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RESUMEN 

La capacidad de IL-2 para modular la respuesta inmunológica mediada por 

células T ha permitido que sea utilizada como una buena alternativa de terapia 

clínica. Sin embargo, su aplicación vía sistémica genera alteraciones fisiológicas 

que causan otros trastornos, por lo que se ha buscado disminuir sus efectos 

colaterales encapsulándola en liposomas. 

Otra alternativa que ha presentado grandes beneficios en pacientes con 

cáncer, es el uso de anticuerpos monoclonales para receptores que se 

sobreexpresan en células tumorales, tal como el anti-HER2/neu (TANL). La 

transfe=ión genética de estos anticuerpos monoclonales con la IL-2 ha generado 

proteínas de fusión que conservan la especificidad del anticuerpo y las 

propiedades inmunológicas de la citocina, un ejemplo de ello es la proteína de 

fusión TAPW (anti-HER2/neu-IL-2). 

En este estudio se evaluó el efecto de TAPW en forma libre y encapsulada 

en liposomas catiónicos sobre cultivos de la línea de Cáncer Cérvico-Uterino 

(CaCu) INBL y su efecto en masas tumorales inducidas con la línea INBL en la 

cepa de ratones singénicos CBA/ca y compararlas con el efecto que tiene la IL-2. 

Los resultados demostraron que la proliferación in vitro de la linea INBL se 

ve inhibida con TAPW en concentraciones de 100 Ul/ml y estimulada al usar 

concentraciones de 1 y 1 o Ullml, presentando un comportamiento semejante al 

encontrado para la IL-2. Sin embargo, el tiempo de respuesta a IL-2 o TAPW es 

diferente ya que TAPW es capaz de producir los mismos efectos que IL-2 

veinticuatro horas antes que ésta, lo cual muestra la eficiencia de TAPW sobre IL-

2. 

En los ensayos in vivo el resultado más sobresaliente del presente trabajo 

fue el efecto que causó TAPW libre y encapsulada en bajas concentraciones (1 y 

1 o Ul/ml) ya que se observaron redu=iones de masas tumorales en un 

porcentaje similar al de aquellos ratones tratados con IL-2 en altas 

TFSlS ~~G!\1 
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concentraciones (1 oo Ul/ml), no obstante, existen diferencias relevantes en la 

disminución de los efectos colaterales provocados por altas concentraciones de IL-

2. 

Por otro lado, se comprobó la naturaleza neoplásica y el origen de las 

masas Inducidas con células de CaCu INBL en ratones CBA/ca, a través de un 

análisis inmunohistoqufmlco usando anticuerpos anti-citoqueratinas del tipo 10/13 

y 18 en cortes histológicos de ros tumores encontrados. También se detectó la 

mayor cantidad de cuerpos celulares infiltrantes en los cortes de tumores 

provenientes de ratones que no fueron inmunosuprimidos. 

Con los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo, 

proponemos que TAPW. puede ser utilizada como altemativa terapéutica en 

pacientes con CaCu dado que esta vía permite dirigir IL-2 a las células tumorales 

disminuyendo su masa. además de reducir los efectos colaterales asociados a 

esta citoclna. 

TF:~~-;:- !-t('l\T 
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INTRODUCCIÓN 

El Cáncer Cérvico-Uterino (CaCu), representa aproximadamente un 30 por 

ciento de todos los padecimientos y muertes por cáncer en las mujeres mexicanas 

(Cáceres et al., 2001). así como, entre las mujeres de otros paises del tercer 

mundo (Polednak, 1993; González et al., 1995). El CaCu es una enfermedad 

progresiva, por lo cual los investigadores la dividen en estadios del 1 al V (Pontén 

et al., 1995). 

El conocimiento de los efectos de citocinas como la IL-2. que activa células 

de la respuesta inmunológica, ha permitido realizar diversos estudios cuyo objetivo 

es encontrar la mejor manera de aplicarla como terapia clínica contra el cáncer 

(Talmadge et al., 1987; Loeffler et al., 1991; Grldley et al., 1993; Vulst et al., 

1993; Zeng et al., 1994; Harvlll et al., 1996a; Meager, 1998). Nuestro grupo de 

trabajo ha demostrado que la línea celular de CaCu INBL inhibe su proliferación al 

ser estimulada in vitro con altas concentraciones de IL-2 (Alvarado, 1997). Sin 

embargo, IL-2 produce graves alteraciones fisiológicas como: alteración en vlas de 

regulación hematopoyética, síndrome de goteo-capilar. fiebre. dolores de cabeza, 

edema. oliguria e hipotensión que la hacen tener un empleo restringido (Talmadge 

et al., 1987; Smlth, 1988; Maas et al., 1993; Smlth, 1993; Ardlzzonl et al., 1994; 

MacFarlane et al., 1994; Becker et al., 1996 a y b). Por lo anterior. actualmente 

se realizan investigaciones para activar una respuesta antitumoral con IL-2 

disminuyendo sus efectos colaterales tóxicos. 

Por otra parte se ha demostrado que el receptor HER2/neu se encuentra 

sobreexpresado en muchos tipos de células cancerosas, entre ellas el CaCu, 

llegando a rebasar 5 veces su expresión normal y en las últimas dos décadas se 

han producido anticuerpos monoclonales que bloquean la activación de este 

receptor en células tumorales. De hecho, un anticuerpo anti-HER-2/neu (405), 

conocido como Trastuzumab (Herceptin) o TANL, que reconoce el dominio 

extracelular del RHER-2/neu, ha presentado grandes beneficios al ser aplicados 
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en pacientes con cáncer de mama (Baselga et al., 1998; Baselga et al., 1999; 

Sllwkowskl et al., 1999). 

Otra terapia prometedora se basa en el uso de la proteína de fusión creada 

por el Dr. Penichet de la Universidad de Los Angeles California (UCLA) a través de 

la transfección genética del anticuerpo anti-HER21neu con el gen de la citocina IL-

2, llamada TAPW (Chen et al., 1994; Challlta et al., 1998 a y b; Peng et al., 

1999). Dicha proteína cuenta con la especificidad del anticuerpo por el receptor 

HER2/neu en las células tumorales y al mismo tiempo con las propiedades de la 

IL-2. de manera que la citocina puede ser aplicada en altas concentraciones 

garantizando que su efecto estará localizado preferentemente en la vecindad 

tumoral, induciendo la respuesta inmunológica y reduciendo efectos colaterales. 

Una opción más para reducir los efectos secundarios de la IL-2 ha sido el 

uso de liposomas (Khanna et al.,1997 a y b; Moran, 2000), que han funcionado 

como acarreadores de drogas o como parte activa de ellas. Su uso ha demostrado 

que son muy eficaces como acarreadores pues se modifica drásticamente la 

farmacocinética del material encapsulado y porque se reducen sus efectos tóxicos. 

Por esta razón, se decidió encapsular TAPW y TANL en liposomas catiónicos y 

comparar su efecto antitumoral con el de la IL-2 tanto libre como encapsulada. 

TESi~! r•r"!-T 
FALLA D~ V.L°'.4i.J~N 

------···--------·-------------------------

4 



MARCO TEÓRICO 

SISTEMA INMUNOLOGICO 

El sistema que se encarga de la vigilancia y prote=ión del organismo es 

conocido como Sistema Inmunológico. Éste se encarga de eliminar microbios, 

virus, sustancias y moléculas externas que actúan como antígenos (Abbas et al., 

1994). El Sistema Inmunológico tiene la capacidad de reconocer diferentes 

antígenos y genera una respuesta contra ellos, además de mantener a su vez, una 

tolerancia con los componentes del propio organismo. 

Existen dos mecanismos dependientes uno de otro a través de los cuales el 

Sistema Inmunológico genera una respuesta para defender al organismo: uno es 

la inmunidad innata y el otro es la inmunidad adaptativa. La finalidad de ambos 

mecanismos es la eliminación de antígenos. cada uno de estos mecanismos 

difieren en la manera especifica para reconocer antígenos (Reguelro y Lopez, 

1996; Lydyard et al., 2000). 

La inmunidad innata, se caracteriza por ser la primera línea de defensa del 

organismo, en ella participan los neutrófilos, macrófagos-monocitos y células 

asesinas naturales (NK); el mecanismo que emplean para lograr su función es la 

fagocitosis que da como resultado la inhibición y muerte del antígeno (Langman, 

1989; Lydyard et al., 2000). Flg. 1 y Tabla 1 

En la inmunidad adquirida participan los linfocitos T, B y moléculas de 

membrana; que promueven la lisis, inhibición y muerte de las células blanco 

antigénicas (Abbas et al., 1994; Monroe y Rothenberg, 1998). Este mecanismo 

especifico, se subdivide a su vez en inmunidad adquirida humoral e inmunidad 

adquirida celular, dependiendo de las células participantes en cada uno de estos 

procesos. 

TE;·:;¡, ri;·y¡-J 
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T•bla 1. Caracterfsticas principales del sistema Inmunológico, localización y moléculas que 

generan la respuesta de la Inmunidad innata y adquirida. 

Caracterlstlcas 

lnmunld•d lnn•ta 
Presentan una rápida 
respuesta. 

Tienen alguna especificidad. 

No presentan memoria. 

lnmunld•d Adquirid• 
Presenta una gradual 
respuesta. 

Tiene alta especificidad. 

Presentan memoria. 

Células que participan Moléculas que median 
esta actividad 

Células polimorfonucleares Citocinas 
(PMNs) 

Macrófagos 

Células Naturales Asesinas 
(NK) 

Basófilos 

Células dendríticas 

CélulasTy B 

Complemento 

Anticuerpos o lnmunoglobulinas 

Citocinas 

Tomado de Lydymrd ., •'·· 2000 

Flg. '1 Procesos de la F•gocltoala. Las células encargadas reconocen al antígeno (célula tumoral 

o bacteria) y hacen contacto con él (adhesión). La célula de la inmunidad innata endocita a la 

célula blanco para lisar1a y matar1a (Ingestión y digestión) por medio de mecanismos complejos 

propios de la célula (neutrófilo, macrófago) Tomado de Laingman. '1888. 

adhesión ingestión 

TE81S f;CY\T 
FALLA DE U.cuúEN 

digestión 
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En la inmunidad adquirida humoral, participan los linfocitos B que al 

diferenciarse producen anticuerpos (Ab) específicos para el antígeno que los 

estímulo, éstos se encuentran alojados en el plasma sanguíneo, mientras que la 

inmunidad adquirida celular, se activa cuando son los linfocitos T. quienes 

participan en el reconocimiento de antígeno a través de células presentadoras de 

antígeno y que promueven la secreción de citocinas que a su vez estimulan 

células efectoras que eliminan a la célula infectada. Es importante mencionar que 

estos dos subgrupos de inmunidad especifica, funcionan conjuntamente, ya que 

presentan una serie de interacciones a través de las citocinas secretadas, 

estimulándose mutuamente para eliminar a los antígenos (Monroe y Rothenberg, 

1998; Lydyard et al., 2000). Flg. 2 

TE81S r~n1,1 

FALLA D~ vruúEN 
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Natural o innata 

l 
Fagocitosis 

Macrófagos 

Celulas 
Polimorfonucleares 

Neutrófilos 

Basófilos 

NK 

Cel. Dendríticas 

Antígeno l produ~ un -umu•o 

Sistema inmunológico 

respuesta 

Adaptativa (Adquirida) 

respuesta conjunta 

Linfocitos T 

l 
Citocinas 

dependiendo del 
tipo de antígeno 

Linfocitos B 

l 
lnmunoglobulinas o 

anticuerpos 

~ 
lgM lgGs lgA lgE 

Figura 2. Mecanismos de acción del sistema Inmunológico al recibir un estimulo por parte de un 
antigeno. Cuando el Sistema Inmunológico es activado por un antigeno, esté genera una serie de mecanismos 
de defensa (inmunidad Innata e inmunidad adquirida (humoral y celular)), los cuales a su vez se estimulan para 
lisar. inhibir y matar a las células blanco. Tomado de Langman. 1989. 
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CITOCINAS 

Fue el Dr. S. Cohen en 1974. quien usó la palabra "citocina· para describir 

cualquier sustancia soluble producida por células. que ejercía efectos específicos 

en sus células blanco (Meager, 1991). 

Las citocinas son secreciones de diversos tipos celulares como linfocitos T 

y macrófagos del sistema inmunológico en respuesta a un antígeno. Las funciones 

de las citocinas son diversas, pero las principales son: generar ser"\alizaciones 

autócrlnas. parácrinas y endócrinas en diferentes células. inducir la proliferación. 

diferenciación y activación de distintas poblaciones celulares, aumentar la 

citotoxicidad de las células tales como: las polimorfonucleares, macrófagos, 

células asesinas naturales y regular la respuesta inmunológica (Warrens y 

Lechler, 1992; Lydyard et al., 2000). 

Entre las citocinas se encuentran las linfocinas, monocinas, quimiocinas. 

interleucinas, interferones y factores estimuladores de colonias, que se secretan 

en respuesta a estímulos directos o indirectos. 

Históricamente, las citocinas han sido usadas en cuatro áreas de 

investigación principalmente (Oettgen, 1991): Virología, con el uso de interferones 

(Oettgen,1991), Inmunología, con el uso de interleucinas (McMillan et al., 1995; 

Han et al., 1996), Hematología, usando factores estimuladores de colonias (Dela 

Cruz et al., 2000) y Biología Celular, usando factores polipeptrdlcos de 

crecimiento (Meager,1991). 

INTERLEUCINA 2 (IL-2) 

La lnterleucina 2 (IL-2) es una citocina de 133 aa, secretada principalmente 

por Linfocitos T y macrófagos activados. 

TE ::;Jé; r r: "i\r 
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Fue originalmente descrita como un "Factor de crecimiento de células 7" y 

en el Segundo Taller Internacional de Linfocinas (Suiza,1979) se le renombra 

como lnterleucina 2 (IL-2). El gen para IL-2 humana está presente en el 

cromosoma 4q26-28; la molécula natural contiene tres residuos cistelnicos en las 

posiciones 58, 105 y 125; dos de los cuales (58 y 105) forman enlaces disulfuros 

que son esenciales para la actividad de la molécula. Es una glucoprotelna de 13 a 

17.5 kDa y con punto isoeléctrico entre 6.6 y 8.2, es una molécula hidrofóbica la 

cual es estable en pH bajo. (Mlre-Sluis y Thorpe, 1998) 

La IL-2 es producida por linfocitos T c04• y Coa•. Las subpoblaciones TH1 

y TH2 de células T cooperadoras también pueden producirla y son las células TH1, 

las que presentan una mayor secreción, comparadas con las células TH2. Algunos 

clones de las células T. lineas e hibridomas, también la producen (Mlre-Sluls y 

Thorpe, 1998; vanderSpek et al., 1996; Coventry, 1996). 

Una función de la IL-2 es la activación de leucocitos, aunque existe también 

una activación menor en otros tipos celulares. Como muchas citocinas, la IL-2 

estimula a células que pueden secretar otras citocinas y sustancias con actividad 

biológica. que pueden medir efectos secundarios. 

La IL-2 estimula la proliferación de los linfocitos T, actúa en todas las 

poblaciones de células T y promueve su progresión desde la fase G, del ciclo 

celular, lo que permite un incremento en el número celular; asimismo, estimula la 

actividad citolitica de subtipos de linfocitos T, aumenta la motilidad de linfocitos T e 

induce la secreción de otras citocinas como: INF-y (Smlth, 1988; Smlth, 1993), IL-

1, IL-3 (Masa et al., 1989; Masa et al., 1993), IL-4 (Hassuneh et al., 1997), IL-5, 

IL-6 (Schaafsma et al., 1991; Buchll et al., 1997), IL-7, IL-9, IL-12, IL-15, TNB-a y 

TNF-P (Anderson y Sorenaon, 1994; Coventry et al., 1998; vanderSpek et al., 

1996; Mlre-Sluls y Thorpe, 1998). En timocitos se ha demostrado que la IL-2 

tiene un efecto proliferador, por lo que juega un papel importante en el desarrollo 
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tímico (Mlre-Sluls y Thorpe, 1998; Avlce et al .• 1999). La IL-2 promueve la 

secreción de inmunoglobulinas y genera un aumento en Jos efectos inmunológicos 

mediados por linfocitos B (Claccl et al., 1993; Han et al., 1996; Hassuneh et al., 

1997; Vella et al., 1998). Promueve la proliferación de linfocitos granulares largos; 

aumenta la actividad celular de las células asesinas naturales (NK) y células 

asesinas activadas por citocinas (LAK) haciéndolas más eficientes (vanderSpek 

et al., 1996). Aumenta la actividad antitumoral de los macrófagos dependiendo del 

anticuerpo y oligodendrocitos (Mlre-Sluls y Thorpe, 1998). 

RECEPTOR DE INTERLEUCINA 2 (RIL-2) 

Para que las citocinas lleven a cabo su función. que es transmitir sei'lales 

que activarán diversos mecanismos de sei'lalización dentro de la célula, primero se 

deben unir a su receptor (Bell et al., 1995; Reguelro y Lopéz, 1996). 

El receptor de IL-2 (RIL-2) pertenece a la familia de receptores para 

factores de crecimiento hematopoyético, está conformado por tres glucoprotcfnas: 

La cadena a. que es una glucoprotefna de aproximadamente 55 Kda cuya 

expresión depende la activación de células T (Kaplan, 1991; Mlre-Sluls y Thorpe, 

1998). La Tac p55 o cadena a, es codificada por un gen en el cromosoma 10p 14-

15 y une a IL-2 con una baja afinidad (1 o"" M Kd). 

El segundo componente del RIL-2, es una glucoproteina de 70 a 75 Kda 

(p70 o p75) conocida como cadena p; es codificada por un gen en el cromosoma 

22 q 11.2-12. Su afinidad para su ligando es intermedia (10"7 M Kd). La tercera 

cadena llamada y es una glucoprotefna de 64 Kda, codificada por un gen en el 

cromosoma Xq13, la cual es necesaria para la internalización y sellalización de IL-

2. El RIL-2 compuesto por las tres cadenas (a,p y y) presenta la máxima afinidad 

por IL-2 (1 o·"M Kd) y es el que promueve la proliferación de los linfocitos T 

(Tanlguchl y Mlnaml, 1993; Mlre-Sluls y Thorpe, 1998). Flg. 3 
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Flg. 3 Cadenas glucoprotefcas que conforman al Receptor de IL-2 (RIL-2). Tomado de Kleln y 

Horejsl, 1997. 

