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Metotrexate como inductor en la produccion
de citocinas proinflamatorias en células
epiteliales.
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Resumen. El metotrexate (MTX) es uno de los medicamentos frecuente-
mente utilizados en el cancer infantil senalandose ademas, como agente cito-
téxico de la mucosa bucal, que puede desencadenar el proceso inflamatorio e
incremento de la vascularidad en los tejidos epiteliales durante las fases ini-
ciales de la mucositis oral. El presente trabajo tiene como objetivo determinar
la produccion de citocinas proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a en cultivos de
células epiteliales tratadas con MTX. Se realizaron cultivos de células epitelia-
les de laringe humana obtenidas de la linea celular Hep-2, con diferentes dosis
de MTX en distintos tiempos de incubacién, y a su vez se analizé la citotoxici-
dad del farmaco mediante el ensayo colorimétrico, ¢l cual se basa en la reduc-
cion metabdlica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT), y la produccion de citocinas proinflamatorias mediante ¢l ensayo in-
muno enzimatico indirecto (ELISA). En cuanto a los resultados se observo,
que los cultivos de células Hep-2 presentaron aumento en la produccién de las
citocinas proinflamatorias a las 72 horas al utilizar las dosis de 0.32uM MTX.
Estos resultados sugieren que la dosis y ¢l tiempo de exposicion del MTX alte-
ran la fisiologia de las células epiteliales humanas, lo cual podrian desempe-
far un papel importante durante las fases de iniciacion y de desarrollo de la
mucositis oral.
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Methotrexate as inducer of proinflammatory cytokines by

epithelial cells.
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Abstract. Methotrexate (MTX), a drug commonly used in childhood can-
cer, has also been indicated as a cytotoxic agent of the oral mucosa, which
can trigger the inflammatory process and increase the vascularity of epithelial
tissues during the early stages of oral mucositis. The aim of this study was to
determine the production of proinflammatory cytokines IL-1f, IL-6 y TNF-a in
epithelial cell cultures treated with MTX. Epithelial cells of human larynx, ob-
tained from the cell line Hep-2, were cultured with different doses of MTX
during different incubation times. The drug cytotoxicity was analyzed by
means of the colorimetric test, which is based on the metabolic reduction of
the bromide of 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT); and the
proinflammatory cytokines production by the test enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA). Cultures of HEp-2 cells showed increased production
of proinflammatory cytokines at 72 hours with 0.32uM of MTX. These results
suggest that depending on the dose and exposure time, MTX alters the physi-
ology of human epithelial cells, which may play an important role during the

phases of initiation and development of oral mucositis.
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INTRODUCCION

El metotrexate (MTX), es uno de los
medicamentos citotoxicos frecuentemente
utilizados en el tratamiento del cancer in-
fantil (1), el cual es un antagonista del aci-
do f6lico que inhibe la reproduccion celular
(2), muestra selectividad parcial por células
tumorales y toxicidad contra células norma-
les de rapida proliferaciéon, como ocurre
con las células del tracto gastrointestinal
sefialandose ademads, como agente citotoxi-
co de la mucosa bucal (3).

Las células epiteliales forman capas
continuas, constituyendo la primera barrera
de defensa inmunolégica y de interaccion
frente a agresores del mundo exterior, pro-
tegiendo, reparando y regulando ¢l paso de
sustancias a través de si mismas (4-6). Las
células epiteliales contribuyen activamente

con el sistema inmune, secretando varias
moléculas relacionadas con la respuesta in-
munitaria como son las quimiocinas, citoci-
nas y defensinas, entre otras (7).

El MTX puede interferir con la madu-
rez y el crecimiento de estas células, desen-
cadenando eventos inflamatorios como la li-
beracion de citocinas prointflamatorias
(IL-1B, IL-6 y TNF-a), lo cual causaria apop-
tosis pudiendo llevar esto a la aparicion de
la mucositis (8-10).

La mucositis oral representa una inte-
raccion de las células de la mucosa oral y
factores locales, como la saliva, microflora
oral y las citocinas proinflamatorias; siendo
ésta uno de los efectos secundarios mas fre-
cuentes del tratamiento  oncoldgico
(11-13).

Sonis (11), describe el desarrollo y re-
solucion de la mucositis en cinco fases: una
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fase de iniciacion y una fase de respuesta de
dano primario, no perceptibles clinicamen-
te; una fase de sefales de amplificacion,
una fase ulcerativa o bacteriolégica y una
fase curativa.

