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La inmunoterapia representa actualmente una alternativa para el tratamiento del cáncer, con 

algunas ventajas sobre la terapia convencional, como son la especificidad y ausencia de 

efectos secundarios en la mayoría de los casos. La Interleucina-2/(IL-2) recombinante es una 

de las citoquinas más ampliamente utilizada en la Inmunoterapia de tumores sólidos, dada su 

capacidad de activar algunos sistemas citotóxicos antitumorales del huésped. Los estudios 

clínicos que se han realizado indican que la IL-2presenta un efecto antitumoral importante 

en esquemas de dosis que generalmente producen efectos tóxicos. Debido a su elevada 

toxicidad es necesario desarrollar mecanismos para disminuir estos efectos, manteniendo o 

aumentando la actividad antitumoral. En este trabajo se planteó la hipótesis de que la 

encapsulación de IL-2 en liposomas biodegradables puede incrementar la actividad de la IL-

2 recombinante , y disminuir o eliminar los efectos tóxicos en un modelo murino de cáncer 

experimental. Para probar dicha hipótesis se desarrollo un modelo experimental en ratones 

BALB/c inoculando en forma subcutánea 2.5 X 106 células de linfoma L-5178Y el cual 

produce un tumor con crecimiento local progresivo que termina diseminándose a otros 

tejidos ocasionando una mortalidad mayor al 90% a los 30 dias después de la inoculación de 

las células tumorales. Bajo estas condiciones se manejaron diferentes dosis, tiempos y vias 

de administración de la IL-2 recombinante libre y atrapada en liposomas. La administración 

de 10000, 20000 y 40000 U de IL-2 libre por vía intravenosa (i.v) no modificaron el periodo 

de sobrevivencia en los ratones portadores del tumor ; a excepción de la administración de 

20000 U por vía intratumoral (i.t), que producen un efecto antitumoral con una 

sobrevivencia del 40%. Con la administración de 5000 U de IL-2 libre no se obtiene ningún 

efecto antitumoral, mientras que la administración de 5000 U de IL-2 encapsulada en 

liposomas origina un 60% de sobrevivencia por vía i.v y un 70% por vía i . t , observándose 

en estos grupos de trabajo que la destrucción de los tumores se debe principalmente a una 

reacción de necrosis. Los datos obtenidos indican que los liposomas pueden incrementar la 

actividad antitumoral de la IL-2 recombinante. La expresión de citoquinas TH1 y TH2 local 

y sistèmica indicó que el efecto antitumoral de la IL-2 puede ser mediado por la producción 

sistèmica y local de la IL-12. Esta citoquina tiene la capacidad de inducir la activación de 



linfocitos T citotóxicos, así como la IL-4 producida localmente. El efecto antitumoral de la 

IL-2 libre y atrapada en liposomas puede ser mediado por la producción de citoquinas 

capaces de inducir la activación de linfocitos T citotóxicos. 



El control y tratamiento del cáncer por medio de la manipulación del sistema inmunológico 

fué sugerido desde principios de siglo. Actualmente el tratamiento inmunoterapéutico del 

cáncer se fundamenta en que cualquier diferencia molecular entre una célula normal y una 

célula neoplásica puede ser utilizada como blanco para la destrucción selectiva de esta 

última por medio de los mecanismos efectores del sistema inmune , los mismos que con una 

delicada especificidad reconocen y discriminan lo extraño de lo propio. 

En los últimos años ha resurgido el interés por afrontar el tratamiento y prevención del 

cáncer desde el punto de vista inmunológico. es decir, el estudio de los mecanismos de 

defensa del organismo que participan de manera importante en el control de las neoplasias. 

así como la insestigación de diferentes sustancias con capacidad inmuno terapéutica, a las 

que se les ha denominado ''inmuno modulado res" o en una forma más general como 

"modificadores de la respuesta biológica" ; el impulso que han tomado estas alternativas ha 

sido además motivado por la falta de actividad específica antitumoral de la quimioterapia y 

radioterapia. 

Actualmente las estrategias para el tratamiento inmunoterapéutico del cáncer, son divididas 

en: Inmunoterapia activa (específica e inespecífica) y la Inmunoterapia pasiva. La 

inmunoterapia activa se refiere a la inmunización del huésped que presenta el tumor con 

agentes capaces de generar una respuesta inmunológica que elimine o reduzca el volumen 

del tumor. La inmunoterapia pasiva involucra la transferencia al huésped que presenta el 

tumor, de mediadores inmunológicos obtenidos de otros organismos, como por ejemplo 

anticuerpos o células con la capacidad de mediar una respuesta antitumoral específica. 

De este principio se deriva una de las modalidades más recientes para el tratamiento del 

cáncer denominada "INMUNOTERAPIA ADOPTIVA" la cual consiste en la transferencia 

al huésped de linfocitos activados w vitro con Interleucina-2/(IL-2), la cual puede ser 



obtenida por medio de la tecnología de DNA recombinante, representando el aporte más 

importante que ha hecho posible este tipo de inmunoterapia. 

El análisis del efecto terapéutico de la IL-2 se realizó primeramente en forma extensiva en 

modelos animales donde se demostró que el tratamiento era capaz de inhibir la metástasis de 

diferentes tipos de tumores. Posteriormente se demostró en estos mismos modelos que la 

combinación de IL-2 con células citotóxicas (LAK y CTL) producía mejores efectos 

terapéuticos que cualquiera de los tratamientos por separado. 

La IL-2 tiene también un gran potencial para restaurar los defectos en la tunción de los 

linfocitos T relacionados con la producción endógena, nula o deficiente, de IL-2. Por 

ejemplo, un gran número de pacientes con cáncer, especialmente los de cáncer avanzado, 

tienen un defecto sustancial en algunas de las funciones de linfocitos T, particularmente en 

las respuestas proliferativas que son mediadas por IL-2. Además de restaurar las condiciones 

de inmunodeficiencia anteriormente mencionadas, la administración exógena de IL-2 en 

pacientes con cáncer, tiene un especial potencial dado que induce la proliferación de 

linfocitos T in vivo, mantiene su especificidad funcional e induce sistemas citotóxicos 

antitumorales mediados por linfocitos T ( Células LAK, TIL y Linfocitos T citotóxicos ). 

El principio del tratamiento que involucra la administración de IL-2 es seguido de múltiples 

procedimientos de leucoforésis, las células mononucleares obtenidas de esta manera se 

incuban con IL-2 para la generación de células LAK , las cuales son transferidas a los 

pacientes con subsecuentes dosis de IL-2, este tratamiento es actualmente utilizado en 

pacientes con diversas clases de tumores. 

Dado que la inmunoterapia adoptiva con IL-2 y células LAK ha sido ampliamente discutida, 

en parte porque es todavía muy incipiente, dado que requiere más investigación, y en parte 

también por la toxicidad inherente mostrada en los estudios de fase uno (fiebre, retención 

hídrica, hipotensión, daños neurológicos, entre otros) que parece ser dosis dependiente, y su 

farmacocinética (vida media inferior a 6 minutos), en la actualidad es necesario desarrollar 



algunas perspectivas con la finalidad de obtener mayor seguridad y efectividad en esta 

terapia. 

Las perspectivas son las siguientes: 

A).- Asociar los tratamientos convencionales con la inmunoterapia adoptiva. 

B).- Administrar diferentes combinaciones de inmunomoduladores. 

C).- Investigar otras formas de administración, por ejemplo, vías diferentes, dosis menores e 

infusiones constantes. 

D).- Desarrollar vehículos especializados que incrementen su potencial inmunoterapéutico, 

disminuyendo la toxicidad, por ejemplo, los liposomas. 

E).- Asociar diferentes farmacos con inmunoterapia para disminuir toxicidad. 



Durante los últimos años se han hecho progresos considerables en el desarrollo de técnicas 

específicas para el tratamiento del cáncer. Las tres modalidades utilizadas con este fin son : 

cirugía, radioterapia y quimioterapia. En los últimos cinco años se han desarrollado nuevas 

técnicas para minimizar los tumores y a menudo se utiliza un tratamiento combinado de 

radioterapia y quimioterapia, que muestra ser más efectivo. Estas dos modalidades son 

usadas más frecuentemente en el tratamiento del cáncer local y regional. 

La quimioterapia continua su desarrollo con nuevas drogas y nuevas combinaciones de 

éstas, pero se ha descubierto que la administración sistemática de agentes 

quimioterapéuticos frecuentemente expone a las células normales a cambios estructurales y 

funcionales. Se ha descubierto que muchos de estos químicos son altamente citolíticos y 

producen alta toxicidad en los tejidos, pese a ello, en muchos casos las células cancerosas 

resisten el tratamiento. Así. el cáncer continua siendo un problema, el cual requiere un 

tratamiento con mayor efectividad. 

En base a ello, en los últimos años se ha analizado el papel del sistema inmune en la 

defensa contra el cáncer. Una de las razones de este hecho son los avances tecnológicos 

aplicados a la inmunología y la biología molecular, teniendo como finalidad fácil tar la 

identificación, aislamiento y producción de sustancias que tienen la capacid de 

incrementar la respuesta inmune al tumor. Estas sustancias se han denominado 

genéricamente como : '"Modificadores de la respuesta biológica". 

La base científica es ahora lo suficientemente firme para el establecimiento de esta 

modalidad; el uso de inmunomoduladores tiene los suficientes fundamentos basados en 

evidencias experimentales que produjeron la alteración del sistema inmune, mostrándose un 

tratamiento efectivo contra el cáncer en modelos animales. 



Entre los modificadores de la respuesta biológica se encuentra la IL-2, que se distingue por 

su capacidad de generar una clase de linfocitos asesinos activados (células LAK). El interés 

reciente en el potencial de células LAK en el tratamiento de cáncer es respaldado por 

numerosas investigaciones que demuestran que dichas células pueden provocar una 

regresión directa , y ocasionalmente una remisión completa de los tumores , como en el caso 

de melanomas y cáncer renal. La asociación con otras citoquinas y nuevos protocolos de 

quimioterapia incrementan sus posibilidades terapéuticas. 

Durante la última década los avances en inmunoterapia han sido acrecentados por ingeniería 

genética y cultivo de células, además de la improvisación de técnicas de secuenciación de 

proteínas y ácidos nucleicos. Esto hace posible la obtención de moléculas sumamente puras 

entre las que se encuentran además de las interleucinas, interferones, factor de necrosis 

tumoral y factor de crecimiento hematopoyético, los cuales poseen funciones 

inmunomoduladoras. 

Una de las alternativas para mejorar la efectividad terapéutica de la IL-2, así como de otros 

inmunomoduladores, son los liposomas, dado que estos agentes incorporados en ellos, son 

atrapados en forma pasiva y natural por las células y los órganos del sistema retículo 

endotelial, los blancos precisos de una sustancia con propiedades inmunoestimulantes. 

Los liposomas actualmente son considerados como los vehículos que pueden cambiar 

radicalmente, a futuro no muy lejano, las formas de tratamiento del cáncer. 



1 - MECANISMOS DE INMUNIDAD CONTRA TUMORES 

Los tumores malignos o cánceres crecen de una manera incontrolada invadiendo tejidos 

normales y con frecuencia metastatizan y crecen en sitios distantes del tejido de origen. En 

general los cánceres se derivan de una o pocas células normales que sufren un proceso poco 

conocido llamado " transformación maligna . Los cánceres pueden originarse de la 

mayoría de los tejidos en el cuerpo. Estos se derivan a partir de las células epiteliales, 

llamadas carcinomas, y son el tipo más común de cáncer. Los sarcomas, son tumores 

malignos de tejidos mesenquimáticos, originados de células como fibroblastos, células 

musculares y células adiposas. Los tumores malignos sólidos de tejidos Hnfoides son 

llamados linfomas; tumores malignos de médula y tejido sanguíneo, de linfocitos y otras 

células hematopo y éticas son llamadas leucemias (20). 