El RIL-2 pertenece a la familia de receptores para 

factores de crecimiento hematoPOyético. Está 

conformado por tres glueoprctalnas llamadas cadena 

u. de 55 Kda, cadena ti de 70 a 75 Kda y cadena y de 

64 Kda. Es el RIL-2 conformado con tas tres cadenas 

el que presenta una mayor afinidad por IL-2. 
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Existen diferentes combinaciones de las cadenas del RIL-2, con diferente 

constante de asociación a IL-2 (Tanlguchl y Mlnaml, 1993; Nakamura et al., 

1994) Cuadro 1. 

Cuadro 1. Combinaciones de las tres cadenas del RIL-2. mostrando su afinidad de unión dado por 
la constante de disociación lkdl e indicando aue subumdades pueden activar la transcripción. 

Subunldad Afinidad de unión (Kd) para IL-2 Activación de la seftal de 
(combinación) transcripción de IL-2/RIL-2 

10·ª M 
~\ 10'

7 
M

0 

y No se detecta anclaje 
a~ 1~·~ 
uy 10'6 M 
f\y 10·~ M 

afh 10'
11 

M + 
Se determino en fibroblostos transfectados con ONAc Tomado de TanlguchJ y Mln.mml, 1993 

Se ha comprobado que el heterodlmero de IL-2 py, es necesario para llevar 

a cabo la sei'\alización intracelular. Evidencias de esta sei'\alización son la 

fosforilación de protelnas tales como la cinasa Raf-1 especifica de serina/treonlna, 
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la fosforilación de STAT3 y STAT5 por la vía de JAK3, el rápido incremento en el 

pH intracelular, el cual activa los puentes de Na+/H+ y la activación de la tiroslna 

cinasa syc que es responsable de la proliferación celular (Nakamura et al., 1994; 

Mlre-Sluls y Thorpe, 1998). 

PRESENCIA DEL RIL-2 EN C~LULAS TUMORALES 

El Receptor para IL-2 (RIL-2), no se encuentra exclusivamente en células 

hematopoyéticas ya que se ha observado su presencia en células pancreáticas y 

fibroblastos de pulmón, así como en células neoplásicas de tumores sólidos 

humanos, tales como: mama, colorectal. pulmón, hígado, células epiteliales 

intestinales, renal y melanomas (Maas et al., 1989; Yang et al., 1991; Claccl et 

al., 1992; McMlllan et al., 1995; Han et al., 1996; Mlre-Sluls y Thorpe, 1998; 

Lustgarten et al., 1999). 

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado la presencia del RIL-2 en células 

de carcinoma de cérvix, tanto en cortes histológicos como en cultivos celulares. 

Además, experimentos realizados con las líneas de carcinoma de cérvix CALO e 

INBL, establecidas en nuestro laboratorio, demostraron que altas concentraciones 

de IL-2 tienen un efecto inhibidor sobre su proliferación in vitro y que su receptor 

es funcional porque se detectó la presencia de las tres cadenas que lo conforman 

(Alvarado, 1997). 

RECEPTOR PARA EL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMAL (EGFR) 

El Receptor para el Factor de Crecimiento Epidermal (EGFR), es miembro 

de la familia de receptores de superficie celular erbB. Esta familia está compuesta 

de cuatro receptores: EGFR o erbB-1/HER1, erbB-2 (HER2/neu), erbB-3 (HER3) y 

erbB-4 (HER4). En células de alto recambio la expresión de estos receptores es 
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bajo. Su estructura conformacional está compuesta de: un dominio extracelular 

que sirve de anclaje para su ligando, rico en cisteina, un segmento 

transmembranal y un dominio intracelular proteico, el cual presenta actividad 

intrínseca de tirosina cinasa que puede llevar a cabo la sei'\al de transducción 

(Penlchet et al., 1999 a: Mendelsohn y Baselga, 2000; Mollna et al., 2001). 

Estos receptores se activan cuando forman dímeros, ya sea entre ellos 

mismos (homodímeros) o entre receptores distintos de la misma familia 

(heterodímeros) (Baselga y Averbuch, 2000; Mendelsohn y Baselga, 2000). De 

estos, los heterodímeros donde HER2/neu esta presente son los que pueden 

activar la vía de sei'lalización de factores de crecimiento como: EGF, TGF-a, AR, 

BTC, EPR, HB-EGF, NRG-2 y 3 y HRG involucrados en la proliferación celular 

(Sllwkowskl et al., 1999). Flg. 4. 

Para el caso EGFR se propone que la activación de la región tirosina

cinasa, fosforila diversas vías intracelulares, en particular en aquellas donde el 

complejo ligando-receptor incluye a HER2/neu, como Ras/RaflMEK/MAP/p62TcF. 

c-myc asi como Ras/MEKK/SEK/SAPK/c-jun que tienen una gran participación en 

el estímulo de la proliferación celular (Hung y Lau, 1999; Sllwkowskl et al., 1999; 

Albanell et al., 2001) Flg. 5. 
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Tomado de Sllwkowskl et al., 1999 

Figura. 4. Representación esquemática de factores intracelulares que permiten las 
heterodimerizaciones de la familia de receptores para factores de crecimiento epidermal <HER>. 
Entre las heterodimerizaciones que se encuentran más comunmente entre receptores de la 
familia EGFR están EGFR/HER2/neu, HER4/HER2/neu, HER3/HER2/neu. los cuales activan a 
factores como TGFct.. HB-EGF, NRG-2 que están involucradas en la proliferación celular 
tumoral. 
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Figura 5. Representación de algunas vlas de seflahzación estimulados a través de la homodimerización 
HER2/neu-HER2/neu. Se ha observado que el homodfmero HER2/neu- HER2/neu e• el méa agresivo de 
todos los homodfmeros de la familia de EGFR, debido a que permite ta activación de diferentes vla• de 
sef\allzación Intracelular que conducen la transcripción de protelnas como p62TC,.. c-rnyc. c-jun y otros 

factores de proliferación. Tomado de Hung Y · TJ!": ,~ '.'. '. 
1
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PRESENCIA DEL RECEPTOR DE HER2/neu (RHER2/neu) EN CÉLULAS 

TUMORALES 

El gen HER-2/neu (c-erbB-2/neu) está ubicado en el cromosoma 17q21 y 

codifica una proteína transmembranal p185 con actividad tirosina-cinasa 

estructuralmente semejante al EGFR. Este gen puede ser alterado por una 

mutación puntual o amplificación, creándose un oncogén el cual presenta 

alteraciones en su funcionamiento y expresión (Slamon et al., 1989; 

Kersemaekers et al., 1999). 

La sobreexpresión del oncogén HER2/neu fue inicialmente detectada en 

cáncer de mama y ovario (Schnelder et al., 1994; Hung y Lau, 1999), 

posteriormente se observó sobreexpresado en adenocarcinomas de pulmón, de 

tracto gastrointestinal, colorectal, bucal, asl como en CaCu (Hung et al., 1995; 

Nakano et al., 1997; Brossart et al., 1998; Hung y Lau, 1999; Kersemaekers et 
al., 1999; Mltchell y Press, 1999). 

Algunos investigadores informan que la sobreexpresión del oncogén 

HER21neu es un mal pronóstico para los pacientes con cáncer ya que este 

oncogén se asocia potencialmente al desarrollo de metástasis y puede generar 

quimioresistencia a drogas, aunque esta última característica no está claramente 

comprobada (Hung et al., 1995; Nakano et al., 1997: Hung y Lau, 1999; Ravdln, 

1999). Sin embargo, en la actualidad existen anticuerpos comerciales dirigidos 

contra el oncogén HER2/neu que inhiben la proliferación de carcinoma de mama. 

ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Los anticuerpos monoclonales (MoAb,,) son actualmente usados para 

combatir y tratar diferentes tipos de cánceres humanos (Wlnter, 1998). Las 

terapias con anticuerpos ofrecen considerables ventajas con respecto a la 



Radioterapia y a la Quimioterapia, que aunque solas o en conjunto, han tenido 

resultados prometedores en pacientes con una variedad de cánceres sólidos o 

hematológicos, su aplicación produce graves efectos secundarios así como 

resistencia al tratamiento empleado (Welssman, 1985; Welner, 1999). 

Actualmente los MoAb.. así como sus fragmentos, se usan para el 

diagnóstico y terapia en un 30 por ciento de los tratamientos clínicos contra cáncer 

de mama y gastrointestinal (Colchlovlus et at.,1999; Hudson, 1999). 

Se ha demostrado que los tratamientos con anticuerpos monoclonales son 

más selectivos. Algunos de los criterios empleados para aplicar esta terapia son: 

la presencia de una alta afinidad de anclaje al antígeno tumoral, la sobreexpresión 

del antígeno en la superficie de las células tumorales, expresión del antígeno 

específico de tumor y la mediación de la toxicidad celular por el anticuerpo. De 

estos la sobreexpresión es el más relevante para elegir una terapia con MoAb. 

(Penlchet y Morrlson, 2001). 

Antl-HER2tneu (Trastuzumab, HercepUn o TANL) 

Actualmente hay varios MoAb. dirigidos contra el receptor HER2/neu para 

inhibir la proliferación celular de aquellas células que lo sobreexpresan (Pergram 

et af.,1998; Baselga et al., 1999; Pergram y Slamon, 1999; Shack, 1999; 

Welner, 1999; Baselga y Averbuch, 2000; Mollna et a/., 2001; Susukl ar a/., 

2001). 

Los MoAb,, anti-HER2/neu han recibido diferentes nombres, siendo el 

anticuerpo monoclonal de ratón 4D5-8 (anti-HER2/neu), dirigido contra el dominio 

extracelular del RHER21neu el mas empleado porque su mecanismo de acción es 

inhibir el crecimiento tumoral (Shack, 1999; Penlchet et a/., 1999 a). Debido a sus 

efectos inmunogénicos los MoAb,, de ratón tienen uso clínico limitado, de ahí que 
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el equivalente al MoAb 405-8 fuera producido por células humanas; actualmente 

se comercializa como Trastuzumab (Herceptin) y es empleado en diferentes fases 

clínicas en cáncer de mama con resultados alentadores (Baselga et al .. 1999; 

Flemlng, 1999; Osoba y Burchmore, 1999; Shack, 1999; Mollna et al., 2001). 

Sin embargo, es bajo el porcentaje de los pacientes que muestran los beneficios 

del Trastuzumab (Ewer et al., 1999; Dela Cruz et al., 2000; Mollna et al., 2001); 

por lo que, en la actualidad se desea mejorar su actividad conjugándolo con 

Isótopos, drogas, citocinas y toxinas, dando origen a nuevas moléculas conocidas 

como proteinas de fusión (Chlao, 1988; Skrepnlk etal., 1996). 

PROTEINAS DE FUSIÓN (Anticuerpos blespeclflcos) 

Mediante técnicas de ingenierla genética, se han producido anticuerpos 

biespecificos que sirven de tratamientos inmunoterapéuticos contra el cáncer que 

mejoran la respuesta antitumoral directa o indirecta cercana al microambiente 

tumoral (Hank et al., 1996; Barouch et al., 1998), evitando efectos tóxicos o 

secundarios que muchas drogas o citocinas inducen (Becker et al., 1996 a y b; 

Harvlll et al., 1996; Harvlll y Morrlson, 1996; Bulfone-Paus et a/.,1998; Challlta 

et al., 1998 a y b; LeMalstre et al., 1998; Melanl et al., 1998; Penlchet et al .• 

1999 b; Bulfone-Paus et al., 2000). 

Por tal motivo, se ha empleado al anticuerpo Trastuzumab como la base 

para generar proteínas de fusión, usando la especificidad del anticuerpo anti

HER2/neu, aunado al efecto de citocinas como IL-2, IL-12 y GM-CSF (Harvm y 

Morrlson, 1996; Peng et al., 1999; Dela Cruz et al., 2000); aumentando la 

eficiencia tanto de Trastuzumab como de las citocinas (Harvlll et al., 1998; 

Challlta et al., 1998 a y b; Peng et al., 1999; Penlchet et al., 1999 b), debido a 

que incrementan el tiempo de vida media de las citocinas, la afinidad para 

anclarse al receptor y su efectividad antitumoral y antiproliferativa. Las proteínas 

de fusión que portan citocinas como: IL-2 (Sabzevarl et al., 1994; Becker et al., 
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1996 b; Hank et al., 1996; Xlang et a/., 1997; Zhang et a/., 1997; Hornlck et a/., 

1999; Cralu et al., 2001), IL -4 {Lode et al., 1999a). IL-10 (Zheng et al., 1997), IL-

12 {Gillles et al., 1998; Peng et al., 1999), IL-15 {ROckert et al., 1998; Xlang et 

al., 1998) y GM-CSF {Dela Cruz et al., 2000) producen mejores efectos 

antitumorales que cuando se utilizan MoAb, y citocinas por separado {Chen et al., 

1994; Penlchet y Morrlson, 2001). Los resultados de mayor interés han sido 

obtenidos al usar proteínas de fusión que portan IL-2 ya que los efectos tóxicos de 

la citocina. administrada de manera independiente, son disminuidos notablemente. 

PROTEINA DE FUSIÓN 'TAPW' (antl-HER2/neu-IL-2) 

Estudios en el departamento de Microbiologia, Inmunología y Genética 

Molecular, y en el Instituto de Biología Molecular de la Universidad de Los Angeles 

California (UCLA). han producido, a partir de la transfección del gen del anticuerpo 

anti-HER2/neu (Trastuzumab) con el gen para IL-2 (Hu et al., 1996; Glllles eral., 

1998; Peng et al., 1999; Challlta et a/., 1998a). la proteína de fusión TAPW (anti

HER2/neu-IL-2), que reconoce al RHER2/neu en células que lo expresan y 

permite la acumulación de IL-2 en el microambiente celular para inducir una 

respuesta inmunológica (Fell eta/., 1991). 

INMUNOTERAPIA CON IL-2 

En el tratamiento del cáncer en estadios avanzados se ha empleado IL-2 

sola o en combinación para inducir la respuesta citotóxica anti-tumoral con 

resultados alentadores {LoRusso et al., 1990; Szoka et al., 1994; Lode et al., 

1999 a y b). Sin embargo, su administración en altas dosis. via sistémica. perturba 

vías de regulación hematopoyética y puede generar una serie de efectos 

secundarios adversos, como son: síndrome de goteo-capilar. fiebre. dolor de 

cabeza. hipotensión, disfunciones respiratorias. renales y hepáticas (Smlth, 1988; 
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Ardizzoni et al.,1994; Becker et al., 1996 a), por lo que se ha limitado su uso en 

la clínica y se buscan otras formas de administración sin disminuir su actividad. 

Con el propósito de administrar altas dosis de IL-2 vía sistémica se piensa en el 

uso de liposomas como una alternativa. Actualmente sirven como medio de 

transporte de diferentes medicamentos y citocinas, ya que además de proteger el 

contenido permite dirigir el liposoma a un tipo celular en particular dependiendo de 

la carga eléctrica de éste (Clacci et al., 1993; Vagge et al., 1994; Uno et al., 

1995; Meager, 1998; Mire-Sluis y Thorpe, 1998; Peng et al., 1999; Cralu et al., 

2001). 

LIPOSOMAS 

La tecnología farmacéutica ha disei'lado liposomas, que han servido como 

excelentes acarreadores de fármacos, ya que permiten disminuir su toxicidad, 

prolongar su efecto terapéutico y en ocasiones aumentar su efectividad (Habib y 

Rogers, 1989; Perez-Soler et al., 1990; Loeffler et al., 1991; Betageri, 1993; 

Lopes de Menezes et al., 1998; Medina et al., 2001). 

Los liposomas son vesiculas lipídicas organizadas en forma esférica, 

compuestos de una (unilaminares) o varias (multilaminares) bicapas lipídicas, las 

cuales se alternan con espacios acuosos (Ostro, 1987), tienen un radio de 20 a 

250 nanómetros (Dass et al., 1997), pueden presentar diferentes cargas eléctricas 

superficiales dependiendo del tipo de lípido utilizado para su preparación (Shargel 

y Yu, 1993). Su formación es mediante diversas técnicas. siendo la ·sonicación" la 

mas usada, aunque recientemente se ha utilizado la extrusión. Los liposomas 

multilaminares (vesículas multilaminares VML) son los más comúnmente usados y 

son preparados por la técnica clásica de Bangham, la cual consiste en disolver las 

capas de lípido en cloroformo y subsecuentemente agitar. En su preparación, es 

posible modificarlos para aumentar su ef'iciencia y tiempo de circulación (Zuldrnan 

et al., 1995; Oass et al., 1997; .Janoff, 1999). 
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Son las propias características químicas de los fármacos, los que controlan 

la forma y preparación del liposoma. SI la droga o fármaco a encapsular es 

hidrofilico, su encapsulación será dentro del o de los volúmenes acuosos internos, 

mientras que si es hldrofóblco su encapsulación será dentro de la o las bicapas 

lipídicas (Dass et al., 1997; Villa, 1998). Con estas características se han podido 

encapsular: drogas, hormonas, antígenos, enzimas, material genético (DNA y 

RNA), virus, bacterias, citocinas y anticuerpos monoclonales (Ostro, 1987; Mayer 

et al., 1989; Huang et al., 1992 b; Nabel et al., 1993; Allen et al., 1995; Laslc y 

Papahadjopoulos, 1995; Park et al., 1995; Uno et al., 1995; Dass et al., 1997; 

Khanna et al., 1997 a; ldanl et al., 2000). 

El uso de los liposomas se basa en sus características, ya que presentan 

una relativa permeabilidad en sus membranas, pueden ser reconocidos por el 

sistema reticuloendotelial en la sangre, activan a monocitos-macrófagos, y son 

capaces de eliminar infe=lones Intracelulares parasitarias (Janoff, 1999; Villa, 

1998). 

