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RESUMEN

El Carcinoma de Cérvix (CaCu) es el segundo cancer con mayor incidencia y mortalidad en
la poblacidn femenina mundial, registrando 275 000 muertes al afio, siendo los paises en
vias de desarrollo los mas afectados, ya que es detectado en etapas avanzadas.
Concretamente en México, el INEGI en 2013 reporta 10 muertes por cada 100 mil mujeres
de 40 a 49 afios; 30 de cada 100 mil de 65 a 74 afios, y, 55 en las mujeres adultas mayores

de 80 afios y mas.

Los tratamientos disponibles para esta enfermedad no son selectivos y causan severos
efectos secundarios, afectando seriamente la condicién general del paciente. Por lo que la
tendencia en la investigacidn actual es el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas
gue sean selectivas, eliminen la masa tumoral y que ademas disminuyan los severos

efectos secundarios de las terapias normalmente utilizadas.

La Inmunoterapia, en especial la terapia con anticuerpos monoclonales, ha tenido un gran
desarrollo en los ultimos afios, debido a que es la aproximacion terapéutica anticancerosa
gue modifica o potencia las defensas naturales y respuesta inmune del paciente frente al
tumor. La Inmunoterapia puede ser efectiva para ciertos tipos de cancer pero puede que

no sea tan efectiva con otros canceres.

Por esta razdn, el trabajo presentado se enfocé a evaluar la proliferacién celular de lineas
de Carcinoma de Cérvix cuando son cultivadas en presencia de anticuerpos de isotipo
IgGl, y de esta forma determinar si las células de CaCu presentan receptores para
Inmunoglobulinas, llamados receptores Fc (FcR). Se cultivaron las lineas de CaCu, CALO e
INBL, con los anticuerpos a-IL-2, a-RIL-21, a-Caspasa 3 y a-Citoqueratina a una
concentracion de 50 ng/mL, posteriormente la proliferacion celular se evalué a las 48

horas mediante la técnica de Cristal Violeta.

Los datos obtenidos para la linea de CaCu CALO muestran un aumento en la proliferacion
celular cuando es cultivada en presencia de los anticuerpos a-Caspasa 3 y a-Citoqueratina;

mientras que, con los anticuerpos a-IL-2 y a-RIL-21, se observa una disminucion en la
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proliferacion. En contraste, la linea INBL mostréo un comportamiento inverso. Se obtuvo
una disminucion en la proliferacidon cuando es cultivada en presencia de los anticuerpos a-
Caspasa 3 y a-Citoqueratina, entretanto, con los anticuerpos a-IL-2 y a-RIL-21 se muestra
un aumento significativo en la proliferacién. Asimismo, se realizd el cultivo celular en
presencia de a-IgG lo que resultd en una inhibicién de la proliferacion en ambas lineas

celulares, ademas de un cambio morfoldgico.

Por otro lado, se establecieron las condiciones necesarias para la digestion de anticuerpos
con la enzima proteolitica Papaina, la cual separa en sus dos fracciones a las moléculas de
anticuerpos para su estudio. Al cultivar ambas lineas en presencia de las fracciones Fab y
Fc de los anticuerpos a-IL-2, a-RIL-21 y a-lgG se observa una clara inhibicion de la

proliferacion, ademas de un cambio drastico en la morfologia celular.

Con los resultados obtenidos se puede confirmar la presencia de los receptores Fc en las
células de Carcinoma de Cérvix CALO e INBL, debido a que hay una respuesta diferencial
en la proliferacién celular cuando son cultivadas en presencia de anticuerpos de isotipo
IgG1l. Ademas se puede afirmar que, dependiendo del estadio, las células de CaCu van
desarrollando diferentes vias de evasion al Sistema Inmune. Debido a que, en caso de
INBL (estadio IVB metastasico), tiene una mejor respuesta de evasién, mostrando una
mayor proliferacién cuando se agregan anticuerpos monoclonales. Asimismo, tenemos un
aumento en la proliferacién celular con anticuerpos dirigidos contra antigenos
encontrados en la membrana externa de la células, y por otra parte, tenemos una
inhibicion de la proliferacién al hacer el cultivo con anticuerpos cuyos antigenos se

encuentran en el citoplasma.
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MARco TEORICO

l. CARCINOMA

El carcinoma, también conocido como cdncer, es una enfermedad mundial que afecta a
todos los seres humanos sin tener en cuenta la edad, el sexo, la raza ni el estado
socioecondmico, cultural o geografico (Soler-Gémez y col., 2007).

Céancer es un término que se usa para enfermedades en las que células anormales se
dividen sin control y pueden invadir otros tejidos. Las células cancerosas pueden
diseminarse a otras partes del cuerpo por el sistema sanguineo y por el sistema linfatico,
lo que da lugar a la apariciéon de metastasis (NCI, 2013). Esta caracteristica es la que hace
considerar el cancer como una enfermedad sistémica, ya que la metdstasis es la
responsable de la mayoria de las muertes por cancer. Por lo tanto, es el resultado de dos
procesos sucesivos: el aumento de la proliferacién de un grupo de células que daran lugar
al tumor y la adquisicion de una capacidad invasiva que les permite emigrar por el
organismo (Soler-Gémez y col.,, 2007). Las células cancerosas presentan cuatro
caracteristicas esenciales (Cajaraville y col., 2008):

o Clonalidad: cada tumor maligno se origina en una Unica célula que prolifera y da
lugar a un clon de células malignas.

o Autonomia: El crecimiento y desarrollo de la célula cancerosa no es regulado de
forma correcta por los moduladores hormonales y bioquimicos normales.

oo Anaplasia: las células tumorales tienen una pérdida de diferenciacién celular. En
lineas generales, cuanto mayor sea el grado de anaplasia de un tumor mayor sera
su potencial metastasico y mas intensa su diseminacion.

oo Metastasis: la célula cancerosa tiene capacidad de difundir (invadir otros tejidos) a
distancia de su lugar de origen.

Mundialmente, el cadncer es una de las principales causas de mortalidad, en 2012 causé
8.2 millones de defunciones (OMS, 2014). Este flagelo es resultado de la interaccion de
factores genéticos y externos (fisicos, quimicos y bioldgicos) que produce la degeneracién
de las células, con lo que se originan lesiones precancerosas y finalmente tumores

malignos. Dichos tumores suelen estar localizados, pero eventualmente pueden
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diseminarse a otros organos (INEGI, 2013). El sistema inmune ayuda a eliminar las células
potencialmente cancerosas, ademas de ser capaz de reconocer las proteinas anémalas
que sintetizan las células tumorales e identificarlas como extrafias (Soler-Gémez y col.,
2007). Las células tumorales reconocidas son eliminadas en el momento de generarse y
solo algunas de esas células pueden evadir la respuesta antitumoral y sobrevivir. De esta
manera, el desarrollo de un tumor involucra una serie de procesos de control por parte
del hospedero para reducir el crecimiento tumoral el cual, ademas de escapar a este
proceso, se adapta al microambiente adquiriendo resistencia a las células inmunolégicas
efectoras (Rangel-Corona, 2003).

La incidencia del cancer se relaciona directamente con la edad, ya que las personas estan
mas tiempo expuestas a factores causales relacionados con esta enfermedad. Los tumores
malignos representan aproximadamente 13% de las defunciones mundiales, 7.9 millones
de muertes por afio, de las cuales mas del 72% se registran en paises en vias de desarrollo
(INEGI, 2013).

Se prevé que el cadncer se convertird en un una causa importante de morbilidad y
mortalidad en las proximas décadas en todas las regiones del mundo. Los retos de abordar
el cancer son enormes y, cuando son combinados con el envejecimiento de la poblacidn,
aumenta la posibilidad de que prevalezca, sin importar las acciones actuales o futuras. Los
cambios previstos en la demografia de la poblacion en las préximas dos décadas significa
gue incluso, si las actuales tasas globales de cancer no han cambiado, la incidencia se
elevard a 21.4 millones en 2030, con cerca de dos tercios de todos los diagndsticos de
cancer se produzcan en paises de bajos y medianos ingresos (OMS, 2011).

Un control integral del cancer se compone de prevencidn primaria, deteccidén/proyeccién
temprana, tratamiento y cuidados paliativos. Las estrategias especificas para el cancer
estan orientadas hacia la prevencién y/o control de las infecciones asociadas al cancer.
Una estrategia muy efectiva que se ha estado utilizando durante los uUltimos 50 anos en
paises con altos ingresos econdmicos es el tamizaje, el cual usa la prueba para la

identificacion del Virus del Papiloma Humano (VPH), el examen visual usando acido
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acético y la vacuna contra el VPH. Se ha demostrado que un buen programa de tamizaje
puede reducir la mortalidad causada por el cancer (OMS, 2011).
El cancer es un conjunto de multiples enfermedades de las cudles, el Carcinoma de Cérvix

tiene una incidencia muy alta entre la poblacién femenina.

Il. CARCINOMA DE CERVIX

El Carcinoma de Cérvix (CaCu) es una enfermedad neopldsica maligna que se origina en el
cérvix uterino y cuya progresion natural lleva a la muerte. La historia natural del CaCu
implica la progresidon gradual por etapas intraepiteliales preinvasoras llamadas lesiones
precursoras o pre-malignas, las cuales son estrictamente intraepiteliales es decir, se
encuentran por encima de la membrana basal que separa el epitelio escamoso del
estroma (D-zul-Rosado y col., 2004). El Carcinoma de Cérvix se origina generalmente en la
union escamocolumnar (zona de transformacion), o bien en el canal endocervical.
Comienza siendo una lesion local limitada al epitelio, cuando las células neoplasicas
rompen la membrana basal se produce la invasién del estroma, estando en presencia del
carcinoma invasor (Saez-Bravo et al., 2004). Los cambios displasicos estan constituidos por
la multiplicaciéon de las células profundas inmaduras con escaso citoplasma y nucleo
grande, que al proliferar pierden la polaridad, ya que han perdido la posibilidad de
reproducirse indiscriminadamente; ademas habran numerosas mitosis en estas areas
(Alonso de Ruiz y col., 2000).

El CaCu es el segundo cdncer con mayor incidencia en mujeres a nivel mundial, y el
primero en muchos paises en vias de desarrollo; en los cuales, es detectado en etapas
avanzadas. Dicho cancer provoca 275 000 muertes al afio en todo el mundo (OMS, 2011).
En México, se tienen reportadas 10 muertes por cada 100 mil mujeres de 40 a 49 afios; 30
de cada 100 mil de 65 a 74 afios, y, 55 en las mujeres adultas mayores de 80 afios y mas
(INEGI, 2013).

Multiples factores han sido implicados como riesgo para el Carcinoma de Cérvix, pero
ninguno de ellos esta tan fuertemente ligado como diferentes tipos especificos de un DNA

virus tumoral transmitido por via sexual, denominado Virus del Papiloma Humano (VPH)
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(Lépez-Saavedra y Lizano-Soberdn, 2006). El Virus del Papiloma Humano pertenece al
grupo Papovaviridae, cuya estructura es la de una doble hélice de DNA, cubierta por una
capside proteica icosaédrica (Alonso de Ruiz y col., 2000).

Un cumulo de pruebas de todo el mundo confirma que ciertos tipos genéticos de VPH
desempeiian una funcién causal necesaria en la carcinogénesis del cuello uterino,
especificamente los tipos 16 y 18 (Lewis, 2004). Los HPV-16 y HPV-18 producen las
proteinas E6 y E7 respectivamente: E6 se une a p53, mientras que E7 se une a pRb;
inhibiendo su funcién. Tanto p53 como pRb son genes supresores tumorales, es decir, se
expresan cuando se produce una lesion en el DNA celular, produciendo una detencién del
ciclo celular, durante la cual entran en marcha mecanismos de reparacion del DNA (Saez-
Bravo et al., 2004).

Ademas del VPH-16 y el VPH-18, los estudios internacionales recientes han ampliado la
lista de los virus oncégenos para incluir los tipos 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58 y 59. A nivel
mundial, se ha registrado la prevalencia del VPH en 99.7% de los Carcinomas de Cérvix, y
los tipos oncdgenos 16 (50%) y 18 (12%) son los que se detectan con mayor frecuencia.
Numerosos estudios han confirmado reiteradamente la presencia de VPH-16 y VPH-18 en
carcinomas cervicouterinos de mujeres de América Latina y el Caribe (Lewis, 2004).
Asimismo, se ha evidenciado que las células que contienen dicho genotipo presentan
alteraciones en el numero y caracteristicas de los cromosomas, como aneuploidia y
marcadas atipias nucleares, que es caracteristico de lesiones de tipo displacia intensa y
carcinoma in situ, es decir, lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado (Alonso de
Ruiz y col., 2000).

No obstante, el VPH no constituye una causa suficiente de esta enfermedad; son
necesarios ciertos cofactores para que un porcentaje de infecciones persistentes por VPH
logre, en algin momento, progresar y dar lugar al cancer. Entre ellos estan los factores del
huésped, como los tipos de antigenos de histocompatibilidad y la respuesta Inmune
(Alonso de Ruiz y col., 2000).

Actualmente se han desarrollado vacunas terapéuticas y profilacticas contra el VPH, las

cuales pueden prevenir mas del 70% de nuevos casos de este tipo de cancer. Los mayores
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retos de la introduccién de dicha vacuna es el alto costo y tener objetivo principal a las

adolescentes, para las cudles no existe una eficiente plataforma de vacunacién (OMS,

2011).

Una de las principales caracteristicas del cancer es su capacidad de evadir al Sistema

Inmune.

I1l. SISTEMA INMUNE

La funcion del Sistema Inmune es reconocer y eliminar los organismos invasores extrafios.

La respuesta inmune debe ser rapida, especifica y dirigida contra moléculas extranas o

células portadoras de un agente infeccioso, pero nunca contra las células normales

propias (Passarge, 2004).

Para proteger al individuo con eficacia contra enfermedades, el Sistema Inmune debe

satisfacer cuatro tareas principales (Murphy et al., 2008) (Figura 1):

1.

Reconocimiento inmunitario. Necesario para detectar la presencia de una
infeccion. Esta tarea es llevada a cabo tanto por los leucocitos del Sistema Inmune
innato, que proporcionan una respuesta inmediata, como por los linfocitos del
Sistema Inmune adaptativo.