Una función mayor o principal del sistema inmune puede ser la de reconocer y destruir 

células malignas transformadas liberadas, llamadas "clonas imitantes", antes que ellas 

crezcan en tumores. Esta idea llamada "inmunovigilancia" fué articulada por Macfarlane. 

Burnet y Lewis Thomas en los 50's y 60's. Si la célula maligna y los tumores pueden 

estimular la respuesta inmune es posible que ellos puedan expresar antígenos tumorales que 

son reconocidos como extraños por el hospedero . Además si el concepto de 

inmunovigilancia es válido los efectores celulares inmunes, como son las células B, células 

T cooperadoras, linfocitos T citotóxicos o células NK pueden ser capaces de reconocer 

antígenos tumorales y mediar la muerte de células tumorales (28). 

Una indicación histopatológica de que los tumores estimulan la respuesta ¡nmune es la 

proliferación linfocitaria (hiperplasia) en sitios de drenado de nodulos linfáticos del tumor 

en crecimiento. Además, hay con frecuencia evidencia de los efectos de las citoquinas en 

tumores, como es la expresión de MHC clase II en células tumorales y células endoteliales 

de los vasos sanguíneos, sugiriendo una respuesta inmune activa en los sitios del tumor. 



La expresión de proteínas de MHC en células tumorales puede ser crítica para el 

reconocimiento y destrucción de las mismas ya que las células T pueden reconocer 

antígenos únicamente en asociación con moléculas de MHC. Además se ha observado que 

los tumores que estimulan la respuesta inmune expresan cantidades adecuadas de moléculas 

de MHC, mientras que otros tumores no inmunogénicos no expresan suficientes moléculas 

de MHC (77). 

Los antígenos tumorales provocan la activación de la respuesta inmune humoral y celular in 

vivo y muchos mecanismos efectores inmuno re guiadores son capaces de matar células 

tumorales in vitro. El tumor produce en el huésped aumento de anticuerpos específicos 

para los antígenos tumorales. Los antígenos que provocan la respuesta inmune se cree que 

están limitados a proteínas que no son expresadas en tejidos normales; no existe evidencia, 

sin embargo, de que la respuesta inmune humoral pueda inhibir el desarrollo normal del 

tumor o su crecimiento. 

Las células T citotóxicas (CTLs) provocan actividad efectiva antitumoral in vivo, como se 

demuestra en estudios experimentales de tumores transplantados. En este caso los efectores 

celulares son predominantemente los de MHC de clase 1. 

Las células NK, pueden ser efectores celulares de la respuesta inmune adquirida o natural 

contra tumores ya que utilizan el mismo mecanismo lítico de las CTLs para matar células, 

sin embargo, no expresan receptores de antígeno de células T, y matan a las células blanco 

en una manera no restringida por MHC. Es posible que las células NK jueguen un papel de 

inmunovigilancia contra tumores en desarrollo, especialmente si estos expresan antígenos 

virales. (77). 

Los macrófagos son potencialmente importantes como mediadores celulares de la actividad 

antitumoral. Como las células NK, los macrófagos expresan receptores para FC gamma y 

pueden actuar contra células tumorales cubiertas con anticuerpo. Hay varios mecanismos 

por los cuales los macrófagos aniquilan a las células tumorales, algunos de los cuales son 



esencialmente los mismos que utilizan en las infecciones por microorganismos. Esto 

incluye la liberación de enzimas lisosomales y metabolitos de oxígeno reactivo. Los 

macrófagos activados también expresan la citoquina TNF, la cual tiene actividad contra las 

células tumorales. (1). 

Durante la última década ha resurgido el interés por afrontar el tratamiento y prevención del 

cáncer desde el punto de vista inmunológico, es decir, el estudio de los mecanismos de 

defensa del organismo que participan de manera importante en el control de las neoplasias, 

así como la investigación de diferentes sustancias con capacidad inmunoterapéutica a las 

que se les ha denominado "Inmunomoduladores" o en una forma más general, como 

"'Modificadores de la respuesta biológica". El impulso que han tomado estas alternativas ha 

sido además motivado por la falta de actividad antitumoral específica de la quimioterapia y 

radioterapia. (20,51). Las bases científicas están muy firmes para poder establecer una 

cuarta modalidad de tratamiento, el uso de modificadores de la respuesta biológica. 

Actualmente las estrategias para el tratamiento inmunoterapéutico del cáncer se dividen en : 

1).- Inmunoterapia activa : 

a).- Específica 

b).- No específica 

2).- Inmunoterapia pasiva. 

La inmunoterapia activa se refiere a la inmunización del huésped que presenta el tumor, con 

agentes capaces de generar una respuesta inmunológica que elimine o retarde el crecimiento 

del mismo, y puede realizarse en forma específica cuando la inmunización se practica con 

células tumorales completas, muertas por radiación o modificadas por agentes químicos o 

con extractos antigénicos purificados específicos del tumor. 

La inmunoterapia activa de forma inespecífica, se realiza cuando se administran agentes 

estimuladores de los mecanismos de inmunidad en general, estimulando en forma 

concomitante una respuesta específica contra el tumor ; la mayoría de estos agentes son de 



origen microbiano, por ejemplo, el BCG, lipopolisacárido, MDP, proteínas bacterianas de 

membrana extema, polisacáridos entre otros (51). 

La inmunoterapia pasiva involucra la transferencia al huésped portador del tumor de 

anticuerpos o células linfoides sensibilizadas contra el tumor, con la capacidad de mediar 

una respuesta antitumoral específica. De este principio se deriva una de las modalidades 

más recientes para el tratamiento del cáncer denominada " Inmunoterapia adoptiva" la cual 

consiste en la transferencia al huésped de linfocitos asesinos activados (LAK) por IL-2 y 

macrófagos citotóxicos activados por INF y (45). 

Desde sus inicios se comprendía el alto potencial que representaba la transferencia de 

células específicas a un tumor dado, pero no había recibido la atención para su utilización 

en humanos, porque se presentaban dificultades teóricas y prácticas asociadas a este tipo de 

inmunoterapia. La falta de entendimiento del origen y comportamiento a nivel celular y 

molecular del cáncer ,y la falta de comprensión de las bases inmuno lógicas de la respuesta 

antitumoral restringió el avance de esta área, así como la limitación para clonar y expandir 

grandes cantidades de "biomoduladores'" específicos del tumor ; en la actualidad estos 

obstáculos han sido superados casi en su totalidad gracias a conocimientos técnicos como 

DNA recombinante. (74). 

Odham describió que los modificadores de la respuesta biológica son agentes con 

mecanismos de acción similares a las respuestas biológicas propias del huésped y pueden 

actuar de las siguientes maneras: 

1).- Incrementando la respuesta antitumoral del huésped con un aumento directo y/o 

restauración del mecanismo efector o mediador de la respuesta y/o la disminución del 

componente de la reacción del huésped que puede ser deteriorada. 

2).- Incrementando la respuesta del huésped en biológicos naturales o derivados sintéticos, 

como efectores o mediadores de la respuesta antitumoral. 



3).- Aumentando las respuestas del huésped con células tumorales modificadas o vacunas, 

que pueden estimular grandemente la respuesta con un incremento de la sensibilidad a 

células tumorales de una respuesta ya existente. 

4).- Disminuyendo la transformación y/o incrementando la diferenciación de células 

tumorales. 

5).- Incrementando la capacidad del huésped para tolerar el daño por citotoxicidad a 

diferentes modalidades del tratamiento del cáncer. 

Muchas de las utilidades descritas involucran el aumento de la respuesta del huésped (51). 

II.-PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LA INTERLEUCINA-2. 

La IL-2 es un mediador fundamental en la activación de la respuesta inmunitaria, capaz de 

modularla, por lo que se le considera como la " inmunohormona del sistema inmune (53). 

La IL-2 fué llamada originalmente "factor de crecimiento de células T (TCGF)", siendo la 

principal citoquina responsable de la progresión de linfocitos T de la fase G1 a la S del 

ciclo celular. Es producido por células T CD4+ y en menor cantidad por células T CD8+ . 

La IL-2 actúa en las mismas células que la producen, por lo tanto, funciona como un factor 

de crecimiento autócrino. La IL-2 también actúa en linfocitos T periféricos, incluyendo a 

células CD4+ y CD8+, y es por lo tanto un factor de crecimiento parácrino. Durante la 

respuesta inmune, la IL-2 no circula en sangre, sino que actúa a distancia , por lo tanto, no 

puede ser considerado como un factor de crecimiento endocrino. La IL-2 es una proteína 

de 14-17 KD codificada por un solo gen en el cromosoma 4 humano.(7). 



La heterogeneidad en el tamaño de la proteína madura es debida a los sitios de glicosilación 

variables en el polipéptido de aproximadamente 130 aa. Normalmente, la IL-2 es transcrita, 

sintetizada y secretada por células T únicamente bajo la activación de antígenos. La síntesis 

de la misma es usualmente transitoria con un pico de secreción que ocurre después de su 

activación. (1). 

En humanos, la IL-2 se empezó a aplicar en 1982 a partir de una purificación parcial del 

cultivo de linfocitos humanos normales estimulados, y posteriormente del material de un 

tumor humano de células T. el cual permitió el tratamiento de pacientes con mg. de IL-2 

pura en 1983. Los ensayos clínicos con la IL-2 recombinante comenzaron en 1984. En la 

actualidad se le busca actividad terapéutica en más de 3000 pacientes con carcinomas y 

sarcomas metastásicos, los cuales han sido tratados con esta terapia con resultados bastante 

prometedores, ya que la mayoría de estos pacientes no respondieron a ninguna de las 

formas de terapia convencionales y se encontraban en un estado avanzado de la 

enfermedad. (55,57). 

III.- USO DE LA INTERLEUCINA-2 EN INMUNOTERAPIA DE CANCER 

EXPERIMENTAL. 

Lafreniere y col. estudiaron métodos para la expansión de células LAK en inmuno terapia, 

generadas en cultivos con IL-2 recombinante (rIL-2) por 3,5 y 7 días, no encontrando 

diferencias significativas en el número de células obtenidas, su toxicidad in vivo o su 

efectividad terapéutica (39). 

ligo y col. utilizaron transplantes experimentales de tumores murinos para evaluar la 

potenciación de la actividad antitumor, con una combinación de rHu-IL-2 e INFy 

utilizando un adenocarcinoma 755 vía s.c., encontrando que la combinación de terapias 

puede funcionar sinergísticamente en los variados sistemas murinos, dando evidencia de su 

potencial clínico. (29). 



Bailas y col. observaron la generación de células LAK en cultivos a partir de timocitos 

murinos, encontrando que estos fueron capaces de generar LAK con dosis relativamente 

grandes de IL-2 (500-1000 U/ml.) (11). 

Thoshitani y col. investigaron la transferencia adoptiva de células LAK, que pueden 

mostrar eficiente actividad antitumoral sin dañar a las células normales del huésped. 

Encontraron que las células LAK alogénicas y singénicas fueron igualmente activas in vivo, 

y que el uso de células LAK alogénicas es un método efectivo en inmunoterapia (77). 

Chong y col. encontraron una metodología que ayuda a la identificación y caracterización 

de las moléculas de superficie de las células tumorales reconocidas por las células LAK, 

observando que cada célula LAK puede ser poliespecífica, o que reconozca un marcador 

común en muchos tumores (16). 