Las combinaciones de lípidos utilizados en la formulación de los liposomas 

aumentan su efectividad. Algunos de los liposomas disenados son los liposomas 

estéricamente estabilizados, inmunoliposomas, liposomas termosensibles, 

liposomas neutros, aniónicos, catiónicos y sensibles a pH, y liposomas catiónicos

fusogénicos (Nabal et al., 1993, Allen et al., 1995, Laslc y Papahadjopoulos, 

1995; Dass et al., 1997). Para asegurar una buena selección del tipo de liposoma 

a usar se toma en cuenta la enfermedad, las características químicas del fármaco 

a encapsular, el método de preparación para los liposomas y el número de 

bicapas lipídicas (Mayer eta/., 1989; Janoff, 1999). 

Son innumerables los fármacos encapsulados que aportan ventajas en 

cuanto a la reducción de efectos tóxicos para combatir diferentes enfermedades, 

ya que además de reducir su toxicidad, aumentan la farmacocinética (distribución 
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y tasa de liberación del agente activo), y protegen al farmaco de la hidrólisis 

catalítica (Ostro, 1987; Hablb y Rogers, 1989; Huang et al., 1992 a y b; 

Gablnzon et al., 199•; Park et al., 1995; Khanna et al., 1997 a y b). 

Recientemente nuestro grupo de trabajo realizó experimentos preliminares 

encapsulando IL-2 en liposomas catiónicos con el propósito de evaluar su efecto 

sobre la proliferación in vitro de células de carcinoma de cérvix; demostrando que 

altas concentraciones de IL-2 encapsulada inhiben la proliferación de las células 

tumorales. Asimismo, probó la capacidad de la citocina encapsulada y libre para 

disminuir masas de carcinoma de cérvix inducidas en ratones hembra de la cepa 

CBA/ca, observando que la IL-2 encapsulada es mas eficaz que la libre para la 

reducción de masas tumorales y que Jos efectos secundarios fueron menores 

cuando la citocina fue encapsulada (Morán, 2000). 

Con el perfe=ionamiento de la preparación de los liposomas, se propone 

su uso como una excelente vía de administración de citocinas. anticuerpos 

monoclonales (Trastuzumab) y protelnas de fusión (TAPW), ya que se reduce su 

toxicidad, aumenta el tiempo de circulación evita que los contenidos sean 

desviados o hidrolizados. disminuyendo el secuestro por células no tumorales e 

induciendo una mayor respuesta antitumoral, que en nuestro caso particular 

podrlamos dirigir contra el carcinoma cérvico-uterino (Loeffler et al., 1991; Allen 

et al., 1995; Park et al., 1995; Uno et al., 1995; Khanna et al., 1997 a y b; 

Morán, 2000). 

CARCINOMA CÉRVICO-UTERINO (CaCu) 

El Carcinoma Cérvico-Uterlno (CaCu), representa aproximadamente un 30 

por ciento de todos los padecimientos en mujeres mexicanas y es la principal 

causa de decesos (Ca!lceres et al., 2001), asl como entre las mujeres de otros 

paises del tercer mundo (Polednak, 1993; Gonz.61ez et al., 1995). 
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El CaCu es un cáncer que puede ser curable si se detecta en estadíos 

tempranos. La clasificación se lleva a cabo en función del tamai'\o del tumor y la 

inv~sión del estrato basal (Pontén er al., 1995); se inicia con lesiones llamadas 

displaslas, que responden a tratamientos médicos en un 85 por ciento de los 

casos, prosigue a un condiloma, que de no ser tratado genera una Neoplasia 

lntraepitelial Cervical (NIC), que conduce al establecimiento de un carcinoma in 

sítu que de no ser detectado a tiempo se convierte en un carcinoma invasor en un 

periodo de 10 a 20 ai'los (DeVlta, 1993; Cortinas, 1998). Tabla 2 

Tabla 2. Definición de tos estadías de cáncer Invasivo en el cérvix. 

Estadio 1 
El crecimiento esta estrictamente limitado al cérvix. 

Estadio 11 
El carcinoma se extiende más allá del cérvbc pero no llega a la pared pélvica y/o involucra la 
vagina pero no su tercio inferi_or. 
Estadio 111 · 
El carcinoma alcanza la pared pélvlca y/o Involucra el tercio inferior de la vagina. 

Estadio IV 
El carcinoma invade la vejiga o el recto y/o se extiende más allá de los límites descritos. 

Tomado de Pont6n •tal., 1995 

Este tipo de carcinoma tiene un origen multifactorial, asociado 

primordialmente al uso del tabaco, la multiparidad, el inicio de relaciones sexuales 

a temprana edad, higiene genital deficiente o nula, gran número de compai'\eros 

sexuales, uso de anticonceptivos orales y la carencia de vitamina A, c. 13-

carotenos y folatos en la dieta cotidiana (Polendnak, 1993; DeVlta er al., 1993; 

González er al., 1995; Moran, 2000). Se ha confirmado que el CaCu está 

fuertemente ligado con una etiología viral, y son: el Papillomavirus (HPV), el 

Herpesvirus y en menor grado el Citomegalovirus los que se asocian a la 

enfermedad (Ho er al., 1995). Son los subtipos 16 y 18 del HPV los que se 

encuentran con mayor frecuencia y ambos inducen progresivamente la 
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transformación de células epiteliales de cérvix a cáncer in situ para finalmente 

establecerse un cáncer Invasor (Pontén et al., 1995; Garlglio et al., 1998). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En nuestro país, el carcinoma cérvico-uterino (CaCu) es responsable 

del 30 por ciento de muertes por cáncer en la mujer mexicana (Céceres, et al., 

2001). Por esto se han disei'lado una serie de estrategias basadas en la acción del 

sistema inmunológico. Algunos laboratorios han producido y aplicado vacunas 

contra el Papillomavirus Humano (HPV), uso de citocinas y la formulación de 

anticuerpos monoclonales (MoAba) como alternativa terapéutica para el CaCu. 

En particular nuestro grupo de trabajo (lab. Oncología) ha utilizado IL-2, 

libre o encapsulada en liposomas para inhibir in vitro el crecimiento de la línea de 

carcinoma de cérvix INBL así como de tumores de CaCu inducidos en ratones de 

la cepa CBA/ca, encontrando que la IL-2 encapsulada posee la misma capacidad 

inhibidora que la libre con menos efectos adversos. 

En el presente trabajo, pretendemos, en colaboración con el Departamento 

de Microbiología, Inmunología y Genética Molecular de la Universidad de Los 

Angeles California (UCLA) bajo la dirección del Dr. Manuel Penichet, probar el 

efecto antitumoral de la proteína de fusión TAPW, libre y encapsulada en 

liposomas, en cultivos de la línea de carcinoma de cérvix INBL así como en 

tumores de CaCu inducidos con la misma linea celular en ratones de la cepa 

CBA/ca. 

Dado que TAPW es una proteína de fusión formada por la transfección del 

anticuerpo anti-HER21neu (Trastuzumab) con el gen para IL-2 que reconoce al 

RHER2/neu en células tumorales que lo sobreexpresan y acerca al microambiente 

tumoral IL-2 para inducir células citotóxicas; pensamos que TAPW puede inducir 

simultáneamente una respuesta antiproliferativa e inmunológica contra tumores de 

CaCu. De confirmar este efecto dual de TAPW, asl como la reducción de efectos 

adversos con el uso de proteínas encapsuladas en liposomas en nuestro modelo 

in vítro e in vivo; estaríamos en condiciones de proponer su uso como una 

novedosa alternativa terapéutica para carcinoma de cérvix. 
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.JUSTIFICACIÓN 

En México, el carcinoma cérvico-uterino (CaCu) puede ser previsible o 

erradicado en los primeros estadios de la enfermedad; no obstante es responsable 

de alrededor de un 30 por ciento de muertes por cáncer en las mujeres mexicanas 

(Caceras et al., 2001). Un factor muy importante del desarrollo de la enfermedad 

es la presencia de virus, de hecho se ha confirmado que está fuertemente ligado 

con los subtipos 16 y 18 del Papillomavirus (HPV), el Herpesvirus y en menor 

grado el Citomegalovirus (Ho et al., 1995; Pontén et al., 1995; Garlglio et al., 

1998). por lo que es una enfermedad que puede ser tratada con inmunoterapia. 

Por esta razón, el Laboratorio de Oncología de la Unidad de Investigación 

en Diferenciación y Cáncer (UIDCC) ha utilizado IL-2 en cultivos de la linea celular 

de CaCu INBL y en tumores inducidos en ratones singénicos CBA/ca y ha 

encontrado que el uso de altas concentraciones de IL-2 inhibe la proliferación 

celular y reduce las masas tumorales, pero con los efectos secundarios 

provocados por la citocina. Por tal motivo, han utilizado otra alternativa que es 

encapsular a la IL-2 en liposomas catiónicos, los cuales han sido de gran utilidad 

para transportarla y se ha observado que los efectos colaterales se ven 

disminuidos. 

Por otro lado, han demostrado que las células INBL sobreexpresan el 

receptor HER2/neu. Actualmente nuestro equipo de trabajo tiene una colaboración 

con la UCLA, la cual ha diseñado una proteína de fusión conocida como TAPW 

que es un MoAb anti-HER2/neu (Trastuzumab) fusionado con dos moléculas de 

IL-2, el cual puede usarse para dirigir con mayor precisión a la citocina hacia las 

células tumorales. Sin embargo, aun la IL-2 asociada en TAPW puede causar 

efectos secundarios. Por consiguiente, este trabajo tiene como finalidad, probar 

que la administración de TAPW encapsulada en liposomas catiónicos puede 

disminuir las masas tumorales de carcinoma de cérvix inducidas en ratones 

singénicos de la cepa CBA/ca y evitar sus efectos adversos. 
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De confirmar in vivo el efecto de TAPW podríamos estar en condiciones de 

sugerir su uso "in situ~ de forma segura y dirigida como una alternativa terapeútica 

para las pacientes con CaCu. 

TES~S r;ri¡,T 
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OBJETIVOS 

GENERAL: 

Evaluar el efecto de IL-2, TANL y la protelna de fusión TAPW en forma libre 
y encapsuladas en liposomas catiónicos, sobre la proliferación in vitro de la 
llnea celular de CaCu INBL y sobre tumores de CaCu inducidos en ratones 
singénicos de la cepa CBA/ca. 

PARTICULARES : 

~ Encapsular la citocina IL-2, el anticuerpo TANL y la protelna de fusión 
TAPW en liposomas catiónicos. 

~ Evaluar in vitro el efecto de IL-2, TANL y TAPW en forma libre y 
encapsuladas en liposomas catiónicos sobre la proliferación de la llnea 
celular de CaCu INBL. 

~ Inducir tumores en ratones hembras de las cepas singénicas CBA/ca con 
células de la llnea de CaCu INBL. 

~ Determinar el erecto de IL-2. TANL y TAPW en forma libre y encapsuladas 
en liposomas catiónicos en ratones singénicos CBA!ca con tumores 
inducidos de CaCu INBL. 

~ Comprobar por medio de análisis inmunohistoquímico (anti-citoqueratinas) 
que los tumores encontrados en ratones CBA/ca hayan sido originados por 
células de CaCu INBL. 

~ Registrar los darlos colaterales que genera la aplicación de IL-2, TANL y 
TAPW en forma libre y encapsuladas en liposomas catiónicos en ratones 
singénicos CBAica con tumores inducidos de CaCu INBL. 
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HIPÓTESIS 

Conociendo la estructura de TAPW (anti-HER2/neu-IL-2) cuya fUnción es la 

de reconocer el receptor para HER-2, normalmente sobreexpresado en células 

neoplásicas malignas, y acumular IL-2 en el microambiente de las células blanco, 

produciendo una a=ión antiproliferativa y antitumoral. Por lo cual, en el presente 

trabajo, se espera que al usar la proteína de fusión TAPW encapsulada en 

iiposomas catiónicos, se reduzcan notablemente las masas tumorales de CaCu 

inducidos en ratones singénicos CBNca, evitando los efectos adversos 

producidos por JL-2. 

TESIS f;()J\T 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

MATERIAL BIOLÓGICO 

El material biológico consistió en una línea celular de Carcinoma de Cérvix 

(CaCu) establecida en el Laboratorio de Oncología de la Unidad de Investigación 

en Diferenciación Celular y Cáncer (UIDCC) de la Facultad de Estudios Superiores 

Zaragoza (FES-Zaragoza). UNAM a partir de una biopsia de una paciente 

mexicana del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) denominada INBL. La 

línea celular de CaCu INBL proviene de un tumor de estadio clínico IVB 

metastásico y es mantenida en la reserva criopreservada de la UIDCC. 

La linea celular de CaCu INBL, se cultivó en medio líquido lscove's (Gibco 

BRL, USA) (Apéndice 1) adicionado con antibióticos, complementado con 10% de 

Suero Fetal de Bovino (SFB) (Gibco BRL, USA) (vfv) inactivado (Apéndice 11). Se 

mantuvo en incubadora (Form Scientific, USA) a una atmósfera de 5% de C02, 

temperatura de 37ºC y un ambiente saturado de humedad. La cantidad de las 

células tumorales se determinó en una cámara de Neubauer (American Optical, 

USA) y su viabilidad se evaluó por exclusión con azul de tripano (Apéndice 111) 

(Sigma, Chem.USA). 

RATONES SINGÉNICOS DE LAS CEPAS CBA/ca 

Para los ensayos in vivo se utilizaron ratones hembras singénicas de la 

cepa CBNca con un rango de 18 a 24 meses de edad, donados por la Dra. Martha 

Legorreta Herrera, del Laboratorio de lnmunologia de la FES-Zaragoza, UNAM. La 

cepa se mantuvo en el Bioterio de Ratones de la Facultad de Estudios Superiores 

Zaragoza, UNAM, bajo condiciones ambientales de esterilidad, periodos de día y 

noche controlados y libre demanda de alimento y agua. 

TESIS 1'":Gi\i 
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IL-2 

Como fuente de IL-2 se utilizó el medio condicionado elaborado por Morán 

(2000) a partir de la línea celular de fibroblastos humanos Ca, transfectada con el 

gene para sintetizar IL-2, y obtenida de la reserva criopreservada del mismo 

laboratorio. También fue utilizada IL-2 recombinante humana (Sigma, Chem.USA). 

Es importante aclarar que la IL-2 utilizada en los ensayos de proliferación 

fue obtenida de la línea celular Cs3 ya que como demostró Morán (2000) el medio 

condicionado purificado tiene un mismo efecto que la IL-2 recombinante humana 

(rhlL-2) (Sigma, Chem.USA). 

TANL 

TANL (conocido también como Trastuzumab o Herceptin) es un anticuerpo 

anti-HER-2/neu, el cual tiene la capacidad de reconocer al RHER-2/neu en células 

que lo sobreexpresan, obtenido de una generosa donación del Dr. Manuel 

Penichet del Laboratorio de Genética y Biología Molecular de la Universidad de 

Los Angeles California (UCLA). Este anticuerpo es usado como control para 

evaluar la proteína de fusión TAPW. 

TAPW 

La proteína de fusión TAPW (anti-HER2/neu-IL-2), fue fabricada y donada 

por el grupo de trabajo del Dr. Manuel Penichet de la UCLA y se obtuvo de una 

transfección genética en el anticuerpo TANL con dos moléculas de IL-2 en su 

región carboxilo-terminal. Esta proteína presenta una doble función, debido a que 

la porción de TANL reconoce al RHER2/neu y sus moléculas de IL-2, pueden 

estimular la respuesta inmunológica. 

TE;-,.~-~---¡ 
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PREPARACIÓN DE LIPOSOMAS CATIÓNICOS 

Los liposomas fueron preparados a partir de una modificación de la técnica 

de Szoka (Szoka y Papahadjopoulus, 1978), formados de fosfatidilcolina (PC) y 

espermidín-colesterol (Esp-Ch) 1 :1, esté último sintetizado y donado por el Dr. 

Miguel lbal'\ez Hernández, miembro del Laboratorio de Biomembranas, (ENCB

IPN). La presencia de Esp-CH le confiere una carga eléctrica positiva a las 

membranas de las vesículas que se formaron. 

La preparación de los liposomas catiónicos. consistió en disolver 

perfectamente Sf1mol de ambos lipidos en 1 mi de cloroformo puro, bajo 

condiciones de esterilidad; continuamente con la ayuda de una bomba de aire 

estéril se evaporó el cloroformo hasta sequedad total. Para la preparación de los 

liposomas catiónicos vacíos, a la capa de lípido que se formó en el fondo del tubo 

se le adicionó medio de cultivo lscove's (Gibco, USA) o PBS (Apéndice IV), 

enseguida en un sonicador (Laboratory Supplies, Co., USA) se provocó la 

formación de los liposomas mediante 2 ciclos de 5 segundos, separados por 30 

segundos cada ciclo. Para concluir se aforo en 6ml del mismo medio de cultivo y 

se mantuvieron a 4º c. hasta su utilización Ja cual no debería rebasar los 7 días. 

para evitar su degradación por hidrólisis y oxidación (Zuldam et al., 1995; .Janoff, 

1999; Hlcks, 2000). 

ENCAPSULACIÓN DE TAPW, TANL e IL-2 EN LIPOSOMAS CATIÓNICOS 

Para la preparación de los liposomas catiónicos con la proteína de fusión 

TAPW, TANL e IL-2, se agregó a la capa de lípido formada después de la 

evaporación del cloroformo una concentración de ras diferentes proteínas 

equivalentes de 1 Ul/ml, 10 Ul/ml y 100 Ullml y se utilizó el sonicador de la misma 

manera que en la preparación de los liposomas catiónicos vacíos. Por último, 

TAPW, TANL e IL-2 encapsuladas fueron sometidos a un ciclo de centrifugación 

TY::.F: r;r,1,J 
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de 45 minutos a 40 000 rpm, para eliminar el exceso de las proteínas que no 

fueron encapsuladas. 

El sobrenadante se decantó y los liposomas catiónicos con las proteínas 

encapsuladas, se resuspendieron en 6 mi de medio lscove's (Gibco BRL, USA) o 

PBS y se mantuvieron a 4ºC hasta su utilización. 