Funciones efectoras inmunitarias. Contiene la infeccion y de ser posible la elimina
por completo, poniendo en marcha funciones como del Sistema de proteinas
sanguineas del complemento, los anticuerpos y las capacidades destructivas de los
linfocitos y de otros leucocitos. Al mismo tiempo, la respuesta inmunitaria debe
mantenerse controlada de modo que no dafie por si mismo al organismo.
Regulacién inmunitaria. Capacidad del Sistema Inmune para autorregularse.
Memoria inmunitaria. Proteger al individuo contra enfermedades recurrentes
debidas a los mismos agentes patdgenos. Una caracteristica principal del Sistema
Inmune adaptativo es que tiene la capacidad de generar memoria inmunitaria, de
tal modo, que una vez expuesta a un agente infeccioso, se monta una respuesta

inmediata mas fuerte contra cualquier exposicidén subsecuente al mismo.
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La defensa frente a los microorganismos esta mediada por las reacciones tempranas de la

inmunidad innata y las respuestas tardias de la inmunidad adaptativa.
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Figura 1. Representacion grafica de la activacion Sistema Inmune (Koolman
y Roehm, 2005).

i. Inmunidad Innata

Comprende los mecanismos de defensa bioquimicos y celulares presentes incluso antes
de que se produzca la infeccidn y que estdn preparados para responder con rapidez ante
ésta, responde solo frente a microorganismos (Abbas et al., 2008). Este tipo de inmunidad
siempre esta presente y disponible para proporcionar respuestas rapidas que nos protejan
contra la enfermedad (Tortora et al., 2007). Otros se activan y amplifican en presencia de

infeccion y una vez que termina la infeccidn vuelven a cifras basales (Murphy et al., 2008).
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No tiene un componente memorial; es decir, no puede recordar un contacto anterior con
una molécula extrafia. Las respuestas inmunitarias innatas representan el sistema de
advertencia temprano de la inmunidad y estan destinadas a impedir que los
microorganismos logren acceder al cuerpo y a ayudar a eliminar a los que lo logran
(Tortora et al., 2007).
Los principales componentes de este tipo de inmunidad segun Abbas et al. (2008) son:

® Barreras fisicas y quimicas.

® Células fagociticas (neutréfilos, macréfagos) y linfocitos citoliticos naturales (NK).

® Proteinas de la sangre.

® Citocinas.
Este tipo de inmunidad depende de receptores codificados por linea germinal para
reconocer caracteristicas que son comunes en muchos microorganismos. De hecho, los
mecanismos de la inmunidad innata discriminan con mucha eficacia entre las células del
hospedero y patégenos, y esta capacidad para distinguir entre lo propio y lo extraio y
para reconocer clases amplias de patdgenos, contribuye a la induccion de una respuesta

inmunitaria adaptativa apropiada (Murphy et al., 2008).
i.i) Activacién de la Inmunidad Innata

Si un microorganismo cruza la barrera epitelial y empieza a replicarse en los tejidos del
hospedero; casi siempre es reconocido de inmediato por los fagocitos mononucleares, o
macrofagos, que residen en estos tejidos. Los macrofagos maduran de modo continuo a
partir de monocitos que abandonan la circulacién y emigran hacia tejidos de todo el
cuerpo. La segunda familia de fagocitos, los neutrdéfilos, o leucocitos neutrofilicos
polimorfonucleares (PMN) son células de vida breve que abundan en la sangre, pero no
estdn presentes en tejidos sanos normales. Estas dos células fagociticas tienen una
funcién clave en la Inmunidad Innata porque pueden reconocer, ingerir y destruir muchos

patégenos sin la ayuda de la respuesta inmune adaptativa (Murphy et al., 2008).

Los macréfagos y neutrdéfilos reconocen patdégenos por medio de receptores de superficie

celular que pueden distinguir entre las moléculas de superficie desplegados por los




Alondra Diaz Cupa FES Zaragoza - UNAM

patégenos vy las del hospedero (Murphy et al., 2008). Dichos receptores, son receptores
proteicos localizados en las membranas citoplasmaticas de las células defensivas y son
denominados receptores de tipos toll (toll-like receptors, TLR). Los TLR se unen a varios
componentes de los microbios como el lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa de
las bacterias gramnegativas, la flagelina de los flagelos de las bacterias méviles, el acido
lipoteicoico de la pared celular de las bacterias grampositivas, el DNA de las bacterias y el
DNA y RNA de los virus; también se unen a los componentes de los hongos y los parasitos.
Cuando los TLR de estas células encuentran componentes de los microorganismos, como
el LPS de las bacterias gramnegativas, inducen a las células defensivas que liberen
sustancias quimicas denominadas citocinas. Las citocinas son proteinas que regulan la
intensidad y duracion de las respuestas inmunitarias. Una de sus funciones es reclutar a
otros macréfagos y células dendriticas, para aislar y destruir a los microorganismos como

parte de la respuesta inflamatoria (Tortora et al., 2007).

En muchos casos, la unidén de un patégeno a estos receptores conduce a un proceso
llamado fagocitosis, seguida de la destruccion del patégeno dentro de un fagocito. La
fagocitosis es un proceso activo, en el cual el patégeno unido primero queda rodeado por
una membrana, llamada lisosomas, que contienen enzimas, proteinas y péptidos que
pueden atacar el microbio. El fagosoma se fusiona con uno o mas lisosomas y genera un
fagolisosoma en el cual se libera el contenido lisosdmico para destruir al patégeno

(Murphy et al., 2008).

Al momento de la fagocitosis, los macrdfagos y los netréfilos producen una variedad de
otros compuestos téxicos que ayudan a destruir al microrganismo fagocitado. Los mas
importantes son los péptidos antimicrobianos y el dxido nitrico (NO), el anién superdxido
(07) vy el perdxido de hidrogeno (H,0,) que son directamente toxicos para las bacterias
(Murphy et al., 2008). Los productos toxicos del oxigeno se forman a través de un proceso
conocido como estallido oxidativo. Después de la digestidon enzimatica del contenido del

fagolisosoma contiene material no digerible y se denomina cuerpo residual. Este cuerpo
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residual se desplaza hacia la superficie de la célula y descarga sus residuos fuera de ella

(Tortora et al., 2007).

Un efecto importante producido por la interaccion entre patédgenos y macroéfagos histicos
es la activacion de macréfagos para liberar citocinas y quimiocinas (citocinas
quimioatrayentes) y otros mediadores quimicos que establecen un estado de inflamacién
en el tejido y atraen neutrdéfilos y células plasmaticas hacia el sitio de la infeccién. Las
citocinas inducen la expresiéon de las llamadas moléculas coestimuladoras sobre
macrofagos y sobre las células dendriticas, lo que permite que estas células fagociticas
presentadoras de antigenos inicien una respuesta inmunitaria adaptativa (Murphy et al.,

2007).

ii. Inmunidad Adaptativa

Por otro lado, la inmunidad adaptativa, es estimulada por la exposicion a agentes
infecciosos y que aumentan en magnitud y capacidad de defensa con cada exposicién
sucesiva a un microorganismo elevado (Abbas et al., 2008). Se basa en una respuesta
especifica contra un microorganismo especifico; se adapta o se ajusta para ocuparse de un
microorganismo en particular (Tortora et al., 2007).

Al contrario de la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa es mas lenta para responder,
pero tiene un componente de memoria. Involucra a los linfocitos denominados linfocitos T
y linfocitos B (Tortora et al., 2007). Los linfocitos T (células T) son los responsables de la
inmunidad celular, son llamados asi por el timo, en ddénde se lleva a cabo su
diferenciacién. Dependiendo de su funciéon son divididos en linfocitos T citotdxicos y
linfocitos T cooperadores (Koolman y Roehm, 2005). Los linfocitos T, como los B,
responden a los antigenos por medio de receptores ubicados en su superficie, los
receptores de linfocitos T (TCR, T-cell receptor). El contacto con un antigeno
complementario de un TCR puede determinar que ciertos tipos de linfocitos T proliferen y

segreguen citocinas en lugar de anticuerpos (Tortora et al., 2007).

11
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Al término de la respuesta inmunitaria, el Sistema Inmune recupera su estado basal en
reposo, debido en gran parte a que la mayoria de la progenie de linfocitos estimulados por

el antigeno muere por apoptosis (Abbas et al., 2008).

ii.i) Activacion de la Inmunidad Celular

Como se describié anteriormente la inmunidad celular estd basado en los linfocitos T.
Cada linfocito T es especifico para un solo antigeno. En lugar de estar recubiertos por las
Inmunoglobulinas que les confieren la especificidad a los linfocitos B, los linfocitos T
poseen TCR (Tortora et al., 2007).

Los precursores de linfocitos T migran desde la médula ésea y alcanzan la madurez en el
timo. La mayor parte de los linfocitos T inmaduros son eliminados en el timo, lo que es
analogo a la delecién clonal de los linfocitos B. A continuacién, los linfocitos T maduros
migran desde el timo por via hematica y linfatica hacia diversos érganos linfoides en los
gue tienen mds probabilidad de encontrar antigenos (Tortora et al., 2007). Los linfocitos T
maduros recirculantes que aun no han encontrado sus antigenos especificos se conocen
como linfocitos T indiferenciados (Murphy et al., 2007). Los linfocitos T indiferenciados,
por lo general, son coestimuladas por células dendriticas activadas (Tortoray col., 2007).
Desde el final del desarrollo en el timo, los linfocitos T estan divididos en dos clases
principales, uno porta la glucoproteina de superficie celular llamada CD8 (T CD8") y el otro
porta una glucoproteina llamada CD4 (T CD4"). Los linfocitos T CD8" estan encargadas en
neutralizar las células infectadas por un patégeno (Murphy et al., 2007). No tienen la
capacidad de atacar a ninguna célula diana pero son los precursores de los linfocitos T
citotoxicos (LTC). Un LTC es una célula efectora que tiene la capacidad de identificar una
célula diana que considere extrafia; reconoce sobre la superficie de la célula diana los
anticuerpos enddgenos que estdn combinadas con una molécula del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) de clase | (Tortora et al., 2007). Por otro lado, los linfocitos T
CD4" son las moléculas de adhesién que se unen a las moléculas del CMH de clase II
(Murphy et al., 2007). Para que un linfocito active su TCR debe reconocer al antigeno que

ha sido procesado y lo presenta como fragmentos que forman parte de un complejo de
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proteinas del CMH clase Il sobre la superficie de la Célula Presentadora de Antigenos
(CPA). El linfocito Ty activado comienza a proliferar y a diferenciarse en poblaciones de
linfocitos Tyl y T2, ademas de constituir una poblacion de células de memoria. Los Tyl
producen citocinas que activan sobre todo a células relacionadas con la inmunidad celular
(macréfagos, linfocitos T CD8", células NK); mientras que los Ty2 producen citocinas que se
asocian con reacciones alérgicas o con respuestas contra ciertas infecciones parasitarias
(Tortora et al., 2007), ademas, ayudan a la activacién de células B indiferenciadas para la
produccién de anticuerpos (Murphy et al., 2007).

Para que un linfocito T reconozca a los antigenos es necesario que primero hayan sido
procesados por células especializadas, las células presentadoras de antigenos (CPA):
células dendriticas o macrdéfagos. Después de este procesamiento, un fragmento
antigénico se presenta sobre la superficie de la CPA junto con una molécula del CMH
(Tortora et al., 2007).

La CPA aporta informacion al linfocito T a través de diversos tipos de sefales. Las sefiales
esenciales son 3: la primera sefial es el reconocimiento del antigeno por parte del receptor
de la célula T, cuando le es presentado en las moléculas del CMH de la CPA; la segunda
sefial, o sefial de conformidad, la recibe el linfocito T a través del antigeno CD28, que
interactia con las moléculas de la célula presentadora B7.1 y B7.2 (CD80/CDS86), y la
tercera sefial estd mediada por citocinas y determina el tipo de respuesta que se efectuara
y la intensidad de ésta (Serrano-Hernandez, 2008). Por ejemplo, los macréfagos activos
liberan IL-1, mientras que las células T estimulan su propia replicacién y de otras células
inmunoldgicas al liberar IL-2 (Koolman y Roehm, 2005).

Los linfocitos también pueden diferenciarse en células de memoria, las cuales exhiben
respuesta amplificada en contactos posteriores al antigeno. Los linfocitos T de memoria
son heterdgenos en los patrones de expresion que siguen las moléculas de adhesién y los
receptores de quimiocinas, asi como en su propensién a emigrar hacia los diferentes
tejidos. Estos subconjuntos de linfocitos nacen a partir de los mismos clones de linfocitos

T que dan origen a los linfocitos efectores alojados en la piel (Abbas et al., 2008).

13
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ii.ii) Activacion de la Inmunidad Humoral
Muchas de las bacterias que causan las enfermedades infecciosas en los seres humanos se
multiplican en los espacios extracelulares del cuerpo, y la mayoria de los agentes
patégenos intracelulares se diseminan al moverse de una célula a otra a través de los
liquidos extracelulares. Los espacios que hay entre las células estan protegidos por la
respuesta inmunitaria humoral, en la cual los anticuerpos producidos por las células B
causan destruccion de microorganismos extracelulares y evitan la diseminacidon de
infecciones intracelulares (Murphy et al., 2007).
Antes de encontrar a su antigeno, un linfocito B maduro expresa la Inmunoglobulina (Ig)
en una forma unida a la membrana que funciona como receptor de la célula B para el
antigeno. El desarrollo de las células B comprende etapas en las que se ensamblan
diferentes componentes del receptor de esas células. En este proceso cada célula queda
restringida a expresar una sola forma del receptor pero esta forma varia de una célula a
otra. Cuando el antigeno se une a este receptor, las células B son estimuladas para que
proliferen y se diferencien en células plasmaticas, que entonces secretan anticuerpos de la
misma especificidad que tenia la Ig unida a la membrana (Parham, 2005).
El antigeno que requiere de un linfocito T helper (Ty) para la produccién de anticuerpos se
denomina antigeno timodependiente, de modo que debe de existir una interaccién y
activacion entre los linfocitos B y T. El proceso comienza cuando un linfocito B entra en
contacto con un antigeno. Dentro del linfocito se produce una reaccién enzimatica por la
gue sus fragmentos se combinan con las proteinas de la membrana denominadas
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). Luego el complejo de los fragmentos
antigénicos y el CMH quedan expuestos en la superficie del linfocito B para su
identificacion por los TCR (Tortora et al., 2007). Los linfocitos T cooperadores estimulan a
la célula B mediante la unién del ligando CD40 sobre la células T al receptor CD40 sobre la
célula B, por medio de otros pares de ligando de la familia TNF-receptor de TNF, y
mediante la liberacidn dirigida de citocinas (Murphy et al., 2007).
Una vez activado el linfocito B prolifera hasta convertirse en un clon grande de células,

algunas de las cuales se diferencian en plasmocitos productores de anticuerpos. Otros
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clones de linfocitos B activados se convierten en células de larga vida con memoria que
tienen a su cargo la respuesta secundaria aumentada frente a un antigeno, este fenémeno
es conocido como seleccién clonal (Tortora et al., 2007).