Durante la fase de respuesta de dafio
primario, se activan factores de transcrip-
cion que median la expresion génica, sinte-
sis y liberacion de mediadores biologica-
mente activos que impactan la viabilidad
del epitelio basal. Entre los mas importan-
tes y bien estudiados en cuanto al desarro-
llo de la mucositis se encuentra el NF-kB, el
cual es un importante regulador de citoci-
nas proinflamatorias, como el TNF-a, IL-1B
e IL-6 (14). Estas proteinas son mediadores
efectivos de la lesion, y el aumento de los
niveles en los tejidos y sangre periférica se
correlacionan bien con toxicidad no hema-
tolégica inducidas por farmacos administra-
dos durante la quimioterapia como ¢l MTX
(11).

Actualmente se discute el papel de las
citocinas como iniciadores y amplificadores
de la mucositis oral y la influencia potencial
de los factores genéticos al establecer el
riesgo y modificar el curso de ésta.

Tomando en cuenta la importancia
que tiene el MTX como droga citotoxica de-
sencadenante de la mucositis oral en pa-
cientes con cancer, el presente trabajo de
investigacion tiene como objetivo determi-
nar ¢l perfil de citocinas prointflamatorias
(TNF-a, IL-1B ¢ IL-6) en cultivos de células
epiteliales humanas tratadas con diferentes
dosis de MTX y a distintos tiempos de incu-
bacion para establecer la cinética de pro-
duccién de estas citocinas.

MATERIALES Y METODOS

Linea celular

Se realizaron cultivos de células epite-
liales de carcinoma de laringe humana de la
linea celular Hep-2 obtenidas del Instituto
Nacional de Higiene “Rafael Rangel”

(INHRR) Caracas-Venezuela, las cuales pro-
venian del American Type Culture Collec-
tion (ATCC) USA. Estas células fueron cul-
tivadas por el INHRR durante 11 afios reali-
zandole alrededor de 368 pasajes. Una vez
recibidas las células en nuestro laboratorio
se cultivaron en frascos de cultivo de 25
cm? de area con medio de Dulbecco’s Modi-
fied Eagle-Hank’s F-12 (3:1) (DMEM) (Flow
Laboratories, Mississauga, Ontario, Cana-
da), suplementado con 5% suero fetal bovi-
no (Sigma-Aldrich St. Louis, USA), penicili-
na 100 U/mL y estreptomicina 100 mg/mL
(Sigma-Aldrich St. Louis, USA). Se incuba-
ron a 37°C en atmoésfera de 5% de CO, y
100% de humidad relativa, realizindose 2
pasajes antes de sembrarse en las placas de
cultivo. Después de 48 h del segundo pasa-
je, los cultivos celulares con subconfluencia
se despegaron utilizando para ello la tripsi-
na (Sigma-Aldrich St. Louis, USA); la sus-
pension celular resultante se centrifugd du-
rante 5 minutos a 1000rpm. Las células se
sembraron en las placas de 24 pozos con
area de 2.0 cm? a una densidad de 5x10°
células por pozo, con medio de cultivo su-
plementado ¢ incubadas como lo senalado
anteriormente.

Después de 24 h que las células alcan-
zaran una subconfluencia, se retiré el me-
dio de cultivo y se les adiciono el medio de
cultivo suplementado con ¢l MTX (0,08 y
0,32 uM) (Sigma-Aldrich St. Louis, USA)
(15) y se incubaron durante 6, 24 y 72 ho-
ras. Se realizaron cuatro experimentos cada
uno de ellos por triplicado. Los controles
fueron sometidos a las mismas condiciones
experimentales pero sin la exposicion al
MTX.

Determinacion de la viabilidad celular

La citotoxicidad y viabilidad celular se
realizaron mediante un ensayo colorimétri-
co el cual se basa en la reduccion metaboli-
ca del bromuro de 3-(4,5- dimetiltia-
zol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), para lo
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cual se utiliz6 el kit comercial (Sigma Che-
mical Co., St Louis, MO) (16). Las placas
fueron leidas en un lector de microplacas
(Titertek Multiskan® PLUS) a 570 nm.

Determinacion de citocinas
proinflamatorias

Las citocinas proinflamatorias de las
células epiteliales fueron determinadas a
través del ensayo inmuno enzimatico indi-
recto (ELISA) en los sobrenadantes de los
cultivos celulares, para lo cual se utilizaron
kits comerciales disponible comercialmente
(Thermo scientific, Rockford, 1L, USA) si-
guiendo el protocolo del fabricante. La can-
tidad de citocinas se cuantificaron en un
lector de microplacas (Titertek Multiskan®
PLUS). Todas las determinaciones se hicie-
ron por triplicado. Los resultados se expre-
saron en pg/mg de proteinas.