ENSAYO DE CRISTAL VIOLETA PARA EVALUAR LA PROLIFERACIÓN 
CELULAR DE INBL EN PRESENCIA DE TAPW, TANL E IL-2 LIBRES Y 

ENCAPSULADAS EN LIPOSOMAS CATIÓNICOS 

La técnica espectrofotométrica de cristal violeta, se utilizó para evaluar el 

efecto de las proteínas TAPW, TANL e IL-2 libres y encapsuladas en liposomas 

catiónicos sobre la proliferación de la línea celular de CaCu INBL (Gonz41ez, 

1995). 

Cultivos en fase exponencial fueron re-sembrados colocando 5 X103 células 

por pozo en placas de 96 de fondo plano con 200¡ll de medio lscove's 

complementado con 10% SFB y 1, 1 o y 1 oo Ul/ml de TAPW, TANL y la citocina IL-

2 en forma libre. 

Se evaluó la proliferación celular por medio de la técnica de cristal violeta, 

cada 24 horas durante 4 días. Para ello las células se fijaron con glutaraldehído 

1.1 o/o (Apéndice V) (Sigma. Chem.USA) por 20 minutos, se lavaron con agua 

desionizada y se dejó secar la placa a temperatura ambiente. Se a~adieron 75 µI 

de cristal violeta al 0.1% (Apéndice VI) en cada pozo (Sigma, Chem.USA) 

manteniéndolos por 10 minutos con agitación (RED ROTOR, Hoefer Scientific 

lnstruments, USA), transcurrido este tiempo se lavó nuevamente de forma 

exhaustiva con agua desionizada y se dejó secar a temperatura ambiente. Se 

agregaron 100 µI de ácido acético al 10% en cada pozo (Apéndice VII) (Sigma, 

Chem.USA) posteriormente se mantuvieron 20 minutos en agitación, y por último 
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se procedió a leer la solución obtenida a una absorbancia de 570 nm en un 

aparato ELISA (BIO-TEK, lnstruments, !ne.USA). 

Para la evaluación del efecto de las proteínas encapsuladas en liposomas, 

sobre la proliferación de los cultivos de la línea INBL se procedió a sembrar 5 X103 

por pozo con 200 µI de medio lscove's suplementado con 10% de SFB. Cada 24 

horas por 4 días se retiró el medio y se estimuló durante una hora con 35µ1 de 

liposomas catiónlcos vacíos o con TAPW, TANL o IL-2, en concentraciones de 1, 

10 y 100 Ul/ml. Al término de la estimulación se desechó el sobrenadante. 

Posteriormente las células se fijaron con glutaraldehfdo para continuar con la 

técnica de cristal violeta. Cada experimento se realizó por triplicado en 15 

ensayos. Por último, se elaboró el trabajo estadístico y gráfico correspondiente. 

INDUCCIÓN DE TUMORES DE CaCu EN RATONES HEMBRAS SINGÉNICOS 
DE LA CEPA CBA/ca 

Para realizar la indu=ión de los tumores se utilizó la línea de CaCu INBL. 

Se establecieron cultivos en medio lscove's-10% SFB; cuando se erlcontraron en 

fase exponencial se despegaron de la caja de cultivo con verseno-tripsina 2:1 

{Apéndice VIII y Apéndice IX) y se resuspendieron Bx106 células en 300 µI de 

medio lscove's o PBS. por cada ratón a tratar. En seguida las células fueron 

Inoculadas a los ratones de forma intraperitoneal (i.p.), y los animales se 

mantuvieron en sus jaulas con libre demanda de alimento y agua durante 20 días. 

En general, se establecieron tres condiciones de inducción, las cuales se 

clasifican como protocolos 1, 11 y 111. 

Protocolo 1) 

Ratones inmunodeprimidos cada 48 horas por 6 ocasiones consecutivas, 

con dosis de 3 mg/ml de hidrocortisona antes de la inoculación i.p. de células 

tumorales. Una vez inoculados los ratones con las células tumorales, los animales 
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FALLA Dt: ufüGEN 
35 



se continuaron inmunodeprimiendo con hidrocortisona cada 48 horas hasta la 

fecha de sacrificio. 

Protocolo 11) 

Ratones inmunodeprimidos cada 48 horas por 6 ocasiones, con dosis de 3 

mg/ml de hidrocortisona antes de la inyección l.p. de células tumorales 

(Welssman et al., 1985). 

Protocolo 111) 

Ratones inoculados i.p. con células tumorales. 

Transcurridos 20 días, después de haber inoculado las células tumorales. A 

los ratones se les aplicó de forma intraperitoneal el tratamiento correspondiente de 

TAPW, TANL e IL-2 libres o encapsuladas en liposomas catiónlcos en 

concentraciones de 1, 10 y 100 UVml, durante cinco días consecutivos usando 

PBS en el control (Tratamientos 1, 2 y 3). 

OBTENCION Y MEDICIÓN DE TUMORES DE CaCu EN RATONES HEMBRAS 
SINGt:NICOS DE LA CEPA CBA/ca 

Los ratones se sacrificaron al día siguiente de la última dosis de tratamiento 

por asfixia con cloroformo o dislocación craneal (Vogel y Vogel, 1997). Se realizó 

la disección del área abdominal y se buscaron los tumores dentro o fuera de la 

cavidad peritoneai. Se tomó el diámetro de cada tumor con ayuda de un vernier y 

se estimó el volumen tumoral a partir de la fórmula 4/3 nr, donde res el radio del 

tumor (Khanna et al.,1997 b). Cada tumor obtenido se colocó por separado en 

solución BOUIN (Apéndice X) y después en fonnol para su posterior inclusión en 

parafina, corte histológico e identificación inmunohistoquímica (citoqueratinas 

10/13 y 18) (Gonúlez, 1996). 
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Para el análisis de los resultados obtenidos in vivo, se utilizó la carga 

tumoral obtenida de la suma de los volúmenes tumorales por ratón para su 

conversión en porcentajes y asr comparar la regresión tumoral de aquellos ratones 

inyectados con los tratamientos de IL-2, TANL y TAPW con respecto a los ratones 

control que fueron inyectados con PBS. 

Cálculo de carga tumoral 

Para determinar la carga tumoral se aplico la siguiente fórmula: 

Carga tumoral = :E volumen de los tumores por ratón 

Cálculo de regresión tumoral 

Para determinar la regresión tumoral se aplico la siguiente fórmula: 

Regresión tumoral= {%CTTra) (100%) I (%CT control) 
CTTr•= carga tumoral de ratón tratado 

CT control= carga tumoral de ratón control 

Considerando como 1 00% la carga tumoral de los ratones que sólo 

recibieron PBS como tratamiento. 

Evaluación de la regresión tumoral en ratones CBA/ca usando el protocolo 1, 
tratados con IL-2, TAPW y TANL a 1, 10 y 100 Ul/ml en forma libre. 

Se estableció un primer experimento con 9 ratones hembras aplicando el 

protocolo 1, en condiciones ambientales estériles para evaluar el efecto de la 

proteína de fusión TAPW y el anticuerpo TANL, en forma libre, en concentraciones 

de 1, 1 O y 100 Ul/ml, resuspendidas en 300 µI de lscove's para cada ratón. (Tabla 

3). 
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~-~T"'r"'ao-ta-m~le--,n"°t"o--~1-n_m_u~•m...-- lnmu~· INBL Nomenclatur• 
PBS H+l+H+PBS 
IL-2 100 Ul/ml H+l+H+IL-2 
TAPW 100 Ul/ml H+l+H+TAPW 
TANL 100 Ul/ml H+l+H+TANL 
IL-2 10 Ul/ml H+l+H+lL-2 
TAPW 10 Ul/ml H+l+H+TAPW 
IL-2 1 Uf/mi H+l+H+IL-2 
TAPW 1 Ul/ml . . H+l+H+TAPW 

Tabla 3. pmtoCQ!O 1 de jndycs:;i6n de tumores CaCu en ratgnes hombra1 CBA/c• jnocylada1 con 8X10 cfly!as 
INBL en 300 u! de medio lscove's vfa i.p. El ratón control fue tratado con 300 µI de PBS, al resto de los 
animales se les aplico como tratamiento 1. 10 y 100 Ultml de IL-2, TAPW y TANL en forma libre como se 
muestra en la tabla anterior. 

20 dlas, después de inocular las células tumorales. A los ratones se les 

inyectó de forma intraperitoneal, 300 ~ti de TAPW, TANL e IL-2 a 1, 10 y 100 

UVml, durante cinco dlas consecutivos usando PBS en el control (Tratamiento 1). 

Tratamiento 1 
PBS 
IL-2 100 Ul/300µ1 
TAPW 100 Ul/300µ1 
TANL 100 Ul/300µ1 
IL-2 10 Ul/300µ1 
TAPW 10 Ul/300µ1 
IL-2 1 Ul/300µ1 
TAPW 1 Ul/300µ1 

Los ratones se sacrificaron al dla siguiente de la última dosis de tratamiento 

por asfixia con cloroformo o dislocación craneal (Vogel y Vogel, 1997), siguiendo 

el procedimiento antes descrito para obtener la carga tumoral, regresión tumoral e 

identificación inmunohistoqulmica. 

TESIS 0n111 
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Evaluación de la regresión tumoral en ratones singénicos CBA/ca usando 
los protocolos 1,11y111 Tratados con IL-2, TAPW y TANL libres y 

encapsuladas en liposomas a 100 Ul/ml. 

Se estableció un segundo experimento con 22 ratones hembras singénicas 

de la cepa CBA/ca, en condiciones ambientales estériles para evaluar el efecto de 

la IL-2, proteína de fusión TAPW y TANL en forma libre y encapsuladas en 

liposomas catiónicos a 100 UVml. 

La distribución de ratones por protocolo: protocolo 1) 7 ratones, protocolo 

11) 8 ratones y protocolo 111) 7 ratones (Tabla 4). 

Trahlmlento lnmu .nte~a.·~· INBL Nomenclatura 

PROTOCOLO! 
PBS . . . H+l+H+PBS 
IL-2 . . . H+l+H+IL-2 
TAPW . . . H+l+H+TAPW 
TANL ND 
Lipos Vacíos . . . H+l+H+LIP-VAC 
IL-2 en Lipes . . . H+l+H+LIP-IL-2 
TAPWen Lipos . . . H+l+H+LIP-TAPW 
TANL en Lipos . . . H+l+H+LIP-TANL 

PROTOCOLO U 
PBS . . H+l+PBS 
IL-2 . . H+l+IL-2 
TAPW . . H+l+TAPW 
TANL . . H+l+TANL 
Liposomas Vacios . . H+l+LIP-VAC 
IL-2 encapsulada . . H+l+LIP-IL2 
TAPW encapsulada . . H+l+LIP-TAPW 
TANL encapsulada . . H+l+LIP-TANL 

PROTOCOLOlll 
PBS . l+PBS 
IL-2 . l+IL-2 
TAPW . l+TAPW 
TANL ND 
Llposomas Vacíos . l+LIP-VAC 
IL-2 encapsulada . l+LIP-IL-2 
TAPW encapsulada . l+LIP-TAPW 
T¡6.NL encapsulada . l+LIP-TANL 
Control 

Tab&ai 4. Protocolos 1 11 y 111 de inducck)n de tumores CaCu en ratones hembras CBA/ce inoculada• con 8X1o• 
dtlulas INBL en 300uJ de medio lscove's via i D. El ralón control fue tratado con 300 µI de PBS, •I ,.ato de loa 
animales se les aplico 100 Ullml de IL·2. TAPW y TANL libnts y encapsuladas y con Liposomaa Vacfoa como 
se muestra en la tabla anterior. NO: no detenninado. 
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20 días después de la Inoculación de las células tumorales, a los ratones se 

les administraron 5 dosis del tratamiento 2; cada 24 horas. 

Tr• .. mlento 2 
PBS 
1 L-2 1 00 U 11300µ1 
TAPW 100 Ul/300µ1 
TANL 100 Ul/300µ1 
Llposomas Vacíos 
IL-2 encapsulada 100 Ul/300µ1 
TAPW encapsulada 100 Ul/300µ1 
TANL encapsulada 100 Ul/300µ1 

Los ratones se sacrificaron al día siguiente de ra última dosis de tratamiento 

por asfixia con cloroformo o dislocación craneal (Vogel y Vogel, 1997), y se 

procedió al cálculo de la carga tumoral, regresión tumoral e identificación 

inmunohlstoqufmica. 

Comparación de la regresión tumoral entre TAPW e IL-2 a 100 Ul/ml en forma 
libre y encapauladas en ratones slngénlcos CBA/ca. 

Se estableció un tercer y último experimento con 24 ratones hembras 

slngénicas de la cepa CBNca de 18 a 24 meses de edad, en condiciones 

ambientales estériles para evaluar la proteína de fusión TAPW e IL-2, en forma 

libre y encapsuladas en liposomas catiónicos, usando una concentración de 100 

Ul/ml, inoculando 10X106 células de INBL i.p., resuspendidas en 300 µI de PBS 

para cada ratón. 

En este experimento los ratones fueron distribuidos de la siguiente forma: 

protocolo 1) 12 ratones y protocolo 111) 12 ratones. Este experimento se realizo 

por duplicado (Tabla 5). 
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Tr•tamlento 

PBS 
IL-2 100 Ul/ml 
TAPW 100 Ul/ml 
Liposomas Vacios 
IL-2 encap 100 Ul/ml 
TAPW ene 100 Ul/ml 
e----· 

1 lnmu ....... lnmu09•P~• 1 INBL Nomencl•tur• 
PROTOCOLO! 

H+l+H+PBS 
H+l+H+IL-2 
H+l+H+TAPW 
H+l+H+LIP-VAC 
H+l+H+LIP-IL-2 

• H+l+H+LIP-TAPW PRcíTOc-OL.01fi ___ ..___ _____ . ---------

PBS l+PBS 
IL-2 100 Ul/ml l+IL-2 
TAPW 100 Ul/ml l+TAPW 
Uposomas Vacíos l+LIP-VAC 
IL-2 encap 100 Ul/ml l+LIP-IL-2 

_!.AP~en~_Q_º y11m~_.__ ----'--~- l+LIP-T~_!:'~ -~~~~_, 
Tabt. 5. Protocolos 1 y 111 de inoculaet6n de tumores CaCu en ratones hembras CBA/ca Inoculadas con 
1 OXl o• células !NBL en 300ul de pes vía i o.El ratón conb'"ol fue tratado con 300 µI de PBS, al resto de los 
animales se les aplico 100 Ullml de IL-2 y TAPW libn1s y encapsuladas y Liposomas vacfos como sa muestra 
en la tabla anterior. 

20 días después de la inoculación de las células tumorales, a los ratones se 

les administraron 5 dosis de tratamiento 3; cada 24 horas. 

Tr•blmlento 3 
PBS 
IL-2 100 UV300µ1 
TAPW 100 Ul/300µ1 
Liposomas Vacios 
IL-2 encapsulada 100 Ul/300µ1 
TAPW encapsulada 100 Ul/300µ1 

Los ratones se sacrificaron al día siguiente de la última dosis de tratamiento 

por asfixia con cloroformo o dislocación craneal (Vogel y Vogel, 1997), se 

procedió a calcular la carga tumoral, regresión tumoral e identiFicación 

inmunohistoqulmica. 
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INCLUSION EN PARAFINA Y CORTES HIST0LOGICOS DE LOS TUMORES 
EXTRAIDOS 

Una vez que se extrajeron los tumores inducidos en los ratones, éstos se 

mantuvieron en solución BOUIN de 1.5 a 3 horas (dependiendo el tama"'o). 

Posteriormente se retiró la solución BOUIN, se rescataron los tumores y se 

colocaron en sobres de papel filtro del núm. 2 (Whatman); enseguida en un frasco 

se ª"'adió formol al 1 00% y se introdujeron los sobres debidamente etiquetados en 

forma indefinida de tiempo hasta su inclusión en parafina. 

Para incluir tumores, se eliminó la solución BOUIN y con la colaboración y 

manipulación del Técnico Javier Veiázquez Mendoza (C.M.F. Núm. 30 IMSS). en 

un Procesador de Tejidos automatizado (Histoquinet, Leica, USA) se 

deshidrataron las masas tumorales progresivamente en un gradiente de etanol al 

50%, 75%, 96% y absoluto pasando a xiloi como paso final. Una vez concluido el 

tiempo, sé continuó con la inclusión de los tumores en parafina (lncluidor de 

Parafina EG 1160 Leica, USA), disminuyendo gradualmente la temperatura hasta 

obtener los bloques de parafina con los tumores incluidos (2cm2 ). Por último, los 

bloques fueron cortados en un micrótomo (MINOT; Alemania) donde se obtuvieron 

cortes de 5 ~·m (Gonzalez, 1996). 

IDENTIFICACION INMUNOHISTOQUIMICA DE TUMORES DE cacu 
INDUCIDOS 

Una vez obtenidos los cortes, se procedió a realizar el análisis 

inmunohistoqufmico (Apéndice XI) utilizando anticuerpos anti-citoqueratinas. Las 

citoqueratinas son un tipo especial de filamentos intermedios pertenecientes al 

citoesqueleto celular, pero en tumores primarios y metastásicos de tipo epitelial 

son predominantes (Rangel et al., 1994). Se utilizó un sistema de detección de 

avidina-biotina-inmunoperoxidasa (Vector Laboratories, lnc. USA)(Apéndlce XIV). 

Los anticuerpos monoclonales primarios utilizados fueron anti-citoqueratina 10/13 

y anti-citoqueratina 18 (Dakoparts.USA) (Gonúlez, 1996). 
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Como control negativo se utilizaron LSP humanos, fijados con alcohol 

absoluto, mientras que el control positivo se usó un corte de cáncer de pulmón que 

sobre-expresa las citoqueratinas, proporcionado por el Departamento de Patología 

del Hospital General. 