En presencia de antigenos el organismo produce proteinas denominadas anticuerpos que
se unen a los antigenos y los inactivan o los destruyen. Sin embargo, algunos patégenos
pueden alterar los antigenos de su superficie a través de un proceso denominado
variacion antigénica; en consecuencia, para el momento en que el organismo monta una
respuesta inmunitaria contra un patégeno este ya ha alterado sus antigenos y no se ve

afectado por los anticuerpos (Tortora et al., 2007).

lll. Anticuerpos

Los anticuerpos son parte de la Superfamilia de las Inmunoglobulinas, las cuales son un
grupo de glucoproteinas séricas de movilidad electroforética variable, aunque la mayoria
se concentran en la fraccién y de las globulinas. Se caracterizan por su capacidad de unirse
a un antigeno y son sintetizadas por células de B y secretadas al medio tras la
diferenciacién del linfocito B a célula plasmatica (Alvarez-Lépez y col., 2004). Contienen un
motivo estructural globulal lamado dominio Ig, o plegamiento de Ig (Abbas et al., 2008) y
circulan como uno de los componentes principales del plasma en la sangre y la linfa
(Parham, 2005). Dentro de esta familia estructural figuran moléculas tan importantes
como el receptor de linfocitos T, los antigenos linfocitarios codificados por la regién CMH
(clase 1y ), los correceptores CD4 y CD8, moléculas de adhesién como CD2, LFA 3 e ICAM-
1, receptores de factores de crecimiento celular, etc. Todas estas moléculas, ejercen
funciones de reconocimiento o adhesidn intercelular y son fundamentales para el

mantenimiento de la homeostasis por el Sistema Inmune (Alvarez-Lépez y col., 2004).

Los anticuerpos se unen a los antigenos de forma especifica tanto en la fase de
reconocimiento como en la fase efectora de la inmunidad adaptativa. Son producidos por
los linfocitos B en una forma acoplada a la membrana y estas moléculas de membrana

actian como receptores de antigenos de los linfocitos B (Abbas et al., 2008).
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Ayudan al Sistema Inmune al: 1) unirse a los antigenos en la superficie de los patégenos y
de esta forma prevenir que interactien con las células del cuerpo (neutralizacién), 2)
conformar a patdgenos unicelulares en agregados, los cuales son mas faciles de eliminar
por los fagocitos (aglutinacién), 3) activar al sistema del complemento, promoviendo la
defensa de la inmunidad innata (opsonizacién) y 4) al activar la citoxicidad mediada por
anticuerpos (ADCC) (Alvarez-Lépez y col., 2004; Koolman y Roehm, 2005). Las funciones y
su efectividad varian segun el tipo o subtipo de inmunoglobulina y su localizacién (Alvarez-

Lépezy col., 2004).

Todas las moléculas de anticuerpo comparten las mismas caracteristicas estructurales
basicas, pero muestran una variabilidad importante en las regiones que se unen a los
antigenos. Esta variabilidad de las regiones que se unen a los antigenos nos explica la
capacidad de los diferentes anticuerpos para unirse a un elevado niumero de antigenos

estructuralmente diferentes (Abbas et al., 2008).

La unidad basica de las inmunoglobulinas esta constituida por dos cadenas polipeptidicas
ligeras (L) idénticas y otras dos pesadas (H), también idénticas. Cada cadena ligera estd
unida covalentemente a una pesada, y las pesadas unidas entre si por puentes disulfuro y
fuerzas no covalentes (Figura 2) Las cadenas pesadas (H), son responsables de las
caracteristicas estructurales y funcionales de cada inmunoglobulina (Alvarez-Lépez y col.,
2004). Tanto las cadenas pesadas como las ligeras constan de regiones variables
aminoterminales (V) que participan en el reconocimiento antigénico y regiones constantes
carboxiterminales (C); las regiones C de las cadenas pesadas son las que median las

funciones efectoras (Abbas et al., 2008).
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Figura 2. Estructura general de un Anticuerpo (Alvarez-Lépez y col., 2004).

En las cadenas pesadas, la region V se compone de un dominio Ig y la region Cde 3 0 4
dominios Ig. Cada cadena ligera esta compuesta por un dominio Ig en la regiéon B y un
dominio Ig en la region C. Las regiones variables se denominada asi porque contienen
zonas de variabilidad en la secuencia de aminoacidos que distinguen a los anticuerpos
elaborados por un clon de linfocitos B. La regién v de una cadena pesada (Vy) se encuentra
yuxtapuesta con la regién V de una cadena ligera (V.) para formar un punto de unién con
el antigeno. Los dominios de la region C estan separados del lugar de unién del antigeno y
no participan en el reconocimiento antigénico. Dichas regiones interactian con otras
moléculas efectoras y células del Sistema Inmune y, por lo tanto, median la mayoria de las
funciones bioldgicas de los anticuerpos. Ademas, los extremos carboxiterminales de las
cadenas pesadas anclan a los anticuerpos unidos a las membranas plasmaticas de los

linfocitos B (Abbas et al., 2008).

iii.i) Clases de Anticuerpos
Las moléculas de anticuerpos se pueden dividir en distintas clases y subclases atendiendo
a las diferencias en la estructura de sus regiones C de la cadena pesada (Abbas et al.,
2008). Cumplen funciones distintas en la defensa inmunitaria y esto puede correlacionarse

con diferencias en sus estructuras organizadas alrededor de la disposicién tetrapeptidica
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del dominio de inmunoglobulina (Roitt et al., 2006). Las clases (o isotipos) de anticuerpos
se designan como IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM (Abbas et al., 2008), que se diferencian en la
estructura molecular, en el tipo de cadena pesada (a, 6, €, y y 1) y en el contenido de
hidratos de carbono (Alvarez-Lépez y col., 2004).

oo IgA: Es monomérica (peso molecular de entre 160-400 kDa) y se encuentra en
cantidades pequefias de la forma dimérica. Se encuentra en el suero donde puede
contribuir a la unién de los patdgenos con las células efectoras por medio de los
receptores Fc especificos para IgA. Existe como dos subclases en los seres
humanos (IgAl e IgA2) (Roitt et al., 2006). Tiene capacidad aglutinante y
precipitante del antigeno; no activa el complemento pero es gran bactericida
(Vidal-Gémez, 2006).

o IgD: Es monomérica (peso molecular 180 kDa) y tiene una region bisagra larga
(Roitt et al., 2006). Esta fuertemente unida, por el fragmento Fc a la superficie de
los basofilos y mastocitos; no activa el complemento (Vidal-Gémez, 2006). Es un
anticuerpo encontrado sobre toda en la superficie de las células B como receptor
antigénico junto con la IgM, donde es probable que actie en el control de Ila
activacién y suspension de los linfocitos (Alvarez-Lépez y col., 2004).

o IgE: Anticuerpo monomeérico (peso molecular 190 kDa) que se halla normalmente
en concentraciones muy bajas en el suero. La unién del antigeno a la IgE establece
entrecruzamientos de los receptores IgE y activa una reaccién inflamatoria aguda
que puede ayudar en la defensa inmunitaria (Roitt et al., 2006). Son responsables
de la generacién de hipersensibilidad inmediata cuando son expresados sobre
células efectoras portadoras en su superficie de los receptores de alta afinidad
(FceRl), tales como mastocitos o basodfilos, reaccionan con los antigenos o
alérgenos (Alvarez-Lépez y col., 2004).

o IgG: Es monomérica, con un peso molecular de 146 kDa (Alvarez-Lépez y col.,
2004) y constituye el principal anticuerpo en el suero y en los tejidos no mucosos,
donde inactiva a los patégenos de manera directa y a través de la interaccién con

moléculas que activan a los efectores como el complemento y los receptores Fc
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(Roitt et al., 2006), se encuentra distribuida tanto en espacios intra como
extravasculares (Alvarez-Lopez y col., 2004). Aparece después que la IgM ha
inmunizado y es la Unica clase de anticuerpo que atraviesa la placenta; se une a los
fagocitos mediante la fraccion Fc (Vidal-Gémez, 2006). A su vez se dividen en
subtipos IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 (Abbas et al., 2008).

Es la Unica Ig capaz de atravesar la placenta (con menor eficiencia en el caso de la
IgG2) y, por tanto confiere inmunidad al recién nacido. También es capaz de fijar el
complemento por la via clasica, al unirse el C1q al dominio CH2 (mas facilmente en
el caso de IgG1 e IgG3), o por la via alternativa (Alvarez-Lépez y col., 2004).

o IgM: Es pentamérica de unidades de cuatro cadenas vy, al igual que la IgA, tiene la
cadena J que facilita por medio de puentes disulfuro la unién de las distintas
unidades (Alvarez-Lépez y col., 2004). Se encuentra en el suero y es muy eficaz en
la activacion del complemento. Aparece antes que las otras clases de anticuerpos
después de la inmunizacion, es la Unica clase de anticuerpo que produce el feto
(Vidal-Gémez, 2006). La forma monomérica de IgM con una secuencia adherida a
la membrana es el principal receptor de anticuerpo utilizado por los linfocitos B
para reconocer el antigeno (Roitt et al., 2006). Con la unién de tan solo una
molécula de IgM a una superficie celular extrafia, se provoca un cambio
conformacional de la regidn Fc de la Ig que permite la interaccién del Clqg con el
dominio CH3. Esta union desencadena la cascada del complemento que tiene

como resultado la lisis de la célula en cuestién (Alvarez-Lépez y col., 2004).

Para IgG, IgA e IgD, el Fc se conecta con los brazos de Fab por medio de una regién
bisagra: para IgM e IgE un par adicional de dominios reemplaza la bisagra. IgA, 1gM e IgD
tienen apéndice en el C terminal de las cadenas pesadas (Roitt et al., 2006).

Cuando un anticuerpo ha neutralizado al patdgeno, las fracciones Fc son reconocidas por

los receptores Fc de células especificas, para que de este modo, sean eliminados.
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IV. Receptores Fc

Los receptores Fc (FCR) son glicoproteinas transmembranales de tipo | (con excepcion de
FcyRlllb) (Nimmerjahn y Ravetch, 2008). Son caracteristicamente complejos proteicos
multicadenarios que incluyen componentes de sefializacion y componentes de unién a Ig.
Es un receptor de la superficie celular especifico para la regidn constante carboxi-terminal
de una molécula de Ig (Abbas et al., 2008). La interaccién anticuerpo/receptor Fc es
especifica del isotipo de inmunoglobulina (Parham, 2005).
Durante la citoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC), los anticuerpos unidos a las
células tumorales reclutan a células efectoras del sistema inmune innato que expresan
receptores celulares especificos (receptores Fc) para la regidn constante del anticuerpo, y
de esta forma, activa la fagocitosis, liberando mediadores inflamatorios y sustancias
citotéxicas (Nimmerjahn y Ravetch, 2007; Mora y Rosales, 2009).
Los FcR activan, regulan y modulan la Inmunidad, y cuentan con actividad dual, liberando
sefiales tanto inhibitorias como activadoras (Hogarth y Piertersz, 2012). El sistema inmune
los utiliza para dos propdsitos principales: el primero, hacer llegar los anticuerpos a sitos a
los que no llegarian por la circulacién de la sangre y la linfa; y, el segundo, reunir a los
patdgenos o a sus antigenos, que han sido capturados por el anticuerpo especifico, con las
células efectoras que responderan en formas que eliminaran la infeccién (Parham, 2005).
Después del reconocimiento del anticuerpo los receptores Fc se agregan en la membrana
de la célula iniciando con esta agregacién las vias de sefialamiento que llevan a la
activacion celular. La activacion de los fagocitos es la funcién mas comun que se atribuye a
los receptores Fc. Los neutrofilos y los macrofagos comienzan a ingerir y destruir a los
agentes patogenos recubiertos de 1gG a través del proceso de fagocitosis (Takai, 2002).
Los FcR se encuentran en (Nimmerjahn y Ravetch, 2008):

oo Mastocitos y Basdfilos: Liberacion de sustancias vasoactivas y quimioatrayentes.

o Neutréfilos: Liberacidn de quimioatrayentes, sustancias citotdxicas y Fagocitosis.

o Macréfagos: Explosion oxidativa, Citotoxicidad, liberacion de mediadores

proinfamatorios.

oo Células Plasmaticas: Apoptosis.
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oo Células B: Modulacion de activacion celular, formacion de células B.
oo Células Dendriticas: Modulacién de activacién celular, presentacion de Antigenos

(células Ty células B), regulacion de tolerancia periférica.

i. Familias de receptores Fc
Los leucocitos expresan receptores de superficie celular que se unen especificamente a la
region Fc de varios isotipos y subtipos de Ig (Abbas et al., 2008). Se ha reportado que los
leucocitos expresan principalmente 3 familias de FcR (Figura 3): FcyR (se une a IgG), FceR

(se une a IgE), y FcaR (se une a IgA) (Hogarth y Piertersz, 2012).