Determinacion de proteinas

Los cultivos de células epiteliales fue-
ron lisados, posteriormente estos se utiliza-
ron para la determinacién de proteinas me-
diante un reactivo comercial basado en el
método espectrofotométrico de Bradford

(17) (Bio-Rad Protein Assay; Bio-Rad Lab.,
Germany). Se procedié a cuantificar la ab-
sorbancia a 595 nm en un lector automati-
co de microplacas (Titertek Multiskan®
PLUS). Con la finalidad de normalizar la
concentracion de las citocinas con respecto
al total de proteinas totales.

Anilisis estadistico

El andlisis de los resultados obtenidos
se realiz6 utilizando el programa GraphPad
Instat version 3.05 y para la representacion
grafica de los datos se utilizo el programa
Graph Pad Prisma version 5. Al hacer el
analisis del efecto del MTX en relacién a las
dosis y a los tiempos de incubacion, se utili-
z6 ANOVA con la prueba de Bonferroni y
para la asociacién se aplicé la prueba de co-
rrelacion y regresion lineal. Se consider6
como valor de significancia estadistica una
p<0.05. Los resultados se expresaron como
media * error estandar.

RESULTADOS

En relacién a la IL-1B (Fig. 1) se en-
contrd un incremento estadisticamente sig-
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Fig. 1. Efecto del MTX en la produccion de IL-1 en cultivos de células epiteliales humanas. Las célu-
las se cultivaron con 0,08 uM MTX y 0,32 uM MTX respectivamente durante 6, 24 y 72 horas.
Los controles estan representados por células cultivadas en ausencia de MTX. La concentra-
cion de IL-1 se determiné mediante la téenica de ELISA y los valores estan expresados como
media = SEM de dos experimentos independientes cada uno realizado por triplicado.

Investigacion Clinica 55(1): 2014



Metrotexate y produccion de citocinas proinflamatorias en células epiteliales 19

nificativo en las dos dosis estudiadas de
MTX a las 24 y 72 horas con respecto a las
6 horas de incubacion. De igual manera, al
comparar las dosis utilizadas se pudo obser-
var un incremento estadisticamente signifi-
cativo con la dosis de 0,32 uM MTX a las 24
y 72 horas en relacion al control. Al aplicar
la prueba de correlacion y regresion lineal,
se encontr6 asociacion estadisticamente
significativa en la produccion de IL-1f a las
24 y 72 horas de incubacion. Los valores de
r v p fueron los siguientes: 24 horas: r=
0,9854; p<0,05. 72 horas: r= 0,9996;
p<0,001.

En cuanto a la IL-6 (Fig. 2), se observo
un incremento estadisticamente significati-
vo a las 72 horas con respecto a las 6 y 24
horas; en relacion a las concentraciones,
luego de estar expuesta a las diferentes do-
sis de MTX, se observd un incremento signi-
ficativo a las 72 horas. Se encontré asocia-
cion estadisticamente significativa en cuan-
to a la IL-6 a las 72 horas de incubacion ob-
teniendo un valor de r= 0,9921; p<0,01.

En relacion al TNF-a (Fig. 3), se obser-
v6 aumento de la citocina de manera esta-
disticamente significativa a las 72 horas

donde se utiliz6 la dosis de 0.32 uM MTX en
relacion con las 6 y 24 horas. Para TNF-a se
encontrd asociacion estadisticamente signi-
ficativa a las 24 y 72 horas de incubacion.
Los valores de r y p fueron los siguientes:
24 horas: r= 0,9611; p<0,05. 72 horas: r=
0,9635; p<0,05.

La incubaciéon de células Hep-2 con
concentraciones crecientes de MTX no alte-
raron la viabilidad de las c¢élulas (Fig. 4).

DISCUSION

Las citocinas son mediadores del creci-
miento, diferenciacion, reparacion e infla-
macioén celular, entre otras funciones, por
lo que definen la magnitud y naturaleza de
la respuesta inmunitaria (18). El presente
estudio evalu6é los niveles de citocinas
prointflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNF-a) v las
variaciones de viabilidad en células epitelia-
les humanas (Hep-2), inducidas por la ad-
ministracion de distintas dosis de MTX en
diferentes tiempos de cultivo, para tratar
de explicar los eventos que ocurren durante
el proceso biologico de las fases iniciales de
la mucositis.
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Fig. 2. Efecto del MTX en la produccion de IL-6 en cultivos de células epiteliales humanas. Las c¢élu-
las se cultivaron con 0,08 uM MTX y 0,32 uM MTX respectivamente durante 6, 24 y 72 horas.
Los controles estan representados por células cultivadas en ausencia de MTX. La concentra-
cion de IL-6 se determiné mediante la téenica de ELISA y los valores estan expresados como
media = SEM de dos experimentos independientes cada uno realizado por triplicado.
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Fig. 3. Efecto del MTX en la produccion de TNF-a en cultivos de células epiteliales humanas. Las ¢é-
lulas se cultivaron con 0,08 uM MTX y 0,32 uM MTX respectivamente durante 6, 24 y 72 ho-
ras. Los controles estdn representados por células cultivadas en ausencia de MTX. La concen-
tracion de TNF-a se determiné mediante la técnica de ELISA y los valores estdn expresados
como media = SEM de dos experimentos independientes cada uno realizado por triplicado.
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Fig. 4. Efecto del MTX en la viabilidad de las células epiteliales humanas. Las células se cultivaron