Rodolfo y col. utilizaron adenocarcinoma C26 en ratones BALB/c para evaluar altas y 

bajas dosis de rIL-2 con y sin células LAK o linfocitos inmunes a tumor por vía s.c. , 

encontrando que a bajas dosis de rIL-2 obtienen mayor sobrevivencia, y que los linfocitos 

inmunes a tumor son más efectivos que las células LAK cuando se combinan con rIL-2 

(61). 

Ho y col. evaluaron los efectos de la administración exógena de rHu-IL-2 en tumores de 

ratones de diferentes edades, encontrando que la función de las células asesinas naturales 

fué menor en ratones viejos, y que la IL-2 incrementó la sobrevivencia en todos los ratones, 

demostrándose que el éxito del resultado no tiene relación con la edad (26). 

Rodolfo y col. utilizaron un adenocarcinoma murino C26 en ratones BALB/c para evaluar 

el potencial terapéutico del tratamiento con rIL-2 a dosis altas y bajas con o sin células 

LAK , o linfocitos inmunes específicos a células de tumor. Los resultados indican que los 

linfocitos son más efectivos que las células LAK cuando se da una combinación con rIL-2 

y tratamiento adyuvante (63). 



ligo y col. observaron en el caso de adenocarcinoma 755 la actividad antitumoral de la 

rHu-IL-la , el rHu-TNF y el rlNF-P fué incrementada con la administración concomitante 

de rHu-IL-2 (28). 

Marineóla y col. demostraron que la inmunoterapia adoptiva con células LAK humanas y 

rHu-IL-2 es más efectiva contra el crecimiento del cáncer pancreático en ratones . Este 

efecto es independiente de la actividad antitumoral de la IL-2 administrada sola (45). 

Cesario y col. observaron los efectos de la administración de dosis altas de IL-2 en ratas 

normales, concluyéndo que dichas dosis resultan significativamente dañinas a nivel 

funcional, bioquímico e histológico (14). 

Bergers y col. estudiaron la incorporación de la IL-2 en liposomas, midiendo después la 

eficacia de incorporación, la cual fué dependiente de la carga del liposoma, e! pH y la 

fuerza iónica del medio. Los liposomas con carga negativa resultaron ser los de mayor 

efectividad (12). 

Connor estudió el uso de IL-2 e INF-y para el tratamiento de cáncer. Se introdujeron los 

genes de ambos inmunomoduladores en células MTB-2, encontrándose una disminución de 

la capacidad formadora de tumores en las células utilizadas. Se logró un 60% de la 

regresión del tumor en los animales tratados (17). 

Uchiyama y col. determinaron que la transfección del gene de IL-2 en células de melanoma 

incrementa la respuesta de los linfocitos de sangre periférica en los pacientes con 

melanoma, lo que indica que la técnica es una estrategia importante en el incremento de la 

respuesta inmune inducida por vacunas de extractos celulares (78). 

Sznol y col. trabajaron con IL-2 en relación a la implementación de dosis, aplicaciones y 

sus posibles combinaciones con otros agentes biológicos y quimioterapia, en pacientes con 



carcinoma renal metastásico, llegando a la conclusión de que dosis altas de IL-2 pueden ser 

un potente agente anticancerígeno (74). 

Nakajima y col. probaron células NK activadas junto con IL-2 en pacientes con cáncer, asi 

como también anticuerpos monoclonales Anti-CD3, encontrando que una combinación de 

éstos con la J.L-2 es más efectivo que anticuerpos o IL-2 solos. Esta terapia es una 

alternativa de valor para el tratamiento de cáncer en humanos (49). 

Deehan encontró que la rIL-2 administrada a pacientes con tumores sólidos induce un 

efecto benéfico limitado en un 20-30% de los pacientes. Los resultados se reportaron en 

base a los niveles de citocinas en suero antes y durante el tratamiento con IL-2 (19). 

Vujanovic encontró que la subpoblación A-NK de células NK representa un grupo de 

células efectoras vs tumores sólidos, por lo que poseen un gran potencial terapéutico 

antitumoral (81). 

Foa y col. demostraron como los genes de las citocinas pueden ser transducidos en el DNA 

de varios tumores experimentales llevando a un incremento en la tumorigenicidad de las 

células neoplásicas tratadas (21). 

Anderson estudió los efectos de la formulación de rIL-2 utilizando diversas vías de 

administración. Los resultados se midieron en base a inmunoensayos enzimáticos, 

encontrándose que la ruta de administración es importante para determinar la concentración 

de droga adecuada y el efecto de citotoxicidad en las células tumorales estudiadas (6). 

Yang y col. sugirieron el uso secuencial de Anti-CD3, IL-2 y TNF para la inducción de 

células LAK y el mantenimiento de una potencial actividad antitumoral como una nueva 

estrategia en la inmunoterapia combinada (84). 



Rodolfo y col. activaron esplenocitos en cultivos de células de linfocitos tumorales en 

presencia de IL-2, para determinar que los linfocitos con potencial terapéutico pueden ser 

obtenidos de ratones con carcinoma de colon C26. La eficacia terapéutica de tales linfocitos 

fué buena cuando se compararon en una inmunoterapia adyuvante (62). 

Luo y col. comprobaron que la terapia adoptiva utilizando células NK. en lugar de células de 

bazo, en combinación con IL-2 exógena, puede mejorar la eficacia de la inmunoterapia en 

tumores (43). 

Joffret y col. demostraron que los liposomas incrementan la proliferación dependiente de 

IL-2 de una línea de linfocitos T citotóxicos (CTLL) usados para medir la actividad de IL-2 

. Los efectos se observaron mejor con dosis subóptimas de IL-2 y bajas concentraciones de 

lípidos (30) 



CANCER 

DIAGNOSTICADO 

NUMERO DE 

PACIENTES 

REGRESION 

COMPLETA 

REGRESION 

PARCIAL 

(MAXIMO 50%) 

REGRESION 

COMPLETA 0 

PARCIAL 

Riñon 72 8 17 25 
(35%) 

Melanoma 43 4 6 10 
(21%) 

Colorectal 30 1 4 5 
(17%) 

Linfoma no-
Hodgkin's 

7 1 3 4 
(57%) 

Sarcoma 6 0 0 0 

Pulmón 5 0 0 0 

Mama - - - -

Otros 9 0 0 0 

Total 177 14 30 44 
(25%) 

Tabla No. 1 Efectividad de tratamientos utilizando células LAK e IL-2 en 

cáncer humano 



CANCER NUMERO DE REGRESION REGRESION REGRESION 

DIAGNOSTICADO PACIENTES COMPLETA PARCIAL 

(MAXIMO 50%) 

COMPLETA 0 

PARCIAL 

Rinón 54 4 8 12 
(22%) 

Melanoma 42 0 10 10 
(24%) 

Colorectal 12 0 0 0 

Linfoma no 
Hodgkin' s 

11 0 0 0 

Sarcoma - - - -

Pulmón - - - -

Mama -i j 0 0 0 

Otros 8 0 0 0 

Total 130 4 18 22 
(17%) 

Tabla No. 2 Efectividad de tratamientos utilizando IL-2 en cáncer humano. 



CANCER TRATAMIENTO NUMERO DE REGRESION REGRESION 

DIAGNOSTICADO PACIENTES COMPLETA PARCIAL 

(MAXIMO 50%) 

Carcinoma Renal 
Metastásico 

INF-a 2b 
IL-2 

40 15 8 

Carcinoma Renal 
Metastásico 

IL-4 
IL-2 

17 j 5 

Cáncer de 
Pulmón no 
Metastásico 

IL-2 
IL-3 22 4 

— 

Melanoma 
Metastásico 

INF-a 
IL-2 

283 9 14 

Carcinoma Renal 
Metastásico 

INF-a 
IL-2 

20 4 

Cáncer 
Colorectal 

IL-2 
IL-3 22 

8 
-

Carcinoma Rena 
Avanzado 

INF-a 
IL-2 

23 2 
-

Carcinoma renal IL-2 
INF-y 

38 7 6 

Melanoma 
Avanzado 

IL-2 
INF-7 

4 4 2 
-

Tabla N o . 3 Efec t iv idad del t ra tamiento de cáncer h u m a n o u t i l izando IL-2 en 

c o m b i n a c i ó n con ot ras c i tocinas 



TIPO DE DAÑO DOSIS TIPO DE CANCER REFERENCIA 

Síndrome de escape 
capilar extravasación 

de fluidos con 
hipotensión. Edema 

pulmonar y fallo 
multiorgánico 

15 x 106 U/Kg Carcinoma Renal y 
Melanomas 

71 

Fiebre, anorexia, 
vómito, anemia y 
trombocitopenia. 

pg /Kb/bw/14 dias Cáncer de Pulmón 40 

Fiebre, escalofríos, 
vómito, diarreaa, 

dificultad para 
respirar, hipotensión, 

edema y prurito. 

2-6 x 10 6UI/m2/dia Carcinoma Renal 
Metastásico y 

Melanoma 1 

65 

Hipotensión, 
nefrotoxoicidad y 

fatiga 

1.5 x 106 UI/dia/4 
semanas 

Carcinoma Renal 
Metastásico 

56 

Infecciones del tracto 
urinario y tracto 

respiratorio, 
bacteremia e 

infecciones de la piel. 

700000 U/Kg Carcinoma Renal 1 
Metastásico 

54 

Fiebre, letargo, 
nausea y vómito. 

100 mg/dia Cáncer de Pulmón i 69 

Vómito y nauseas 720000 UI/kg/c 8 hrs Carcinoma Renal 
Metastásico 

35 

Prurito, hipotensión e 
incremento en peso. 

720000 UI/Kg/c 8 hrs Melanoma y 
Carcinoma Renal 

Metastásico 

22 

Disfunsión 
respiratoria, arritmias, 

fibrilación atrial, 
taquicardia e 
hipotensión. 

800000UI/kg Mael anoma 
Metastásico y 

Carcinoma de Células 
Renales 

82 

Fiebre, fatiga, 
Hipotensión, nauseas 

vomito y dolor de 
cabeza. 

21.6 x 106 UI/dia/2 
semanas 

Carcinoma renal 
Metastásico 

55 

Tabla No. 4 Efectos tóxicos de la IL-2 en tratamiento de cáncer humano 



IV.- PROPIEDADES GENERALES DE LOS LIPOSOMAS 

Por décadas, los biólogos celulares han estado interesados en las propiedades de las 

membranas celulares. Hace un cuarto de siglo que el estudio de las propiedades físicas de 

los componentes membranales condujo al descubrimiento de ciertas estructuras vesiculares 

cerradas formadas espontáneamente en dispersiones acuosas de lípidos. Este hecho fue 

encontrado accidentalmente en 1961 por Alee D. Bangham mientras evaluaba el papel de 

los fosfolípidos en la coagulación sanguínea , denominando a su creación liposomas. Estas 

vesículas artificiales de fosfolípidos presentan todas las propiedades físicas y químicas de 

las membranas celulares, lo que permitió en un principio utilizarlos en modelos in vilro de 

membranas biológicas en la investigación básica en bioquímica de membranas y 

mecanismos de transporte. 