FcyRI FeyRllla FeyRIllb FceRI FeatRI

Common FcR [ subunit

L~ iy-chain

Figura 3. Representacidn de Receptores Fc de leucocitos humanos (Hogarth y Piertersz, 2012).

a) FcyR: Es un receptor especifico de la superficie celular para la regiéon constante
carboxi-terminal de las moléculas de IgG (Abbas et al., 2008). Es la familia mas diversa de
los FcR e incluye a 3 clases distintas de receptor codificadas en 6 genes: FcyRla (CD64),
FcyRlla (CD32a), FcyRllb (CD32b), FcyRllc (CD32c), FcyRllla (CD16a) y FcyRlllb (CD16b)
(Hogarth y Piertersz, 2012). Esta familia de receptores difiere en su estructura,
distribucién celular y afinidad hacia los I1gG. Son expresados por la mayoria de las células
hematopoyéticas, incluyendo a los fagocitos, linfocitos y plaquetas (Qin et al., 2004).
Ayuda a la presentacién de antigenos, maduracién mediada por el complejo inmune de
células dendriticas, activacion de células B, citotoxidad celular mediada por anticuerpos,
endocitosis y fagocitosis del complejo inmune y produccién de citocinas (Qin et al., 2004;
Nimmerjahn y Ravetch, 2008). No solo controlan la activacién del Sistema Inmune innato,
también estdn involucradas en regular la produccion y especificidad de otros ligados

(anticuerpos) inmunes (Nimmerjahn y Ravetch, 2008).
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oo FcyRl: Es un receptor de alta afinidad, a diferencia de los demas miembros de la
familia, cuenta con un tercer dominio (Figura 4) haciéndolo mas especifico a la
unién con la fraccion Fc y los anticuerpos de tipo 1gGl e IgG3 (Hogarth y
Piertersz, 2012). FcyRI presenta una cadena a, que une a los anticuerpos IgG,
asociada a un dimero de cadenas gamma (también llamadas cadenas FcRy),
cada cadena y contiene residuos de tirosina que son fosforilados al activarse el
receptor (Mora y Rosales, 2009).

Puede iniciar diferentes funciones celulares, entre ellas citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC), recepcidon de antigenos e induccién a
presentacion de antigenos. Es expresado en neutrdfilos polimorfonucleados,
macrofagos, basofilos y mastocitos (Hogarth y Piertersz, 2012). Células
dendriticas foliculares (FDC), células endoteliales, células microgliales,
osteoclastos y células mesangiales (Nimmerjahn y Ravetch, 2008).

Su expresién puede ser inducida por GM-CASF e IFN-y (Hogarth y Piertersz,
2012). La transcripcion del gen de FcyRI con IFN-y activa a los macréfagos vy, por
esta razén, los macréfagos activados expresan concentraciones mds altas de

receptores que los monocitos en reposo (Abbas et al., 2008).

Figura 4. Estructura tridimensional del FcyRI (Hogarth y Piertersz, 2012).

o FcyRIl: Es una molécula con una cadena que contiene al motivo de inhibicién del
inmunoreceptor basado en tirosina (ITIM) en su dominio citoplasmatico (Takai,

2002). Las isoformas del FcyRIl se distribuyen de forma diferente en varios
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leucocitos. El FcyRlla se encuentra principalmente en células fagociticas
(neutrdfilos, monocitos y macréfagos), mientras que el FcyRllb se expresa en
muchos tipos de células incluyendo fagocitos, linfocitos, células cebadas y células
dendriticas. La cadena a del FcyRlla contiene un ITAM (motivo de activacion del
inmunoreceptor basado en tirosina) en su porcion citoplasmica, mientras que la
cadena a del FcyRlIlb tiene, en su parte citopldsmica, una secuencia diferente que
también contiene tirosinas (ITIM), la cual inicia sefiales inhibitorias (Mora y
Rosales, 2009), contrarrestando las sefiales positivas enviadas a los linfocitos B por
el entrecruzamiento inducido por antigenos de las Ig de membrana. Por tanto, la
agrupacion de FcyRllb, inducida por la ocupaciéon con IgG1l o IgG3 polivalentes,
puede detener la activacion del linfocito B (Abbas et al., 2008).

Este tipo de receptores se unen a IgG principalmente cuando el anticuerpo forma
parte de inmunocomplejos o se encuentra sobre microorganismos o células
opsonizadas, que muestran agrupaciones de regiones Fc (Abbas et al., 2008).

oo FcyRIll: La porcidn extracelular de unién al ligando de FcyRIIl es similar a FcyRIl en
estructura afinidad y especificidad por IgG (Abbas et al., 2008). El FcyRlll tiene dos
isoformas: FcyRllla y FcyRIllb (Mora y Rosales, 2009). El FcyRllla es una proteina
transmembranal expresada principalmente por linfocitos NK (Abbas et al., 2008),
estd formado por una cadena a que une IgG y por un homodimero de cadenas y
gue contienen cada una un ITAM (Mora y Rosales, 2009). FcyRllla, al igual que
FcyRI, no contiene a ITAM per se pero forma de manera independiente complejos
de receptores multisubunitarios, a través de su asociacién no covalente con un
dimero disulfuro (la cadena-y “comin” de los FcR), en donde se encuentra a ITAM
dentro de la cola intracelular de cada cadena del dimero. Es asociado a
homodimeros de la cadena gamma del FcR, homodimeros de la cadena { de los
TCR o heterodimeros compuestos por la cadena y y T del FcR (Abbas et al., 2008;
Mora y Rosales, 2009; Hogarth y Piertersz, 2012).

FcyRIllb es un receptor sin porcién citopldsmica unido a la membrana por un

enlace glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Mora y Rosales, 2009) es expresado
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Unicamente en los neutrofilos, no media la fagocitosis ni desencadena la activacidon
de los neutrofilos (Abbas et al., 2008).

Se ha reportado que IgG1, IgG3 e IgG4 tiene una alta afinidad, en el rango
nanomolar, con los receptores de tipo FcyRl, y que la unién monomérica de los
IgG con este receptor es facilmente detectable mediante citometria de flujo. IgG1
e 1gG3 se unen a todos los FcyR, sus afinidades estan en el rango nanomolar para
FcyRl y en el rango submicromolar para FcyRllb (Figura 5) (Cassard et al., 2006;
Nimmerjahn y Ravetch, 2007; Hogarth y Pietersz, 2012).

Relative affinity (log,g)

pm-

Human FcyRs
Figura 5. Representacidon grafica de las diferencias relativas en afinidad
entre las subclases de 1gG por los receptores Fcy (Hogarth y Pietersz, 2012).

b) FceR: Dos tipos de receptores FceR se han descrito: el receptor de alta afinidad
FceRl y el receptor baja afinidad FceRIl (CD23) (Mora y Rosales, 2009).

oo FceRl: Es un receptor de IgE expresado principalmente por los mastocitos y
baséfilos (Abbas et al.,, 2008). La molécula del receptor consta de cuatro
polipéptidos separados en tres subunidades: cadena a, cadena B y dos cadenas
idénticas entre si denominadas y. Mientras que la cadena a contiene el sitio de
union a Igk, las cadenas B y y, son las estructura responsables de la activacién
celular que se produce tras el reconocimiento del antigeno, sugiriendo que
después del reconocimiento antigénico, estas cadenas estan implicadas en la

transduccidn de sefiales (Alvarez-Lépez y col., 2004).
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Debido a su distribucion este receptor tiene un papel central en el control de las
respuestas alérgicas. Se expresa también en células presentadoras de antigeno
y regula la produccién de citocinas importantes que controlan la inflamacién
(Mora y Rosales, 2009).

o FceRIl: El receptor de baja afinidad a IgE es una lectina tipo C que tiene multiples
funciones como receptor soluble o receptor unido a la membrana celular (Mora
y Rosales, 2009). Se considera una proteina de membrana integral tipo I,
debido a su segmento aminoterminal de localizacion intracitoplasmatica, hecho
gue representa una caracteristica diferencial con el resto de receptores Fc, cuyo
extremo intracitoplasmatico es C-terminal (Alvarez-Lépez y col., 2004).

Controla el crecimiento y la diferenciacion de células B y bloquea la unién de IgE
a los eosindfilos, los monocitos y los basoéfilos (Mora y Rosales, 2009).

Existe en dos formas: FceRlla se expresa constitucionalmente en los linfocitos B
y FceRllb que se induce por IL-4 en linfocitos T, células de Langerhans,
monocitos, macréfagos y eosinéfilos. Ambas median la endocitosis de las

particulas recubiertas por IgE (Abbas et al., 2008).

c) FcaR: Es un receptor de IgA expresado en neutrdéfilos, monocitos y eosindfilos.
Su cadena alfa de unién a los ligandos se asocia a un homodimero de cadenas y del FcR
(Abbas et al., 2008). Se han reportado dos tipos de este receptor: Fco/UR vy el receptor Fc

mieloide especifico para IgA (FcaRl) (Mora y Rosales, 2009; Takai, 2002).

oo Fco/uR: Es una proteina transmembranal tipo | que tiene solamente una region
tipo Ig en su parte extracelular y une débilmente IgA, pero se une a IgM con
mayor afinidad (Mora y Rosales, 2009). Se ha propuesto que esta involucrado
en las etapas tempranas de la respuesta inmune hace microorganismos (Takai,
2002).

o FcaRl: Este receptor presenta una alta afinidad por IgA y tiene dos regiones tipo
Ilg en su parte extracelular, ademas se asocia con un dimero de cadenas y. El

FcaRl se encuentra en la superficie de neutrdfilos, eosinéfilos, monocitos,
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algunos macroéfagos (incluyendo células Kupffer) y algunas células dendriticas. El
FcaRl es responsable de activar respuestas celulares dependientes de IgA como
el estallido respiratorio, la degranulacion y la fagocitosis por granulocitos,
monocitos y macréfagos. En células dendriticas, participa en la presentaciéon de

antigenos (Mora y Rosales, 2009).

ii. Mecanismos de seializacién de los Receptores Fc (FcR)

Como se menciondé anteriormente los receptores Fc tienen actividad activadora o
inhibitoria dependiendo de la secuencia ITAM o ITIM que contengan en su regién
citoplasmatica. Los receptores con actividad activadora son FcyRl, FcyRlla, FcyRllla;
mientras que el Unico receptor inhibidor es FcyRllb (Gomez-Medellin y col., 2005; Mora y

Rosales, 2009).
ii.i Activacion

La activacién de los FcyR lleva a cambios moleculares en el interior de las células, que
involucran la activacion de cinasas de la familia Src (Hck, Lyn y Fyr), seguida de la
activacion de cinasas de la familia Syk (Mora y Rosales, 2009) que se unen a ITAM

fosforilado, como una especie de anclaje molecular (Gdmez-Medellin y col., 2005).

Las cinasas de Src se encuentran cerca de las porciones citopldsmicas de los receptores,
gracias a sus modificaciones lipidicas que las mantienen en la parte interna de la
membrana celular. Sin embargo, estas cinasas permanecen inactivas hasta que los FcyR
son agregados. El mecanismo exacto de cédmo se activan estas cinasas no se conoce aun
completamente aunque involucra, en parte, la ubicaciéon de las cinasas de Src con el
receptor en las balsas de lipidos. La colocalizacion de los receptores a las balsas de lipidos
parece ser un paso regulador para iniciar la sefializacion. Al menos para el FcyRlla, se ha
demostrado que su agregacién induce la colocalizacién del receptor a las balsas de lipidos
y que esta asociacion correlaciona con un sefalamiento eficiente del receptor. Entonces,

una vez que el FcyR se mueve a las balsas de lipidos, el receptor puede interactuar
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facilmente con las cinasas de la familia Src, las cuales, a su vez, fosforilan a las secuencias
ITAM de las cadenas y asociadas al receptor Fc. La activacion de Syk lleva a la fosforilacién
y activacion del complejo molecular de sefialamiento formado por SLP76 y LAT, las cuales
interactian entre si por medio de la proteina adaptadora Gads. Otras proteinas son
después reclutadas a este complejo, entre ellas la fosfolipasa (PLC) y1, que produce
inosiltrifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG). Estos segundos mensajeros causan la liberacién
de calcio intracelular y la activacién de la proteina cinasa C (PKC), respectivamente. La PKC
lleva a la activacién de las cinasas ERK y p38. Vav, el factor intercambiador de nucleétidos
de guanina, activa a las GTPasas de la familia Rho y Rac, las cuales estan involucradas en la
regulacion del citoesqueleto de actina. Otras enzimas como la cinasa de tirosina de Bruton
(Btk) y la cinasa de fosfatidilinositol 3 (Pl 3-K) activan a la GTPasa Rac y a factores

nucleares como NF-kf3 (Mora y Rosales, 2009).

Es importante sefialar que dependiendo del tipo celular y la clase de receptor Fc usado,

pueden estar involucradas diferentes clases de cinasas (Gémez-Medellin y col., 2005).

La sefalizacion de activacion via ITAM lleva al estrés oxidativo, la liberacidén de cinasas, la
fagocitosis por macroéfagos, la citotoxicidad células dependiente de anticuerpos por

células NK y la degranulacién de mastocitos (Takai, 2005).
ii.ii Inhibicion

El FcyRllb es el unico receptor Fc en los linfocitos B, el mecanismo de las sefales
inhibidoras de este receptor se ha caracterizado en linfocitos B. Cuando el BCR (Complejo
de células B) es co-agregado, por complejos inmunes, junto con el FcyRlIlb las respuestas
de las células B son atenuadas (Mora y Rosales, 2009). El bloqueo de dicho receptor
promueve la actividad inhibitoria que se lleva a cabo con el bloqueo en el flujo de calcio y
por lo tanto reduccidon de la proliferacién y diferenciacién de células B, afectando la

secrecién de inmunoglobulinas (Gomez-Medellin y col., 2005).
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La inhibicion mediada por el FcyRllb utiliza su secuencia ITIM, que consta de 13
aminodcidos en su region citoplasmica y cuando el ITIM es fosforilado se convierte en sitio

de unidn para la fosfatasa de tirosinas SHP-1 (Mora y Rosales, 2009).

La cascada de sefalizacion se inicia con la uniéon del FcR con la inmunoglobulina,
generando un cambio conformacional que activa una cinasa de la familia Src, llamada Lyn.
Esta modificaciéon desencadena el agrupamiento de fosfatasas que contiene dominios SH2
como SHP-1, SHP-2 y fosfatasas que contienen inositol llamadas SHIP (Gémez-Medellin y
col., 2005). Estas fosfatasas impiden que el complejo molecular de sefialamiento se
ensamble, dando como resultado la inhibicién celular, a través de dos mecanismos (Mora

y Rosales, 2009).

