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INTRODUCCION

Los mamiferos tienen la capacidad de reconocer y eliminar gran
variedad de agentes patégenos, la cual estd conferida a su sistema_
inmune, y solo en tal condicidén se puede definir a los individuos -

inmunocompetentes.

En el sistema inmune, los principales componentes celulares -
son los linfocitos, macréfagos vy linfocitos granulares gigantes --
(LGL), por otra parte sus respectivos productos celulares constitu-
yen a los componentes moleculares. La sintesis de esos productos --
celulares y la existencia de otras moléculas que le confieren fun--
ciones importantes a las células mencionadas, estdn restringidas --

por los componentes genéticos del sistema.

Al parecer el sistema inmune es la forma natural de resisten--
cia a las enfermedades infecciosas y algunas otras patologias, las_

neoplasias por lo tanto no serfan la excepcién.

Por otro lado, debe considerarse que las neoplasias en un indi
viduo son el producto de la transformacién de las células normales,_
en la que se incluyen alteraciones morfolbégicas, funcionales y es--
tructurales provocadas por diversos factores, los cuales pueden --

ser:

- Factores fisicos: Radiactividad y luz ultravioleta principal
mente.
- Factores quimicos: Existe una larga lista de sustancias can-

cerigenas que consideran a los hidrocarburos ciclicos y ami-



nas aromiticas cuyos efectos se relacionan con la dosis y tiempo_
de exposicién.
- Factores biolégicos: Integrados por virus (ADN y ARN virus) y pa-

rdsitos intratisulares (Esquistosomas y Cisticercos).

Una vez que se ha manifestado el desarrollo neoplidsico en un -
organismo, se generan una serie de complejas interacciones entre --
los componentes inmunes del hospedero y las células tumorales, que se

pueden englobar en tres procesos importantes:

A) El reconocimiento precoz por parte del hospedero, de la trans
formacién maligna in situ es una de las formas que ayuda a eliminar
las células transformadas, proceso al que se le conoce como Vigilan

cia Inmunolégica.

B) Posteriormente al establecimiento de una célula neoplésica,
se presentan algunos eventos celulares que condicionan al sistema -
inmune para iniciar una respuesta especifica y eficiente cuyo abje-
tivo es eliminar el desarrollo tumoral. Lo anterior equivale a la -

activacitn y establecimiento de una respuesta inmune especifica.

C) En ocasiones los mecanismos inmunes del hospedero, no resul--
tan del todo eficientes para finalizar con el desarrollo tumoral y_
por otro lado, cada célula tumoral o su conjunto logran eludir a la
respuesta inmune, proliferando exageradamente con la alternativa de
iniciar su desarrollo en sitios diferentes al original ( Met&sta---

sis ) (1).
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A continuacién en una forma un poco mis amplia se tratard de -

describir estos tres tipos de procesos.



1.1 VIGILANCIA INMUNOLOGICA

Este concepto pretende explicar como algunos componentes del -

sistema inmune impiden el desarrollo de las células transformadas.

Las ideas originales y precursoras de este concepto enuncia--

ban:

"Los mecanismos del hospedero que controlan el desarrollo malig-
no, estdn a cargo de las células que consfituyen la inmunidad natu-
ral", Sugiriendo que la inmunidad celular, es la primera linea de -

defensa en contra del desarrollo transformado (Paul Ehrlich 1909).

Al tratar de justificar la eficiencia de la inmunidad celular_
en el rechazo a tumores, que a la par se investigan con el rechazo_
a tejidos transplantados, Lewis Thomas en 1959 sugirié que los orga
nismos multicelulares requieren de la preservacifén de un tipo celu-
lar homogéneo, eliminindose aquellas células que se consideren dife-

rentes o simplemente modificadas (2,3).

Finalmente se logr6 obtener una definicién amplia del concepto
de vigilancia inmunolégica, enunciando que, para rechazar algo que_
es extraflo o diferente debe reconocerse previamente lo propio, con_
1a condicién de eliminar posteriormente las clomas autoreactivas Y_

evitar problemas de autoinmunidad.

Lo propio, son componentes estructurales o marcadores presentes
en todas las células del organismo, para establecerse en todo momen

to o cuando se requiera ese reconocimiento. La naturaleza quimica -



de los marcadores puede ser com(n, pero cada uno manifestar configu
racién molecular diferente. Por lo tanto, el control de la prolife-
racién celular estd relacionado al reconocimiento de los marcadores

sobre los diferentes tipos celulares.

"Cuando células aberrantes, con diferente potencial prolifera-
tivo surgen en el cuerpo, estas pueden ser portaderas de nuevos mar
cadores sobre su superficie, lo que sugiere la presencia en cierta_
cantidad de un antigeno nuevo, en tal condicién una respuesta timo_

dependiente puede iniciarse para la eliminaci6n de esas células abe

rrantes" (Frank Macfarlane Burnet 1970) (3).

Con estos antecedentes resultaba fécil identificar las condi--
ciones que se proponen necesarias para el buen desempefio de la vigi

lancia inmunolégica.

- La existencia de antigenos asociados al tumor deben distin--
guir las células neopldsicas de las células normales, lo que genera

una respuesta de las células inmunocompetentes hacia el tumor.

- Este tipo de reconocimiento es antigeno especifico y resulta
aplicable como una forma de regular la proliferacién y diferencia--
cién de gran variedad de células normales (regulador de la normali--

dad).

Esta fué la teoria original de la vigilancia inmunolégica; indi
cando que s6lo las células de linaje T son dotadas con capacidad. de

reconocer y eliminar los tumores que surgen en ciertas etapas de la



vida de un individuo (4,5,6,11). La teoria deberia comprobarse con_
la existencia de ratones desnudos ya que al carecer de timo, serfan
incapaces de montar una respuesta inmune (individuos inmunodefi---
cientes), condicidn que parecia correlacionarse con la susceptibili

dad al desarrollo de tumores,.