Por mucho tiempo, éste fue el uso exclusivo que se les dio a los liposomas sin embargo, 

desde hace ya varios años los liposomas se han venido utilizando como un medio potencial 

para introducir deliberadamente materiales en el comportamiento intracelular. Así los 

liposomas surgieron como una nueva vía para introducir sustancias al interior de las células, 

lo cual llamó la atención a los biólogos celulares , moleculares , farmacólogos, 

inmunólogos y en general a todos los investigadores en biomedicina (6). De acuerdo con 

la definición proporcionada por la Academia de Ciencias de Nueva York, los liposomas son 

vesículas artificiales microscópicas compuestas de uno o más fosfolípidos, de tres clases 

diferentes: los de vesículas multilamelares grandes (VMG) que tienen un tamaño promedio 

de 80 nanómetros hasta 100 mieras, de vesículas unilamelares pequeñas (VUP) con un 

tamaño promedio de 20 a 50 nanómetros de diámetro y de vesículas unilamelares grandes 

(VUG) con un tamaño promedio de 60 a 100 nanómetros. (31). (FIGURA No. i). 

Los liposomas de VMG se forman espontáneamente cuando los lípidos apropiados son 

hidratados, tienen un volumen de captura de 4 jal en promedio por el contrario los de VUP 



Figura No. 1 Estructura general de los liposomas. ( A ) Vesículas 
Multilamelares Grandes. ( B ) Vesiculas Unilaraelares Pequeñas. ( C ) 
Vesiculas Unilamelares Grandes. 



atrapan poco volumen por mg. de lípido, dado que su volumen de captura promedio es de 

0.5 ¡al. y finalmente los de VTJG que presentan un volumen de captura de 11 jil por mg. de 

lípido en promedio.(32). 

La eficiencia de encapsulación para la VMG es de 10%, mientras que para las VUP y VUG 

es de 1 y 40 % respectivamente. Los lípidos que son utilizados para formar a los liposomas 

tienen dos cadenas hidrocarbonadas hidrofóbicas y un grupo hidrofílico principal, 

características que Ies otorgan en términos físicos y geométricos un estricto balance entre 

las cadenas y los grupos principales, para que las moléculas puedan empaquetarse de un 

lado a otro como cilindros para formar estructuras planas y alargadas. 

Los lípidos de algunos detergentes tienden a generar estructuras que se curvan sobre si 

mismas , llamadas micelas, mientras en los lípidos en los cuales las cadenas 

hidrocarbo nadas predominan, no pueden hidratarse completamente o se curvan en dirección 

opuesta para formar micelas invertidas. (68). 

Los fosfolípidos más comunes formadores de bicapas son fosfatidilcolina, fosfatidilserina, 

fosfatidiletanolamina y esfingomielina. Algunos lípidos cargados o colesterol pueden ser 

adicionados a la bicapa con la finalidad de cambiar las propiedades de superficie o de 

estabilizar la bicapa contra el ataque de algunos componentes del suero . (TABLA No. 

6).(23,31). 

La designación de la clase de lípido especifica el grupo principal, pero no la longitud o el 

grado de insaturación de la cadena hidrocarbonada. Las cadenas normalmente están 

formadas de 10-24 átomos de carbono y son completamente saturadas , o tienen un doble 

enlace en posición de 9-10. Para cada tipo de fosfolípido existe una temperatura de 

transición en la cual las cadenas cambian temporalmente de un estado bien ordenado 

parecido al sólido, a uno mucho más fluido, éste es el punto en el que las bicapas de lípidos 

se derriten en el mismo sentido como lo hace e! hielo. La temperatura de transición para las 

cadenas insaturadas es generalmente menor de los cero grados centígrados y para las 



cadenas completamente saturadas de 14-16 carbonos es de cerca de la temperatura 

fisiológica. La temperatura de transición de algunos fosfolípidos ha sido aprovechada en la 

construcción de liposomas sensibles a la temperatura para transportar drogas citotóxicas a 

tumores sólidos con hipertemia localizada.(23). 

Los liposomas constituyen uno de los mejores sistemas acarreadores de moléculas en 

biomedicina (TABLA No. 5) dadas sus características , entre las que se encuentran: 

fácilmente metabolizables in vivo , son no tóxicos ni antigénicos, las moléculas son 

atrapadas sin unión química, los lípidos con carga positiva o negativa pueden ser utilizados 

para la construcción de liposomas con distintas propiedades de incorporación, estabilidad e 

interacción con las células, el tamaño del liposoma influye también en la estabilidad, 

incorporación de la droga, y la distribución in vivo. El procedimiento de esterilización, el 

patrón de distribución y la absorción de la droga dependen totalmente de las propiedades 

fisicoquímicas del liposoma y no de la droga, las cuales son más fáciles de manipular que la 

droga misma.(31). 



M A C R O C E L U L A S S I S T E M A S N O S I S T E M A S 

M O L E C U L A S B I O D E G R A D A B L E S B I O D E G R A D A B L E S 

• INMUNOGLO BULINA • ERITROCITOS • METACRILATO • L1POSOMAS 

• GLICOPROTEINAS • L E U C O C I T O S • POLICRILATO • N I O S O M A S 

• F I B R I N O G E N O • HEPATOCITOS • POLIETILCELULOSA • UFASOMAS 

• POLILISINA • POLIACROLE1NA • EMULSIONES 

• H O R M O N A S • NYLON • MICELAS 

• L E C I T I N A • CUENTAS DE SILICE • MIC. DE AC LACTICO 

• A L B U M I N A • LIQ. SURFACTANTES Y GLICOL1CO 

• I N U L I N A • MIC. D E A L B U M Í N A 

• D E X T R A N • ESF. DE 

• D N A CARBOHIDRATOS 

• POLIO RTO ESTEROLES 

Tab la No. 5 Sistemas acarreadores de drogas en biomedicina. 



• SON METABOLIZABLES 

. FACILIDAD DE PREPARACION 

. SON NO TOXICOS Y NO ANTIGENICOS 

. LAS MOLECULAS SON ATRAPADAS SIN UNION QUIMICA 

. LAS MOLECULAS SENSIBLES SON PROTEGIDAS DE LA DEGRADACION O 

INACTIVACION 

. DEBIDO A SU PERMEABILIDAD, CONSTITUYEN UN SISTEMA DE 

LIBERACION DE MOLECULAS DEPENDIENTE DEL TIEMPO 

• AUMENTAN LA INCORPORACION DE MOLECULAS AL CITOPLASMA 

. EL PATRON DE DISTRIBUCION EN EL ORGANISMO PUEDE SER 

CONTROLADO POR LA CLASE DE LIPIDOS, TAMAÑO, CARGA. 

PERMEABILIDAD Y LIGANDOS ACOPLADOS A LA SUPERFICIE DE LAS 

VESICULAS 

• PUEDEN TRANSPORTAR UN AMPLIO RANGO DE MOLECULAS TANTO 

LIPOSOLUBLES COMO HIDROSOLUBLES 

Tabla No. 6 Propiedades generales de los liposomas. 



Los liposomas pueden interactuar con la célula de distintas maneras. La adsorción puede ser 

inespecífica o mediada por ligandos específicos tales como anticuerpos , hormonas, lectinas 

y puede o no dar lugar secundariamente a la incorporación endocítica de los liposomas y su 

contenido al interior celular. El intercambio de lípidos es un proceso en el cual se 

transfieren lípidos entre la membrana celular y la monocapa exterior del liposoma, sin 

existir asociación íntima entre ambos. La endocitosis es una de las formas más importantes 

de interacción, los fagocitos incorporan liposomas muy significativamente, mientras que 

otras células no fagocíticas, también endocitan liposomas, aunque en mucha menor 

proporción . 

La fusión de los liposomas con la membrana celular origina que cualquier lípido o proteína 

de éste sea insertada en la membrana, cuando las vesículas unilamelares se fusionan , su 

contenido es inyectado directamente en el citoplasma, mientras que cuando se fusionan las 

vesículas multilamelares , inyectan su contenido en el citoplasma secuestrado en unas pocas 

bicapas concéntricas de la vesícula original (FIGURA No.2). Debido a que muchas células 

exhiben diferentes grados de endocitosis y fusión , se han insertado proteínas en la cubierta 

de algunos virus en los liposomas , con la finalidad de mejorar la incorporación de este tipo 

de células. Cuando los liposomas son inyectados intravenosamente , interactuan 

inmediatamente con las lipoproteínas de alta densidad, las cuales remueven las moléculas 

de fosfolípidos de las bicapas ocasionando el rompimiento de los liposomas y la liberación 

de su contenido en la circulación general. Sin embargo, cuando los liposomas contienen 

colesterol o fosfolípidos saturados, presentan un comportamiento más estable in vivo , 

debido a que estos compuestos previenen la desestabilización en la membrana y por ende la 

liberación del contenido de los liposomas. (51). 

El tiempo en que los liposomas se mantienen en circulación depende del tamaño, la carga, 

la composición y la cantidad total de lípidos administrada, por ejemplo, las vesículas 

pequeñas tienen una vida media más larga que las vesículas grandes, y los liposomas con 
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carga positiva circulan por más tiempo que los liposomas con carga negativa. En 

circulación son incorporados por los monocitos, polimorfonucleares y células endoteliales, 

o interactuan con otros componentes de la sangre, así mismo, pueden ser removidos y 

retenidos por células fagocíticas del hígado, bazo, pulmón y medula ósea en la misma 

forma en que las otras partículas son removidas de la circulación. La cantidad de liposomas 

incorporada por estos órganos, es de alguna manera dependiente de la dosis de lípidos 

administrada, con dosis pequeñas, muchos liposomas son retenidos por el hígado, pero con 

dosis grandes la capacidad del hígado para remover partículas de la circulación es superada, 

y la cantidad que se mantiene en circulación incorporada en una mayor proporción por el 

bazo, pulmón y médula ósea; este fenómeno llamado " bloqueo del sistema 

reticuloendotelial " , el cual prolonga el tiempo de circulación de los liposomas, aunque no 

incrementa la acumulación a otros tejidos, porque produce un patrón de distribución muy 

similar. 

En algunas circunstancias se ha demostrado que la encapsulación de un agente puede 

incrementar su distribución a sitios de isquemia y abscesos. La acumulación de los agentes 

liposomales en los sitios de isquemia crónica es debida probablemente a un aumento en la 

lisis de los liposomas por fosfolipasas presentes en el tejido necròtico; los mecanismos 

involucrados en la localización de los liposomas en abscesos infecciosos involucra a los 

polimorfonucleares y a los monocitos circulantes. Los liposomas inyectados en la cavidad 

peritoneal tienen una conducta semejante en la manera en que otras partículas son 

removidas de este sitio, una proporción de liposomas intactos alcanza los linfáticos y 

eventualmente llegan a circulación con la subsecuente distribución a los órganos del 

sistema reticuloendotelial. (8). Los liposomas inyectados subcutáneamente o 

intramuscularmente, son lentamente distribuidos del sitio de la inyección e incorporados al 

sistema linfático y solamente una pequeña cantidad alcanza la circulación, y eventualmente 

se distribuyen en hígado y bazo. Los liposomas también han sido administrados 

tópicamente, demostrándose que a través de esta ruta constituyen un sistema de liberación 

continua; así mismo los liposomas han tenido que ser administrados por otras vías, en las 

cuales se incluyen la vía oral, intraarticular y endolinfática entre otras (23). 