1. La modificacion que se realiza en el dominio SH2 (sitio de unién para la fosfatasa
SHIP) impide la activacidon de ITAM por hidrdlisis de PIP3, que es una molécula que
participa en la cascada de activacion. En ausencia de PIP3, las proteinas de unién a
dominios PH como Btk y PLCy, son liberados de la membrana y la sefial de entrada
de calcio a la célula es bloqueada (Gémez-Medellin y col., 2005). Inhibe las vias de
sefialamiento que involucran a las moléculas Btk, PLCy, Akt y ERK (Mora y Rosales,
20009).

2. SHP-1 impide la fosforilacidn y activacién de proteinas de sefialamiento como los
receptores que contienen secuencias ITAM, la cinasa Syk, y la PLCy (Mora vy

Rosales, 2009).

El FcyRIlb regula el inicio de muchas funciones celulares al crear, junto con los FcR
activadores, un umbral para la activacidon celular. Esto significa que una respuesta celular
en particular puede o no ser iniciada dependiendo de la cantidad relativa de receptores Fc
activadores e inhibidores en la membrana de la célula. M3as aun, la cantidad de receptores
gue expresa una célula no es fija. La expresion del FcyRllb puede ser regulada por varias

citocinas; por ejemplo, IL-4, IL-10 y TGF-B aumentan la expresién de FcyRllb, mientras que
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el C5a y el IFN-y disminuyen la expresidon de FcyRIlb y aumentan la expresién de los FcRs

activadores (Mora y Rosales, 2009).

INMUNOTERAPIA
Se han desarrollado multiples terapias para combatir el cancer: Cirugia, Radioterapia,
Quimioterapia y Radioquimioterapia; sin embargo todas ellas tienen efectos secundarios
en el paciente. Por esta razoén, en los ultimos afios se ha hecho énfasis en el desarrollo de
la Inmunoterapia.
La inmunoterapia es la aproximacién terapéutica anticancerosa que pretende modificar o
potenciar las defensas naturales y respuesta inmune del paciente frente al tumor. La
terapia bioldgica ha sido impulsada gracias al conocimiento de la biologia tumoral y de las
diferencias en el control de la proliferacién y diferenciacién de las células neoplasicas y las
células normales (Cajaraville y col., 2008).
En el tratamiento se utilizan ciertas partes del Sistema Inmune para que combata a las
diferentes enfermedades, entre ellas al cadncer. Se puede realizar de dos formas (ACS,
2013):

2 Estimular el propio Sistema Inmune para que actle con mas fuerza para atacar a

las células cancerigenas.
% Dar al paciente componentes del Sistema Inmune, como proteinas fabricadas del
propio sistema.

Algunas terapias bioldgicas para el cancer usan vacunas o bacterias para estimular el
sistema inmunitario del cuerpo para que actle contra las células cancerosas. Otras
terapias bioldgicas, como los anticuerpos o segmentos de material genético (RNA o DNA),
apuntan directamente a células cancerosas (NCI, 2013).
La Inmunoterapia puede ser efectiva para ciertos tipos de cdncer pero puede que no sea
tan efectiva con otros canceres. En algunos canceres se utiliza solo este tipo de terapia,
pero para la mayoria de los tipos de la enfermedad es mas efectivo cuando se recurre a la

combinacidn con otros tipos de tratamientos (ACS, 2013).
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ANTECEDENTES

Estudios previos del Laboratorio de Oncologia Celular demostraron, mediante Cinética de
Proliferacién, que al agregar anticuerpos del isotipo 1gG1 a cultivos de lineas de Carcinoma
de Cérvix (CaCu), CALO e INBL, existe un efecto proliferativo. Asimismo, Medrano-Ortiz
(2011) comprobd que las lineas de CaCu cultivadas en presencia de anticuerpos a-MIC-A,
a-MIC-B y a-IL-2 incrementan su proliferacidn hasta cinco veces mas que el control. Cabe
destacar que este incremento en la proliferacion es inversamente proporcional a la
concentracion de anticuerpo utilizada; es decir, a menor concentracién de anticuerpo se
obtiene una mayor proliferacion. Lo que nos hace pensar que, las células de Carcinoma de
Cérvix, expresan receptores para Inmunoglobulinas.

Al respecto Tapia-Orozco (2014), demostrd la presencia del mensajero para el receptor
neonatal Fc (FcRn) en células de las lineas de CaCu CALO e INBL. Este receptor es
normalmente expresado en el sincitiotrofoblasto durante la etapa fetal, su principal
funcién es transportar IgGs de la circulacidon sanguinea materna a los capilares fetales de
las vellosidades placentarias. En los adultos, el FcRn prolonga la media vida de IgG
presentes en el suero, ayudando a mantener altas concentraciones de esta clase de
anticuerpos protectores en la circulacién.

Otro receptor que en los organismos adultos participa en el procesamiento de anticuerpos
de isotipo 1gG, son los denominados receptores Fc (FcR). Entre sus funciones efectoras
importantes se encuentra la fagocitosis, en donde el macréfago endocita al patégeno y es
degradado por lisosomas para su posterior eliminacién; la liberacion de citocinas pro-
inflamatorias, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, entre otras.

Sin embargo, se desconoce cual es la funcidn de los receptores FcR en células de
Carcinoma de Cérvix. Por esta razén, es importante aclarar la interaccion de los
receptores Fc (FcR) con anticuerpos monoclonales (IgG) y esclarecer su participaciéon en la

regulacién de la proliferacion de células tumorales.
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JUSTIFICACION

El Carcinoma de Cérvix representa un serio problema de salud dentro de la poblacién
femenina mexicana, por ello la investigacion cientifica se ha enfocado en encontrar
nuevas terapias para este tipo de cancer. La terapia con anticuerpos monoclonales
(mAb’s) es una de estas alternativas terapéuticas recientemente utilizadas dada su alta
especificidad para reconocer antigenos en las células tumorales y no lesiona a la mayoria
de las células normales. El objetivo de esta terapia antitumoral consiste en incrementar las
respuestas inmunitarias frente a tumores, al administrar efectores inmunitarios
especificos de los tumores.

El Sistema Inmune tiene un gran papel en el desarrollo del cdncer, éste ayuda a eliminar a
las células cancerigenas al utilizar los receptores Fc (FcR), los cuales promueven la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), recepcidon e induccién a
presentacion de antigenos, entre otros. Existen reportes que indican que los anticuerpos
pueden inducir la proliferacién de células cancerosas, entre los cuales se encuentra de
Carcinoma de Cérvix (CaCu), de tal manera que se hablaria de la posible presencia de
receptores para Inmunoglobulinas (FcR) en células tumorales, lo cual hasta el momento
no ha sido reportado.

Por esta razén, en este trabajo se determind la presencia de este receptor utilizando la
fraccién Fc de diferentes anticuerpos fraccionados en cultivos de células de CaCu. Esto nos
permitira esclarecer los mecanismos moleculares que utilizan las células de Carcinoma de
Cérvix para promover su proliferacion en presencia de anticuerpos no relacionados con

antigenos de superficie.
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HIPOTESIS
Se ha reportado la presencia del receptor FcR (FcyRl) en células endoteliales; y dado que
las lineas de Carcinoma de Cérvix, CALO e INBL, provienen de la misma capa embrionaria,

entonces también expresaran este receptor.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar la presencia de receptores Fc (FcR), asi como dilucidar el papel que estos juegan

en la regulacién de la proliferacién en células de las lineas de Carcinoma de Cérvix CALO e

INBL.

OBIETIVOS PARTICULARES

® Evaluar la Proliferacién Celular con anticuerpos de isotipo IgG1 a 48 horas.
@ Estandarizar y realizar la digestidn de Anticuerpos con la enzima Papaina.

® Evaluar la Proliferacién Celular con las fracciones obtenidas de la digestion.
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Metodologia

LINEAS CELULARES

Se obtuvieron las lineas celulares CALO e INBL (Figura 6) del material criopreservado de la
Unidad de Investigacion en Diferenciacién Celular y Cancer, Laboratorio de Oncologia

Celular (L-4) de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.

Linea Celular Estadio clinico VPH Caracteristicas

CALO 1B 18 Carcinoma de origen Epidermoide de células

grandes no queratinizadas. No metastasico.

INBL IVB 18 Carcinoma de origen Epidermoide de células

grandes no queratinizadas. Metastasico.

Figura 6. Caracteristicas de las lineas celulares CALO e INBL.

CuLTIvO CELULAR

Ambas lineas se cultivaron en cajas de cultivo de 25 cm? con medio RPMI-1640MCROLAB) 5

10% de Suero Fetal Bovino (SFB)(G'BCO). Los cultivos fueron mantenidos en incubadora™™

SCIENTIFIC, EUA) 5y temperatura de 37°C, pH 7.2; con una atmdsfera himeda saturante al 5%

de CO,. En el momento de que las células se encontraron en fase exponencial, se
separaron del sustrato de cultivo con ayuda de Verseno para de esta forma centrifugar y
obtener un botdén celular. Se procedié a realizar el conteo celular con ayuda de una

(AMERICAN OPTICAL, EUA)

Camara de Neubauer , la viabilidad celular se realiz6 mediante la

exclusion de Azul de Tripano(S'GMA).

EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR
Para la evaluacién de la proliferacién celular durante 48 horas, se cultivaron las células en

(COSTAR, USA) "En cada pozo a utilizar se colocaron 3x10° de células, se

placas de 96 pozos
agrego el tratamiento con los anticuerpos monoclonales a-IL-2, a-RIL-21, a-Citoqueratina,
a-Caspasa 3 y a-1gG a concentracién 50 ng/mL. Cabe sefialar que se adiciond un control,

es decir, células sin anticuerpo. La placa se dejo durante 24 horas, los pozos se observaron
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(Leica, Alemania) oo tomaron fotografias electrénicas con

con ayuda del Microscopio invertido
la Cdmara Leica DC100""*™2"@) nara registrar los cambios ocurridos. Transcurridas otras 24
horas, se realizd el proceso antes mencionado.

Posteriormente, se retiré el medio de cultivo y se procedid a fijar los pozos con 100 pL
Glutaraldehido al 1.1%. Se incubo durante 20 minutos, cumplido dicho tiempo se retird el
reactivo y a cada pozo se le hizo 3 lavados con PBS para después secarlas a temperatura

ambiente. A continuacion las células se tifieron con 100 pL de Cristal Violeta al 0.1%'°M*

(The Orbit™

EVA) durante 20 minutos y agitacién mecanica L5 EUA) "E| Cristal Violeta se removid

mediante vacio y se realizaron 3 lavados con PBS para eliminar el exceso del mismo. Las

(SIGMA, EUA)
% , se

placas se dejaron secar y se le agregaron 100 uL de acido acético al 10
colocaron en agitacién mecanica durante 20 minutos para su posterior lectura a 570 nm
de absorbancia en el lector de ELISABotek Instruments, inc., EUA) ‘g va3lizé un andlisis estadistico

para asi establecer las diferencias entre tratamientos.

DIGESTION DE ANTICUERPOS

Las digestiones proteoliticas revelan informacién importante para determinar la
estructura y funcidén de una molécula de anticuerpo. Los anticuerpos pueden ser divididos
en sus fracciones y cada una de estas fracciones tienen una actividad distinta (Ertirk et al.,
2011).

Clasicamente, la fragmentacion de la fraccion monovalente Fab es realizada mediante la
digestion con Papaina, la cual escinde en los enlaces de cisteina en la Inmunoglobulina,
teniendo como resultado a dos fracciones: Fab y Fc (Figura 7). Por otra parte, la fraccidn
bivalente F(ab’), es obtenida por la digestién con pepsina (Andrew y Titus, 1997).

La papaina es una proteasa sulfhidrilica, una proteina globular de 212 aminodacidos,
aislada del latex de la papaya (Carica papaya), cataliza la hidrdlisis de muchas clases de
enlaces péptidos. En su estado nativo la papaina presenta muy baja actividad; por lo que
todos los ensayos sobre su actividad son realizados en presencia de activadores,

comprendiendo cisteina (0.005M) (Martinez-Hernandez, 2004).
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Figura 7. Lugares de accién de las enzimas proteoliticas en una Inmunoglobulina (Alvarez-Lépez y col., 2004).

Se utiliz6 como base el protocolo publicado por Andrew y Titus (1997) en “Current
Protocols in Immunology”. Se empleo papaina extraida de papaya l5tex®™ dicha enzima
se liofilizo para la obtencién de una solucidn stock de 10 mg/mL. Los anticuerpos a digerir
se prepararon a una concentracion 2 mg/mL disueltos en PBS. Se agregd la misma
cantidad de anticuerpo, buffer de digestién y papaina para de esta forma iniciar la
digestion y no perder las molaridades requeridas. Las digestiones se dejaron en incubacion
a 37°C durante 27 horas, transcurrido dicho tiempo se detuvo la digestidon con 200 uL de
Yodoacetamida 0.3 MM'HPORE USA) 1 o5 fracciones se separaron con filtros para centrifuga
Amicon® Ultra-15M"PORE USA) 4o 30 000 MWCO para la obtencién de la fraccién Fab y de

10 000 MWCO para la fraccion Fc.

GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE

Para comprobar si las muestras fueron digeridas se corrieron en un gel de poliacrilamida
SDS-PAGE 12.5%. Los geles de poliacrilamida son el resultado de la polimerizacién quimica
de una mezcla entre acrilamida y bisacrilamida. El tamafo de los poros que forma la
reticula del polimero depende de la concentracion de acrilamida y bisacrilamida en la
preparacion del gel.

Los fragmentos Fab se deberan observar en un peso de 50 kDa, los fragmentos Fc se

observaran en 27 kDa, mientras que los anticuerpos no digeridos apareceran en 150 kDa.
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Se podran visualizar otras dos bandas, en 25 y 15 kDa, los cuales constituyen a productos
de digestion sin relevancia (Andrew y Titus, 1997).