Sin embargo, en estos animales se observbé la capacidad de eli-
minar el crecimiento tumoral. Lo anterior origind gran especulacibn
sobre la participacién de la célula T en la inmunovigilancia, por -

lo que se consider$ la presencia de un nuevo tipo celular.

En la actualidad se ha generado un nuevo modelo de vigilancia_
inmunoldgica en el que se incluyen probablemente, diferentes tipos_
de reconocimiento antigénico, manteniendo cierta especificidad so-
bre la célula blanco. En este primer mecanismo de defensa se propo-

ne la existencia y actividad de otras células como son:

- célula NK (asesina natural)

- macr6fago (4,6).

Estas células presentan una actividad especifica sobre su célu
la blanco, la cual no estd restringida por el reconocimiento de es-
tructuras codificadas por los genes del complejo mayor de histocom-
patibilidad, y no requieren de un proceso previo de activacién para

ejercer su actividad citotéxica (8,11).
CELULAS NK (asesinas naturales)

Aproximadamente hace 16 afios al realizar experimentos de cito-



toxicidad, se descubrid que en 1la poblacién de células mononuclea--
res existfa una subpoblacién celular que manifestaba una citotoxici

dad esponténea in vitro, en contra de varias células en las que se_

inclufan células infectadas con virus, células hematopoyéticas inma-
duras y células tumorales. La célula responsable de esta actividad
resultd ser diferente, funcional y morfolbégicamente a los linfoci--
tos asi como al macréfago por lo que se denomindé en base a su acti-

Vidad,como una célula asesina natural (9).
Caracteristicas morfoldgicas y fenotipicas:

La concentracién de estas células en un individuo normal es de
aproximadamente 0.6-2.5% respecto a la cantidad total de linfocitos
y estdn definidas como linfocitos granulares gigantes (LGL) por pre
sentar un gran citoplasma en relacién a su nficleo y algunos grénu--
los azur6filos en su citoplasma. Las técnicas microscédpicas y tinto
riales demuestran una célula de tamafio mediano (menor a ZO)A) con -
un nicleo redondo y cromatina condensada, ademis de la existencia -
de un gran nucléolo. En el citoplasma estd incluido un aparato de -
Golgi demasiado extendido y numerosas vesiculas o grénulos. El con-
tenido de los grénulos son enzimas hidroliticas que al parecer son_
responsables de algunos mecanismos citotbéxicos (7,9). Estas células
no se adhieren a ningin tipo de superficie (vidrio o plastico} y -

no son fagociticas.(8).

A pesar de no tener un origen timico y no pertenecer al linaje

mielomonocitico, comparte algunos marcadores con la célula T y el -
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macr6fago. En su superficie existen receptores para la fraccibn ---
constante (Fc) de las inmunoglobulinas de la clase IgG, asi como re
ceptores para fracciones del sistema del complemento (C3b)~ Otros -
marcadores compartidos con la serie monocitica son Leu-11 (CD-16) y

Mac-1 (CD-11).

Por otro lado los marcadores compartidos con la poblacifn de -
células T son: Leu-19 o HNK-1 (CD-S56), CD-10, Leu-7 (CD-57) y un re
ceptor para eritrocitos de carnero (SRBC)>de baja afinidad (9,10,--

11).
Caracteristicas funcionales:

El origen y diferenciacién de estas células es en la médula --
6sea por lo que al llegar a la circulacién sanguinea, donde normal-
mente se encuentran, ya son células maduras y activas. Estudios his
toquimicos establecen que la presencia y actividad de la célula NK_
no esta restringida a la circulacién sanguinea, pues también se han

encontrado revistiendo la lémina propia de los tejidos (9).

Inicialmente se consider6 que su accidn era inespecifica, pero
al realizar estudios competitivos de reconocimiento celular se lo--
gré demostrar que la célula NK es selectiva y especifica sobre su -
blanco (9,10). La actividad citotéxica de esta célula se inicia con
el reconocimiento de ciertas moléculas sobre la superficie de la --
célula blance. Se desconoce la naturaleza de las moléculas en esta_
interaccién celular, y sblo algunos reportes presumiblemente determinan_

que las moléculas de reconocimento son proteinas y glicoproteinas -



de superficie denominadas integrinas. Ademis otros reportes descri-
ben la participaci6n del heterodimero)%y (TCR) y por supuesto la -
molécula LFA-1 que ayuda a estabilizar la adherencia celular (9,10_
11,12). En relacién a la célula blanco quedan excluidas las molécu-
las codificadas por el complejo mayor de histocompatibilidad (clase
I,1I) pues la linea celular sensible a la actividad de la célula NK

carece de este tipo de moléculas (linea K-652) (9).

Inmediatamente después del reconocimiento de estructuras espe-
cificas sobre la célula blanco, existe una fntima interaccién entre
las membranas citoplasmiticas de la célula efectora y la célula --
blanco, el Gnico requisito para que este evento se realice es una -
adecuada concentracidn de iones divalentes en especial de iones Mg
(proporcionando la fuerza idnica necesaria o estableciendo puentes_

de unién), no importando la temperatura del medio (limites de 4-38 °C).