Se han diseñado una gran variedad de métodos para la construcción de Iiposomas. Dos 

parámetros importantes que hay que considerar para la elección de uno de estos métodos, es 

el volumen capturado y la eficiencia de encapsulación, ambos están en función del tamaño 

y concentración de las vesículas. El volumen capturado es definido como el volumen 

atrapado por una cantidad dada de lípidos, y se representa por unidades de litro atrapados 

por mol de lípidos totales. La eficiencia de encapsulación es definida como la fracción del 

compartimento acuoso secuestrado por las bicapas de lípidos, esta medida es directamente 

proporcional a la concentración de lípidos, cuanto mayor cantidad de lípidos este presente, 

más soluto puede ser secuestrado en los Iiposomas. El método ideal es quizás aquel que 

produzca Iiposomas a partir de una gran variedad de componentes lipídicos, un amplio 

rango de concentraciones de lípidos, así como generar una población de vesículas con alto 

grado de homogeneidad. Finalmente el método debe requerir el mínimo de tiempo posible 

para evitar daño y contaminación de los lípidos, y la factibilidad de desarrollo a nivel 

masivo. Quizás no exista un método que reúna todas estas características, sin embargo, 

existen diversos métodos que pueden ser adaptables a las necesidades del trabajo. (TABLA 

No. 3) (31,73). 

Los Iiposomas pueden ser utilizados de dos maneras diferentes: 

1).- Para introducir agentes en las células que actúan contra residentes no deseables que 

pueden ser microorganismos o sustancias químicas. 

2).- Para introducir agentes, los cuales activen la muerte de la célula u otras propiedades de 

la misma. 

En ambos casos, se han obtenido aportaciones considerables en la utilización de los 

Iiposomas con el objeto de mejorar la eficiencia de los agentes antimicrobianos, 

quimioterapia antitumoral e inmunomoduladores. Su uso como tal en estas áreas representa 

una de las aplicaciones más fascinantes desde su descubrimiento. 



V.- LNMUNOMODULADORES ENCAPSULADOS EN LIPOSOMAS 

Actualmente la inmunoterapia con una amplia variedad de agentes modificadores de alguna 

función biológica en motivo de una minuciosa evaluación en el campo clínico. Así, la 

inmunotrapia promete consolidarse como una opción con posibilidades de aumentar el 

tiempo de sobrevida de los pacientes con enfermedades caracterizadas por un fuerte 

compromiso inmunológico. (71). 

Aunque la tecnología del DNA recombinante y los métodos de purificación actuales nos 

brindan la posibilidad de disponer en cantidades suficientes de las sustancias con capacidad 

de modular las funciones inmunológicas y a pesar del enorme potencial de la inmunoterapia 

en relación a su combinación con otras formas de tratamiento (quimioterapia, radioterapia y 

cirugía), pocos han sido los estudios encaminados a incrementar los efectos de los 

inmunomoduladores. Esto es explicable, porque la '"era" de los inmunomoduladores apenas 

comienza y por el repentino salto que han dado desde su descubrimiento a su producción 

masiva y aplicación clínica.(40). 

Una de las alternativas para mejorar la efectividad terapéutica de los inmunomoduladores, 

son los liposomas, dado que estos agentes atrapados en ellos, son tomados en forma pasiva 

y natural por las células y los órganos del sistema reticuloendotelial. los blancos precisos de 

una sustancia con propiedades inmunoestimulantes. Así, los liposomas pueden transportar a 

un inmunomodulador al lugar indicado donde es requerido para modular la respuesta 

inmune. La distribución a un sitio específico a través de un vehículo, es mucho más 

recomendado para aquellos inmunomoduladores que son capaces de estimular otras 

funciones fuera del sistema inmunológico, y que por tal motivo producen efectos 

secundarios indeseables. (65). 

A la fecha solo algunos inmunomoduladores han sido encapsulados en liposomas (TABLA 

No. 4) y existe una preparación de liposomas conteniendo MTP (muramil tripéptido) en 

estudios de fase 1 para el tratamiento del cáncer humano, patentada por Ciba-Geigy. 



En todos los casos se ha logrado demostrar que el inmunomodulador presente en los 

liposomas es mucho más potente que en su forma libre. El número de inmunomoduladores 

aumenta continuamente a medida que se van adquiriendo nuevos conocimientos sobre el 

sistema inmune, sus interacciones y sus mecanismos de regulación, además del estudio de 

nuevos agentes de origen microbiano y vegetal.; de tal manera que el potencial de 

manipularlos con la utilización de liposomas es muy amplio y especialmente 

pro metedor. (74). 

Los liposomas actualmente son considerados como los vehículos que pueden cambiar 

radicalmente en un futuro no muy lejano las formas de tratamiento de las enfermedades 

infecciosas y el cáncer. En los próximos años, la aceleración de los conocimientos y las 

técnicas utilizadas nos deparan con toda seguridad importantes descubrimientos en esta área 

de la biomedicina.(44). 

VI.- IL-2 ATRAPADA EN LIPOSOMAS 

Diferentes ensayos clínicos han confirmado que pautas de tratamiento a base de altas 

concentraciones de IL-2 pueden inducir la regresión de tumores resistentes a la terapia 

convencional. Los resultados mas favorables se han encontrado en el tratamiento de 

melanoma maligno metastásico y e! carcinoma de células renales, donde son esperables 

alrededor de un 20 % de respuestas positivas, incluyendo algunas remisiones completas. A 

pesar de que los resultados obtenidos con IL-2 , en combinación o no con LAK7TIL son 

considerados como uno de los logros mas significativos de la inmunoterapia , existen serias 

limitaciones para la aplicación de este tratamiento. Una de las mas importantes es la grave 

toxicidad de la IL-2 que, además de ser un factor limitante de dosis, restringe su uso a 

enfermos terminales. Sobre el endotelio vascular se produce el llamado Síndrome de 

Escape Capilar: extravasación de fluidos con hipotensión, edema pulmonar y fallo 

multiorgánico (71). Dado que las manifestaciones más importante de toxicidad (fiebre, 

disfunción renal y hepática, edema, etc.) han sido asociadas con altas dosis y administración 



prolongada de la IL-2 en humanos se ha demostrado que los liposomas pueden modificar la 

toxicidad por la alteración en la absorción y distribución de la droga atrapada. (41). Es por 

ello que actualmente se están valorando dosis y pautas de tratamiento menos tóxicas , como 

es el hecho de atrapar la molécula de IL-2 en diversos sistemas de liberación como PEG, 

microesferas de Metacrilato y Liposomas. 

La asociación covalente de polietilenglicol (PEG) con rIL-2 resulta en una proteína 

bioactiva (PEG-IL-2) con una vida media prolongada, reducida reacción a los anticuerpos e 

incrementada eficacia antitumoral in vivo después de la administración intravenosa en 

modelos animales. Steerenberg y col. (68) han reportado un efectivo tratamiento 

locoregional en la línea 10 de cobayos portadores de un hepatocarcinoma, con inyecciones 

intratumorales de PEG-IL-2. encontrando que la administración de PEG-IL-2 fue menos 

inmunogénica que la rIL-2 en la línea de cobayos utilizada, demostrando también que la 

eficacia terapéutica de el tratamiento intratumoral de PEG-IL-2 se ve disminuida después 

de una terapia previa de ríL-2 o PEG-IL-2. ( 36,86,85). 

Otras pruebas llevadas a cabo consistieron en comparar el efecto de la encapsulación de la 

IL-2 en liposomas pequeños, unilamelares, creando un sistema de liposomas tipo SSL-IL-

2 y liposomas , así como la unión de la IL-2 al Polietilenglicol: PEG-IL-2, para determinar 

si se lograba un mayor efecto antitumoral que al utilizar la IL-2 libre. Kedar y col. (32) 

reportan que en estudios in vivo utilizando ratones de la cepa BALB/c con carcinoma 

metastásico avanzado, previamente tratados con quimioterapia el sistema SSL-IL-2 fue 

significativamente más efectivo que IL-2 libre, incrementando el número de linfocitos en 

bazo y sangre periférica, así como la actividad de las células LAK. Resultados similares se 

obtuvieron con PEG-IL-2, que también incrementa la sobrevivencia de los ratones 2 a 6 

veces más que la IL-2 libre. 

Con la finalidad de incrementar la eficacia terapéutica de la IL-2 recombinante se ha 

comenzado a utilizar en modelos experimentales el atrapamiento de dicha molécula en 

diferentes tipos de liposomas. El uso de los mismos ofrece diversas ventajas como la 



protección de la citoquina atrapada de los efectos deteriorantes de las enzimas del plasma y 

anticuerpos in vivo , gran versatilidad en formulaciones liposomales, biocompatibilidad y 

factibilidad d de producir las dosis permitidas por la industria farmacéutica. Recientemente 

los modificadores de la respuesta biológica y algunas citoquinas , particularmente la IL-2 se 

han sido empleados en animales y en tratamientos clínicos preliminares. (6). 

Bergers y col. estudiaron la incorporación de la IL-2 en liposomas, midiendo después la 

eficacia de la incorporación, la cual fue dependiente de la carga del Hposoma, el pH y la 

fuerza iónica del medio. Los liposomas con carga negativa resultaron los de mayor 

efectividad (12). 

Konno y col. demostraron que la rHu-IL-2 atrapada en liposomas y aplicada en inyecciones 

peritumorales en ratones BALB/c inhibió significativamente el crecimiento de tumores 

sólidos y prolongaron el tiempo de sobrevivencia de los animales tratados. (37). 

Kedar y col. (32) en un intento por incrementar la eficacia terapéutica de la ÍL-2 

recombinante humana encapsularon dicha molécula en liposomas unilamelares grandes y 

pequeños, midiendo la actividad en sistemas in vitro e in vivo utilizando ratones de la cepa 

C57BL/6 , encontrando que la IL-2 atrapada en liposomas pequeños tiene una 

farmacocinética superior a la IL-2 libre o atrapada en liposomas grandes, con una ventaja de 

más del 85% de encapsulación de la 11-2 con actividad biológica, facilidad de preparación y 

una mayor estabilidad a 4 y 37 0 C . 

La eficacia preclínica y terapéutica contra metástasis hepática y pulmonar en ratones de la 

IL-2 y liposomas ha sido reportada en el sarcoma murino MCA-106 y el adenocarcinoma 

de colon MC-38 por Loeffler y cois. (41), quienes demostraron que este modelo de estudio 

con animales es apropiado para determinar aspectos de toxicidad de la IL-2, efectos 

histopatológicos, química del suero y valores clínicos hematológicos. 



Estudios similares fueron llevados a cabo por Anderson y col. (5) incorporando IL-2 en 

liposomas multilamelares para modificar la biodistribución y prolongar la vida media de la 

citocina. Se utilizaron ratas para evaluar y caracterizar la toxicidad y los efectos patológicos 

de los liposomas-IL-2 administrados por vía i.v. contra 1L-2 libre, encontrándose que al 

atrapar la IL-2 en liposomas se logra incrementar su potencia y disminuir la toxicidad 

pulmonar ocasionada por la utilización de la IL-2 libre. 

Loeffler y col. ( 4 1 ) describen la eficacia antitumoral de el uso combinado de células LAK 

e IL-2 encapsulada en liposomas un modelo de metástasis hepática murina utilizando el 

adenocarcinoma de colon MCA-38. El resultado demuestra un efecto sinergista entre la IL-

2 y las células LAK cuando la citocina es encapsulada en liposomas. 

Recientemente Adler y col. (2) probaron el efecto de una vacuna utilizando liposomas 

alogénicos humanos contra melanoma, sola o en combinación con IL-2 en pacientes con 

melanoma metastásico. La vacuna fue preparada de fosfolípidos semisintéticos : dimiristol, 

fosfatidilcolina y dimiristol-fosfatidilglicerol, y membranas de 6 líneas celulares de 

melanoma humano. Se encontró una conversión de las respuestas de hipersensibilidad 

retardada a antígenos de melanoma en seis pacientes que mostraron mejoría clínica así 

como un aumento en la respuesta proliferativa a antígenos de melanoma y en la actividad 

citotóxica contra líneas de melanoma. El mayor porcentaje de respuestas favorables se 

observó en el grupo tratado con liposomas y dosis bajas de IL-2 aplicada localmente 



HIPOTESIS 

La IL-2 recombinante atrapada en liposomas umlamelares puede inducir mayor efecto 

antitumoral que la IL-2 libre en ratones tratados con el linfoma subcutáneo L-5178Y. 