Se tomaron 20 pL de muestra, se afiadido 5 puL de Buffer de Laemli 5X y 5 uL de DTT
(ditioteitol), estd mezcla se puso en agua hirviendo durante 5 minutos. A continuacion se
prepararon el gel separador y el gel concentrador. El primero se prepard con los siguientes

reactivos:

o 4.2 mLde acrilamida.

o 1.25mLTRIS 3 M pH 8.8.

oo 100 plL SDS 10%.

oo 500 pL Persulfato de Amonio 1.5%.
oo 3.98 mL Agua destilada.

o 15 pL TEMED.

Siempre se debe agregar el TEMED al final, es decir, cuando los demas reactivos ya estén
mezclados. Se agitd bien la mezcla y se colocd en la cdmara de electroforesis. Se cubrié
con agua destilada y se dejo polimerizar aproximadamente 10 minutos. Mientras tanto se

preparo el gel concentrador:

oo 625 plL acrilamida.

o 1.25mLTRIS1M pH 6.8.

o 50 pL SDS 10%

oo 250 pl Persulfato de amonio 1.5%
o 2.8 Agua destilada.

o 7.5 uL TEMED.

Una vez polimerizado el gel separador se retiro el agua destilada y se agregé la mezcla del

gel concentrador, se coloco el peine con 12 pozos y se dejo polimerizar.

A continuacion se agrego el Buffer de carga 1X, cuidando no dejar burbujas y se cargaron

las muestras en los pozos junto con la escalera proteica. Primero se corrid a 85 V durante
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aproximadamente 30 minutos, o hasta que las muestras hayan pasado al gel separador,

posteriormente se subid el voltaje a 120 y se corrié durante aproximadamente 1 hora.

Para la visualizacién de las bandas obtenidas, el gel se tifio durante 24 horas con Azul de
Coomasie 10% (solucion teiiidora). A continuacion el gel se colocé en la solucion
destenidora y se puso en agitacién mecdnica hasta que las bandas fueron visibles. El gel se
colocd en papel filtro y se seco con un secador de geles durante una hora a 60°C para su

analisis y conservacion.

PRUEBA DE LAS FRACCIONES EN CULTIVOS DE CELULAS TUMORALES

Se realizaron los cultivos celulares en presencia de las fracciones obtenidas a una
concentracién de 20 ng/mL. Posteriormente se evalud la proliferacion celular a las 24
horas, esto para ver la respuesta que tienen las lineas celulares cuando estdn en presencia

de las fracciones.
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RESULTADOS

Medrano-Ortiz (2011) demostrd que al cultivar células de Carcinoma de Cérvix (CaCu) en
presencia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra receptores funcionales inducen a
la proliferacion. De igual modo se ha identificado la presencia de los receptores
funcionales para IL-2 (Rangel-Corona y col., 2010) e IL-21 (Pablo-Arcos, sin publicar) en las
lineas de CaCu, CALO e INBL. Asimismo, se ha reportado la presencia de los receptores Fc

(FcR) en diferentes tipos de cancer (colorectal, mama, linfomas).

Por lo antes descrito, se realizaron pruebas in vitro para evaluar la respuesta proliferativa
de células tumorales a anticuerpos cuyos antigenos se encuentran en la membrana
externa de la célula (a-IL-2, a-RIL-21) y de antigenos localizados al interior de la misma (a-

Caspasa 3, a-Citoqueratina).

En este se estudid si anticuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos que se
encuentran al interior celular tienen el mismo efecto sobre la proliferacion que el ya
reportado para anticuerpos dirigidos contra antigenos externos. Para ello, se cultivaron
3x10° células en placas de 96 pozos durante 48 horas en presencia de los anticuerpos
monoclonales anti (a) a-IL-2, a-RIL-21, a-Caspasa 3, a-Citoqueratina y a-IgG. Como control

se usaron células de CaCu cultivadas en ausencia de anticuerpos.

I Efecto de anticuerpos monoclonales a-IL-2 y a-RIL-21 sobre la proliferacion de

células de CaCu CALO e INBL

Se cultivaron células de las lineas de CaCu CALO e INBL en presencia de 50 ng/mL de
anticuerpos monoclonales a-IL-2 y a-RIL-21. La proliferacién celular se evalué a las 48
horas utilizando la técnica de Cristal Violeta. Los datos obtenidos para las células de la
linea CALO muestran una disminucion de la proliferacién de -13.48% en los cultivos en

presencia de a-IL-2 y de -13.85% en presencia de a-RIL-21 (Figura 8).
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Figura 8. Proliferacién de células de la linea de Carcinoma de Cérvix CALO cultivada durante 48
horas en presencia de anticuerpos monoclonales a-IL-2 y a-RIL-21. La evaluacidn se realizé por la
técnica de Cristal Violeta observando una disminucién en la proliferacion cuando las células son
cultivadas en presencia de ambos anticuerpos. n= 6 ensayos realizados.

Mientras que, para la linea celular INBL observamos que los mismos anticuerpos producen
un aumento de la proliferacion. El incremento de la proliferacién en presencia de ambos
anticuerpos fue de +19.66% con a-IL-2 y de +23.74% con a-RIL-21 (Figura 9).
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Figura 9. Proliferacién de células de la linea de Carcinoma de Cérvix INBL cultivada durante 48
horas en presencia de anticuerpos monoclonales a-IL-2 y a-RIL-21. La evaluacion se realizé por la
técnica de Cristal Violeta observando un aumento en la proliferacion cuando las células son
cultivadas en presencia de ambos anticuerpos. n= 6 ensayos realizados.
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Con el propdsito de comparar los datos de proliferacion obtenidos en ambas lineas de
CaCu se realizé una grafica, incluyendo los datos de densidad dptica de las células al ser
cultivadas en presencia de ambos anticuerpos. Al comparar las columnas se aprecia una
clara inhibicién de la proliferacién de las células en la linea CALO cuando son cultivadas en
presencia de los anticuerpos. Por su parte, las células de la linea INBL incrementan su

proliferacién en presencia de los anticuerpos (Figura 10).
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Figura 10. Comparacién de Evaluacién de la Proliferacién Celular mediante Cristal Violeta en las
lineas de Carcinoma de Cérvix CALO e INBL durante 48 horas cultivadas en presencia de los
anticuerpos a-IL-2 y a-RIL-21. Se observa una inhibicién en la proliferaciéon para CALO, mientras que
para INBL hay un aumento significativo. n=6 ensayos realizados.

Para tener un registro de la morfologia de las células cultivadas en presencia de
anticuerpos a-IL-2 y a-RIL-21, se tomaron Micrografias dpticas con cdmara electrdnica
Leica. En las imagenes obtenidas para INBL puede observarse un mayor numero de
células, las cuales se encuentran agrupadas. En el caso de CALO, puede notarse menor

numero de células en comparacion al control (Figura 11).
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a-RIL-21
Figura 11. Micrografias dpticas (10X) de las lineas celulares de Carcinoma de Cérvix CALO e INBL, cultivadas

durante 48 horas con a-IL2 y a-RIL-21. En INBL se observa un mayor nimero de células cuando son cultivadas en
presencia de ambos anticuerpos, en contraste, CALO muestra menor numero de células.

Una vez probados los anticuerpos cuyos antigenos se encuentran en la membrana externa
de la célula se procedid a cultivar células de las lineas de CaCu, CALO e INBL, en presencia
de los anticuerpos monoclonales a-Caspasa 3 y a-Citoqueratina dirigidos contra antigenos

intracelulares.

. Efecto de anticuerpos monoclonales a-Caspasa 3 y a-Citoqueratina sobre la

proliferacion de células de CaCu CALO e INBL

El cultivo de células de la linea CALO, en presencia de anticuerpos monoclonales cuyos
antigenos se encuentran en el citoplasma (a-Caspasa 3, a-Citoqueratina) muestra un
incremento en la proliferacién celular en comparacion al control. En el caso de a-Caspasa
3 se observa un aumento de +11.49%, mientras que para a-Citoqueratina es de +8.26%

(Figura 12).
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Figura 12. Proliferacién de células de la linea de Carcinoma de Cérvix CALO cultivada durante 48
horas en presencia de anticuerpos monoclonales a-Caspasa 3 y a-Citoqueratina. La evaluacion se
realizd por la técnica de Cristal Violeta observando un aumento en la proliferacién cuando las
células son cultivadas en presencia de ambos anticuerpos. n= 6 ensayos realizados.

Para el caso de las células de la linea INBL cultivada en presencia de los mismos
anticuerpos se detecta una disminucion de la proliferacion de -11.11% con a-Caspasa 3y

de -16.76% con a-Citoqueratina (Figura 13).
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Figura 13. Proliferacion de células de la linea de Carcinoma de Cérvix INBL cultivada durante
48 horas en presencia de anticuerpos monoclonales a-Caspasa 3 y a-Citoqueratina. La
evaluacién se realizé por la técnica de Cristal Violeta observando una disminucién en la
proliferacién cuando las células son cultivadas en presencia de ambos anticuerpos. n= 6
ensayos realizados.
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Al hacer la comparacion de las graficas de proliferacidn entre las lineas de CaCu cultivadas
en presencia de los anticuerpos utilizados, a-Caspasa 3 y a-Citoqueratina, es mas evidente

la proliferacién para las células de la linea CALO que para los cultivos de (Figura 14).
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Figura 14. Comparacién de Evaluacién de la Proliferacién Celular mediante Cristal Violeta en las
lineas de Carcinoma de Cérvix CALO e INBL durante 48 horas cultivadas en presencia de los
anticuerpos a-Citoqueratina y a-Caspasa 3. Se nota el aumento de la proliferaciéon de CALO en
presencia de los anticuerpos, en contraste, INBL muestra una inhibiciéon de la misma. n= 6 ensayos
realizados.

Las Micrografias épticas (10X) muestran el registro de la morfologia celular de ambas
lineas celulares cultivadas con a-Caspasa 3 y a-Citoqueratina. Se puede observar una
disminucion en el numero de células de la linea INBL, mientras que para la linea CALO hay

un ligero aumento en el nimero de células presentes en el cultivo (Figura 15).
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Figura 15. Micrografias opticas (10X) de las lineas celulares de Carcinoma de Cérvix CALO e INBL. Se tomaron a las 48
horas de cultivo con anticuerpos hacia antigenos encontrados en el Citoplasma (a-Caspasa 3, a-Citoqueratina). Se
percibe una disminucidn en el nimero celular en INBL, mientras que para CALO se muestra un aumento en el nimero
de células presentes.

Posteriormente, se evalud la proliferacidn celular con un anticuerpo irrelevante de isotipo
IgG1 como control de anticuerpo. Esto con el fin de evaluar si la proliferacion de las células
de Carcinoma de Cérvix es regulada por los anticuerpos especificos, o bien, por cualquier

IgG que se utilice.

Il Evaluacion de la proliferacion celular con el anticuerpo a-IgG en las lineas

celulares de CaCu CALO e INBL

Con el propdsito de esclarecer si la regulacidon de la proliferacién celular observada con
anticuerpos a-IL-2, a-IL-21R, a-Caspasa 3 y a-Citoqueratina se debe a la unién especifica
de estos a su antigeno, o bien, es resultado de una activaciéon a través de la unién
inespecifica de la fraccién Fc de los anticuerpos, a otras moléculas expresadas en la
membrana de las células de CaCu, se decidio utilizar un anticuerpo irrelevante (es decir un
anticuerpo sin antigeno blanco) del mismo isotipo que los anticuerpos utilizados, en este

caso una IgG1.

45



Alondra Diaz Cupa FES Zaragoza - UNAM

Para ello, en una placa de 96 pozos se cultivaron 3x10° células de las lineas de CaCu CALO
e INBL en presencia de 50 ng/mL del anticuerpo monoclonal a-IgG. La evaluacién de la

proliferacion celular se realizé a las 48 horas mediante la técnica de Cristal Violeta.

Al realizar la evaluacién de la proliferacidon para la linea celular CALO se observa una
significativa inhibicion de la proliferacién al comparala con las células control. La grafica
para INBL muestra un ligero aumento en la proliferacidn celular (Figura 16), sin embargo,
al observar el cultivo de las mismas bajo el microscopio Optico, se distinguen
modificaciones morfoldgicas en ellas, como una disminucion del tamafo celular (Figura

17).

Evaluacion de la proliferacion en lineas de
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Figura 16. Proliferacién de células de las lineas de Carcinoma de Cérvix CALO e INBL cultivadas
durante 48 horas en presencia del anticuerpo monoclonal a-IgG. La evaluacién se realizé por la
técnica de Cristal Violeta. Para CALO hay una disminucidn significativa en la proliferacion, mientras
que para INBL se observa una inhibicién de la misma. n= 6 ensayos realizados.
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Figura 17. Micrografias dpticas (10X) de las lineas celulares de Carcinoma de Cérvix CALO e INBL. Se
tomaron a las 48 horas de cultivo con el anticuerpo inespecifico a-IgG. Puede observarse el cambio
en la morfologia de las células de INBL, mientras que para CALO, solo se observa menor nimero de
células.

Con el propésito de saber qué fraccion del anticuerpo es la que estd produciendo el efecto
proliferativo en las lineas de CaCu CALO e INBL, se procedié a la estandarizacién de las
condiciones necesarias para la digestion de dichas moléculas con una enzima proteolitica.
Al ser sometida a digestion proteolitica, esta molécula genera dos fracciones: la fraccién
Fab responsable de la unién con antigeno y la fraccion Fc que determina diversas
funciones bioldgicas en las diferentes Inmunoglobulinas. Posteriormente se realizara una

prueba in vitro en presencia de las fracciones obtenidas.

Iv. Estandarizacién de condiciones para fragmentar anticuerpos

Para establecer las condiciones dptimas para la digestién de los anticuerpos en sus
fracciones Fc y Fab se empleé la enzima proteolitica Papaina. Se utilizé un anticuerpo
monoclonal inespecifico (a-1gG), ademas dicho anticuerpo se empled como control para la

digestion de los anticuerpos a-IL-2 y a-RIL-21.
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Una vez hecha la digestion del anticuerpo a-1gG y para comprobar que se obtuvieron dos
fracciones del anticuerpo, se realizé un gel de poliacrilamida SDS-PAGE para el analisis de
las fracciones obtenidas. Del lado izquierdo se observa la escalera de pesos moleculares,
que corre de 200 a 20 kilodaltones (kDa), mientras que del lado derecho se observan las

bandas obtenidas de la digestién con papaina (Figura 18a).