Posteriormentg a la uni6n celular, ocurre una serie de eventos
intracelulares en la célula efectora denominados como activacién y_
programacidn para la lisis, los cuales requieren de una temperatura
y concentracién osmbtica éptima. Durante el evento de programacién_
litica se ha demostrado que la célula libera un factor svluble de -
naturaleza proteica que se ha denominado como el factor citotéxico_
de 1la célula NK (NKCF), el cual manifiesta una actividad litica po-
tente cuando se une a las glicoproteinas de superficie de la célula
blanco. La liberacién de este factor soluble es una respuesta al es

timulo inducido por la interaccién especifica con otra célula,
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Otro evento que se realiza durante esta fase es la polariza---
cién o rearreglo de grinulos y organelos citopl&smicos hasta el si-

tio de unién celular.

Una vez terminada la etapa de programacién litica ocurre la -
liberaci6én del material contenido en los grdnulos, que es una pro--
teina de peso molecular aproximado a 60 Kd. y cuya actividad citoli

tica depende de una concentracién 6ptima de calcio.

Con el uso de imigenes ultraestructurales que proporciona un -
microscépio electrénico, se ha demostrado que el dano generado a la
célula blanco por el contenido granular, es el resultado de la poli
merizacién de pequeias estructuras monoméricas de forma circular, -
que al polimerizarse forman complejos estructurales de forma tubu--
lar, los cuales se insertan en la membrana celular atravesando la -
bicapa lipidica (la forma del dafo provocado es similar al generado
por el componente Cg del complemento), para finalmente causar la --
destruccién de la célula blanco al estallar en forma inevitable por

el desequilibrio osmético causado (7,13).
MONOCITO/MACROFAGO

Esta célula se origina en la médula 6sea a partir de una cé-

lula pluripotencial comiin a todas las células hematopoyéticas..

Las caracteristicas que distinguen a esta, ,célula como un tipo_

celular diferente son:
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Caracteristicas morfolégicas

Es una célula mononuclear, con un difmetro aproximado de 15-20
AT, contiene un nicleo dentado y su citoplasma parece contener una_
ligera cantidad de grénulos azuréfiles, que son sintetizados en la_
Gltima etapa de maduracién y son positivos a la mieloperoxidasa. En
1a superficie de esta c&lula existe gran cantidad de receptores que

pueden dividirse en:

A) Receptores involucrados directamente con las funciones inmunes
como son:

’ - Receptor para la fracci6n constante de las moléculas de inmu
noglobulinas de clase IgG y un menor nGmero de receptores --
para inmunoglobulinas de clase IgE.

- Receptores para algunas fracciones del complemento (C3b, --
c3d}.

- Receptores para citocinas y factores de crecimiento,

B) Receptores involucrados indirectamente con 1las funciPnes inmu-
nes:
- Receptores para hormonas.
- Receptores para lipoproteinasy apolipoproteinas,
- Recepto}es para enzimas (lactoferrina, transferrina, fibrina

fibrindgeno, fibronectina) (15,22).

El manifestar este tipo de moléculas de superficie ademis de -

realizar su funcién biolégica encomendada, ofrece la ventaja de ca-
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racterizar a estas células (15,22).
Caracteristicas funcionales:

Las diferentes actividades del macrdfago se pueden dividir en_

dos categorfas: funciones efectoras y funciones reguladoras (22).

Estas funciones tienen primordial importancia en diversas pato
logias pero de acuerdo al tema referido se hard la descripcidn de -

sus funciones relacionadas a los procesos neoplésicos.
Funciones efectoras:

Una de las caracteristicas funcionales del macréfago es su - -
participacién en la vigilancia inmunolégica, que se inicia por el -
reconocimiento de materiales extrafos, para eliminarlos y/o des----

truirlos.

Cuando nos referimos al reconocimiento de antfigenos tumorales,
la destruccién de las células ncoplisicas puede realizarse por al-

guno de los mecanismos citotéxicos siguientes,

- Citostasis: A través de una seric de factores liberados por_
el macrdfago se puede regular las funciones de otras células mante-
niendolas en un estado de inanicién que posteriormente causari la -
muerte. Un ejemplo de este proceso es la liberacién de arginasa, --
cuyo efecto se traduce en el agotamiento de arginina, nutriente ne-

cesario para la célula tumoral,

Otro ejemplo es la liberacién de factores inhibidores de 1la --
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proliferacién celular (16).
- Citotdxicidad y/o muerte celular:

Los macr6fagos desarrollan la capacidad de identificar y elimi
nar a las células neopldsicas, esta actividad se realiza mediante_
la unibén de 1a célula efectora y la célula blanco, provocande la se
cresibén de varios productes celuiures citotéxicos, en los que se --
incluyen enzimas proteoliticas, enzimas hidroliticas (16,20), meta-
bolitos reactivos de oxigeno, factor de necrosis tumoral (cuya acti
vidad puede ser independiente o concertada con otras citocinas) e_

interferén (16,19).

El monocito sanguineo mis que el macréfago tisular realiza su
actividad citotéxica a través de la liberacibn de productos reacti-
vos de oxigeno (20), debido a que dentro de su metabolismo normal -
se encuentra la actividad enzimftica de la mieloperoxidasa y 1a su-
perdxido dismutasa, enzimas que parecen estar ausentes o cOn muy --

baja actividad en el macr6fago tisular (16,17).

A continuacién se plantean una serie de reacciones quimicas, -
catalizadas por estas enzimas y en las que se generan los metaboli-

tos reactivos de oxigeno, que son altamente téxicos.

Super oxido-dismutasa

202 + Y T/ HZOZ + 02
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Mieloperoxidasa
H,0, + €17 ——— 0C1" + H,
ocl™ + H,0, ————— H,0 ¢+ Cl7 + 0,
ocL” + RNH, ~——— .+ RNHC1 + HO~

0C1™ + RNHC1 ——————— RNC1l, + Ho™

peréxido de hidrogeno (Hzoz), ion superdxido (0;), radicales hidro-
xilo (OH™), &cido hipocloroso (HOC1) y cloraminas (RNHC1, RNClz) --
son los productos téxicos, y su produccibén parece estar influencia-

da por el interferén (IFN~r )} (24).

