL-2.

Estos resultados nos hacen pensar que el uso de IL-2 encapsulada puede ser una
via de administracion adecuada de la citocina para pacientes con cancer (Ayala
A. et al 2005). Para ello es necesario confirmar el efecto de IL-2 encapsulada en
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otro modelo de tumor como el melanoma, que se sabe, puede ser eliminado
eficientemente al estimular el sistema inmunologico (Thejass P., Kuttan G., 2007).

Para ello en este trabajo se evalud el efecto in vitro e in vivo de IL-2 sobre la
proliferacion de células B16F0. Un experimento previo, en el que se adicionaron
10 Ul/ml de IL-2, in vitro, a células de melanoma, muestra un incremento de la
masa tumoral tal y como se ha reportado para CaCU. Los resultados in vitro del
presente trabajo experimental confirman que 10 Ul/ml de IL-2 induce la
proliferacion de células de la linea celular B16FO de melanoma, mientras que, a la
concentracion de 100 Ul/ml, se observo un efecto inhibidor. El efecto diferencial de
IL-2 sobre la proliferacién de las células de melanoma es muy semejante al ya
reportados para las lineas de CaCU CALO e INBL, sugiriendo que aquellos
tumores que expresen el receptor para IL-2 (RIL-2) pueden ser inducidos a
proliferar en presencia de bajas dosis de IL-2.

Por otra parte, ya que el efecto in vitro de IL-2 en células de melanoma es muy
semejante al ya reportado para CaCU, esperariamos que en un experimento in
vivo se observe un efecto similar, sobre la reduccion de masas tumorales de
melanoma, al ya reportado para CaCU. Es decir, que los datos in vitro, permitirian
predecir el posible efecto de IL-2 en diferentes sistemas celulares en un modelo in
vivo de tumores que expresen IL-2R.Y de esta manera predecir su respuesta ante
la administracion de IL-2 y al mismo tiempo determinar la dosis de IL-2 mas
adecuada para regular la proliferacion de las células neoplasicas e inducir, al
mismo tiempo, una respuesta inmunoldgica de rechazo tumoral. La aplicaciéon de
estos resultados nos permitiria desarrollar una estrategia inmunoterapéutica
donde se aproveche el efecto dual de IL2.

Los resultados, in vitro, muestran una disminucién del crecimiento de las células
de melanoma cuando son cultivadas en presencia de 100 Ul/ml de IL-2, sin
embargo, no es de la misma magnitud que la reportada para CaCU. No obstante,
el porcentaje de aumento en la proliferacién in vitro en presencia de 10 Ul/ml de
IL-2 es semejante al reportado en CaCU. En base a las evidencias arriba
mencionadas proponemos la hipétesis de que las células tumorales que expresen
el IL-2R tienen la misma respuesta dosis dependiente a IL-2.

Estos resultados sugieren que antes de administrar una terapia antitumoral a
base de IL-2 es necesario evaluar la presencia del receptor para esta citocina en
las células tumorales a ser tratadas. Si se confirma la presencia del receptor para
IL-2 como en CaCU y melanoma, es conveniente demostrar in vitro, la
dependencia de las células tumorales por IL-2. Por esta razon, se debe evaluar
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previamente el efecto de IL-2 in vitro en las células tumorales antes de pensar en
la administracion de IL-2 como alternativa terapéutica, esto en base al efecto dual
que presenta IL-2 en células de melanoma y CaCU.

Por otro lado, el modelo in vivo de induccion y tratamiento de melanoma también
es util para confirmar los resultados del modelo in vitro y al mismo tiempo confirma
que su uso es recomendado para evaluar el efecto de agentes antineoplasicos.