Para el andlisis se utilizé el software “Doc-It Acquisition and Analysis” (Version
7.1RC3.54)(UVP' EUA), con el cual se analizaron las bandas en el gel. La columna que se
encuentra del lado izquierdo de la imagen identificada con la letra A, hace referencia a los
pesos moleculares que nos ayuda a determinar el peso molecular de las bandas obtenidas
de la digestion (Figura 18b). Asimismo, del lado derecho de la imagen se observan 4
bandas de proteinas que corresponden a los pesos moleculares de 50 (B1); 30 (B2); 25
(B3) y 15 (B4) Kilodaltones respectivamente. Las bandas proteicas B1 y B2 corresponden a
los pesos moleculares de las fracciones del anticuerpo de 50 kDa para la fracciéon Fab y 30

kDa para la fraccion Fc (Figura 18b).

Escalera de pssos
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Figura 18a. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE, Inmunoglobulina (1gG)
digerida durante 27 horas. Fotografia obtenida del gel SDS-PAGE, del
lado izquierdo se encuentra la escalera de pesos moleculares y del
lado derecho los productos de digestion.
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Figura 18b. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE, Inmunoglobulina (IgG)
digerida durante 27 horas. Fotografia analizada con el software Doc-
It Acquisition and Analysis (Version 7.1RC3.54)(UVP’ EVA | as bandas B1
y B2 se encuentran en los pesos de 50 y 30 kDa respectivamente, lo
que confirma la separacion de la molécula de Inmunoglobulina.

Una vez confirmado mediante el gel de poliacrilamida que los anticuerpos efectivamente
estaban digeridos y separados en sus dos fragmentos, se probaron in vitro por separado
en cultivos de ambas lineas de Carcinoma de Cérvix. Esto para determinar qué fraccion del
anticuerpo es la que estd provocando la respuesta proliferativa en las células de

Carcinoma.

V. Prueba de proliferacion con las fracciones Fab y Fc de los anticuerpos
monoclonales a-1gG, a-IL-2 y a-RIL-21 sobre las lineas celulares de CaCu CALO e

INBL

Al realizar el ensayo de proliferacién a 24 horas con las fracciones de la Inmunoglobulina
IgG, se observa de manera general, que tanto para la fraccién Fc como para Fab,
disminuye significativamente la proliferacién de las células de Carcinoma de Cérvix cuando
se hace la comparacién con la Inmunoglobulina no digerida y el control. Particularmente
se observa que las dos fracciones tienen el mismo efecto sobre las dos lineas de CaCu, en

donde Fc disminuye mas la proliferaciéon que Fab (Figura 19).
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Figura 19. Prueba de las fracciones Fab y Fc de Inmunoglobulina (IgG) sobre las lineas de Carcinoma
de Cérvix CALO e INBL a 24 horas. Para ambas fracciones se puede observar una disminucion
significativa de la proliferacion cuando se compara con el anticuerpo completo y el control. n= 6
ensayos realizados.

Cuando la linea celular CALO es cultivada en presencia de los anticuerpos completos a-IL-2

y a-RIL-21 o fracciones (Fab y Fc) de ellos la proliferacién es inhibida significativamente

(Figura 20).

Para el caso de la linea INBL cultivada en presencia de los mismos anticuerpos completos
se observa un aumento en la proliferacion. Cabe destacar que cuando se cultivaron las
células con las fracciones de los anticuerpos a-IL-2 y a-RIL-21 se observa en general una

disminucion de la proliferacion, siendo mayor en presencia de la fraccidn Fc (Figura 20).
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Figura 20. Prueba de las fracciones Fab y Fc de los anticuerpos a-IL-2 y a-RIL-21 sobre las lineas de Carcinoma de Cérvix
CALO e INBL a 24 horas. Se observa una disminucién significativa en ambas lineas de CaCu cuando son cultivadas en
presencia de las fracciones de anticuerpos. n= 6 ensayos realizados. A.C.= anticuerpos completos. F.A.= fracciones de
anticuerpos.
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DiscusIiON DE RESULTADOS

Actualmente el cancer es un problema sanitario de primer orden a nivel mundial, lo que
hace que multiples investigaciones estén dirigidas hacia el estudio de esta enfermedad.
Debido a los esfuerzos enfocados para combatir el cancer ha habido un gran avance en su
entendimiento y gracias a esto, se han desarrollado diferentes terapias para eliminar el
padecimiento. Es sabido que las terapias usadas cominmente como son la quimioterapia,
radioterapia y cirugia tienen graves efectos secundarios sobre el paciente, no solo

temporales si no que también pueden ser permanentes.

Por esta razdn, en los ultimos afos, se han desarrollado terapias alternas, a las ya
conocidas, que no sean agresivas hacia el paciente. La inmunoterapia ha tenido un gran
avance en ese sentido ya que, es un tipo de tratamiento del cdncer que ayuda a estimular
las defensas naturales del cuerpo para combatir la enfermedad también, puede brindar al
paciente componentes del Sistema Inmune como son proteinas fabricadas del propio
sistema, anticuerpos, para combatir a la enfermedad. Existen evidencias claras que

algunas formas de inmunoterapia pueden tener éxito para ciertos tipos de cancer.

La inmunoterapia es clasificada en activa y pasiva. La primera estimula el Sistema Inmune
del propio paciente para favorecer una respuesta efectiva frente al tumor, es decir, usa la
respuesta global del sistema para destruir al tumor. Mientras que la segunda controla del
tumor mediante la administracion de mediadores (anticuerpos, células) con capacidad de
destruccidén celular intrinseca e independiente de la situacidn del sistema inmune del
paciente (Ruiz-Alonso et al., 2004). La terapia con anticuerpos monoclonales es
considerada como una forma de inmunoterapia pasiva que tiene como objetivo dirigir
selectivamente el tratamiento antitumoral hacia antigenos especificos presentes en las
células tumorales y pueden utilizarse de forma uUnica o en combinacién con otros agentes
terapéuticos para aumentar su eficiencia, evitando asi, tanto la exposicién de las células
normales al agente citotéxico como reducir los efectos secundarios que producen la
mayoria de los farmacos quimioterapéuticos convencionales (Cajaraville y col., 2008). Este

tipo de terapia ha reportado tener resultados positivos en cédnceres como lo son
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melanoma, colén, mama, leucemia, gastrico, entre muchos otros (Ruiz-Alonso et al.,

2004).

Algunos anticuerpos monoclonales (mAb) estimulan una reaccién inmunitaria que
destruye células cancerosas de una forma semejante a los anticuerpos producidos
naturalmente por los linfocitos B, estos anticuerpos monoclonales opsonizan las células
cancerosas, lo que desencadena su destruccién por el Sistema Inmune. Otro tipo de
anticuerpos interfieren con la accion de las proteinas que son necesarias para el
crecimiento tumoral, al bloquear los receptores para desencadenar la sefializacion, un
ejemplo de estos es el bevacizumab que impide el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos del tumor. Existe un grupo diferente de anticuerpos conocidos como
inmunoconjugados, los cuales consisten de un anticuerpo adherido a una sustancia que
destruye células, como una toxina de plantas o de bacterias, un farmaco de quimioterapia

o una molécula radiactiva (NCI, 2013).

La FDA ha aprobado el uso de diferentes mAb para el tratamiento del cancer, como el
rituximab (linfoma no Hodgkin), el alemtuzumab (leucemia linfocitica crénica), el *°Y
ibritumomab tiuxetdn (linfoma no Hodgkin) y el ado-trastuzumab emtansina (cancer de

mama), entre otros (NCl, 2013).

A pesar de lo antes mencionado, no se tienen reportes especificos de cémo los
anticuerpos monoclonales estan siendo utilizados por células de Carcinoma de Cérvix. Por
esta razon, el Laboratorio de Oncologia Celular de la Unidad de Investigacidon en
Diferenciaciéon Celular y Cancer (UIDCC), ha realizado diversos estudios para esclarecer
dicha evasidn y proporcionar informacion a cerca de la biologia del Carcinoma de Cérvix.
Los datos aqui mostrados revelan que hay una proliferacion diferencial de estas células
tumorales cuando son cultivadas en presencia de anticuerpos dirigidos contra antigenos

membranales o antigenos intracelulares.

En particular nuestro equipo de trabajo plantea la hipdtesis de que la interaccion de la

porcidn Fc de las IgG’s con el receptor FcyRI esta relacionada con la proliferacion celular a
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través de varios mecanismos moleculares que no se han descrito detalladamente para

células de CaCu.

Los datos obtenidos para la linea celular INBL (estadio IVB metastdsico), en la que se
observa una mayor proliferacién en presencia de anticuerpos dirigidos contra antigenos
membranales y una disminucién, de la misma, al utilizar anticuerpos contra antigenos
intracelulares, apoyan la teoria de que las células de Carcinoma de Cérvix pueden estar

expresando receptores FcR que serian utilizados para regular su proliferacion.

Los receptores Fc (FcR) ayudan al procesamiento de antigenos y maduracién mediada por
el complejo inmune de células dendriticas, activacion de células B, citotoxidad celular
mediada por anticuerpos, endocitosis y fagocitosis del complejo inmune y produccién de
citocinas (Qin et al., 2004; Nimmerjahn y Ravetch, 2008). No solo controlan la activacion
del Sistema Inmune Innato, sino también estan involucrados en la produccién y

especificidad de otros ligandos inmunes (anticuerpos) (Nimmerjahn y Ravetch, 2008).

Se tienen identificadas 3 familias de los receptores Fc: FcyR, FcaR y FceR; siendo FcyR la
que cuenta con mas isotipos (FcyRla, FcyRIb, FcyRlla, FcyRllb, FcyRllla, FcyRlllb). Cabe
destacar que FcyRllb es el uUnico miembro de la familia que presenta una region
inhibitorio ITIM, mientras que los demas miembros presentan una regién ITAM de

activacion.

Los FcyR tienen participacion en la activacion de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos y comparten mecanismos similares de transduccion de senales con las células
monociticas: la agrupacién de los FcyR induce a la fosforilacién inmediata de las tirosinas
de ITAM que sirve como sitio de union para los dominios SH2 de la tirosina cinasa Syk. La
unidon de Syk con ITAM conduce a la activacion catalitica de Syk promoviendo la
fosforilacién de segundos mensajeros en la cascada de sefalizacion de FcyR (Halla-Calleros

et al., 2005).

Por lo antes mencionado, proponemos que la respuesta de proliferacion diferencial

presentada por las células de Carcinoma de Cérvix en presencia de anticuerpos dirigidos
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contra antigenos membranales (a-IL-2 y a-RIL-21), se debe a que la fraccion Fc de las
Inmunoglobulinas regula la proliferaciéon de las células de CaCu. En donde el mecanismo
utilizado por la célula tumoral para proliferar, seria el de endocitar IgGs existentes
(producidas como una respuesta de rechazo tumoral) para crecer a expensas de las

moléculas sintetizadas por una respuesta inmunoldgica antitumoral.

Esto en un mecanismo molecular similar al activado en macréfagos, en el que, al
identificar un patdgeno recubierto con anticuerpos, el macréfago lo endocita por la unién
de la region Fc del anticuerpo a los receptores Fc ubicados en la superficie celular del
macrofago y de esta manera eliminar el agente patdégeno. Pensamos que los anticuerpos
a-IL-2 y a-RIL-21, usados en los experimentos in vitro, también se unen al receptor Fc
expresado por células de CaCu (particularmente por INBL), siendo endocitados al unirse al
receptor Fc, desencadenando la sefializacion de proliferacion celular a través de Syk que

conducird a la transcripcién de genes de proliferacion celular (Halla-Calleros et al., 2005).

Ademas, la union entrecruzada de un complejo inmune con el receptor FcyRI produce
tanto la proliferacidon de células tumorales (cancer de mama ductal) como la produccién
de mucina con el antigeno polivalente sialil-Tn (mucina-sTn). Asimismo, existe una unién
entrecruzada entre el complejo inmunoldgico y el FcyRlI, lo cual resulta en la activacién de
la via transduccional de tirosina cinasa, esta activacion ha sido asociada con la

proliferaciéon tumoral (Nelson et al., 2001).

Por su parte, cuando se usaron los anticuerpos dirigidos contra antigenos intracelulares
observamos una inhibicién de la proliferacion que nos indica que éstos anticuerpos no se
estdn uniendo a su receptor especifico, debido a que se necesitaria permeabilizar la
membrana celular para que los anticuerpos penetren al citoplasma y asi unirse a su
antigeno especifico. Esto quiere decir que las células de CaCu solo son inducidas a
proliferar con anticuerpos unidos a su blanco extracelular, lo que permite que la fraccién
Fc de anticuerpo quede expuesta, lo cual no sucede con anticuerpos libres que por estar
en forma libre son eliminados con los lavados. Estos datos proporcionan apoyando la

hipdtesis de que las células de CaCu presentan FcR.
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Es importante que en trabajos futuros se determine qué clase de FcR expresan las células
de éste tipo de tumor para poder describir claramente el mecanismo molecular que la
interaccidon antigeno-anticuerpo activa en este modelo tumoral y conduce asi a la

proliferacion.

Por otro lado, cuando se realizaron las pruebas de proliferacién en la linea de CaCu CALO
con el anticuerpo a-IgG se obtuvo una disminucion significativa en la proliferacion sin
mostrar cambios morfoldgicos celulares, mientras que INBL si tuvo cambios morfoldgicos.
Destacando que para la linea CALO la IgG actia como un bloqueador de la proliferacidn, a
diferencia de INBL en donde hay una inhibicién de la proliferaciéon. Sin embargo, se
observa un cambio morfoldgico en citoplasma de la células que culmina con la muerte

celular.

Al respecto, Nelson et al. (2001) afirman que la IgG monomérica puede inhibir la
proliferaciéon de células cancerigenas debido a la unidn entrecruzada de antigeno-
anticuerpo. Ademas, dicho entrecruzamiento puede estar relacionado con la cantidad de
anticuerpo; lo que sugiere la posible existencia de un mecanismo de retroalimentaciéon en
el cual, la concentracion y el tipo de elemento presente (antigeno tumoral y anticuerpo

antitumoral) puede determinar la promocidn o inhibicién del crecimiento tumoral.