Aunque existen varias maneras de que el monocito o.e¢l macréfa-
go generen actividad citot6xica ya sea por los sistemas enzimiticos
mencionados o por otros sistemas, se siguen reportando factores ci-
totéxicos que no estdn definidos ampliamente y lo Gnico que se cono
ce es que son factores termoestables, resistentes a la digestién --
enzimética o bien son inhibidores de enzimas importantes del metabo

lismo celular (16,18,23).

Por otro lado el factor de necrosis tumoral producido por el -
macrbfago estd referido como una molécula trimérica no glicosilada_
{caquetina) que corresponde al factor de necrosis tumoral tipo alfa
(TNF-e¢), y aunque difiere ligeramente en cuanto a su estructura --
con el tipo beta, también tiene efectos citostdticos y citolfiticos_

sobre las células tumorales, (El factor de necrosis tipo beta, se -
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ha indicado como una linfotoxina producido por la célula T) (28,64,

77,84,85,87,88).

La mayoria de las sustancias que liberan los macr6fagos requie
ren de ciertos eventos particulares para realizar su actividad bio-

16gica en forma efectiva como son:

La liberaci6én de factores citostdticos y/o citoliticos debe ser -
directamente sobre la superficie de la célula blanco como un meca
nismo enfocado y concentrado de secresién, similar a los realiza-

dos por los neutrdfilos.

La actividad de los factores liberados, sélo debe manifestarse --

sobre la célula blanco.

Para el cumplimiento de los puntos anteriores debe simultineamen-
te presentarse una Gltima condicién; que la distancia minima entre_
la célula efectoga y la célula blanco debe ser de 100-200 A pn}a
que en este espacio, se concentrenlos productos secretados, evitan-

dose en 1o posible 1a difusidén y/o dilucién (16,19).

Mucho se ha criticado que la actividad citotéxica natural del
macrbéfago es inespecifica y alin mis el reconocimiento de su blanco,
pero actualmenie existen evidencias experimentales que apoyan lo --
contrario. Una de las moléculas de superficie, que est§d implicada en
el reconocimiento celular, es una glicoproteina denominada molécula
asociada a la funcidén linfocitaria LFA-1, que ademis de participar_

en la unién celular, estabiliza la adherencia con las células tumo-
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rales (23).

Fagocitosis: Esta actividad ya descrita desde 1883 por Elie Metch
nikoff, propone al macr6fago como la célula fagocitica de todo or
ganismo, pero es necesario reconsiderar que dentro de esta activi
dad aparentemente sin precedente, se involucra una de las funcio-
nes importantes encomendadas dnicamente a ciertas células, como -
es el poder regular la respuesta inmune, ya que la ingestidén del_
material particulado (microorganismos y/é productos de la lisis -

de células neoplisicas) tendrd como destino:

- La degradacién en el interior de la célula y una posterior pre
sentacidén en la superficie celular, de pequefios fragmentos (de-
terminantes antigénicos) del material originalmente fagocita---

do(22).

Funciones reguladoras:

- Presentacién antigénica:El inicio de una respuesta inmune es-

pecifica radica en la presentacidén del antigeno (determinantes antji

génicos) en asociacién con moléculas de clase II, codificadas por -

el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (22).

La presencia de moléculas de clase II es condicién importante_

para realizar esta actividad y aunque la densidad de estas molécu--

las sobre la superficie del macr6fago es baja existen otras molécu-

las que pueden regular su expresién, como por ejemplo IFN- y (inter

feréﬁ gamma) .



- 17 -

Para cumplir con su funci6én de célula presentadora de antige-
no (CPA) y proponerse como una eficiente célula reguladora, el ma--
cr6fago es capaz de sintetizar y secretar IL-1 (interleucina 1), --

que es una funci6n accesoria en la presentaci6n antigénica (22).

~ Supresién: El macrbéfago puede también interferir con las fun
ciones de otras células, situacién que redunda en la "inhibicién de
la respuesta inmune. Esta actividad la realiza a través de dos meca
nismos principales

i.- Liberacidén de prostaglandinas

ii.- liberacifn de otros productos diferentes

a las prostaglandinas (16).

(este tema seri revisado y ampliado en la secci6n de supresién de -

la repuesta inmune).
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1.2 RESPUESTA INMUNE EN CANCER

Una célula que manifiesta alteraciones genéticas, funcionales,
morfoldgicas y antigénicas es la mejor descripcidén que se puede --

hacer de una célula tumoral (26,27).

Por otro lado la inmunologia tumoral, estd cimentada en el re-
conocimiento de esas moléculas cualitativa vy cuantitativamente di-
ferentes o mejor definidos como antigenos tumorales. Alin se descong
ce la naturaleza exacta de estos antigenos y s6lo a través de téc-
nicas seroldgicas o celulares se logra una clasificacién que en mu-

cho ayuda a su comprensiébn (28,29,30).
Antigenos tumorales (26-31).

- Antigenos de diferenciacidén celular: solamente son expresa--
dos durante la divisién celular y pueden ser comunes entre células
normales y cé&lulas tumorales. Esta clase de antigenos pueden ser es

pecificos para un tipo de tejido o grupo de tejidos.

- Antigenos de histocompatibilidad: En esta categoria se incluy
yen antigenos expresados en forma similar a los tejidos normales, -
nos referimos exclusivamente a las moléculas de clase I, pues es --
una molécula expresada comGnmente por todas las células del organis

mo.