Detección de cltoqueratlnas 10/13 y 18 en muestras de tumores Inducido• en 

ratones CBA/ca 

Las muestras de tumores inducidos en ratones CBA/ca incluidos en 

parafina, se utilizaron para detectar la presencia de citoqueratinas de tipo 10/13 y 

18 mediante análisis inmunohistoqufmico que se realizó por la Técnica de 

Peroxidasa, para lo cual se utilizó el Sistema de Dete=ión VECTASTAIN Elite 

ABC (Vector Laboratories). Se obtuvieron dos se=iones de 5 µm a partir de los 

tumores inducidos e incluidos en bloques de parafina, que fueron colocadas sobre 

portaobjetos con grenetina al 1 % (Sigma Chemical, U.S.A.). estas muestras fueron 

desparafinadas colocandolas a so•c durante 30 min. Las secciones de tejido se 

rehidrataron por inmersión en xilol, etanol al 100%, etanol al 96% y en agua 

destilada (tres lavados en cada uno de los alcoholes durante 5 min). 

Ya hidratadas las muestras, se adicionó H 2 02 al 3% v/v para bloquear la 

actividad de peroxidasa endógena, transcurridos 5 min se lavaron con PBS y se 

adicionó suero bloqueador (Apéndice XII) durante 15 min. Se decantó el exceso 

de suero y posteriormente se incubaron las placas con los anticuerpos primarios 

anti-citoqueratina 10/13 y 18. 
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ANÁLISIS ESTADISTICO 

Los resultados obtenidos en los 15 ensayos de los experimentos realizados 

in vitro fueron sometidos a un análisis de varianza de un factor en el diseno 

completamente aleatorio {ANDEVA) con el fin de comparar las medias 

poblaclonales correspondientes a cada tratamiento evaluado. Se utilizó un nivel de 

slgnificancia de a.=0.05, para determinar la diferencia entre tratamientos 

(Apéndice XVI) (Danlel, 1995). 

TES1S C:QN 
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RESULTADOS 

Evaluaclón de la proliferación de la linea celular INBL en presencia de la 
protelna de fusión TAPW y la protelna TANL comparadas con IL-2 

encapsuladas en liposomas catlónlcoa. 

Se evaluó la proliferación de la línea celular INBL estimulada con IL-2, 

TAPW y TANL en concentraciones de 1, 10 y 100 Ul/ml, en forma libre y 

encapsuladas en liposomas catiónicos. 

Al estimular los cultivos en presencia de 1 y 1 o Ul/ml de IL-2, TAPW y 

TANL, los resultados muestran que IL-2 induce un aumento en la proliferación de 

un 14% a las 96 hrs, mientras que TAPW y TANL lo aumentan en un 37%, en 

comparación al control (Gréflcas 1-a y 1-c). Cuando las proteínas fueron 

encapsuladas con la misma concentración, se observó que IL-2 induce una 

proliferación de 33% a las 96 hrs, mientras que el mayor efecto proliferador se 

observa al usar TAPW y TANL con un 56 y 47% respectivamente (Gréflcas 1-b y 

1-d) 

Al utilizar 100 Ul/ml de las proteínas IL-2, TAPW y TANL, observamos que 

todas inhiben la proliferación de INBL con respecto al control; con un 56, 34 y 41 % 

respectivamente a las 96 hrs (Gréflcas 1-e). Por otro lado, cuando los cultivos de 

INBL fueron estimulados con las proteínas encapsuladas la mayor inhibición se 

obtuvo con liposomas conteniendo IL-2 llegando a un 64% a las 96 hrs mientras, 

que TAPW y TANL inhibieron en un 51 y 34% respectivamente con respecto al 

control (Gréflcas 1-t). 

Los liposomas catiónicos vacíos produjeron una inhibición de la 

proliferación de las células INBL en un 14°,{, con respecto a su control (Gr6ftcaa 1-

b, 1-d, 1-t). 

TESt~) c~n~J 
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Gráfica 1. 5X103 células INBL fueron cultivadas durante 4 dfas en presencia de proteínas Ubres (Gráfico a. 1 Ul/ml: Gnlnco e: 10 
Ul/ml; Gráfico e: 100Ul/ml). Protefnas encapsuladas (Gráfico b: 1 Ul/ml; Gráfico d. 10 Ul/ml; Gráfico '- 100 Ul/ml). La evaluación 
se hizo cada 24 horas durante 4 dfas, usando la Técnica de Cristal Violeta. A concentraciones de 1 y 1 O Ul/ml las protefnas 
libres o encapsuladas Inducen la proliferación (gráficas a, b. cy d), mientras que a 100 Ul/ml se observa una Inhibición (gráficas 
BY/). 



Efecto In vivo de IL-2, TAPW y TANL libres y encapsuladas sobre tumores de 
CaCu Inducidos en ratones CBA/ca 

Después de probar in vitre el efecto inhibidor de la proteína de fusión TAPW 

e IL-2 sobre la línea de CaCu INBL, se procedió a evaluar la actividad de ambas 

proteínas in vivo. Para ello se establecieron tres experimentos utilizando ratones 

hembras singénicas CBNca. En los ensayos se probaron las proteínas en forma 

libre y encapsuladas en liposomas catiónicos usando como control de TAPW el 

anticuerpo TANL. 

El !amano de los tumores inducidos y extraídos fue entre 4mm3 y 146mm3. 

principalmente en aquellos individuos inmunodeprimidos (protocolos de inducción 1 

y 11), encontrando las masas tumorales frecuentemente en útero (oviductos), 

Intestinos, hígado, grasa y pulmones (Flg. 6). 

Cabe destacar que la cepa de ratones CBNca, mostró susceptibilidad para 

la generación de tumores ya que en cada uno de los experimentos realizados se 

obtuvo más de un 60% de ratones con desarrollo de masas tumorales. 

En el primer experimento, el 77.77% de los ratones presentaron masas 

tumorales. De estos, la mayor carga tumoral con 23.57 mm'. se observó en el 

ratón control tratado con PBS. En general se observó que la administración de las 

proteínas IL-2, TAPW y TANL disminuyen la carga tumoral con respecto al ratón 

control (Flg. 7). Al administrar 1 y 10 Ul/ml de TAPW se presentó una disminución 

de la carga tumoral de 91 y 96% con respecto al control, semejante a la obtenida 

al administrar 100 Ul/ml de IL-2 (Tabla 8). Al usar 100 Ul/ml de TANL y 10 Ul/ml 

de IL-2, las cargas tumorales presentaron una disminución similar con un 82 y 

86% respectivamente en comparación con el ratón control. 
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NÚM. 
CARGA DISMINUCION 

CONDICIÓN TUMORES VOLUMEN TUMORAL {mm') TUMORAL DELA CARGA 
fmm~, TUMORAL1%l 

PROTOCOLO! 
1.05, 1.05; 1.05; 1.05; 1.05; 

H+l+H+PBS 12 1.05; 1.05; 1.05; 1.05; 4.71; 23.57 -
4.71" 4.71 

H+l+H+IL-2 1 Ul/ml 2 8.37 8.37 35.51 
H+l+H+TAPW 1 Ul/ml 2 1.05; 1.05 2.10 91 
H+l+H+TANL 1 Ul/ml " 100 
H+l+H+IL-2 10 Ul/ml 3 1.05; 1.05; 1.05 3.25 86.2 
H+l+H+TAPW 10 Ul/ml 1 1.05 1.05 95.55 
H+l+H+IL-2 100 Ul/ml 1 1.05 1.05 95.55 
H+l+H+TAPW 100 Ul/ml " 

----,00----
H+l+H+TANL 100 Ul/ml 4 1.05; 1.05; 1.05; 1.05 4.20 82 

T•bla 8. a a u or 1 o al obte da de la i du ció e ro o lo tada con S AP 
TANL • 1 10 y 100 Ul/ml El volumen tumoral se estimó a partir de lai f6nnul• 4/3n: , donde r. radio del tumor 
en mm-', se utilizó un ratón por cada tTatamiento. La dlamlnuclOn d9 I• c•rga tumoral, corresponde al 
porcentaje de regresión con respecto al organismo tratado con PBS. Se observa disminución en la carga 
tumoral en los tratamientos con TAPW y TANL en todas las concentraciones utilizadas, tal como se repor1a 
con IL-2 a 80 Ul/mL e: no hubo pntsencia de masas tumoralea. 

TE81.S r.01'\i 
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Figura 6. Principal ubicación y apariencia de las masas tumorales inducidas con células de CaCu INBL. en ratones hembras CBA/ca. 



PBS 

IL-2 TAPW 

Figura 7. Masas tumorales en ratones CBA/ca tratados con 1 10 y 100 Ul/ml de IL-2 TAPW 
y TANL con el protocolo l. Tumores inducidos en ratones hembras CBNca a los cuales se les 
inoculó 8X106 células INBL en 300 µI de medio lscove's o PBS vía i.p. Los réttones de este 
primer grupo mostraron una inducción de tumores de CaCu en un 73°/o y en las 
concentraciones de 1 y 1 O Ul/ml los tratamientos TAPW y TANL disminuyeron la carga 
tumoral en un 82 y 91°/o a diferencia del ratón tratado con PBS. 
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El segundo ensayo con ratones hembras CBA/ca permitió comparar el 

efecto de 100Ul/ml de la proteína de fusión TAPW y TANL con 100 Ul/ml de IL-2, 

en forma libre y encapsuladas en liposomas catiónicos. 

Los resultados de este segundo experimento muestran que el 63.64% de 

los ratones presentaron masas tumorales. De estos, las mayores cargas tumorales 

(20.42mm3 , 146.61 mm3 y 14.29 mm3). se observaron en los ratones control de los 

3 protocolos de lndu=ión. Se observó, que la administración de las proteínas IL-2, 

TAPW y TANL en forma libre o encapsuladas disminuyen la carga tumoral con 

respecto al ratón control, sin Importar el protocolo de indu=ión empleado {Flg. 8 y 

9). Los ratones incluidos en el protocolo 1 de indu=ión tumoral y tratados con IL-2 

y TAPW encapsuladas mostraron una redu=ión de la carga tumoral de 100%. 

Para el caso de los ratones incluidos en el protocolo 11, la menor disminución de 

carga tumoral se obtuvo en el tratamiento con TAPW libre con un 74.3%. Las 

cargas tumorales inducidas con el protocolo 111 y tratadas con las proteínas libres y 

encapsuladas, presentaron la menor disminución con respecto a los protocolos 1 y 

11, en este ensayo, excepto al aplicar TAPW libre y liposomas vacíos donde se 

observo una disminución del 77.9o/o y 10Do/o respectivRimente. que es mayor a la 

lograda con los otros dos protocolos {Tabla 9). 

TES'S r:rG 
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PROTOCOLO Y NÚMERO VOLUMEN TUMORAL CARGA DISMINUCION 

TRATAMIENTO TUMORES (mm3
) 

TUMORAL DEL.A CARGA 
lmm'I TUMORAL'"'" 

PROTOCOLO! 
H+l+H+PBS 3 14.66; 4. 71; 1.05 20.42 -
H+l+H+IL-2 1 1.05 1.05 95 
H+l+H+TAPW 3 1.05; 1.05; 1.05 3.15 84.5 
H+l+H+Lio-vac B 1.05;1.05;1.05;1.05;1.05;1.05;5.96 12.20 40.26 
H+l+H+IL-2 enea 0 
H+l+H+TAPW en 0 
H+l+H+TANL en 4 1.05;1.05;1.05;1.05 4.20 79.43 

PROTOCOLOll 
H+l+PBS 1 146.61 146.61 -
H+l+IL-2 0 
H+l+TAPW 1 37.69 37.69 74.3 
H+l+TANL 0 
H+l+Liio-vac 0 
H+l+IL2 enea 0 
H+l+TAPW enea 2 1.05;1.05 2.10 96.56 
H+l+TANL enea 5 1.05; 1.05; 1.05;1.05; 1.05 5.25 96.4 

PROTOCOLO 111 
l+PBS 2 1.05: 13.24 14.29 -
l+IL-2 4 1.05; 1.05; 1.05; 6.38 11.53 19.3 
l+TAPW 3 1.05; 1.05; 1.05 3.15 77.9 
l+Lio-vacios 0 

l+IL-2 encapsul B 
1.05; 1.05; 1.05; 1.05; 1.05; 1.05; 

13.31 7.0 
1.05' 5.96 

l+TAPW encapsu 7 1.05; 1.05; 1.05; 1.05; 1.05; 1.05; 
7.35 48.56 

1.05 
l+TANL encaosu 0 

Tab .. 9. Cama tumoral total obtenida de la inducción con los protocolo1 1 11 y 111 y t,..tados con pes 
· .. T 1b n 1 I . El volumen tumo,..J se 

estimó a partir de la fórmula 413n: , donde r: radio del tumor en mm, se utilizó un ratón por cada tratamiento. 
La diaminuclón de a. carv• tumo,.I, corresponde al porcentaje de regresión con respecto al organismo 
tratado c:on PBS en cada condici6n. Se observa una mayor disminución en la ~rg• tumoral en los 
tratamientos can TAPW y TANL encapsuladas igual como se reporta con IL-2 encapsulada. ": no hubo 
presencia de masas tumorales. 
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Figura 8. Masas tumorales del segundo ensayo con ratones CBA/ca tratados con 100 Ul/ml de 
PBS IL-2 TAPW TANL Liposomas-Vacíos IL-2 TAPW y TANL encapsuladas con el protocolo l. 
Tumores inducidos en ratones hembras CBA/ca a los cuales se les inoculó BX106 células INBL en 
300 µI de medio lscove's o PBS vía i.p. En este grupo de ratones hubo una inducción de tumores 
de CaCu del 63.64°/o. Los ratones incluidos en este protocolo y tratados con IL-2 y TAPW 
encapsuladas mostraron una reducción de 1 ~ _un_!.Q_Oº~- 53 
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Figura 9. Masas tumorales del segundo ensayo con ratones CBA/ca tratados con 100 Ul/ml con el 
protocolo 11 Tumores inducidos en ratones hembras CBA/ca a los cuales se les inocularon BX10ª 
células INBL en 300µ1 de medio lscove's o PBS IX vía i.p. En este grupo de ratones fue el ratón 
tratado con TAPW libre el que presentó la menor disminución de la carga tumoral con un 74.3º/o. 
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Con el propósito de tener un mayor control sobre el estado inmunológico de 

los ratones antes del tratamiento con las proteínas libres o encapsuladas y evaluar 

su efecto en la disminución de la carga tumoral, en este tercer experimento solo se 

emplearon los protocolos de inducción 1 y 111 en ratones hembras CBA/ca. 

Los resultados de este último ensayo muestran que el 91.67% de los 

ratones presentaron masas tumorales (Flga. 10-13). De estos, las mayores cargas 

tumorales (3.15 mm3 y 7.15 mm'), se observaron en los ratones tratados con PBS. 

La administración de las proteínas IL-2 y TAPW en forma libre y encapsuladas 

disminuyó la carga tumoral con respecto al ratón control, sin Importar el protocolo 

de inducción empleado. 

Los ratones incluidos en el protocolo 1 de inducción tumoral y tratados con 

liposomas vacíos e IL-2 encapsulada mostraron la mayor reducción de la carga 

tumoral con 78% y 52.6% respectivamente; observándose también que los 

tratamientos de IL-2 libre y TAPW encapsulada disminuyeron la carga tumoral a 

45.6%. La cargas tumorales inducidas con el protocolo 111 y tratadas con las 

proteínas libres y encapsuladas, presentaron la menor disminución, en este 

ensayo, excepto al aplicar TAPW libre y liposomas vacíos donde se observo una 

disminución significativa del 77.9% y 100% respectivamente (Tabla 10). 
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Figura 10. lmáqenes de ralones CBA/ca del tercer ensayo donde se compara el efecto de 100Ul/ml de TAPW e IL-2 libres que fueron 
inoculados con 8X106 de células INBL con el protocolo l. Los ratones de este tercer ensayo muestran que el 91.67% de los ratones 
presentaron masa tumoral. 

El ratón tratado con PBS, muestra una inflamación e irrigación en el útero, así como ulceraciones en intestinos y áreas de color más 
oscuro dispersas en el hígado. En el ratón tratado con TAPW, se observan oviductos más delgados y su hígado presenta una coloración 
parecida al ratón tratado con PBS, mientras que el ratón tratado con IL-2 muestra una mayor sensibilidad capilar en hígado con 
apariencia completamente anormal, presenta también una ligera inflamación en útero y su oviducto izquierdo tiene un adelgazamiento 
similar al ratón tratado con TAPW En los tres tratamientos se observa el desarrollo de grasa intraperitoneal por ta aplicación de la 
Hidrocortisona. 
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Figura 11. Imágenes de ratones CBA/ca del tercer ensayo donde se compara el efecto de 100Ul/ml TAPW e IL-2 libre, que fueron 
inoculados con 8X106 de células INBL con el protocolo llL En general se observó que la administración de las proteínas JL-2 y TAPWen 
forma libre y encapsuladas disminuyen la carga tumoral con respecto al ratón control, sin importar el protocolo de inducción empleado. 

El ralón tratado con PBS, presentó inflamación, irrigación y ligera irritación en el útero, sensibilidad capilar nula en el hígado, ulceración 
en intestinos. El ratón tratado con TAPW presentó una inflamación e irrigación en el útero (no tan severa como el ratón tratado con IL-2), 
se observó ulceración en intestino, mientras que et ratón tratado con IL-2 presentó una severa inflamación, irrigación e irritación en el 
útero, presentó también un hematoma en la región de inyección (no observable) y mayor ulceración en intestinos en comparación con 

~ TAPW. En los ratones tratados con TAPW e IL-2, se observa una sensibilidad capilar ligera en el hígado. 
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Liposomas Vacíos TAPW encapsulada IL-2 encapsulada 

Figura 12. Imágenes de ratones CBNca del tercer ensayo donde se compara el efecto de 100 Ullml de Liposomas Vacíos. TAPWe 
IL-2 encapsuladas que fueron inoculados con 8X106 de células INBL con el protocolo l. 