Partiendo de la idea que la célula tumoral produce una molécula de manera soluble y esta
se une al receptor FcyRI, Rangel-Corona et al. (2010) reportaron que las células de CaCu
CALO e INBL producen IL-2, la cual es un promotor de la proliferacion de las células de
Carcinoma de Cérvix. Se puede inferir que al agregar a-IL2 al medio tumoral, este se une a
la IL-2 exdgena producida por las células tumorales, formando complejos inmunolégicos y

uniéndose asi al FcyRI, de esta forma activando la via de transduccion tirosona cinasa.

En ese sentido, Soto-Cruz et al. (2008) reportaron para las mismas lineas de CaCu la
regulacion de proteinas asociadas a via de transduccién para HER-2, y Caceres-Cortés et
al. (2001) menciona que IL-2 regula la expresion de c-KIT y su ligando el factor Steel en

estas mismas lineas de CaCu. Las moléculas antes mencionadas son citadas en la literatura
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como posibles activadores de sefales para inducir la proliferaciéon celular, por la tanto,
pueden estar asociadas al desarrollo del CaCu. Lo cual apoya la idea de que se necesita la
activacion de la via de transduccion tirosina cinasa para inducir la proliferacion de células

tumorales CALO e INBL.

La expresion de estos receptores Fc en las células de CaCu puede servirles como
mecanismo de escape inmunoldgico antitumoral. Diversos autores (Takai, 2002; Qin et al.,
2004; Parham, 2005, Cassard et al., 2006, Abbas y col., 2008, Nimmerjahn y Ravetch,
2008, Mora y Rosales, 2009, Hogarth y Piertesz, 2012) mencionan que los Fc son
expresados por casi todas las células del Sistema Inmune como son los macréfagos,
linfocitos, plaquetas, granulocitos; asi como por ciertos epitelios transportadores
(placenta, higado, intestino neonatal) y a través de este receptor, las células

inmunoldgicas despiertan la respuesta inmune contra diferentes antigenos.

La digestién proteolitica de los anticuerpos revela informacién importante para
determinar la estructura y funcién de una molécula de anticuerpo. Los anticuerpos
pueden ser divididos en sus porciones Fab y Fc y cada una con actividad distinta (Ertlirk et
al., 2011). Clasicamente, las Inmunoglobulinas son fragmentadas utilizando papaina, la
cual escinde los enlaces de cisteina de la porcion Fab dando como resultado la obtencidn

de las fracciones Fab y Fc.

En nuestro caso, se realizé la digestion de los anticuerpos a-IL-2, a-RIL-21 y a-IgG; su
fragmentacion se corrobord con un gel de poliacrilamida SDS-PAGE para visualizar las
proteinas fragmentadas. Las bandas observadas en el gel confirmaron la correcta
fragmentacion del anticuerpo, ya que, de acuerdo con Andrew y Titus (1997), las bandas
proteicas de las fracciones del anticuerpo estan en los pesos moleculares distintos: 50 kDa
para la fraccién Fab y 27 kDa para la fraccidon Fc. Por otro lado, podemos saber que la
digestion fue completa ya que no se observan bandas de 150 o 120 kDa, las cuales

corresponden al peso molecular promedio de una Inmunoglobulina completa.
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La respuesta de proliferacion diferencial observado en los cultivos para las células CALO e
INBL en presencia de los fragmentos Fc o Fab indica que las células responden a los
fragmentos de anticuerpos dependiendo del estadio de tumor del cual provienen. De esta
manera, los tumores de estadio temprano no responden a anticuerpos fragmentados
mientras que las células provenientes de tumores en estadios avanzados serian mas
susceptibles a morir por fragmentos de anticuerpos. Al respecto Nelson et al. en 2001
demostraron que el fragmento Fc puede inhibir la induccién a la proliferacién de células
de cancer de mama, a causa de la unién cruzada de antigeno-anticuerpo (es decir, un
anticuerpo reacciona con antigenos que son similares, pero diferentes, a los antigenos
especificos con los cuales reaccionan originalmente) (Anderson et al., 2009). El que los
anticuerpos a-IL2 y a-RIL-21 fragmentados promuevan la muerte o ningln cambio en la
proliferacion de las células tumorales indican que el fragmento Fc del anticuerpo

completo es el responsable de regular la proliferacién de las células de CaCu.

Por lo antes mencionado, se puede afirmar que se ha montado una vigilancia y seleccion
inmunoldgica, es decir, que los tumores no son blancos pasivos para la intervencion
inmunoldgica y ademas son capaces de tanto escapar como de desensamblar al Sistema
Inmune. Las células tumorales no son ignoradas por el Sistema Inmune, sin embargo,
muchos de los antigenos asociados al tumor hasta ahora identificados son antigenos
propios los cuales estan sobre-expresados o presentan alteraciones post-
transcripcionales. El tumor per se puede producir citocinas, entre ellas se pueden
mencionar las siguientes: la familia de ligandos de TNF; FasL; TGF-B; IL-10; ZIP (proteina
inhibidora asociada a la cadena (), prostaglandina E2; epinefrina; MRO, gangliésidos
asociados a tumor y algunos productos virales entre otros. En los pacientes con cancer se
pueden encontrar en circulacién citocinas inflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-y que
reflejan un estado de activacidn crénico probablemente inducido por la circulaciéon de AAT
o complejos antigeno-anticuerpo en sangre (Rangel-Corona, 2003). Las células de
Carcinoma de Cérvix estdn expresando a los receptores Fc como un escape al Sistema
Inmune, ya que de esta forma, los anticuerpos se unen al receptor y los utilizan para su

propio beneficio, es decir, para proliferar y no para desencadenar la respuesta inmune.
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Finalmente es importante mencionar que la terapia con anticuerpos monoclonales debe
de aplicarse después de haber identificado si el cancer a tratar expresa los receptores Fc
(FcR), debido a que los datos aqui mostrados concluyen que, dependiendo del estadio y el
tipo de anticuerpo utilizado, las células de CaCu usan los anticuerpos para desencadenar la
sefializacion de proliferacidn en vez de realizar la funcidn principal de eliminar a las células

tumorales.
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CONCLUSIONES

2 Los anticuerpos monoclonales a-Caspasa 3 y a-Citoqueratina inducen proliferaciéon
de células de CaCu CALO.

% Los anticuerpos a-IL2 y a-RIL-21 disminuyen la proliferaciéon de células de CaCu
CALO.

2 En la linea de CaCu INBL hay una mayor proliferacidn celular en presencia de los
anticuerpos monoclonales a-IL2 y a-RIL-21.

2 Enlalinea de CaCu INBL disminuye la proliferacion en presencia de los anticuerpos
monoclonales a-Caspasa 3 y a-Citoqueratina.

2 En ambas lineas celulares de CaCu hay una disminucidn en la proliferacion cuando
es cultivada con a-IgG.

2 Se establecieron las condiciones necesarias para realizar la digestiéon de
anticuerpos con la enzima Papaina.

2 Las fracciones Fab y Fc de los anticuerpos a-IL2, a-RIL-21 y a-IgG inhiben la
proliferaciéon celular de la linea de CaCu INBL.

2 En la linea de CaCu CALO la proliferacién no es regulada diferencialmente en
presencia de las fracciones Fab y Fc de los anticuerpos a-IL2 y a-RIL-21, mientras

gue hay una inhibiciéon de la proliferacién celular con las fracciones de a-IgG.
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PERSPECTIVAS

Para complementar el presente trabajo, seria interesarte continuar con las siguientes

propuestas:

2 Determinar mediante la técnica de Citometria de Flujo la presencia de la familia de
receptores FcyR.

2 Analizar la transcripcion del RNAm del complejo ITAM.

2 Determinar por Citometria de Flujo la presencia de la proteina ITAM funcional.

> Determinar la presencia de la cinasa Syk.
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APENDICE |

Reactivos y Soluciones utilizados

Soluciones para cultivo
oo RPMI-1640.
o Suero Fetal Bovino (SFB).
o Solucidn fisioldgica de Verseno.
oo Solucion de Fosfatos (PBS).

Reactivos para la Evaluacién Celular
oo Glutaraldehido al 1.1%.
o PBS.
oo Cristal Violeta al 0.1% 200mM pH 3.5.
o Acido Acético al 10%.

Reactivos y soluciones para la Digestion de Anticuerpos
Papaina latex.

Cisteina.

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

PBS.

Yodoacetamida.

8

8§ 8 8 8

Reactivos y soluciones para el Gel de Poliacrilamida SDS-PAGE
Buffer de Laemli.

DTT.

Acrilamida.

Bis-acrilamida.

TRIS 3 M pH 8.8.

SDS 10%.

Persulfato de amonio 1.5%.

TEMED.

TRIS 1 M pH 6.8.

8

8 8 8 8 8 8 88

Reactivos para tincion con Azul de Coomasie 0.1%
o Metanol 50%.

Acido acético 7%.

Agua destilada 43%.

Azul de Coomasie 0.1%.

8 8 8

FES Zaragoza - UNAM
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APENDICE Il

Preparacion de Reactivos y Soluciones

Desactivacion del Suero Fetal Bovino (SFB)

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

Solucion fisioldgica de Verseno

Esta solucién se emplea para despegar las células tumorales adherentes y funciona como
agente quelante que secuestra iones de Calcio y Magnesio de las uniones celulares. Para
su preparacion se utilizan las siguientes sustancias:

TRIS base 3.04 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

Cloruro de sodio 8.00 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

Cloruro de potasio 0.04 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.40 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

8 8 8 8

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada, que ajusta al pH a 7.7 con HCI
1M y se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solucién se esteriliza por medio de
autoclave a 20 Ibs durante 20 min.

Solucion Amortiguadora de Fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisioldgicas estables durante periodos
cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. Los
componentes se diluyen en un volumen final de 1 litro de agua bidestilada.

Cloruro de magnesio 0.10 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).
Cloruro de calcio 0.10 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

Cloruro de sodio 8.00 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

Cloruro de potasio 0.20 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

Fosfato monoacido de sodio 2.16 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).
Fosfato diacido de potasio 0.20 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

8 8 8 8 8 8
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El cloruro de magnesio y de calcio se disuelven en 100 mL de agua bidestilada , se ajusta el
pH a 7.2 - 7.4 utilizando HCI 8N y se afora finalmente a un volumen final de 1000 mL. Esta
solucién se esteriliza por medio de autoclave a 20 lbs durante 20 min, la solucién se
almacena a 4°C hasta el momento del uso.

Solucion Cristal Violeta 0.1% 200 mM pH 3.5

El Cristal Violeta se utiliza para tefir las células fijadas al sustrato de la placa de 96 pozos.
Penetra la célula y se intercala en la cadena de DNA mediante atraccion de cargas: la
cadena de DNA tiene carga negativa y el Cristal Violeta cuenta con carga positiva.

oo Acido férmico concentrado 10uL (J.T. BAKER, E.U.A.).
oo Agua destilada 100 mL (Theissier, México).
oo Cristal Violeta 100 mg (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

A los 100 mL de agua destilada se le agregan 10 pL del acido férmico concentrado.
Posteriormente se afiaden 100 mg del Cristal Violeta a la solucidn antes preparada. Se
mide el pH y de ser necesario se ajusta a pH de 3.5. La solucién se deja en reposo a
temperatura ambiente durante una semana.

Solucion de Glutaraldehido al 1.1%

oo Glutaraldehido al 25% (Sigma Chemical Co., E.U.A.).
oo Agua destilada (Theissier, México).

Para preparar 15 mL de la solucién se toman 660 uL del Glutaraldehido al 25% vy se le
agregan 14.34 mL de agua destilada. La solucidén al ser fotoreactiva debe ser guardada en
un lugar oscuro y a una temperatura de 5°C.

Buffer de Digestion de anticuerpos

PBS.

EDTA 0.02 M 0.037 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).
Cisteina 0.02 M 0.012 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).
Agua MiliQ.

8 8 8 8

68



Alondra Diaz Cupa FES Zaragoza - UNAM

Primero se preparan los reactivos por separado: para el EDTA se agregan los 0.037 gy se
afiaden 5 mL de agua MiliQ; para el caso de la cisteina de ponen 0.012 g en 5 mL de MiliQ.
Se toman 2 mL de cada reactivo (PBS, EDTA, cisteina), se debe tener en cuenta que el
buffer debe tener una relacién 1:1:1. Se debe almacenar a <10°C.

Buffer de Laemli (5X)

Tris 0.0625 M pH 6.8 (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

SDS 2% (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

Glicerol 10% (J.T. BAKER, E.U.A.).

Azul de Bromofenol 0.02% 8 (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

8 8 8 8

Anadir 20 pL de Azul de Bromofenol 0.02% a 4 mL de TRIS 0.0625 M pH 6.8.
Posteriormente anadir 10 mL de glicerol y agitar, agregar 2 g de SDS y agitar. La solucidn
se guarda a -20°C.

Buffer de Corrida

o SDS 5 g (Sigma Chemical Co., E.U.A.).
oo Glicina 72 g (J.T. BAKER, E.U.A.).
oo Tris 15.5 g pH 8.3 (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada, que ajusta al pH a 8.3 y se afora
a 1000 mL de agua bidestilada.

Solucion de tincion de Azul de Coomasie 0.1%

Metanol.

Agua destilada (Theissier, México).

Acido acético (Sigma Chemical Co., E.U.A.).

Azul de Coomasie (Jena Bioscience GmbH, Alemania).

8 8 8 8

Se miden cada uno de los reactivos por separado: 50 mL de Metanol, 43 mL de agua
destilada, 7 mL de &cido acético y 100 pL de Azul de Coomasie. Se mezcla bien y se
almacena a temperatura ambiente en un frasco ambar.
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Solucion destefiidora

o Metanol.
oo Acido acético (Sigma Chemical Co., E.U.A.).
oo Agua destilada (Theissier, México).

Se agregan todos los reactivos en una probeta: 20 mL de metanol (30-35%), 75 mL de agua
destilada y 5 mL de d4cido acético. Se cubre la probeta con Parafilm y se mezcla
suavemente por inmersion.
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