- Antigenos fetales: Esta clase de antigenos pueden estar en -

1a superficie celular o en la circulacidén sanguinea. Por lo regular
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no son inmunégenos en el hospedero autfctono y su presencia se debe -
a 1a falta de represi6n genética, derivada de la transformacién ma-

ligna.

- Antigenos expresados por oncogenes: Las alteraciones genéti-
cas de la célula tumoral no suceden en todo el ADN sino en algunos_
fragmentos (genes) y 1la expresi6én de esos genes pueden ser produc--

tos caracteristicos de la célula tumoral.

- Antigenos nuevos o especificos del tumor: La transformacibn_
celular provoca que algunos de sus productos expresados aberrante--
mente sea en forma exclusiva. En esta categorfa se incluyen antige-

nos de tumores espontineos (26-31).

En el inicio de esta introduccién se mencioné que en los indi-
viduos inmunocompetentes existen tres tipos de interacciones entre_
las células tumorales y las células inmunes del hospedero, anterior--
mente ya fué descrito el proceso de vigilancia inmunolégica, como -
un reconocimiento precoz de la transformacién maligna, otorgdndole_
un cardcter de selectivo mis que especifico. Ahora toca el turno a_
la descripcidn del establecimiento de una respuesta inmune especifi
ca en contra de las neoplasias y al igual que cualquier otro proce-
so biolégico és necesario el cumplimiento de los siguientes requisi

tos para que se realice:

A.- La clona tumoral debe expresar un antigeno especifico y/o_
liberarlo, pero debe aparecer en el inicio del desarrollo tumoral y

no modificar su expresidn,
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B.- El antigeno tumoral debe ser capaz de estimular la respues

ta inmune del hospedero (ser inmunégeno).

C.- E1 sistema inmune del hospedero debe ser capaz de reconocer_

y responder en contra del antigeno tumoral (inmunocompetencia).

D.- El sistema inmune del huésped no debe ser tolerante al an-

tigeno tumoral.

E.- La respuesta inmune debe dar por resultado un mecanismo --
efector apropiado que afectara la viabilidad y/o el crecimiento de_

las células tumorales.

F.- No deben ser bloqueados los mecanismos efectores en contra

de las células tumorales, para mantener vigente la inmunidad.

Una vez cumplidos estos requisitos la respuesta inmune parece_

establecerse en dos etapas o fases:
- Fase inductora de la respuesta inmune.

La existencia de antigenos tumorales, como productos liberados
de la célula tumoral (per se) o como productos de la lisis celular_
(vigilancia inmunolbgica) induce a que las células fagociticas in--

gieran este material antigénico.

La fagocitosis aunque es considerada como el mis primitivo me-
canismo de defensa, involucra a una de las actividades reguladoras_
de 1d célula presentadora de antigeno (CPA), pues el destino del --

material fagocitado es su degradacién en el interior de la célula -
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y posterior presentacidn sobre la superficie celular como pequeftas -
fracciones del antigeno (Determinantes antigénicos) asociadas con --
las moléculas de clase II del complejo mayor de histocompatibilidad_

(MHC) (23,33,38).

La expresi6én de estas moléculas de superficie (MHC clase II} -
estd restringida a células con la funcién de CPA y en ellas se in-
cluyen a las células dendriticas, macréfagos, células B, células de

Langerhans y células endoteliales.

La funcibn principal de las moléculas de clase II codificadas_
por el MHC, es el unir péptidos exdgenos, para su presentacibn espe

cifica a la célula T,

Por otro lado el reconocimiento antigénico lo realiza una sub-
poblacién de células T con el fenotipo regulador/cooperador CD-4+%,
Y que son portadoras de un receptor para la asociacién del antigeno
y de las moléculas-de clase II (MHC). Este receptor es un heterodi-
mero polimérfico formado de cadenas o¢ ,(5, que se asocia al comple-
jo CD-3 (complejo molecular formado de cinco subunidades) (40,44,--

52,53).

Cuando el. receptor de la célula T interacciona con los antige-
nos mostrados por la CPA en el contexto de los productos del MHC, -
se inicia la activacidén dellinfocito T. La liberacién de sustancias
solubles (citocinas) por parte de la CPA, en la que se destaca la -
interleucina-1 (funcién accesoria de la célula presentadora), culmi

na con este proceso de activacién (15,16,22).
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Fase efectora de la respuesta inmune:

Una vez lograda la activacidédn de la célula T reguladora CD-4¢,
se induce la produccién de IL-2 y su receptor (32-40), lo que es un
evento central en la respuesta inmune, y segin el grado de interac-
cién entre IL-2 con los receptores de otras células T determinan la
magnitud y duracién de la respuesta inmune, que se refleja en la --
proliferacién de los linfocitos T reguladores y en la produccioén de

mediadores solubles con diferente actividad biolégica(37,78,79).

La amplificaci6én de la respuesta inmune, es tarea tnica del -
linfocito T regulador/cooperador, sin embargo. los mediadores solu--
bles liberados por estas células participan principalmente en la ac
tivacidn de las diferentes células involucradas en la fase efectora

de la respuesta inmune (32-40), es decir en:

- La diferenciacién y activacién del linfocito pre-T citotéxico,
- La estimulacién del linfocito B,
- La generacidn de células asesinas activadas con linfocinas {C. --

LAK) ,

Estimular las actividades citot6xicas de la célula Nk y el macré-
fago (mecanismos efectores accesorios).
- Asi como controlar la proliferacidén y actividad de células granu-

lociticas.
LINFOCITO T CITOTOXICO

La citotoxicidad celular representa un importante mecanismo de
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defensa en contra de microorganismos patégenos, pardsitos, virus, y
principalmente de células tumorales. Esta actividad no esta restrin
gida a un sblo tipo de células citotdxicas, sino que se incluyen va
rios tipos, con un comfin denominador, que es la liberacibn de sus--

tancias téxicas, para provocar dafio.