En el ratón tratado con Liposomas catiónicos vacíos se observa una mayor sensibilidad capilar en el Higado, ulceraciones en 
intestinos y una irritación e infiamación en útero. El ratón tratado con TAPW encapsulada, presenta una infiamación e irrigación en 
útero, resalta la apariencia normal de los otros órganos. El ratón tratado con IL-2 encapsulada muestra una ligera infiamación e 
irrigación en útero, también presento una infiamación en riñones (no observable), los órganos presentaron una ligera sensibilidad 
capilar. Los tratamientos con TAPW encapsulada no presenta efectos colaterales tan evidentes como Liposomas catiónicos vacíos e 

~ IL-2 encapsulada. La grasa intraperitoneal observada en todas las figuras es causa del efecto de la Hidrocortisona aplicada. 
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Figura 13. Imágenes de ratones CBA/ca del tercer ensayo donde se compara el efecto de 100Ul/ml de Liposomas Vacíos, TAPW e IL-2 
encapsuladas que fueron inoculados con BX106 de células INBL con el protocolo 111. 

El ratón tratado con Liposomas vacíos, presentó oviductos delgados, con irritación excesiva y ligera irrigación, también presenta 
ulceración en intestinos y presenta una contracción y sensibilidad capilar en higado. El ratón tratado con TAPW encapsulada presenta los 
oviductos preferentemente el izquierdo en apariencia segmentada, con una ligera inflamación e irrigación, el resto de los órganos 
presentó una apariencia y sensibilidad muy similar al ratón control. El ralón tratado con IL-2 encapsulada, presentó sensibilidad capilar en 
hígado, el útero presentó una ligera inflamación y nula irrigación, estómago y riñones inflamados (no observable). 



PROTOCOLO V NÚM. VOLUMEN TUMORAL CARGA PROM. DISMINUC~ 

TRATAMIENTO TUMOR (mm3
) 

TUMORAL CARGA DELA CARGA 
(mm3 ) (mm3 1 TUMORAL 

PROTOCOLO! 
H+l+H+PBS 4 1.05: 1.05; 1.05; 3.53 7.73 3.86 

H+l+H+TAPW 7 
1.05; 1.05; 1.05; 1.05; 7.11 3.56 7.7 1.os· 1.39· 2.57 

H+l+H+IL-2 4 1.05; 1.05; 1.05; ~~- 4.20 2.10 45.6 
H+l+H+Lioos-Vacfos 2 1.05; 0.64 1.69 0.65 78.0 
H+l+H+TAPWencapsul 4 1.05; 1.05: 1.05; 1.05 4.20 2.10 45.6 
H+l+H+IL-2 encacsul 2 3.53; 0.13 3.66 1.63 52.6 

PROTOCOLOlll 
l+PBS 2 1.05: 13.24 14.29 7.15 
l+TAPW 3 1.05: 1.05: 1.05 3.15 1.56 77.9 
l+IL-2 4 1.05; 1.05; 1.05: 6.36 11.53 5.77 19.3 
l+LiDOS·Vacíos 0 100 

l+TAPW encapsulada 7 1.05: 1.05; 1.05: 1.05; 
7.35 3.66 48.53 1.os· 1.os· 1.os 

l+IL-2 encapsulada 6 1.05 ;1.05; 1.05: 1.05; 
13.31 6.65 7.0 , .os· 1.os· 1.os· s.ss 

T•bl• 10. Carga tumoral total obtenida de la inducción con los orotocolos 1 y 111 tratados con pes 

;~~~r1TI1Ósavp;~~~ d~~! ':ó~ü;a' 4;gr!f$.vd~~eº~u~Bdfos ~eli~~Oí"8'nªin;.~~tu~1av~~~~~ :~~~~~ 
por cada tratamiento. La dlamlnuclón de I• c•rg• tumoral, corresponde al grado de regresión 
con respecto al organismo tratado con PBS en cada condición. ":no hubo presencia de masas 
tumorales. 
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Alteraciones observadas en los ratones CBA/ca 

En los tres experimentos con ratones CBA/ca se encontraron de forma 

aleatoria efectos colaterales independientes de las condiciones y tratamientos 

utilizados en algunos organismos. Se encontró un tumor de ovario que no fue 

generado por células de Cacu inoculadas (Fig.14 a). Los efectos que fueron más 

comunes fueron: calvicie, nujo vaginal y anal, presencia de esferas traslucidas 

alojadas arriba de los ovarios con diferentes formas ( bifurcadas, carnosas ) (Flg. 

14 b). 

Las esferas encontradas en los ratones, no pudieron ser evaluadas con las 

citoqueratinas, debido a que se desintegraron en el tren de alcoholes, proceso que 

sirve para deshidratar los tejidos para realizar inmunohistoquímica. 

Por otro lado, además de evaluar la carga tumoral en los ratones 

también se realizó un listado de otras alteraciones presentadas por los ratones. De 

los 56 ratones CBA/ca empleados para los tres ensayos, 36 organismos fueron 

incluidos en los protocolos 1 y 11 de inducción del tumor y como consecuencia de la 

inyección de hidrocortisona, presentaron un incremento de grasa en la región 

abdominal y área de los rinones, sangrado en unas, irritación e innamación en 

útero, mientras que en los 19 ratones incluidos en el protocolo 111 de inducción del 

tumor en el que solo fueron inoculadas células tumorales los efectos colaterales 

encontrados fueron: útero irritado e innamado, hígado y pulmones sensibles y 

estómago contraído (Tabla 11). 
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b) Esfera bifurcada con apariencia cristalina 
adherida al ovario izquierdo (circulo morado). 
El útero presenta una inflamación, irrigación y 
ligera irritación (flechas amarillas). 

a) Masa tumoral de 1.25 cm de 
diámetro en ovario no generada por 
la inducción con células INBL 
(circulo morado). El útero presenta 
una irrigación e inflamación (círculo 
amarillo). También se observa el 
hígado con ligera sensibilidad 
capilar (círculo verde). 

Figura 14. Trastornos encontrados en los ratones hembras CBA/ca índependientes de la 
aplicación de tratamientos o condiciones utilizadas. Las esferas fueron frecuentes en varios 
ratones, los cuales en ocasiones estaban presentes en ambos ovarios. Sólo se presentó un 
ratón con un tumor positivo, el cual no fue advertido ya que el organismo presentaba una 
apariencia y comportamiento normal. Estos trastornos se atribuyen a posibles efectos de la 
edad o multiparidad de los organismos. 
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Registro de efectos colaterales observados para cada condición y 
tratamiento. 

Cond. v Tratam. Efectos Secundarlos Observados 
PROTOCOLO! 

H+l+H+PBS 
H+l+H+TAPW 
H+l+H+IL-2 
H+l+H+Lloos-Vacfos 
H+l+H+TAPW encacsu 
H+l+H+IL-2 encaosulada 
H+l+H+TANL encaosu 

H+l+IL-2 G · Uirr ita in· Hdes sen+•. Econ· lªulc .. · Psen .. · Met 
H+l+TANL G · Uirr in· Hdes·· Rnor Econ· Pnor 

H+l+IL-2 encacsulada G · Uin••• irr Econ•· Hsen·· 1•u1c·· Rin•· Sa 
H+l+TANL encaosulada G · Uin ita· Hsen•· 1•nor· Rin·· Psen·· Met 

PROTOCOLOlll 
l+PBS 
l+TAPW G ·He'"'· Uin· irr Econ•· Hsen• des· Pdes·· Rin• 
l+IL-2 G"", He-· Uin irrita· 1•u1c· Hdes•.sen••. Pcon• Econ- Rln Su 
l+Lioos-Vacios G · Uin lrr ita· lªulc· Hdes· sen·· Rin· flva 

l+TAPW encapsul_ada .G ;t!~.:;_U~_.ir.r; §.~~ri_;_f3!'!!.!:I~~~-~~ __ ---··=--·-c:-:-c·------l 
l+IL-2 enCapsuladBi - ----·· G .. : He .. : Uin,irr,ita; 1-Ulc,in; Rin·: Hsen,des· Psen: Met 
l+TANL encapasulada G; He·; Uin,irr; 1•u1c: Hdes•: Pdes; Econ: Su 

CONTROLES 
H.., - 1 G · Uirr ita· 1-nor· Hnor sen·· Pnor· Econ- Su 

1 G · Uin ita irr· Hsen•· Psen· Econ·· 1•u1c·· flva 
T•bla 11. Rea1stro de los efectos colaterales o secundanoa mas Ntpresentatiyo1 por cond1g6n y tratam•nto. 
Efectos más frecuentes por tratamiento: G, grasa; U, útero; ID, int!'tstino delgado; R, rii\ones; H, higaclo; E, 
estómago; 1•, intestinos; P, pulmones; u, u~as; •. ano; Met. meUistasis;, nor, normal; .. n. sensible; lrr, 
inigado; 118, irritado; In. inflamado; con, contraido; •tr, atrofiado ulc, ulcerado; del, delgado; de•, descolorido; 
S, sangrado; c•I. calvicie; flv•. flujo vaginal. 
G (915%-30%, normal; •-:J1%-60%, medio;••• 61%-90%, obeso); He("', peque~o; ... - , media; ... -- , grande): 
••n (º, nulo; •, ligeramente; ••• medianamente; •••, altamente). 
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Como resultado de los tratamientos aplicados a los grupos de ratones, se 

observaron otros efectos secundarios además de los producidos por la presencia 

de las células tumorales o la hidrocortisona (Flgs. 15, 16 y 17). Con el propósito 

de poder asociar estos efectos a los tratamientos aplicados, se descartaron los 

efectos producidos por estos dos factores y determinamos que el mayor número 

de efectos secundarios encontrado fue en los animales tratados con IL-2 libre o 

encapsulada. También observamos que los llposomas vaclos generan problemas 

de sensibilidad y que los menores efectos secundarlos se obtuvieron al encapsular 

TAPW y el anticuerpo TANL (Tabla 12). 
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Figura 15. Ratón CBA/ca que fue condicionado 
con el protocolo 111 de inducción. 

Los ratones condicionados con el protocolo 111, 
presentaron escasa grasa interna, desarrollada 
en el contorno del útero sin cubrirlo. En esta 
figura también se observa una inflamación en la 
región de vías urinarias (círculo morado) y un 
hematoma en la región de inyección (círculo 
amarillo). 

Figura 16. Ratón CBA/ca que fué 
inmunodeprimido con 3mg/ml de hidrocortisona 
en los protocolos de inducción 1 y 11. 

Los ratones condicionados a los protocolos 11y111 
de inducción, desarrollaron grasa interna que se 
depositó en la cavidad intestinal (círculo blanca). 
cubriendo principalmente al útero (flecha 
amarilla). riñones (no observable) e intestinos 
(flecha azul). 
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NORMAL (nor) 

útero de tamaño normal 
apariencia rosada. Presenta 
1rngac1ón normal. 

IRRIGADO (irr) 

"!<#'"": 