Al respecto se sabe que el 80% de los modelos experimentales, in vivo, utilizan
ratones para evaluar el efecto de agentes antineoplasicos, dirigidos a los
humanos,debido a que poseen grandes ventajas como son un ciclo de vida corto,
una gran capacidad de reproduccion y adaptacion, su facil manejo y los amplios
conocimientos que se tienen acerca de su fisiologia y anatomia. Ademas, en
algunas cepas desarrollan tumores espontaneamente (Vagge et al., 1994) o
inducidos por la inyeccion de células tumorales, o por la administracion de alguna
droga cancerigena (Gillies et al., 1998; Colchlovius et al., 1999) o implantados
subcutdneamente a partir de cultivos semisélidos o biopsias (Lo Russo et al.,
1990; Dubinet et al., 1993). Por esta razén los resultados obtenidos de un modelo
in vivo es muy importante para poder sugerir un posible uso terapéutico.

Al respecto en este trabajo se utilizo la cepa Black C57 como modelo experimental
autologo, induciendo tumores via intraperitoneal con la linea celular B16F0 de
melanoma. Una vez inducidos los tumores de B16F0 en la cepa Black C57, la
siguiente fase fue evaluar in vivo, si IL-2, conserva el efecto antitumoral observado
en los ensayos in vitro, evaluando su aplicacién en forma libre y encapsulada. En
los experimentos | y Il in vivo no se observa la presencia de tumores en los
ratones a los que se administré 100 Ul/ml de IL-2, lo mismo ocurrié en los ratones
del control positivo, esto lo atribuimos al hecho de que los ratones utilizados en
este experimento soélo tenian 3 semanas de edad y quiza su sistema inmunoldgico
todavia se encuentra en maduracién y por tanto elimina eficientemente las células
tumorales inoculadas. Sin embargo, en el caso en que los ratones recibieron 10
Ul/ml de IL-2 el nimero de tumores inducidos por la inoculacion de células B16FO0
fue muy evidente ademas de localizarse en diferentes 6rganos del ratén. Este
hecho es muy relevante, ya que mostramos que 10 Ul/ml de IL-2 es suficiente
para que las células inoculadas promuevan la formacion de tumores hasta del
15% en promedio. Es decir que una pequefia cantidad de citocina puede sustentar
la proliferacion de las células de melanoma como un mecanismo de evasion del
sistema inmunoldgico del raton.

MIRIAM NOEMI SANCHEZ CEPEDA

50

——
| —


http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http%3A%2F%2Fsua.psicol.unam.mx%2Fsuap%2Fimgs%2Ftemp%2Fescudo-logo-unam.jpg&imgrefurl=http%3A%2F%2Fsua.psicol.unam.mx%2Fsuap%2Fsitiosinteres.html&h=346&w=297&tbnid=l6AgRiekOxKqUM%3A&zoom=1&docid=jk4VmnUCUyW88M&hl=es-419&ei=O25MU7qFHIac2QWS8oHwDg&tbm=isch&ved=0CJoBEIQcMBE&iact=rc&dur=694&page=2&start=12&ndsp=19
https://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http%3A%2F%2F2.bp.blogspot.com%2F-WdQRLlpghuU%2FUW7aLI-NA2I%2FAAAAAAAAAEQ%2FrnCp-QkefXM%2Fs380%2F426340_344304308933163_1880684435_a.jpg&imgrefurl=http%3A%2F%2Fenglishpuma.blogspot.com%2F&docid=t5sWxGfI9fQyYM&tbnid=hmB-MGlKkBIACM%3A&w=160&h=160&ei=qHFMU8GjIOXH8AGg0IGYDQ&ved=0CAIQxiAwAA&iact=c

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

En el caso del modelo experimental Il in vivo, en el que se utilizaron ratones de 24
semanas de edad se obtuvieron resultados muy diferentes a los de los
experimentos | y Il. En este caso se obtiene un control con crecimiento tumoral el
cual se reduce en un 58% al administrar 100 Ul/ml de IL-2. La induccion a la
proliferacion con 10Ul/ml se mantiene. Y en su conjunto los datos obtenidos al
utilizar ratones de mayor edad es muy semejante al reportado en CaCU. Ademas
este modelo de raton adulto proporciona datos de un efecto sobre la regulacién
de la proliferacion de las células de melanoma muy similar al reportado in vitro.