Las diferencias encontradas en los tipos de células citotéxi--
cas son referentes a la forma y condiciones necesarias que se deben

de reunir para iniciar su actividad.

Desde 1960 Govaerts (42), al trabajar con transplantes alogéni
cos de tejido en modelos animales, empezd a conocer las caracteris-
ticas de activaciénde 13 célula T citotéxica en el organismo de la_
mayoria de los mamiferos, mediante su capacidad de discriminar molg

culas propias de extrafias, en una forma altamente especifica.

Muchos grupos de investigadores han generado clonas de linfoci
tos T citotbéxicos & partir de cultivos mixtos de linfocitos y célu-
las tumorales (MLTC) para analizar las caracteristicas moléculares_
de la activacién de estas células, encontrando que el reconocimien-
to de su blanco estd restringido por los productos del complejo ma-
yor de histocompatibilidad (MHC) (44,51,54,55). Por otro lado sefa-
lan que los aﬂtigenos que inducen la estimulacién de las células T_
citotdéxicas son antigenos virales y tumorales asociados a esta cla-

se de moléculas.

Es por tanto, caracteristica exclusiva del linfocito T citotédxi

co (LTC), contar con un receptor de superficie para las moléculas -
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de clase I del MHC de otras células, asociadas con los diferentes -
antigenos y solamente de esta manera se logra entender la actividad

antigeno especifica de estas células (45,46,47,51,52,53,55).

Investigaciones posteriores, sobre las caracteristicas molécula
res del reconocimiento celular, determinan que el complejo CD-3, -
participa funcionalmente en este proceso (complejo formado por § --

subunidades) (44).

Experimentalmente se han explicado algunos de los requisitos -

para inducir 1a actividad citot6xica de 1a célula T, pero tal vez -

in vivo se requieren condiciones adicionales:

- Una condici6én que in vivo se debe cumplir, es la diferencia-
cién de una célula T con el fenotipo CD-8+ (pre-Tc) en una célula -
citot6xica efectora, mediante el contacto con citocinas (IL-2, IL-3,
IFN-x,IL-G) liberadas por las células cooperadoras, con el propdsi-

to de inducir su actividad (44,55,63,78).

- La otra condicién que parece ser necesaria para la activa---
ci6én del LTC, es la presencia de mediadores solubles con actividad_
quimiotédctica. . Lo cual se ha reportado, ‘al realizar el andlisis_
secuencial de la infiltracién de células mononucleares normales en
el tejido neopldsico, demostrandose que la infiltracién de neutréfi
los y macré6fagos estd precedida de una infiltracién de linfocitos T
con el fenotipo regulador-cooperador (208}, para después continuar_

con una infiltracién de LTC (48,49).



- 25 -

La presencia de linfocitos T reguladores fué explicada por la_
secresién de un factor quimiotédctico (LMF factor de la migracién
linfocitaria) producido por los neutfdfilos que infiltraron inicial

mente,

A su vez los linfocitos T reguladores son responsables de la -
produccidn y liberacién de un segundo factor quimiotictico espe-
cifico para los LTC, y que ademis promueve su activacién, En anéli-
sis fendtipico de las células infiltradas demuestra que s6lo las --
células CD-S’, cp-47, CD-B‘, Leu-7* (CD-57’), realizan especifica--
mente una actividad citotéxica, este fenbtipo coincide con la des--

cripcién del LTC (50,51,53,54).

Una vez establecida una célula T citotéxica efectora, su acti-

vidad 1itica se realiza en tres eventos principales:

1.- El contacto célular especifico, es un antecedente para lograr -
una fuerte adhesién entre las membranas de las células partici-
pantes (célula efectora y célula blanco). Esta se realiza en --
preseficia de iones Magnesio (Mgh), asi como de éptimas condicip

nes fisioldgicas de temperatura y pH.

Las moléculas en la superficie de la célula T, que participan_
en la adhesidén celular son LFA-1 (molécula asociada a la funcién --
linfocitaria 1) (23), CD-2 y CD-3, esta (ltima molécula ademis de -
estar asociada al reconocimiento antigeno especifico, también es --

una molécula efectora importante ya que es la encargada de la sefa-
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lizacién transmembranal de las actividades mitogénicas y secretoras
del linfocito T (52,53). Una fuerte adhesién se logra en aproximada

mente dos minutos.

2.- Un evento de programacién litica, temperatura y calcio depen---
dientes ocurre en los diez minutos siguientes. Con el andlisis_
ultraestructural de la conjugacién entre célula efectora y célu
la blanco, se reveld un aumento de 1a membrana de la célula cito-
téxica en forma de interdigitacién, jusfo en el sitio de contac-

to celular, lo que favorece la zona dec contacto.

Adem&s se observa una distribucién asimétrica de los organelos
celulares, incluyendo a los microtdbulos del citoesqueleto que son_

polarizados a la regi6n del contacto (43,44).

3.- Un Gltimo evento parece provocar la muerte celular. El reflejo_
de 1a actividad citotéxica se manifiesta a varios niveles, pero
lo que sucede en el interior de la célula blance es particular-
mente importante, iniciando con una serie de movimientos cito--
pldsmicos compulsivos (Zeiosis) y un incremento en el flujo ---

transmembranal que aumenta el contenido citoplésmice (41,57).