y 
una 

~~~~:~-1~7i~rc~"-

Útero que tiene un aumento en los 
vasos sanguíneos de color guinda 
que irrigan al útero. También se 
observa una inflamación 

INFLAMADO (in) 

Útero que presenta una gran 
inflamación, su color es guinda y 
presenta una ligera 1rngac1on. 

IRRITADO (ita) 

Útero con una severa irritación, con 
coloración violácea y ulceraciones 
a lo largo de Jos oviductos. 
Presenta también una irrigación. 

Figura 17. Comoaración de los diferentes estados del útero encontrados en los ratones 
hembras CBA/ca. Los diferentes efectos que presenta el útero se atribuye a: 1) la condición de 
inmunosupresión por la hidrocortisona y/o 2) la concentración que se ocupó en los tratamientos 
y que generaron efectos colaterales secundarios. 
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Registro de efectos colaterales observados para cada tratamiento 

Tratamiento Efecto• Secundarios Obaervado• Prooorción 
TAPW Uin del+. Hdes+• sen•· 1•;n• sen··p sen des· Rin· Met 4/10 

TANL Uln· Hdes Pdes 113 
Lloos-Vaclos Uita•· Rin· Pcon sen·· Hsen-• des· Mel Sn 

TANL encao Rln•· Pdes· Hdes• sen·· Met 1/3 

~~:!:n~2de7g"aª!~.~n~c;,~:~~T9~~-?!~T6:l,°!~1'.'rn:é'.'ti;,oe::~:u~~~~~C:.•;~~~;~~rª~~~~n~~t!'.;taú~~~~:!:: 
nonnal; .. n. sensible; hT, irrigado; ita, Irritado; in, innamado; con, contraldo; atr, atrofiado ulc, uk:erado; del, delgado; 
d••· descolorido; S, sangrado; c.I, calvicie; ftva, flujo vaginal; .. n (º, nulo; •• ltgeramente; ··, medianamente; ·-. 
altamente). La diferencia entre el número de animales tnltado• y los que muestran eslos efectos secundarios son 
aquellos que solo presentaron los efectos de la inoculación de tumorales y/o la hidrocortisona. 

Identificación lnmunohlstoqulmlca de tumores Inducidos en ratones 
hembras CBA/ca 

Los cortes de las masas tumorales inducidas fueron evaluados 

inmunohistoqufmicamente, con la técnica de inmunoperoxidasa indirecta con los 

anticuerpos monoclonales anli-citoqueratina 18 y anli-citoqueratina 10/13 

humanos. 

Las laminillas de LSP humanos, presentaron una reactividad negativa para 

ambas anti-citoqueratinas ya que se observo un color azul-verde. Como control 

positivo se utilizó un corte de cáncer de pulmón que muestra una tinción de color 

café-marrón. Los cortes provenientes de los tumores inducidos en los ratones 

CBAlca a través de los protocolos de inducción presentaron las citoqueratinas 

10/13 y 18 ya que se observó el mismo color que el control positivo (Flgs. 18-22). 

El corte de la masa tumoral del ratón tratado con PBS y e inducido con el 

protocolo 111 (inoculación con células INBL), mostró un conjunto de células 

lnfiltrantes mas abundante que aquellos cortes de las masas tumorales tratadas 

con PBS e inducidas con los protocolos 1 y 11 (lnmunodeprimidos e inoculados con 

células INBL) (Flgs. 18, 19 y 20). 

TESF ::nl\f 
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Las muestras de tejido obtenidas del protocolo I, demostraron el menor 

infiltrado celular en comparación de aquellas de los protocolos 11 y 111. Cabe 

destacar que, los cortes obtenidos de los animales tratados con IL-2 y TAPW 

encapsuladas son las que presentan el mayor infiltrado en este protocolo. (Flg. 

19}. En el caso del protocolo 11 solo el tejido del ratón tratado con TAPW 

encapsulada demuestra infiltrado celular (Flg. 20}. Los cortes obtenidos siguiendo 

el protocolo de inducción 111, presentan el mayor infiltrado en comparación a los 

obtenidos del protocolo 1 y 11. Cabe sellalar que aunque los cortes de los ratones 

tratados con IL-2 y TAPW encapsulada de cualquier protocolo son los que 

presentan el mayor infiltrado, la mayor magnitud se observa en este protocolo (111) 

(Flgs. 21 y 22). 
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Controles PBS 

IL-2 TAPW 

Figura 18. Cortes Histológicos de ratones CBA/ca sometidos al protocolo l. En todos los 
cortes provenientes de los tumores inducidos en ros ratones CBA/ca a través de los protocolos 
de inducción (1, 11y111), en general se encontró reactividad positiva a las citoqueratinas 10/13 y 
18 (fiecha blanca). 

Los LSP no presentaron reactividad positiva para ninguno de los anticuerpos, mientras que las 
muestras de tejido obtenidas para este protocolo, demostraron el menor infiltrado celular 
(circulo amarillo) en comparación de aquellas provenientes de los protocolos 11 y 111. 
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Controles 

IL-2 encapsulada TAPW encapsulada 

Figura 19. Cortes Histológicos da ratones CBA/ca sometidos al protocolo l. Los LSP no 
presentaron reactividad positiva para ninguno de los anticuerpos, mientras que las 
muestras de tejido obtenidas en este protocolo demostraron tener reactividad positiva a las 
citoqueratinas (flecha blanca) y además presentar el menor infiltrado celular. Los 
tratamientos con IL-2 y TAPW encapsuladas presentaron el mayor infiltrado (círculo 
amarillo) en este protocolo. 
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Controles 
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TAPW encapsulada 

Figura 20. Cortes Histológicos de ratones CBA/ca sometidos al protocolo 11. 

Los LSP no presentaron reactividad positiva para ninguno de los anticuerpos (flecha blanca), 
mientras que sólo el tejido del ratón tratado con TAPW encapsulada demostró infiltrado celular 
(círculo amarillo). 
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Controles PBS 

IL-2 TAPW 

Figura 21. Cortes Histológicos de ratones CBA/ca sometidos al protocolo 111. Los LSP no 
presentaron reactividad positiva para ninguno de los anticuerpos, mientras que los cortes 
obtenidos siguiendo este protocolo de inducción si la presentan (flecha blanca). Además en lo 
general son estos cortes los que presentan el mayor infiltrado en comparación a los protocolos 1 
y 11 (circulo amarillo. 
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Flgu .. 22- con- Hlatp!M!sxm .. rwlpnM CBA/ce IM""dm .. llMfc!M!s? 111. Loa LSP no 
~ reacttvlded poeltlva .,..... nlflll'#'O de le.~. m~ que los ~ 
de run- provenlenle9 de ,__~con ltpoeorn-.-V8CI-. IL-2 y TAPW 
enc:8p8UI..-. .i 18 ~en unai ton81id8d c.116 "'8ITÓft (tlectw tunee). Y 80ft los cortes 
de 1- ,_,_.,...._con IL-2 y TAPW ~los que piw-1 el mmyor lnflllrmo 
celul• (cfrculo ..,,.,..,) en .... protocolo. 

TC:SiS C'(Yr.~ l 
V/\;·, '1 J.)- f;' ': ,_,;( .;.i(f,T , r n.LJL.Jn -~ '~ .t.tJ.~_.1:1_._•~ 

73 



DISCUSIÓN DE RESUL TACOS 

En nuestro país el carcinoma cérvico-uterino (CaCu) representa 

aproximadamente el 30 por ciento de todos los tumores malignos y la primer 

causa de muerte en la mujer (C6ceres et al. 2001). Por tal motivo. estudios 

recientes han buscado la forma de aplicar terapias inmunológicas que ayuden a 

combatir dicha enfermedad en mujeres mexicanas. Entre estas terapias. las más 

estudiadas son las que utilizan citocinas. 

Por sus características la IL-2 es muy útil en inmunoterapia; sin embargo su 

aplicación es limitada pues al usarse en dosis altas genera alteraciones 

fisiológicas que causan efectos adversos (Talmadge et al., 1987; Maas et al., 

1993; Smith, 1993; Ardlzzoni et al., 1994; MacFarlane et al., 1994; Becker et 

al., 1996 b). Las aportaciones de nuestro grupo de trabajo acerca de la inhibición y 

proliferación producida por IL-2 sobre la línea celular de CaCu INBL (Alvarado, 

1997). nos han permitido pensar en su aplicación terapéutica para pacientes con 

esta enfermedad, buscando una estrategia capaz de reducir sus efectos 

secundarios. 

Por tal razón, hemos probado el efecto in vitro de altas dosis de IL-2 

encapsulada en liposomas catiónicos, sobre la proliferación de la línea INBL 

observando el mismo efecto inhibidor que el producido por IL-2 libre. Al evaluar in 

vivo, el efecto de IL-2 encapsulada. se observó una disminución de las cargas 

tumorales en ratones, con la redu=ión de sus efectos tóxicos (Moran, 2000). 

En el presente trabajo se evaluó la capacidad de TAPW para disminuir la 

carga tumoral en ratones de la cepa CBA/ca con masas tumorales inducidas por la 

inoculación de células INBL. 

Se debe destacar el hecho de que al aplicar TAPW libre y encapsulada a 

los cultivos de células INBL se reducen los tiempos de respuesta de las células 
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tumorales ya sea inhibiendo o estimulando su proliferación. en comparación con la 

tiempo de respuesta a IL-2 libre; lo cual es de gran utilidad si se piensa en el uso 

de TAPW como una alternativa terapéutica para reducir los efectos tóxicos de IL-2. 

ya que la IL-2 de TAPW estaría circulando menos tiempo en el organismo sin 

afectar su actividad biológica. Además que las proteínas encapsuladas se 

liberarían continuamente desde los liposomas o bien podrían fusionarse a la 

membrana de las células epiteliales (Harvill et al., 1996 b; Xlang et al., 1997; 

Peng et al., 1999; Xu et al., 2000; Penlchet et al., 1999 b). 

Por otro lado, la pequeña diferencia en la inhibición de la proliferación 

encontrada al usar 100 Ul/ml de TANL y TAPW (34% y 41%) con respecto a IL-2 

(56º/o) se puede atribuir al hecho de que existen diferentes vías de señalización 

intracelular que posiblemente se activen cuando las células tumorales son 

estimuladas ya sea con TAPW o con TANL, una de ellas es la que involucra al 

complejo p23/CDl<2, el cual permite la fosforilación intracelular que ocasiona la 

disminución de la expresión membrana! del antígeno HER-2/neu, arrestando el 

ciclo celular de las células tumorales en G,. Además existen datos que indican que 

las proteínas de fusión presentan una menor actividad antitumoral que las 

citocinas por sí solas, debido a su nueva conformación y tamar'lo (Chen et al., 

1994; Hung etal., 1995). 

Los cultivos de CaCu INBL estimulados con liposomas catiónicos vacíos 

presentaron una disminución en su proliferación celular (14%), lo que sugiere que 

la combinación lipídica de fosfatidilcolina:espermidín-colesterol que se utiliza, 

genera una actividad antitumoral o una inhibición en las vías involucradas en la 

proliferación celular (Margnl. 1996). Algunos autores han sugerido que la 

concentración que se utiliza de colesterol. es la que permite o no se observe una 

actividad antitumoral que pueden tener los liposomas formados por este lfpido 

(Mayer et al., 1989; Betagerl, 1993). 
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Una vez comprobado el efecto de TAPW y TANL (anticuerpo anti/HER2) 

sobre Ja proliferación in vitro de la línea celular INBL se evaluó el efecto que 

causaría in vivo en tumores inducidos en ratones singénicos de la cepa CBA/ca, 

para comparar con Jos resultados descritos por Morán al usar IL-2 libre y 

encapsulada (Morán, 2000). 

En este trabajo se utilizó la cepa singénica de ratones CBA/ca, debido a 

que es una cepa susceptible para la indu=ión de tumores de CaCu, a partir de Ja 

inoculación de células de la línea INBL (Morán 2000). 

Nuestros resultados demostraron que el desarrollo de tumores de CaCu se 

favorece en los grupos que fueron inmunodeprimidos con hidrocortisona 

(Protocolos 1 y 11), aumentando el desarrollo del tumor a medida que se 

incrementaban las aplicaciones de este corticosteroide. El desarrollo de masas 

tumorales en aquellos organismos que no fueron inmunodeprimidos (Protocolo 111) 

se puede atribuir a factores, tales como la edad de Jos ratones y las condiciones 

de esterilidad que no permitieron que los ratones tuviesen retos inmunológicos que 

fortalecieran su defensa inmunológica o pudiesen ser parte de una intensa 

respuesta de histocompatibilidad, capaz de lisar células tumorales ya sea mediada 

por anticuerpos específicos contra antígenos tumorales o bien por la participación 

de células asesinas naturales (NK) capaces de Jisar a las células de CaCu INBL o 

debido a la activación de Ja primer linea de defensa mediada por macrófagos, los 

cuales son células potencialmente importantes en la inmunidad antitumoral 

(Abbas eta/.,1994; MargnJ, 1996). 

Una vez inducidos los tumores, la siguiente fase fue evaluar in vivo. si la 

TAPW y el anticuerpo TANL seguían conservando las propiedades observadas in 

vitro, comparándolas con el efecto de IL-2 tanto en su aplicación libre como 

encapsulada. 
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El hecho de que se observó disminución en la carga tumoral con 1 y 1 o 

Ul/ml de TAPW y TANL, semejante a la obtenida con 1 OOUl/ml de IL-2 es muy 

relevante ya que permitiría usar las proteínas de fusión en concentraciones tan 

bajas que evitarían los efectos tóxicos de IL-2 o de los propios anticuerpos 

empleados además de reducir la masa tumoral. Aunado a esto, TAPW posee otras 

ventajas tales como: un tiempo de vida media diez veces mayor que el de IL-2, 

una estructura más estable que los del anticuerpo o la IL-2 por separado, así como 

una doble función en su actividad antitumoral o antiproliferativa (Becker et al., 

1996 b; Harvlll et al., 1996 a; Hank et al., 1996; Xiang et al., 1997; Xu et al., 

2000; Penlchet y Morrlson, 2001). La razón de que no se tenga una eliminación 

total de las masas tumorales se puede atribuir a que no siempre las protelnas de 

fusión se pueden diluir y disminuir su efecto en su actividad antitumoral que el 

anticuerpo o las citocinas por separado. debido a que su efectividad puede ser 

menguada por los cambios en su tamaño, conformación química o la 

concentración que se utilice debido que los anticuerpos en bajas concentraciones 

no son eficientes en la disminución de las masas tumorales, por que disminuye su 

afinidad por el receptor (Chen et al., 1994; Hung et al., 1995) 

A pesar de que in vitro aumentó la proliferación de células tumorales en 

bajas concentraciones de TAPW, esto no sucede in vivo porque la interacción de 

ligando-receptor anti-HER2/neu de la proteína de fusión con las células tumorales, 

posiblemente activó diferentes vías de señalización intracelulares como la que 

involucra al complejo p23/CDK2. el cual permite la fosforilación intracelular que 

ocasiona la disminución de la expresión membranal del antígeno HER-2/neu, 

arrestando el ciclo celular de las células tumorales en G,, activando así una serie 

de mecanismos proapoptóticos que no conducen a la muerte celular. porque se 

activan otros factores como: PI 3-cinasa. Akt, GSK3 que permiten su 

sobrevivencia. Con lo que podemos explicar por que encontramos pequeñas 

cargas tumorales al usar TAPW o TANL como tratamiento (Harvlll et al., 1996 a y 

b}. Por otro lado, se ha comprobado que al unirse el MoAb anti-TANL con su 

receptor en células tumorales de mama, la región de tirosina cinasa presente en el 
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receptor, desencadena un estimulo intracelular que evita la proliferación celular en 

el tumor (Baselga et al., 1999: Flemlng, 1999: Osaba y Burchmore, 1999; 

Mollna et al., 2001). El efecto producido por la IL-2 en la molécula de TAPW 

depende de la concentración a la que sea aplicada la proteína de fusión. 

Utilizando altas concentraciones de TAPW, además de la unión al 

RHER2/neu, puede llevarse a cabo la activación del RIL-2 en las células tumorales 

estimulando una serie de vlas de senalización intracelular que producen la 

actividad antiproliferativa y antitumoral. De hecho, esto es congruente con otro 

esludio que recientemente concluimos en el que se mostró que. al utilizar 1 oo 

Ul/ml de IL-2 exógena, la senalización intracelular por la vla de las protelnas JAK 

1 y JAK 3 es abatida, a lo cual podemos atribuir el efecto inhibidor de la 

proliferación de INBL en presencia de altas concentraciones de IL-2 (Valle, 2001). 

Al utilizar TAPW en bajas concentraciones, proponemos que la proliferación 

celular observada se debe a que a través de HER2/neu, se logra acercar IL-2 al 

RIL-2 presente en las células INBL 1 que mantiene la fosforilación de las protelnas 

JAK-1 y JAK-3 que promueven la proliferación observada (Chen et al., 1994; 

Hung et al., 1995; Glllles et al., 1998; ROckert et al., 1998). 

De esta manera, la ventaja de usar un tratamiento empleando TAPW con 

respecto a un tratamiento con IL-2. es su mecanismo dual de acción, generando la 

activación del sistema inmunológico y de vias intracelulares (Baselga et al., 1999; 

Hudson, 1999; Baselga y Averbuch, 2000; Mollna et al., 2001). 

Además de que TAPW y TANL poseen actividad antitumoral, sus efectos 

colaterales no son tan graves como aquellos observados en los ratones que 

fueron tratados con IL-2. Estas observaciones confirman lo que algunos 

investigadores han demostrado para proteínas de fusión con IL-2 que no 

presentan una agresividad colateral considerable (Cralu et al., 2001; Penlchet y 

Morrison, 2001). 
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Los resultados que obtuvimos con ratones CBA/ca con tumores inducidos 

con células de CaCu INBL tratados con IL-2, TAPW, TANL encapsulados y 

liposomas vacíos, demostraron que son los que presentan las cargas tumorales 

más pequei'\as. Sin embargo, aún cuando la IL-2 encapsulada sigue siendo muy 

eficaz para disminuir o erradicar cargas tumorales, éste tratamiento produjo 

efectos colaterales en los ratones tales como: hipersensibilidad en pulmones, 

hígado y estómago, intestinos ulcerados y atrofia y contra=ión en pulmones 

(Talmadge et al., 1987; Ardlzzonl et al., 1993; Smith, 1993). Los animales 

tratados con TAPW encapsulada, presentaron menor número de efectos 

secundarios y diferentes a los producidos por IL-2, como oviductos delgados, 

pulmones e hígado irritados y escasa sensibilidad en órganos. 

Suponemos que, aún cuando la IL-2 está encapsulada (Laslc y 

Papahdjopoulos, 1995; Oasa et al., 1997; ldanl et al., 2000), es posible que al 

ser reconocidos los liposomas por neutrófilos, eosinófilos, granulocitos y 

macrófagos, éstos liberen la IL-2, la cual a su vez, induce la secreción de TNF, 

INF-y e IL-4 que pueden ser las responsables de los efectos colaterales que 

presentan los organismos tratados con IL-2 (Han et al., 1996; Hassuneh et al., 

1997). 

Aunque este proceso puede ocurrir también con los liposomas que 

encapsulan a TAPW. al ser los liposomas reconocidos y quedar expuesta la 

proteína de fusión, nosotros suponemos que la IL-2 que está ligada al anticuerpo 

anti-HER-2/neu. es dirigida al microambiente tumoral por el reconocimiento de 

HER2/neu. Esto es fácil de pensar ya que el receptor HER-2/neu esta 

sobreexpresado en la línea INBL por lo tanto, la posibilidad de unión con TAPW 

aumenta, lo cual puede conducir a la activación de las vías Intracelulares 

mediadas por este receptor (Challlta et al., 1998 a; Peng et al., 1999). 
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Por otro lado, debemos considerar que los liposomas catiónlcos utilizados 

también tienen sus características propias que los hacen muy versátiles (Nalr et 

al., 1997; Cáceres et al., 2000). Sabemos que los liposomas pueden ser 

endocitados por la célula, fusionados a la membrana celular o pueden liberar su 

contenido fuera de la célula blanco, por lo que sugerimos para futuros ensayos se 

evalúen estas posibilidades, valorando la interacción citocina-liposoma y 

liposomas-células blanco, mediante microscopia electrónica. marcaje, etc. 

En cuanto a los efectos de la inmunosupresión en los ratones, observamos 

el desarrollo de una cantidad mayor de grasa interna, recubriendo principalmente 

el abdomen y los rii'\ones y en menor proporción entre el peritoneo y la piel. Esta 

grasa acumulada confirma que el corticosteroide, además de la función 

inmunodepresora, tiene influencia en el metabolismo de las grasas en ta cepa de 

ratones CBA/ca (Ganong,1986; Guyton, 1989; Murray, 1994). Para evitarlo se 

sugiere que se utilicen cepas de ratones atimicas donde no seria necesario la 

inmunodepresión. 

El diagnóstico práctico de cáncer todav!a se limita a los exámenes 

histológicos (Takahashl, 1982). Para confirmar el origen tumoral de las masas de 

tejido encontradas en los ratones en nuestro trabajo, empleamos los anticuerpos 

anti-citoqueratinas 10/13 y 18, que reconocen prote!nas filamentosas intermedias 