Para los ratones tratados con 100 Ul/ml se observo un efecto de inhibicion, siendo
gue al administrar la citocina en forma libre se obtuvo una disminucion de 2.57% y
de hasta un 9.62% cuando se administré en forma encapsulada.

Los resultados hasta ahora proporcionados sobre el efecto de IL-2 sobre la
proliferacion de células de carcinoma de cérvix y melanoma pueden ser mas
generalizados de lo que se piensa, particularmente cuando las células tumorales
expresen el receptor para IL-2.

Otra aportacion importante es el hecho de que IL-2 encapsulada es mas eficiente
tanto para inhibir como inducir la proliferacion de las células de la linea de
melanoma B16F0. Y dado que en nuestro equipo de trabajo ha demostrado que
IL-2 encapsulada ademas de reducir las masas de CaCU es capaz de disminuir
los efectos secundarios que esta ocasiona. Pensamos que el uso de IL-2
encapsulada en liposomas catiénicos, seria una buena estrategia para este tipo de
cancer.

La diferencia en la respuesta a las diferentes concentraciones de IL-2 entre los
experimentos realizados indican que los ratones que desarrollaron masas
tumorales de mayor volumen como los utilizados en el experimento Il se puede
atribuir su edad ya que estos tenian entre 6 y 7 meses de edad a diferencia de los
ratones utilizados en los experimentos | y Il que tenian entre 3 y 4 semanas.Es
evidente que el éxito para el establecimiento de crecimientos tumorales de tamafio
considerable se presentara en ratones longevos a diferencia de los jovenes por lo
que para evaluar el efecto antitumoral de 100 Ul/ml de IL-2 sera necesario utilizar
ratones de 6 meses en los que el sistema inmunoldgico se vea mermada por no
tener “estimulo” (gama de antigenos) que le permitio fortalecer su defensa
inmunoldgica tal y como sucede en los ratones de 3 semanas.

La contribucién mas relevante de este trabajo es el proporcionar informacion sobre
el efecto de 10 Ul/ml de IL-2 sobre los tumores que expresen el receptor para IL-2,
ya que los datos proporcionados en el modelo de melanoma, motivo de este
estudio, y en el modelo de CaCU reportado previamente, muestran que esta
concentracion de citocina induce un crecimiento tumoral considerable desde 56%
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en melanoma y hasta el 100% en CaCu, esto quiere decir que es necesario
establecer un método diagnostico de la presencia del RIL-2 en células tumorales
antes de pensar en la administracion de IL-2 como agente antitumoral ya que se
corre el riesgo de tener un efecto contrario al esperado, es decir promover el
crecimiento tumoral en vez de eliminar la masa tumoral o activar el sistema
inmunolégico.

Finalmente mencionaré que otra de las contribuciones de mi trabajo fue
determinar el tiempo de sobrevida de los ratones sin mostrar re-aparicion de
crecimiento tumoral, post-tratamiento, asi como evaluar el estado general de los
mismos. El tiempo evaluado de sobrevida post-tratamiento con 100Ul/ml por 5
dias consecutivos, fue de hasta 8 meses, lo cual es un dato de gran relevancia ya
que muestra que IL-2 eliminé eficientemente las células de melanoma que se
introdujeron en los ratones. Estos datos sugieren que el periodo de sobrevida
puede prolongarse, por lo cual recomiendo se evalué sobrevivencia post-
tratamiento a 12 meses. Esto con el propésito de establecer el tiempo real de
accion antitumoral de IL-2 sin presencia de crecimiento tumoral y sin efectos
secundarios en los ratones. Los datos mostrados en este trabajo nos permiten
pensar en utilizar IL-2 como una alternativa terapéutica para el melanoma.
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CONCLUSIONES

-IL-2 tiene un efecto proliferador cuando es administrada a 10 Ul/ml, siendo mas
eficiente cuando se encapsula.