Recientemente se ha propuesto el modelo de desintegracién in--
tracelular, como resultado de una cascada autocatalitica, que inclu
ye dafo a la membrana nuclear y fragmentacién del ADN (Apoptosis)
(41,42,57). Estos rasgos morfolégicos y funcionales caracterizan a_

una célula programada para morir y estdn enmarcados como los daiios
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preliticos provocados por los LTC sobre las células blanco.

Antes de finalizar con el proceso de lisis de la célula blanco,
es necesario mencionar que existen otras alteraciones en su membra-
na provocadas por enzimas protecliticas y lipidoactivas. Las fosfo-
lipasas secretadas por la célula efectora convierten la fosfatidil-
colina de la membrana celular en un compuesto de caricter detergen-
te (isoetilcolina). Otras enzimas proteolfticas, como la proteinasa
neutra estdn implicadas en el debilitamiento de la membrana de la -

célula blanco.

Después del proceso anterior, se inicia la fase litica de la -
célula blanco con la degranulacidén de la célula citot6xica efecto--
ra. El depbésito sobre la membrana de la célula blanco de las protef
nas polimerizables contenidas en los grénulos citopldsmicos, provo_
can dafos irreversibles. La proteina contenida en los grinulos, es_
denominada proteina formadora de poros (perforina), con un peso mo-

lecular de 68 Kd (41).

El dafio real a la superficie de la célula blanco se manifiesta
cuando la perforina se polimeriza y forma una estructura compleja -
de apariencia anular, que atravieza la membrana de la célula blan--

co.

Se han descrito dos tipos de lesiones, la primera con dlimetro
interno de 16 nm llamada poliperforina I y la segunda con difimetro

interno de 5 nm llamada poliperforina II, las cuales alteran la per
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meabilidad membranal y como consecuencia al desequilibrio de las -

fuerzas osméticas se logra el rompimiento de la célula blanco (41}.

Una forma de autoproteccién de la célula efectora es la sinte-
sis de proteoglicanos en su superficie, los cuales interfieren con_

la actividad de las perforinas {41,42,43).

Existen otros factores citotéxicos solubles no menos importan-

tes sintetizados por el LTC, como son:

- Linfotoxina/TNF-/3(factor de necrosis tumoral tipo beta) es una -
proteina soluble formada de tres subunidades y cuya actividad es
dual, es decir, manifiesta una actividad antiproliferativa (citos
titica) y necrbética (citolitica) para las células tumorales y --
por otro lado es una proteina que regula positiva y negativamente

las actividades del resto de las células inmunes (41,42,54,56).

Es evidente que el linfocito T citotdxico requiere de condicip
nes especiales para iniciar su actividad. Pero una vez que esta se_
logra, su participacibn en las funciones efectoras es imprescindi--

ble.
LINFOCITO B

Esta célula tiene su origen en la médula 6sea a partir de una_
célula madre pluripotencial, al igual que el resto de las células -

hematopoyéticas.

La célula precursora del linfocito B (célula pre-B contiene_

en su citoplasma la cadena pesada de la inmunoglobulina de clase =--
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IgM, siendo esta una caracter{stica de su estado de maduracién, el_
cual estd regulado por la IL-3 (interleucina 3), IL-4 (interleucina
4), IL-5 (interleucina 5) e IL-7 (inferleucina 7), Que son algunos_
de los mediadores solubles liberados por el linfocito T cooperador_

activado (28,58,62,64,65,66).

Los antigenos de superficie codificados por el complejo mayor_
de histocompatibilidad (clase I, II), los receptores para fraccio--
nes del complemento (C3b, C3d, C4), los receptores para la fraccién
constante (Fc) de las inmunoglobulinas de clase IgG y los recepto-
res para el virus de Epstein Barr, ademds de las inmunoglabulinas -
de superficie de clase IgM (monomérica) como parte integral de su -
membrana celular, son algunas de las caracteristicas del linfocito_
B maduro. En este estado de diferenciaci6n, la célula B es capaz de

funcionar como una célula presentadora de antfigeno (38,58,59).

La diferenciaci6n del linfocito B, para generar una célula - -
plasmitica, adn sin manifestar divisién celular se logra a través -
del contacto con los mediadores solubles liberados por el linfocito_

T regulador activado y estos son:

- IL-2 (interleucina 2)
- IL-6 (interleucina 6)
- IL-4 (interleucina 4)

- IL-S (interleucina 5}

IFN-r (interferdén gamma) (28,61,63,64,65).
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La célula plasmftica es una célula con la propiedad de sinteti
zar y liberar inmunoglobulinas (anticuerpos), las cuales son molécu
las funcionalmente Gtiles en los procesos citotéxicos, ya que al --
unirse especificamente al antigeno que indujo su formacibén, puede -
destruirlo activando el sistema de complemento y/o sirviendo como -
puente de unidén entre la célula citotdxica y el antigeno, proceso -
conocido como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (AD-
CC). De esta manera se logra proporcionar un caricter mis especifi-
co a la capacidad citotdxica de algunas células (Célula NK}y macré-

fago).

Es evidente que la participacidén de la célula B en la respues-
ta inmune, es una doble participacién, ya sea como célula presenta-
dora de antigeno o logrando su diferenciacién hasta célula plasmiti

-ca con la liberaci6n de anticuerpos (58,59).
CELULAS LAK (células asesinas activadas con linfocinas)

Originalmente mAs que asociar a un tipo celular especifico --
esta funcidén citotéxica; se describidé el fenémeno observado en las
células mononucleares sanguineas de individuos sanos y de pacientes

con céncer, al ser incubadas con IL-2 (interlcucina 2) (67,74).