del citoesqueleto de células tumorales rico en citoqueratinas (Moll et al., 1982). 

Nuestros resultados de los cortes histológicos demostraron que todas las masas 

tumorales encontradas provienen de la inoculación de células de CaCu INBL, ya 

que fueron positivas a la prueba de citoqueratinas. 

La diferencia entre todos los cortes histológicos fue la presencia de 

elementos celulares que suponemos son leucocitos infiltrados que fueron 

activados ya sea por los tratamientos contra la masa tumoral o bien por la 

estimulación del sistema inmunológico de los ratones ante la presencia de las 

células tumorales. La mayor cantidad de células infiltradas se encontró en aquellos 
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cortes provenientes de ratones hembras CBA/ca que fueron condicionadas al 

protocolo 111 (inoculados con células INBL) y tratadas principalmente con IL-2 vfa 

intraperitoneal libre. Este resultado nos sugiere que existe una actividad 

antitumoral de las diferentes poblaciones de células inmunológicas estimuladas 

directamente por la IL-2 o por una respuesta de histocompatibilidad. 

En aquellos cortes histológicos obtenidos de las masas tumorales de los 

organismos tratados con TAPW en forma libre con los protocolos 1 y 11 de 

indu=lón (inmunodeprimldos e inoculados con células INBL) también se 

observaron una infiltración de células, aunque en menor proporción en 

comparación con los cortes provenientes de cargas tumorales inducidas con el 

protocolo 111. Lo que indica que aún cuando el organismo es abatido en su defensa 

Inmunológica los tratamientos de TAPW e IL-2 logran estimular una ligera defensa. 

También nuestros resultados demostraron que es mayor la infiltración de 

células cuando TAPW e IL-2 son encapsuladas. con respecto a su propio control, 

observándose aún en aquellos cortes histológicos provenientes de masas 

tumorales de ratones sometidos al protocolo 1 y 11, lo que nos hace pensar que los 

liposomas catiónicos son atraídos por las cargas eléctricas de las células 

tumorales INBL, generando la activación de la respuesta antitumoral. 

En los tumores de los ratones tratados con liposomas catiónicos vaclos 

también se desarrolló infiltración celular que nos lleva a suponer que éste 

tratamiento genera una respuesta antitumoral debido a la combinación y a la 

proporción de los lfpidos utilizados, lo que permiten se observen masas tumorales 

disminuidas encontradas en aquellos organismos tratados con liposomas 

catiónicos vacfos. 

Nuestros resultados en los cortes histológicos provenientes de tumores 

tratados con IL-2 en forma libre y encapsulada demuestran que hay una relación 

entre la cantidad de células infiltradas y la presencia de efectos colaterales como 
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son: la sensibilidad capilar. ulceración. inflamación e irrigación de otros órganos en 

los ratones, lo que nos hace pensar que estos efectos colaterales sean generados 

por la propia IL-2 o por la activación de la respuesta inmunológica mediada por 

ella. 

Al revisar los cortes histológicos provenientes de masas tumorales de 

ratones tratados con TAPW tanto en forma libre como encapsulada se observó 

una presencia mayor de células infiltradas que en los cortes de tumores de 

ratones tratados con TANL. Lo que demuestra la ventaja de la proteína de fusión 

sobre el anticuerpo. pues es la citocina de TAPW la que estimula una respuesta 

del sistema inmunológico sin los efectos colaterales de la IL-2 por sí sola. 

Algunos autores han demostrado que independientemente de la 

concentración de IL-2 usada. son los linfocitos coa• quienes son los primeros en 

responder; sin embargo. la activación de los linfocitos co4• si depende de la 

concentración de la IL-2 (Sabzevarl et al., 1994; Xlang et al., 1998; Cralu et al., 
2001). Por esto, suponemos que aquellos cortes histológicos provenientes de 

tumores de ratones CBA/ca tratados con todas las concentraciones empleadas de 

TAPW e IL-2 hayan activado a linfocitos de tipo coa•. y sólo sean los cortes 

histológicos provenientes de masas tumorales de ratones tratados con 

concentraciones de 100 UVml los que hayan generado la activación de 

poblaciones linfocitarias CD4·. Para comprobarlo. es necesario que para futuras 

Investigaciones en la UIDCC se caractericen las poblaciones leucocitarias en 

cortes histológicos de masas tumorales inducidas en ratones que hayan sido 

tratados con las concentraciones empleadas de TAPW e IL-2 para determinar si 

se logran activar estas poblaciones de linfocitos. 
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CONCLUSIONES 

a. Se detectó In vltro en la Hnea de CaCu INBL. un efecto estimulador en la 

proliferación celular. en dosis bajas de TANL y TAPW, mientras que en 

dosis altas su efecto tue inhibidor, reflejando un resultado similar al 

observado para IL-2. 

b. El efecto encontrado in vltro de TAPW y TANL no se ve alterado cuando 

son encapsuladas en liposomas catiónicos. 

c. Se observó una disminución en las masas tumorales de los ratones CBA/ca 

tratados con TAPW aún en bajas concentraciones, aumentándose dicho 

efecto con dosis más elevadas. 

d. La IL-2 es más eficiente para reducir las masas tumorales de los ratones 

CBA/ca en comparación con la proteína de tuslón TAPW y el anticuerpo 

TANL. Sin embargo, TAPW y TANL si evitaron generar efectos tóxicos tan 

agresivos como los producidos por la IL-2 en dosis altas. 

e. Los liposomas conteniendo, ya sea IL-2. TAPW o TANL reducen el volumen 

de tumores inducidos en ratones de la cepa CBA/ca, al administrarse In 

vivo. 

f. Los liposomas catiónicos vacíos constituidos de fosfatidilcolina:espermidin

colesterol son capaces de generar un estímulo antiproliferativo y antitumoral 

en tumores de CaCu de INBL inducidos en ratones singénicos CBA/ca. 

g. Se detectó que la hidrocortisona provoca alteraciones secundarias tales 

como la acumulación de grasa entre piel, peritoneo y órganos internos en 

mayor o menor grado. 
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RECOMENDACIONES 

l. Se sugiere realizar la formulación de nuevos ensayos in vivo. con la cepa de 

ratones CBA/ca, utilizando mayor número de ratones para determinar qué 

=ncentración es la que genera la disminución o una regresión completa de 

las masas tumorales, sin descuidar la reducción o eliminación de los efectos 

tóxicos colaterales que reporta la IL-2. 

11. Se sugiere, modificar la proporción de los lipidos usados y el tamano del 

lípido para conocer cual o cuales llpidos son los que producen un efecto 

antitumoral. 

111. Para establecer la posición de la proteína de fusión en el liposoma, se 

sugiere, realizar un 'rasurado' de éstos, mediante una proteasa (tripsina), de 

tal manera que elimine toda la posible proteína alrededor del liposoma. Si, 

estos liposomas tienen el mismo efecto en nuevos ensayos se sugeriría que 

TAPW se encuentra en el interior del liposoma y si los efectos desaparecen 

significará que TAPW se encuentra anclada en el exterior. 

iv.. Se aconseja realizar ensayos in vivo con cepas de ratones attmicos que 

permitan evaluar los efectos de TAPW e IL-2 encapsulados, sin la necesidad 

de inmunodeprimirlos y al mismo tiempo conocer el papel que desempenan 

los linfocitos Ten ta regresión del tumor por este método. 

v.. Por último. se recomienda realizar el reconocimiento a través de 

inmunohistoqufmica de las poblaciones de leucocitos infiltrantes a fin de 

identificar tas familias de linfocitos que son responsables en mayor medida de 

la regresión tumoral y de los efectos secundarios. 
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APÉNDICES 

l. MEDIO ISCOVE (ISCOVE'S MODIFIED DULBECCO'S MEDIUM) 1X 

COMPONENTES Peso Con c. Molarld•d 
-SALEs!NóRGÁNICAS __________ !'!~~u_l'!'_~ ____ (!!!g~ ____ (mM) __ 

Cloruro de Calcio {CaCl,.-2H20) 
Cloruro de Potasio {KCI) 
Nitrato de Potasio {KN03) 
Sulfato de Magnesio {MgS0.-7H20) 
Cloruro de Sodio {NaCI) 
Bicarbonato de Sodio {NaHC03) 
Fosfato de Sodio {NaH2P0.-2H20) 
Selenita de Sodio {Na2Se0,-5H20) 
OTROS COMPONENTES 
O-Glucosa 
Rojo Fenol 
HE PES 
Piruvato de Sodio 
AMINOÁCIDOS 
L-Alanina 
L-Aspargina {base libre) 
L-Arginina·HCI 
L-Ácido Aspártico 
L-Cisteína 
L-Acido Glutámico 
L-Alanil-L-Gíutamina 
Glicina 
L-Histidina-HCl-H20 
L-lsoleucina 
L-Leucina 
L-Lisina-HCI 
L-Metionina 
L-Fenilalanina 
L-Prolina 
L-Serina 
L-Treonina 
L-Triptofano 
L-Tirosina (sal dis6dlca) 
L-Valina 
VITAMINAS 
Blotina 
O-Ca pantotenato 
Cloruro de Colina 

111 
75 

101 
120 
58 
84 

138 
263 

180 
398 
238 
110 

89 
150 
211 
133 
313 
147 
203 

75 
210 
131 
131 
183 
149 
165 
115 
105 
119 
204 
225 
117 

244 
477 
140 
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219.00 
330.00 

0.076 
200.00 

4500.00 
3024.00 

141.00 
0.017 

4500.00 
15.00 

5958.00 
110.00 

25.00 
28.40 
84.00 
30.00 
70.00 
75.00 

812.00 
30.00 
42.00 

105.00 
105.00 
146.00 
30.00 
66.00 
40.00 
42.00 
95.00 
16.00 

104.00 
94.00 

0.013 
4.00 
4.00 

FAL11i w~· ~·~LLJEN 

19.91 
4.44 

0.000752 
1.66 

77.59 
36.00 

1.02 
0.0000646 

25.00 
0.0346 

25.00 
1.00 

0.281 
0.215 
0.398 
0.230 
0.223 

0.51 
4.00 

0.399 
0.20 

0.802 
0.802 
0.798 
0.201 
0.400 
0.348 
0.400 
0.078 
0.078 
0.462 
0.803 

0.0000532 
0.0083 
0.0285 
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Ácido Fóllco 441 4.00 0.00906 
i-lnositol 180 7.20 0.04 
Niacinamida 122 4.00 0.0328 
Plridoxal HCI 204 4.00 0.0196 
Ribonavlna 376 0.40 0.00106 
Tiamina-HCI 337 4.00 0.0118 
Vitamina B12 1355 0.013 0.00000959 

11. INACTIVACIÓN DE SUERO FETAL DE BOVINO (SFB) 

La botella de Suero Fetal de Bovino (SFB) (Gibco, BRL. USA) congelado se 

coloca en bai'\o de agua a temperatura ambiente para que sea descongelado, 

posteriormente se pasa a un bai'\o de agua a 56ºC durante 30 minutos, con el 

propósito de eliminar algunas proteínas de bajo peso molecular como son las 

proteínas del complemento, así como inactivar otras para mayor eficiencia en la 

nutrición celular. Posteriormente se separa en alícuotas de 50 mi para su mejor 

manipulación, conservándose en refrigeración a 4ºC. 

111. PREPARACIÓN DEL COLORANTE AZUL DE TRIPANO 

Para pruebas de viabilidad y conteo celular se empleó una dilución del 

colorante azul de tripano (Sigma. Chem.USA) al 0.3% en PBS IX. Antes de su uso 

la dilución del colorante fue filtrada haciéndose pasar a través de un filtro 

Whatrnan núm. 2. 

IV. SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS) 

Está solución se ocupó para mantener a las células en condiciones 

fisiológicas estables durante periodos cortos, asi como para: preparación de 

tratamientos, dilución de hidrocortisona y administración como vehlculo a los 

ratones con tumor inducido. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las 

sales de fosfato. 
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Cloruro de magnesio (Sigma, Chem, USA) 
Cloruro de calcio (Sigma, Chem, USA) 
Cloruro de sodio (Sigma, Chem, USA) 
Cloruro de potasio (Sigma, Chem, USA) 
Fosfato monoácido de sodio (Sigma, Chem, USA) 
Fosfato diácido de potasio (Sigma, Chem, USA) 

0.10g 
0.109 
8.00g 
0.20g 
2.16g 
0.20g 

El cloruro de magnesio y cloruro de calcio se disuelven en 100 mi de agua 

bidestilada. Las sales restantes, por separado se diluyen en 800 mi de agua 

bidestilada y después se mezclan ambas soluciones. Se ajusta a un pH de 7.2 a 

7.5 utilizando HCI 8N (Sigma, Chem, USA) y se afora a un volumen final de 1000 

mi. Esta solución se esteriliza por medio de filtros de membrana (Milllpore) con un 

diámetro de poro de 22 ¡1m, la solución se almacena a una temperatura de 4°C 

hasta el momento de su uso. 

V. GLUTARALDEHIDO AL 1.1% 

Esta solución se ocupó en las placas de los ensayos in vitro. Para preparar 

100 mi de giutaraldehfdo al 1.1 %, se tomaron 2.2 mi de glutaraldehido (50% v/v 

Sigma, USA) y se le adicionaron 97.8 mi de agua destilada. Una vez preparado se 

guardo a 4ºC hasta su utilización. 

VI. SOLUCION DE CRISTAL VIOLETA AL 0.1% 

Para preparar 500 mi de cristal violeta en una concentración de 0.1%; se 

requiere previamente preparar una solución amortiguadora de ácido fórmico 200 

mM con un pH 6. Posteriormente se adiciona el cristal violeta, se diluye muy bien y 

por último se filtra utilizando papel Whatman núm. 2. Este reactivo se guarda a 

temperatura ambiente. 

Hidróxido de sodio (Sigma, Chem. USA) 
Ácido fórmico (Sigma, Chem. USA) 
Cristal violeta (Sigma. Chem, USA) 

3.96g 
4.28ml 
1.00g 
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VII. ACIDO ACÉTICO AL 10% 

La solución de ácido acético que se utilizó fue en una concentración de 

10%. Está solución una vez preparada se guarda a temperatura ambiente. 

Ácido acético (Sigma, Chem, USA) 
Agua MilliQ (MilliQ Academic, USA) 

VIII. SOLUCIÓN SALINA DE VERSENO 

10ml 
90ml 

Esta solución se emplea para despegar células tumorales adherentes y 

funciona como un agente quelante que secuestra Iones calcio y magnesio de las 

uniones celulares. Para su preparación se pesan los siguientes reactivos: 

Tris (Sigma, Chem, USA) 
Cloruro de sodio (Sigma, Chem, USA) 
Cloruro de potasio (Sigma, Chem, USA) 
Acido-Etilen-diamin-tetra-acético (EDTA) (Sigma, Chem, USA) 

3.04g 
B.OOg 
0.40g 
0.40g 

Los reactivos se disuelven en BOO mi de agua bidestilada, se ajusta el pH a 

7.7 con HCI 10 N y se afora a 1000 mi de agua bldestilada. La solución se 

esteriliza a 120 lb de presión durante 20 minutos. 

IX. SOLUCIÓN SALINA DE TRIPSINA 

Al igual que el verseno, la solución de tripsina se emplea para despegar 

células adherentes y su fundamento es el mismo que el verseno. Su preparación 

consiste en pesar: 

Tripslna (Sigma, Chem, USA) 
Acido-etilen-diamin-tetra-acético(EDTA) (Sigma, Chem, USA) 

1.25g 
0.073g 

Se disuelven los reactivos en 500 mi de PBS IX, se filtra con membrana de 

0.22 µm en un recipiente previamente estéril. Se hacen allcuotas de 50 mi y se 

guardan a 4ºC hasta su utilización. 
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X. SOLUCION BOUIN 

Para preparar la solución Bouin, se necesitan: 

Solución acuosa saturada de ácido pícrico 
Formol (Sigma, Chem.USA) 
Agua destilada o Mili Q 

30ml 
10ml 
2ml 

Se mezclan y guardan en un frasco ámbar a temperatura ambiente. 

XI. TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA CORTES HISTOLOGICOS 
CON IDENTIFICACION DE CITOQUERATINAS 

Una vez obtenidos los cortes histológicos, se elimina la parafina de los 

mismos, colocando los portaobjetos en la estufa a 60ºC durante 10 minutos. 

Transcurrido este tiempo, los portaobjetos se enjuagan con Xilol 

(Slgma,Chem.USA), Etanol absoluto (Sigma,Chem.USA), Etanol al 95%. Etanol al 

75% y agua destilada o agua MilliQ durante 5 minutos en cada uno, para eliminar 

el exceso de parafina e hidratar el tejido. Seguidamente los portaobjetos se mojan 

en H 2 02 (Sigma,Chem.USA) al 3% v/v durante 3 minutos, enseguida se enjuagan 

con PBS 1X por 2 minutos y finalmente se dejan secar, evitando tocar los cortes. 

Una vez "secos" los cortes, se les agrega 1 gota de Suero Normal Diluido del 

Sistema de Dete=ión ABC-Vectastain (Vector Laboratories, USA) (Apéndice XII), 

por 5 minutos, después se les quita el exceso (sacudiendo) y se dejan secar los 

portaobjetos, para agregar finalmente 30µ1 de anticuerpo anticitoqueratinas Kg 

8.13 (Dakoparts USA) en una dilución 1 :5 en PBS. 

Los portaobjetos se mantienen en una atmósfera de húmedad a 4ºC 

durante 3 horas. Al término de este tiempo, se enjuagan con PBS IX y se les 

adiciona el anticuerpo secundario biotinilado del sistema de dete=ión ABC

Vectastain (Vector Laboratories, USA) (Apéndice XIII) durante 20 minutos, se 

enjuagan con PBS IX y se agrega el complejo Avidina-Biotina del sistema de 

dete=ión ABC-Vectastain (Vector Laboratories, USA) (Apéndice XIV) por 20 

minutos, se enjuagan nuevamente en PBS IX y se adiciona la solución Cromógena 

(Apéndice XV). 
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Finalmente, a los portaobjetos se les aplican 500 µI de hematoxilina filtrada 

por 1 o segundos y se enjuagan primeramente con agua corriente y después con 

agua a 40ºC. Se pasan por un tren de Etanol al 75%, 96% y absoluto, 

concluyendo con Xllol 5 minutos en cada uno. Se dejan secar los portaobjetos a 

temperatura ambiente y se aplica resina en cantidad necesaria para cubrir el corte 

y colocar el cubreobjetos para su posterior análisis al microscopio y 

almacenamiento definitivo. 

XII. DILUCION DE SUERO NORMAL BLOQUEADOR 

Se diluyen 50¡11 de suero normal humano del Sistema de Detección ABC

Vectastain (Vector Laboratories, USA), en 1 O mi de PBS. 

XIII. DILUCION DEL ANTICUERPO BIOTINILADO 

A 50 ¡11 del •stock" del anticuerpo secundario biotinilado del sistema de 

dete=ión ABC-Vectastain (Vector Laboratories, USA) se agregan 1 o mi de PBS. 

XIV. COMPLEJO ENZIMATICO (ABC) 

Se adicionan 100 ¡ti del reactivo de avidina a 10 mi de PBS a pH 7.6 y se 

agregan 1 OO¡tl de la enzima biotinilada del complejo Avidlna-Biotina del sistema de 

dete=ión ABC-Vectastain (Vector Laboratories. USA), se mezclan peñectamente. 

XV. PREPARACION DE SOLUCION CROM0GENA 

En 5 mi de agua destilada o MilliQ a partir de un sistema de dete=ión de 

sustrato peroxidasa (Peroxidase Substrate Kit DAB Vector Laboratories, USA) se 

agregan 100µ1 de solución •stock" de solución reguladora (Buffer pH 7.5). 200µ1 de 

solución -stock" Diaminobencidina (DAB) y 100µ1 de H202. preparada al momento 

de su uso. 
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Esta solución se deja actuar en los cortes por 7 minutos como máximo y 

seguidamente se enjuagan con PBS. 

XVI. ANÁLISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR EN EL DISEfilO 
COMPLETAMENTE ALEATORIO 

El Análisis de Varianza es una prueba estadística, la cual se define como 

una técnica en la que la varianza total de un conjunto de datos se divide en varios 

componentes y cada uno de ellos se asocia a una fuente especifica de variación, 

de manera que durante el análisis es posible encontrar la magnitud con la que 

contribuye cada una de esas fuentes en la variación total.(Danlel, 1995) 

Con la descripción anterior, se supone que existen k poblaciones distintas 

distribuidas normalmente, con medias poblacionales µ •• que poseen cada una la 

misma varianza 152
. También supone que estas k poblaciones constituyen una gran 

población con media ¡1, llamada Gran Media (lo que es la media poblaclonal). 

La suposición o hipótesis nula (Ho) a probar es que todas las varianzas de 

la población (las medias de tratamientos) son iguales. El modelo estadístico 

considera que la desviación de una observación con relación a la Gran Media se 

puede descomponer en la desviación entre los tratamientos (efectos del 

tratamiento) y dentro del tratamiento (error residual), correspondiendo para cada 

una de estas desviaciones un estimador insesgado o ponderado obtenido a partir 

de las sumas de sus cuadrados. 

Las ecuaciones para estos estadígrafos se expresan estadísticamente en la 

Tabla de ANDEVA, la cual marca que si el estadígrafo Fcatcutada es mayor a F106nca 

(Fca1cut""• > F-.ic..}, se tiene que efectuar un análisis de Diferencia Significativa 

Mínima de Fisher para determinar cuales son los pares de tratamientos entre los 

cuales hay diferencia significativa; pero si el estadígrafo marca que Fcatcutad• es 
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menor a F1eor1ca C<Fc.m1culllda < Fteórlca). el resultado que muestra, indica que no hay 

diferencia significativa entre los tratamientos que se evaluaron. (Moran, 2000) 

Fuente de G ... doa 
V•rl•clón de 

llbert•d 
(g.I.) 

"'entre•• 
tratllmlentoa 

K-1 

.. dentro•• de 
tratamientos 
o error N-K 
re•ldual 

Total 

N-1 

TABLA DE ANDEVA 

Sum• de cu•d,..do• (S. V•rl•nz•o 
C.) cu.draidoa 

Medio• (C. M.) 

K 

~,=~J - ~ .• SC.rat CMtrat=~trat 
ni N K-1 

K nj K CMerror=SCerr 
~' ~,x21i- ~?<-2.¡lni=sc • ...,, 

º' 
·. N-K 

K nJ." ·: -
:E :E X 21i-· ~ = SCtota1 
J•11~1 N',. 

Fcmk:ulad• Ftlli6r1c=a 

Fca1c=CMtr Fte6r1ca=F1-a.K-1.N-K 
at 

CMerror 
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