OBJETIVOS 

1. Desarrollar un método que aumente la eficacia en el atrapamiento de 1L-2 recombinante 

en liposomas unilamelares. 

2. Desarrollar un modelo experimental para evaluar la eficacia de estos 

inmunomoduladores. 

3. Determinar el efecto antitumoral de la IL-2 recombinante libre y encapsulada en 

liposomas, contra el linfoma subcutáneo L-5178Y. 

4. Determinar la expresión de citoquinas TH 1 y TH 2 en el tejido tumoral de animales 

tratados con IL-2 recombinante libre y atrapada en liposomas. 





MATERIAL Y METODOS 

LINEA CELULAR TUMORAL 

La línea celular tumoral utilizada fue un linfoma subcutáneo denominado L-5178 Y, el cual 

fue originalmente inducido con metilcolantreno en ratones DBA/2 (H-2d) y que se mantuvo 

en fase ascítica por transplantes periódicos en ratones BALB/c (H-2d). 

PROPAGACION DEL TUMOR 

El linfoma se mantuvo en ratones de la cepa BALB/c. inoculando en forma intraperitoneal e 

2 x 106 células por ratón, reuspendidas en solución de PBS en un volumen total de 0.2 mi., 

obtenido por punción intraperitoneal de un ratón portador. El inoculo se realizó cada 15-18 

días (25). 

DETERMINACION DE LA SOBREVIVENCIA DE RATONES BALB/c A 

DIFERENTES DOSIS DE LIINFOMA L-7158 

Se sacrifico un ratón previamente inoculado con la línea celular del linfoma L-5178Y para 

extraer el paquete celular requerido, resuspendiendo las células en solución de PBS, 

centrifugándose a 2500 r.p.m. /10 min. Se lavaron las células nuevamente y se ajustaron con 

la misma solución, preparando 5 grupos de 10 ratones c/u que recibieron las siguientes 

dosis de células tumorales : 2x 105, 1 x 1 0 \ 2 . 5 x 10*, 10 x 106 y 1 x 108 células/ratón. Se 

inoculo en un volumen total de 0.2 mi de solución de Hanks, vía s.c en la región dorsal del 

ratón, moni toreándose la sobrevivencia durante un periodo de 30-40 días. 



DETERMINACION DE LA VIA DE ADMINISTRACION Y DOSIS OPTIMA DE IL-

2 LIBRE EN LA REGRESION DEL TUMOR 

El día nueve se administró IL-2 en dosis de 5000, 10000, 20000, 40000 y 80000 U , 5 

grupos por vía i.v , en un volumen total de 0.2 mi. y 5 grupos por vía i.t. en un volumen total 

de 0.3 mi. Se monitoreó la sobrevivencia durante los siguientes 30 días. Cada dosis se 

administró a grupos de 10 ratones que fueron previamente inoculados con 2.5 x 106 células 

tumorales del linfoma (día 0), igualmente se preparó un grupo control el cual solamente se 

inoculó con las células tumorales. En todos los grupos se monitoreó la sobrevivencia durante 

un período de 30-40 días. 

ATRAPAMIENTO DE INTERLEUCINA-2 RECOMBINANTE EN LIPOSOMAS 

Se colocaron en un matráz O.Olg de colesterol, 0.03g de fosfatidilcolina y O.Olg de 

fosfatidiletanolamina, disolviéndose en 2 mi. de cloroformo, mezclándose en un vórtex por 

30 seg. Utilizando un flujo continuo de N2 se evapora el cloroformo hasta la producción de 

un film de fosfolípidos en la pared del matráz, enseguida se agrego 1 mi de IL-2, 1 X 10 6 U 

(250 pg/ml) y 1 mi de PBS. Se agitó vigorosamente en un vortex por 5 minutos hasta 

disolver los fosfolípidos y formar vesículas muí ti lamelares conteniendo la IL-2. Para 

producir vesículas unilamelares por el método de extrusión se utilizo un extruder (Lipiex 

biomembranics, Vancuver Canadá) usando membranas de policarbonato con un poro de 100 

nm de diámetro. Los liposomas son extruidos entre 5 y 10 veces a través de la membrana 

utilizando una presión de N2 entre 200-500 nm de Hg. Una vez obtenidos se colocaron en 

viales en alícuotas de 1 mi y se congelaron a -20° C hasta su utilización, por un período no 

mayor de una semana después de su fabricación. 



DETERMINACION DE LA VIA DE ADMINISTRACION Y DOSIS OPTIMA DE IL-

2 ATRAPADA EN LIPOSOMAS EN LA REGRESION DEL TUMOR 

Se inocularon 10 grupos de 10 ratones c/u con la dosis óptima de sobrevivencia al linfoma 

L-5178Y, (día 0) y un grupo control. El día nueve se inocularon los ratones con la IL-2 

atrapada en liposomas en las siguientes dosis : 5000, 10000, 20000, 40000 y 80000 U, 

inoculándose vía i.v en un volumen total de 0.2 mi o vía i.t en un volumen de 0.3 mi. Se 

monitoreo la sobrevivencia durante los siguientes 30 días. 

EXTRACCION DE RNA DE TEJIDO TUMORAL Y BAZO 

Se llevó a cabo utilizando el reactivo de TRIZOL (Gibco BRL., Gaithersburg, M.D.). Esta 

técnica se desarrolló según como lo describe Chomeczynski (15). 100 mg de tejido fueron 

homogeneizados con 1 mi de TRIZOL y se incubaron posteriormente a temperatura 

ambiente. Se adicionaron 200 ul de cloroformo y se agitaron por 15 seg. se incubaron 2-3 

rain, y se centrifugaron a 12000 g/5 min. a 4o C , formándose una fase acuosa en la parte 

superior, una interfase y una fase orgánica en el fondo. El RNA se precipito a partir de la 

fase acuosa por la adición de 0.5 mi de isopropanol, se centrifugo a 12000g/5 min. a 4o C y 

se lavo el paquete con etanol al 70%. Se removió el etanol para solubiüzar el RNA y se 

disolvió el paquete con agua tratada con DEPC. Para la integridad del RNA fue corrido en 

geles de Urea-Poliacrilamida. 

PRODUCCION DE cDNA. 

Se coloco en un tubo eppendorf 2 p.g de RNA, 5 jil de solución amortiguadora RT 

(Transcriptasa Reversa), 1 pl de DTT (Dithiotreitol) 10 mM, 1 jil de inhibidor de RNAsas 

(RNAsin), 4 de dNTP (Deoxinucleótidos) 40 mM, 1 de oligo d (T) 165 mM, 200 U/fxl 

de Superscript RT (Transcriptasa Reversa) y agua tratada con DEPC al 0.5% hasta obtener 

un volumen final de 30 jal. Se incubó la mezcla a 37° C por 90 min.; se congeló 

posteriormente hasta el momento de su uso. 



METODO DE RT-PCR PARA DETECTAR LA EXPRESION DE CITOQUINAS 

THI (INF-y , IL-2 E IL-12) Y TH2 (IL-4, IL-5 E IL-IÜ) EN TEJIDO TUMORAL. 

El método utilizado para determinar la expresión de citoquinas THI y TH2 en el tumor fue 

el descrito por Reiner y col. (35). Se colocó en un tubo 0.5 pg de DNA, 0.2 mM de cada 

dNTP, 1.5 mM de MgCl2, 100 ng de cada primer, 10 mM de tris HCI , 59 mM de KCI, 

0.01% de gelatina, pH 8.3 (a 37° C) y una U de Taq DNA polimerasa. Las condiciones para 

la reacción consisten en 94° C/l min. , 50° C, 50° C y 72° C/30 seg. durante 30 ciclos. Los 

productos se analizaron en un gel de 20% de políacrilamida y 8 M de urea, y se analizó por 

luz ultravioleta después de ser teñido con una solución de bromuro de etidio. 

NOTA: Las secuencias de los primers utilizadas para cada citoquina fueron las siguientes: 

IL-12 5' ATGGCCATGTGGGAGCTGGAG 3' 

3' TTTGGTGCTTCACACTTCAGG 5' 

IL4 5' CATCGGCATTTTGAACGAGGTTC 3' 

3' CTTATCGATGAATCCAGGCATCG 5' 



RESULTADOS 

EFECTO DE DIFERENTES DOSIS DEL LINFOMA L-5178Y EN LA SOBREVIVENCIA 
DE RATONES BALB/c. 

Para determinar la dosis óptima del linfoma L-5178Y en la sobrevivencia de los ratones, 

con el objeto de conocer la cantidad de células que ocasionan un porcentaje de mortalidad 

mayor al 90% en un lapso no mayor de 30 días se probaron las siguientes dosis del linfoma : 

2 x 10 4 1 x 10 \ 2.5 x 10 5 x 10 6 y 10 x 10 6 células /ratón. Se probaron cinco dosis 

diferentes de concentraciones celulares del linfoma L-5178Y encontrándose que dosis bajas 

de células, del orden de 2 x 10 4 células/ratón no causan efectos marcados en la taza de 

mortalidad de los grupos de trabajo, ya que se registró un porcentaje de sobrevivencia de 

90% a los 30 días posteriores a la inoculación del ftimor, a diferencia de las dosis de 5 x 10 6 

y 10 x 10 6 células/ratón que ocasionan un porcentaje de sobrevivencia de 50% y 25% 

respectivamente. (Figura No. 3). Las dosis con menor porcentaje de sobrevivencia fueron las 

de 1 x 106 con un 30% y la de 2.5 x 10 6 con un 10% a treinta días de inoculado el tumor. 

EFECTO DE LA IL-2 INTRAVENOSA EN RATONES BALB/c CON LINFOMA L-
5178Y. ( DOSIS ALTAS ). 

Una vez determinada la dosis que origina un porcentaje mayor al 90% de mortalidad en un 

período de 30 días se probaron dosis altas de IL-2 inoculándose por vía intravenosa.(Figura 

No. 4). La dosis de 80000 U de IL-2 registró un porcentaje de sobrevivencia del 10%, 40000 

U de IL-2 un 0% , menor que el 10% registrado por el grupo control y 20000 U de IL-2 un 

30% de sobrevivencia. 



EFECTO DE DIFERENTES DOSIS DE IL-2 INTRAVENOSA EN RATONES BALB/c 
CON LINFOMA L-5178Y. 

La Figura No. 5 muestra los resultados obtenidos al probar dosis bajas como lo son 20000, 

10000 y 5000 U de IL-2, con lo cual se registraron porcentajes del 70%, 40% y 60% 

respectivamente, mientras el control presenta un 40%. 

EFECTO DE 20000 U DE IL-2 LIBRE Y LIPOSOMAL VIA INTRAVENOSA EN 
RATONES BALB/c CON LINFOMA L-5178Y. 

Habiendo encontrado las dosis que parecen tener la mejor efectividad en el incremento de 

las tasas de sobrevivencia se realizó un experimento utilizando 20000 U de IL-2 libre y 

liposomal, por vía intravenosa. (Figura No. 6). Con una dosis de 20000 U de IL-2 libre 

administrada por vía intravenosa se registró un 30% de sobrevivencia a los treinta días a 

diferencia del 40% observado con la aplicación de la misma dosis pero con la IL-2 atrapada 

en liposomas. El resultado del grupo control fue 0% de sobrevivencia. 