con 0,08 uM MTX y 0,32 uM MTX respectivamente durante 6, 24 y 72 horas. Los valores estan
expresados como media = SEM de dos experimentos independientes cada uno realizado por

triplicado.

En relacion a los niveles de citocinas
proinflamatorias evaluados en este estudio,
se pudo evidenciar que una vez que las célu-
las epiteliales estuvieron expuestas al MTX
todas las citocinas se comportaron del mis-
mo modo, aumentando de una manera sig-
nificativa al estar expuestas a la concentra-
cién de MTX 0,32 uM durante las 72 horas
de incubacion, solo la IL-1B presenté una
mayor concentracion de manera significati-
va al aumentar la dosis a las 24 horas de in-

cubacion, lo que nos indica que tanto la do-
sis de MTX como el tiempo de exposicion
pudieran intervenir en la producciéon de ci-
tocinas proinflamatorias.

Existen pocos estudios in vitro en este
sentido, sin embargo, nuestros hallazgos
podrian apoyar la hipétesis propuesta por
Sonis (11) la cual se basa, en que las célu-
las de la mucosa oral (epiteliales y fibro-
blastos) al estar en contacto con los agen-
tes quimioterapéuticos podrian incremen-
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tar la produccion de citocinas proinflamato-
rias y resultar en apoptosis, favoreciendo el
desarrollo de la fase de dano primario de la
mucositis oral. El MTX pudiese ser un far-
maco capaz de inducir un alto rango de
produccion de citocinas en diversos tejidos.
En este respecto Yamauchi y col. (19) de-
mostraron que el MTX aument6 la produc-
cién de IL-8 en cultivos de células epitelia-
les bronquiales y alveolares, en funcién al
tiempo y las dosis utilizadas.

En cuanto a los hallazgos de viabilidad
celular usando distintas dosis de MTX en di-
ferentes tiempos de exposicién, se eviden-
ci6 que no hubo diferencia estadisticamen-
te significativa entre la concentracion del
MTX y el tiempo de incubacién. Estos resul-
tados, difieren con lo reportado por otros
autores (20-22), quienes en cultivos celula-
res evidenciaron que el dafo celular estaba
relacionado con la duracion de exposicion
del MTX en lugar de la concentracion, esta
diferencia podria explicarse debido a que en
estos estudios utilizaron mayores tiempos
de incubacion asi como también concentra-
ciones mas altas de MTX.

Los hallazgos encontrados en este es-
tudio podrian ser relevantes en la fase de
dafnio primario de la mucositis oral, es bien
sabido que la mucositis oral se desarrolla
como resultado de una serie de aconteci-
mientos bioldgicos relacionados, donde la
produccion de citocinas prointflamatorias
(IL-1B, IL-6 y TNF) desempeiian un papel
importante en la mediacion del dano celu-
lar y en las vias de senalizacion intracelular,
culminando en la apoptosis de las células
epiteliales basales, lo cual resulta en la pér-
dida de renovacion epitelial, atrofia y final-
mente la ulceracion lo que caracteriza clini-
camente a la mucositis (11).

Dado que los eventos que desencade-
nan el proceso de mucositis se producen
casi inmediatamente después de la adminis-
tracion de la quimioterapia, la inhibicion de
los eventos moleculares iniciales o su diag-

noéstico temprano, podrian tener un profun-
do impacto en la intensidad de la mucositis
oral, por lo que se recomienda continuar
con futuros estudios que nos permita cono-
cer el mecanismo de acciéon del MTX en la
mucosa oral, lo que permitiria el inicio
oportuno de terapias que limiten las altera-
ciones de las capas del tejido epitelial y co-
nectivo, previniendo la aparicion de mucosi-
tis o bien que puedan disminuir la duraciéon
y evolucion de esta complicacion.
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