-Cuando IL-2 se administra a 100 Ul/ml se observa un efecto de menor
proliferacion.

-La sobrevivencia de los ratones que se mantuvieron pos-tratamiento refleja que
IL-2 permite ser utilizada sin tener efectos significativos como efecto del
tratamiento.
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PERSPECTIVAS

Aplicacion de la investigacion

La transferencia de un hallazgo obtenido en un modelo experimental en el
laboratorio a un posible tratamiento en humanos es un gran paso, en el que hay
gue considerar aspectos éticos muy importantes y es un proceso largo que
requiere considerar dosis, vias de administracion, tolerancia al compuesto,
toxicidad inmediata y a largo plazo, genotoxicidad, aspectos farmacolégicos como
la farmacocinética del compuesto, disefio de un protocolo de estudio clinico
experimental y la interaccion con una empresa farmacéutica interesada en el
producto, asi como mecanismos de transferencia.

-Se debe investigar la via de administracidon en humanos, ya que en el modelo
experimental se usaba la via intraperitoneal que no seria recomendable en

humanos.

-Probar si la via propuesta asegura la presencia del compuesto en el 6rgano
blanco.
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GLOSARIO

Nevo. La palabra nevus o nevo (del latin naevus, lunar) alude a una proliferacién
de distintos tipos de células en la piel. Asi, puede haber nevus sebéceos,
apocrinos (de las glandulas apdcrinas de la piel), etcétera. Los mas caracteristicos
son los nevus melanociticos, que son proliferaciones de células pigmentadas
llamadas "células névicas".

Melanocito. Célula responsable de fabricar la melanina, el pigmento que da el
color moreno a la piel.

Arciforme. En forma de arco

P4pula. Una papula es un tipo de lesion en piel, menor de 1 cm. de didmetro,
circunscrita, elevada, de bordes bien definidos, de contenido sélido.
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ANEXO

Solucion Fisiologica de Verseno
DEMEN 10% SFB

HZO Bidestilada

PBS
Liposomas cationicos

Azul tripano

Desactivacion del suero fetal bovino

Se toma una botella de suero fetal bovino (Gibco. U.S.A) y se coloca en bafio de
agua a temperatura ambiente para que éste quede en estado liquido,
posteriormente se pasa a un bafio de agua a 57°C durante 30 minutos, con el
propdsito de eliminar algunas proteinas de bajo peso molecular en el suero y que
interfieren al inhibir la proliferacion celular en los cultivos. En seguida es
transvasado en frascos mas pequefios para su mejor manejo.

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

-Tris base 3.04 gramos

-Cloruro de sodio 800 gramos

-Cloruro de potasio 0.40 gramos
-Etilen-diamino-tetra-acetico (EDTA) 0.20 gramos
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Nota: El pH se ajusta a 7.7 con acido clorhidrico 10 Normal, se lleva el volumen a
1 litro y en seguida se esteriliza en autoclave a 20 libras de presion durante 20
minutos.

Solucion de fosfatos (PBS)

En 800 mililitros de agua bidestilada, se disuelven las siguientes sustancias:
-Cloruro de sodio 8.0 gramos

-Fosfato de sodio monobasico 2.88 gramos

-Fosfato de potasio 0.4 gramos

-Cloruro de potasio 0.20 gramos

El pH se ajusta a 7.2 con acido clorhidrico 10 Normal, se lleva el volumen a 1 litro
y en seguida se esteriliza en autoclave a 20 libras de presion durante 20 minutos.

Suero fetal bovino (SFB)

La botella de suero fetal bovino (SFB) se descongela a temperatura ambiente.

Liposomas cationicos

Fosfatidilcolina (PC) y Espermidin- Colesterol (ESP-CHol). (Roldan P. 2006).

Azul tripano

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