EFECTO DE 20000 U DE IL-2 LIBRE Y LIPOSOMAL VÍA INTRA TUMORAL EN 
RATONES BALB/c CON LINFOMA L-5178Y. 

Por vía intratumoral la misma dosis de 20000 U de IL-2 libre presenta un porcentaje de 

sobrevivencia del 60%, 40% arriba que el control. El mismo resultado se obtuvo al probar la 

misma dosis de IL-2 pero atrapada en liposomas. En este experimento el control registró un 

20% de sobrevivencia al día treinta. (Figura No. 7). 

Dados los resultados anteriores se decidió probar el efecto de 5000 U de IL-2 tanto libre 

como liposomal por ambas vías. 

EFECTO DE 5000 U DE IL-2 LIBRE Y LIPOSOMAL VlA INTRAVENOSA EN 
RATONES BALB/c CON LINFOMA L-5178Y. 

La Figura No. 8 nos muestra el resultado obtenido inoculando 5000 U de IL-2 libre por vía 

intravenosa, donde se registra un 30% de sobrevivencia,; en cambio, cuando la interleucina 



es atrapada en liposomas, por la misma vía incrementa a un 70% la sobrevivencia, 40% más 

respecto al control, que fue de un 20% al día treinta. 

EFECTO DE 5000 U DE IL-2 LIBRE Y LIPOSOMAL VÍA INTRATUMORAL EN 
RATONES BALB/c CON LINFOMA L-5I78Y. 

Finalmente se probó la vía alterna, es decir intratumoral con la misma dosis de 5000 U. Al 

inocular IL-2 en forma libre se registró un 40% de sobrevivencia, la mitad del 80% 

registrado al atrapar la IL-2 en liposomas. (Figura No. 9). El control registró solo un 20% de 

sobrevivencia. 

MONITOREO DEL PESO DE RATONES BALB/c CON LINFOMA L-5178Y 
TRATADOS CON 5000 U DE IL-2 LIPOSOMAL VIA INTRATUMORAL. 

Otro parámetro analizado fue el incremento en peso registrado en un lapso de 15 días 

después de la inoculación del tumor, en los ratones del grupo tratado con 5000 U de IL-2 por 

vía intratumoral debido a que fue el grupo de trabajo con mayor porcentaje de sobrevivencia 

de todos los analizados en un período de 15 días posteriores a la inoculación del tumor. 

(Figura No. 10). El incremento en peso es debido principalmente al crecimiento y expansión 

del tumor. Como puede observarse a partir del día 10 comienza a dispararse el incremento 

en peso de los ratones del grupo control a diferencia del grupo tratado con IL-2 que registran 

una ganancia en peso de 13.5 g a diferencia de 20.9 g de el grupo control. Se registra una 

diferencia de 7.4 g de diferencia en peso entre el control y el tratamiento. 



o 1 1 

O 5 10 15 20 25 30 35 40 
D I A S P O S T E R I O R E S P A R A LA I N O C U L A C I O N D E L T U M O R 

Figura No. 3 Efecto de diferentes dosis del linfoma L-5l78Yen la sobrevivencia de 
ratones BALB/c. Se inocularon grupos de ratones con: 2 x 10 4 ( O ),l x 10 6 ( A ), 2.5 x 106 

(•), 5 x 10 6 ( • ) y 10 x 106 ( # ) células/ratón, monitoreandose la sobrevivencia durante los 
siguientes cuarenta días. 
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Figura No 4 Efecto de la IL-2 intravenosa en ratones BALB/c con linfoma L-5178Y. Las 
dosis probadas fueron 20000 U ( A ), 40000 U ( • ) y 80000 U ( • ) , asi como un grupo 
control ( O ), de todos los cuales se monitoreo la sobrevivencia en un penodo de 30 días 
posteriores a la inoculación del tumor. 
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Figura No 5 Efecto de diferentes dosis de IL-2 intravenosa en ratones BALB/c con 
linfoma L-5178Y Los tratamientos corresponden a 20000 U ( A ), 10000 U ( • ) y 5000 U 
( • ). El resultado de el grupo control ( • ) se registró también hasta los 30 días postenores a 

la inoculación del tumor. 
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Figura No. 6 Efecto de 20000 U de IL-2 libre y liposomal vía intravenosa en ratones 
BALB/c con linfoma L-5178Y. La dosis probada fué inoculada por vía intravenosa en 
forma libre (A) y liposomal ( • ) . También fue monitoreado el grupo control ( • ) en un 
periodo de 30 días posteriores a la inoculación del tumor. 
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Figura No. 7 Efecto de 20000 U de ÍL-2 libre y liposomal vía intratumoral en ratones 
BALB/c con linfoma L-5178Y. La sobrevivencia en los grupos que recibieron los 
tratamientos con IL-2 en forma libre (A) y atrapada en liposomas (O) fiie analizado junto 
con el comportamiento registrado por el grupo control ( • ) . 

1 0 2 0 1 1 8 4 9 9 
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Figura No 8 Efecto de 5000 U de IL-2 libre y liposomal vía intravenosa en ratones 
BALB/c con linfoma L-5178Y. La sobrevivencia en los grupos que recibieron los 
tratamientos con IL-2 en forma libre (A) y atrapada en liposomas ( • ) . fue analizado junto 
con el comportamiento registrado por el grupo control ( • ) hasta , 0 días postenores a la 

inoculación del tumor. 
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Figura No. 9 Efecto de 5000 U de IL-2 libre y liposomal vía intratumoral en ratones 
BALB/c con linfoma L-5178Y. La sobrevivencia en los grupos que recibieron los 
tratamientos con IL-2 en forma libre (A) y atrapada en liposomas ( • ) fue analizado jun to 
con el comportamiento registrado por el grupo control ( • ) hasta 30 días posteriores a la 
inoculación del tumor. 
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Figura No. 10 Monitoreo del peso de ratones BALB/c con linfoma L-5178Y tratados con 
5000 U de IL-2 liposomal vía intratumoral.Se determinó el incremento en peso registrado 
por el grupo que recibió tratamiento ( • )con 5000 U de IL-2 vía i.t , así como un grupo 
control ( • ) en un período de 18 días posteriores a la inoculación del tumor. 



TRATAMIENTO DOSIS VIA DE 
ADMINISTRACION 

% DE 
SOBREVIVENCIA 

AL DIA 30 
DESPUES DE 

INOCULADO EL 
LINFOMA L-5178Y 

IL-2 LIBRE 80000 U i.v. 10 
IL-2 LIBRE 40000 U i.v. 20 
IL-2 LIBRE 20000 U i.v. 30 
IL-2 LIBRE 10000U i.v. 40 
IL-2 LIBRE 5000 U i.v. 30 
IL-2 LIBRE 20000 U i.t. 60 
IL-2 LIBRE 10000U i.t. 70 
IL-2 LIBRE 5000 U i.t. 40 

IL-2 LIPOSOMAL 40000 U i.v. 60 
IL-2 LIPOSOMAL 20000 U i.v. 40 
IL-2 LIPOSOMAL 5000 U i.v. 70 
IL-2 LIPOSOMAL 20000 U i.t. 60 
IL-2 LIPOSOMAL 5000 U I.t. 80 

Tabla No.7 Efecto de diferentes dosis y vías de administración de IL-2 en la sobrevivencia 

de ratones portadores del linfoma L-5178Y. 



Ratones Normales Ratones Control Ratones Tratados con 
5000 U de IL-2 en 

Liposomas 

Gen Bazo Tejido Bazo 
15d 30 d 

Tumor 
15 d 30 d 

Bazo 
15d 30 d 

Tumor 
15 d 30 d 

IL-12 - - - - + + + + 
ÏL-4 - - - - - + 

G3PDH + + + + + + + + + + 

Tabla No. 8 Expresión local y sistèmica de citoquinas encontrada en ratones BALB/c 
tratados con IL-2 recombinante atrapada en liposomas. 



Figura No 11 Efecto antitumora, de la Interleucma-2 
rigura wo. xx invección subcutanea 
recombinante atrapada en ^ . ^ ^ ^ ^ ^ ^ a ^ s con 5000 U 
de 2.5 x 10 6 células del ^ f ^ ^ ^ o r l l (20 días después 
de IL-2 9 días después por via de 2.5 x 
de la inoculación del tumor) (Binyecci ^ ^ 
10 G células del linfoma L-5178Y U U 
inoculación del tumor). 
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Fig No 12 Expresión de G3PDH en bazo y tumor de ratones tratados con IL-2 recombinante en 
liposomas. Expresión de G3PDH ( 540 pb ). Marcadores (1), control negativo (2), bazo a los 30 dias 
despues de la inoculación del tumor sin tratamiento (3) y bazo a los 15 dias (4), bazo a los 30 días (5), 
tumor a los 15 dias (6) tumor a los 30 dias (7) de los ratones tratados. Los productos de PCR foeron 
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y teñidos con bromuro de etidio. 



Fig. No. 13 Expresión local y siste'mica de IL-12 en ratones tratados con IL-2 recombinante en 
liposomas. Expresión de IL-12 ( 420 pb ). ). Marcadores (1), control negativo (2), bazo a los 30 días 
despues de la inoculación del tumor sin tratamiento (3) y bazo a los 15 dias (4), bazo a los 30 dias (5), 
tumor a los 15 dias (6) tumor a los 30 dias (7) de los ratones tratados. Los productos de PCR fueron 
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y teñidos con bromuro de etidio. 

r 
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Fig. No. 14 Expresión local y siste'mica de IL-4 en ratones tratados con IL-2 recombinante en 
liposomas. Expresión de IL-4 ( 388 pb ). ). Marcadores (1), control negativo (2), bazo a los 30 dias 
despues de la inoculación del tumor sin tratamiento (3) y bazo a los 15 dias (4), bazo a los 30 dias (5), 
tumor a los 15 dias (6) tumor a los 30 dias (7) de los ratones tratados. Los productos de PCR fueron 
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y teñidos con bromuro de etidio. 
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Fig. No. 15 Expresión local y sistémica de citoquinas en ratones tratados con IL-2 recombinante en 
liposomas. ( A ) Expresión de G3PDH ( 540 pb ), ( B ) expresión de IL-12 ( 420 pb ), ( C ) expresión 
de IL-4 ( 388 pb ) . ) . Marcadores (1), control negativo (2), bazo a los 30 dias despues de la inoculación 
del tumor sin tratamiento (3) y bazo a los 15 dias (4), bazo a los 30 días (5), tumor a los 15 dias (6) 
tumor a lus 30 dias (7) de los ratones tratados. Los productos de PCR fueron analizados por 
electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y teñidos con bromuro de etidio. 



DISCUSION 

La interleucina-2 recombinante es una de las citoquinas más ampliamente utilizadas en la 

inmunoterapia de tumores sólidos, dada su capacidad de activar algunos sistémas 

citotóxicos antitumorales del huésped. Los estudios clínicos de Fase I, II y III que se han 

realizado indican que la IL-2 presenta un efecto antitumoral importante únicamente en 

esquemas de dosis que generalmente producen efectos tóxicos. Debido a esta toxicidad 

elevada es necesario desarrollar estrategias para disminuir dichos efectos, manteniendo o 

aumentando la actividad antitumoral. Algunas de las perspectivas que están en desarrollo 

para obtener mayor seguridad y efectividad en esta terapia son las siguientes: 

A).- Asociar los tratamientos convencionales con la inmunoterapia. 

B).- Administrar diferentes combinaciones de citoquinas. 

C).- Investigar otras formas de administración, por ejemplo : vías diferentes, dosis menores 

e infusiones constantes. 

D).- Desarrollar vehículos especializados que incrementen su potencial inmunoterapéutico, 

disminuyendo la toxicidad, por ejemplo, los liposomas. 

E).- Asociar diferentes fármacos con inmunoterapia para disminuir toxicidad. 

El uso de liposomas corno un sistema de control de liberación para drogas citotóxicas, 

antibióticos y citoquinas ha sido utilizado para incrementar su actividad biológica y reducir 

los efectos tóxicos sistémicos inherentes a ellos. 

La IL-2 recombinante humana tiene una solubilidad limitada a pH neutro y una vida media 

corta en circulación. Por lo tanto para alcanzar los niveles terapéuticos son requeridas 

administraciones continuas de altas dosis de IL-2, lo que con frecuencia resulta en toxicidad 

severa. Estos problemas pueden ser disminuidos por el atrapamiento de esta citoquina en 

liposomas. 

En estudios in viíro y en modelos animales se ha encontrado que algunas citoquinas en 

acarreadores ( como la IL-2, Interferón y el Factor de Necrosis Tumoral) han reducido sus 



niveles de toxicidad y han incrementado los efectos antitumorales por sobre los mismos 

agentes libres. 

La IL-2 se ha incorporado en liposomas con el propósito de modificar su famiacocinética, 

por ejemplo Anderson y col. encontraron que la incorporación de IL-2 en liposomas 

modifica significativamente su distribución y produce menos efectos tóxicos, dado que la 

administración de IL-2 libre a una dosis de 0.24 x 106 U/kg/día por infusión continua 

durante 15 días produce toxicidad severa y muerte, mientras que no hubo toxicidad cuando 

se aplicó una dosis de 0.3 x 10° U/Kg/día de IL-2 atrapada en liposomas. Para producir 

signos de toxicidad y cambios patológicos con la IL-2 atrapada en liposomas se requirió 

una dosis 7.5 veces mayor en comparación con la IL-2 libre (5). 

La farmacocinética de la IL-2 es notablemente modificada cuando se atrapa en liposomas, 

Anderson y col. han encontrado que el tiempo medio de eliminación en el peritoneo de 

50,000 U de IL-2 libre es de 24 min., mientras que el tiempo medio de eliminación de la IL-

2 atrapada en liposomas del mismo sitio es de 4.3 horas (6). 

Por lo que respecta a la potenciación de la actividad antitumoral de la IL-2 recombinante 

atrapada en liposomas Loeffler y col. encontraron que la administración diaria de 50,000 U 

de IL-2 en liposomas durante 5 días en combinación con 1x10 hnfocitos T activados 

produce un 90 % de reducción de las metástasis hepáticas ocasionadas con el 

adenocarcinoma de colon MCA-38, mientras que no se encontró ningún efecto con la 

misma dosis de IL-2 libre, ni con los Hnfocitos T citotóxicos (41). Este estudio muestra que 

los liposomas incrementan el efecto antitumoral de la IL-2 recombinante ya que 250,000 U 

de IL-2 atrapada en liposomas fueron requeridas para producir un efecto antitumoral, esta 

dosis difiere significativamente de la requerida para producir un efecto antitumoral en 

nuestro trabajo donde con 5,000 U se obtuvieron significativos efectos antitumorales, esto 

probablemente se deba al modelo de tumor estudiado ( eliminación de metástasis ), forma 

de administración y la preparación de IL-2 recombinante utilizada. 



Por su parte Redar y col. han comparado la actividad antitumoral de la 1L-2 libre, IL-2 

pegializada ( formulada en poüetilenglicol, PEG ) y la IL-2 atrapada en liposomas de larga 

circulación ( estabilizados estericamente ) en ratones con el carcinoma metastásico M109, 

la IL-2 formulada en PEG y liposomas mostraron igual efecto antitumoral, solamente que la 

primera produjo signos de toxicidad en los ratones ; nuevamente se requirieron 250,000 U 

de IL-2 en liposomas administradas en dos dosis de 125,000 U para producir un efecto 

antitumoral, por abajo de estas dosis no se observó ningún efecto significativo (32). La 

diferencia más importante con nuestro trabajo es que la administración de IL-2 en 

liposomas es por vía i.v. o i.p., por lo que puede ser la razón principal por la que se 

requieran dosis muy altas para producir un efecto antitumoral, otros estudios llevados a 

cabo con IL-2 en liposomas en tumores subcutáneos, metástasis hepáticas o pulmonares han 

demostrado que la IL-2 es más efectiva terapéuticamente cuando es administrada 

localmente. intracavitariamente o regionalmente, pero no cuando es administrada 

sistémicamente (6,41.32,38,80). 

También se han confirmado estos hallazgos utilizando otros sistemas de liberación local de 

citoquinas; por ejemplo, otros grupos han demostrado que se incrementa la actividad in 

vivo de la IL-2 unida a matrices sólidas o geles, usados como sistema de liberación lenta, 

los cuales fueron mucho más potentes cuando se administraron en la proximidad del tumor. 

(18,32,46,48 ). 

Por otro lado, Neville y col. han evaluado la posibilidad de inducir un estado de inmunid 

protectiva antitumoral contra un melanoma B16 no inmunogénico usando IL-2 atrapad, en 

liposomas. Ellos encontraron que con la administración intratumoral de 1 x 106 U de IL-2 

libre no se tiene ningún efecto, pero con 3.4 x 10° U se produce un 73 % de protección. 

Con la administración intratumoral de 4 x 104 U de IL-2 en liposomas obtienen un 70 % de 

protección. En este modelo de protección contra un tumor no inmunogénico la IL-2 

atrapada en liposomas fue 85 veces más potente que la IL-2 libre por vía intratumoral . 

Aunque en un modelo de tumor diferente, nosotros hemos encontrado datos semejantes, por 



ejemplo, con 4 x IO4 U de IL-2 en liposomas por vía intratumoral se obtuvo un 60 % de 

sobrevivencia, mientras que con 5,000 U de IL-2 atrapada en liposomas por vía 

intratumoral se produce un 80 % de sobrevivencia. En nuestro modelo de estudio la IL-2 

atrapada en liposomas fue 50 veces más potente que la IL-2 libre por la vía intratumoral ( 

Tabla No.7). 

La mayoría de los estudios realizados hasta el momento con IL-2 atrapada en liposomas han 

encontrado que se mejora la actividad antitumoral de la IL-2 recombinante, pero el 

mecanismo preciso de este efecto antitumoral de la IL-2 en liposomas no ha sido 

determinado. Todos los estudios enfatizan que el incremento en la actividad antitumoral se 

debe principalmente a una disminución de los efectos tóxicos, por una modificación de la 

biodistribución de la IL-2 y por retardar su liberación en el sitio de aplicación. Nosotros 

encontramos que el efecto antitumoral de la IL-2 atrapada en liposomas puede deberse a la 

inducción de la expresión sistèmica y local de la IL-12 a los 15 y 30 días después de 

aplicado el tumor. 

La IL-12, es una citoquina producida por los linfocitos B y los macrófagos activados, y se 

ha reportado que presenta significativos efectos antitumorales en varios modelos de 

tumores murinos. El mecanismo de acción de la actividad antitumoral inducido por la IL-12 

no esta completamente comprendido, aunque algunas de sus propiedades pueden ser un 

requisito para este fenómeno. Se ha demostrado que la IL-12 incrementa directamente la 

proliferación y el potencial citotóxico de las células NK, células T y células LAK (76). Se 

ha demostrado también que la IL-12 sinergiza con la IL-2 en la inducción de otras 

citoquinas (como Interferón-y) en las células T y NK, sugiriéndose que esta citoquina puede 

mediar los efectos sinergísticos observados en la citotoxicidad. (75). 

En el efecto antitumoral parece participar también la expresión de la IL-4, la cual es 

producida por la otra subpoblación de células T, las TH2. El resultado de el análisis de esta 

citocina fue que su expresión solo se detectó en el tejido tumoral de los ratones tratados con 

la IL-2, a los 30 días, pero no se observó expresión a los 15 días en tejido tumoral, ni en 



bazo. La IL-4 es un producto de células T CD4+ y ha demostrado estar involucrada en la 

regulación de la respuesta inmune. Estudios recientes han demostrado que la IL-4 juega un 

papel importante en la supresión del crecimiento de tumores (72). Se ha encontrado que la 

IL-4 producida por linfocitos presentes en el sitio del tumor induce inmunidad sistèmica en 

modelos murinos de ciertos cánceres. 

El desarrollo de una respuesta inmune efectiva a un tumor involucra una cascada de 

eventos, incluyendo el reconocimiento de antígenos asociados a tumor, la inducción de una 

respuesta inmune y la eliminación del tumor por células efectoras inmunes. Se ha 

demostrado que la respuesta inmune por parte de las células T a los tumores es el tipo de 

inmunidad predominante para mediar la regresión de tumores establecidos y que dos de las 

citoquinas más importantes en el desarrollo de una respuesta inmune antilumoral son la IL-

4 e IL-12 (70). 



CONCLUSIONES 

1 -Se desarrolló un linfoma subcutáneo (L-5178Y) en ratones BALB c que puede ser 

utilizado como modelo de cáncer experimental. 

2 - Se desarrolló un procedimiento para la producción de liposomas unilamelares 

conteniendo IL-2 recombinante. 

3 -La administración de dosis altas de IL-2 recombinante (10000-40000 U) en ratones con 

linfoma subcutáneo produce efectos tóxicos, debido a que acelera la muerte de los ratones. 

4 -La IL-2 recombinante (5000 U) atrapada en liposomas unilamelares tanto por via i.v 

como local presenta una actividad antitumoral mayor que la IL-2 libre contra el linfoma 

subcutáneo. 

5 -La IL-2 recombinante produce un mejor efecto antitumoral contra el linfoma subcutáneo 

cuando es administrada localmente. 

6 -El efecto antitumoral de la IL-2 atrapada en liposomas puede ser debido a la expresión 

local de IL-4 e IL-12 , las cuales pueden inducir la activación de Iinfocitos T citotóxicos 

específicos contra el tumor. 



PERSPECTIVAS 

Este estudio demuestra que una única administración de IL-2 en liposomas produce un 

significativo efecto antitumoral contra el linfoma subcutáneo en ratones BALB/c. El 

mecanismo por el cual se produce este efecto antitumoral parece ser debido a la expresión 

local de IL-4 e IL-12. Dichas citocinas potencialmente pueden inducir la activación de 

linfocitos T citotóxicos específicos contra el tumor. Estos datos nos permiten proponer lo 

siguiente : 

1.- Analizar el efecto antitumoral de varias dosis continuas de 1L-2 recombinante en 

liposomas. 

2.- Analizar los mecanismos de respuesta antitumoral inducidos por la administración de IL-

2 recombinante en liposomas. 

a) Inducción de CTL 

b) Inducción de LAK 

c) Inducción de Citoquinas TH1 y TH2 

3.- Analizar el efecto antitumoral producido por la combinación de varias citoquinas 

recombinantes en liposomas. Por ejemplo : IL-2 + IL-12 en liposomas ó IL-2 + IL-15 en 

liposomas. 

4.- Analizar el efecto antitumoral producido por la expresión local del gene de IL-2 por 

medio del uso de los liposomas como vectores de información genética. 

5.- Realizar un estudio de Fase I en pacientes con tumores sólidos avanzados para 

determinar la factibilidad de la aplicación clínica de la IL-2 recombinante en liposomas. 
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