Las células resultantes mostraban un incremento en su activi--
dad citotéxica, pués eran capaces de eliminar células tumorales --
aut6logas o alogénicas y células tumorales mantenidas en cultivo, -

que no podian ser eliminadas por la cé&lula NK.
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Esta citotoxicidad, al igual que en las células que participan
en la inmunovigilancia, no estd restringida al reconocimiento de --
antigenos asociados al complejo mayoé de histocompatibilidad. Este_
fué el fendmeno defcrito por Grimm y Rosenberg en el ado de 1982 --

(69,70).

Los primeros intentos por tratar de definir el origen (células
progenitoras) y el fenotipo de esta clase de células LAK derivaron_

- resultados muy diversos. Inicialmente se demostré que las células -
precursoras de las células LAK era uma subpoblacién de linfocitos -
granulares gigantes (LGL) que expresaban el fenotipo CD-37 CD-16',

HNK-1% (CD-56").

Otros intentos de clasificacién, demostraron que la actividad_
de las células LAK se derivaba de una subpoblacién de células NK -
cuyo fen6tipo era Leu-7  (CD-577), Leu-11% (CD-16%).

Todos estos résultados fueron apoyados posteriormente por los_
estudios realizados en la cinética de formacién de las células LAK,

empleando diferentes subpoblaciones de linfocitos (Grimm).

* (cp-16") -

Revelando que luslfracciones diferentes a Leu-11
carecen de actividad citotdéxica en contra de las células tumorales.
Y sdlo las células con el fenotipo Leu-7* (CD-57') desarrollaban --
actividad citotéxica similar, si eran pretratadas com IFN-{ (inter-

ferén gamma) e IL-2 (interleucina 2) en forma conjunta (68,69}.

Por iltimo se pretendié concluir que las células precursoras y
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efectoras con actividad de célula LAK pertenecian al fenotipo - --
CD-16*, y aunque en menor proporcifén existe otro tipo celular (sub-
poblacién) con el fenotipo Leu-7* (CD-S?'), que presenta una forma -
de activacién diferente (IFN-§, IL-2). Esta segunda poblacién celu
lar también expresa el marcador CD-3%+ , molécula que parece importan

te en el reconocimiento de la cé&lula blanco.

Con tales antecedentes la actividad de las células LAK quedaba

restringida a dos poblaciones celulares:

cp-3* , cp-5" , Leu-7* (fenotipo de célula T)
cp-3" , Cp-57 , cp-16"* (fenotipo aparente de célula NK)(70).

La controversia de resultados fué colmada, al encontrar activi
dad LAK en linfocitos aislados del ducto torfcico y de ganglios pe-

riféricos (70).

Por lo que en la actualidad se optd en referirse a las células
LAK de la siguiente forma: Las células LAX no son un tipo celular -
inico, funcionalmente su actividad citotéxica es un fenémeno que --
depende de poblaciones heterogéneas estimuladas por la 1L-2, como -

dnica caracteristica en coman (69,70,71).

Experimentalmente se puede apoyar la conclusidn de que las lin
focinas (citocinas) producidas in situ, asi como un incremento en -
su produccién, son condiciones que ocurren normalmente in vivo, --
para iniciar la generacidén de cé&lulas LAK y que en forma sinérgica_

con otros mecanismos efectores especificos se logra la eliminacién_
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de tumores. (72). Estas observaciones fueron comprobadas en diferen
tes regiones anatOmicas (pulmén, rifi6n, n6dulos periférices, bazo,_

e higado)(73,74).
ESTIMULACION Y MEJORAMIENTO DE LAS ACTIVIDADES CITOTOXICAS

La mayoria de las células del organismo humano estfin sujetas a
una regulacidén de su proliferacién y/o de su actividad a través de_
moléculas reguladoras (citocinas) sintetizadas y secretadas por --
otras células totalmente diferentes; por lo que las células NK no -

serfanla excepcién a la regla.

Las moléculas reguladoras de la actividad de la cé&lula NK son:

- IEN (interferén)
- IL-2 (interleucina 2)

- IL-1 (interleucina 1) (7-13).

El interferdn.en sus tres tipos e IR sintetizados por leu
cocitos, fibroblastos, y linfocitos T respectivamente, tienen la --
particularidad de incrementar eficientemente la actividad citotéxi-
ca de la célula NK, que se refleja en un aumento de la sintesis pro

telca, pero no en su proliferacién.

Una célula NK estimulada con IFN es capaz de generar la lisis_
en una célula tumoral que inicialmente era resistente a la activi--
dad citotéxica de una célula NK no estimulada. Los efectos del in--

terfer6n, en el mejoramiento de la actividad citotéxica son:
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— Acelera la cinética de la lisis celular,

— Recicla més réipidamente la actividad citotéxica.

— Provoca un incremento en el nimero de receptores para factores de
crecimiento.

—~ También logra aumentar el nGmero de receptores para la fraccién -
constante (Fc) de las inmunoglobulinas de clase IgG, situacién --
que facilita la capacidad para realizar citotoxicidad celular de-
pendiente de anticuerpo (ADCC).

—~ Aumenta la sintesis de ficido sifilico sobre la superficie de esta_
célula protegiéndola en forma selectiva de los productos citotéxi
cos que pudieran concentrarse en el medio circundante, manifestdn
dose una mayor actividad citotéxica sobre las células blanco (7 -

14).

La Interleucina-2 en forma similar al IFN, es una molécula que
induce un aumento en la actividad de la célula NK, peroc ademis se -
aprecia un aumento en el crecimiento y maduracién de dicha célula, -
Una caracteristica particular y muy importante de esta molécula es_
que induce a la célula NK a producir IFN 1o que se propone como un_
mecanismo de cooperacidén entre algunos sistemas celulares NK-NK, --

NK-macr6fago, NK-linfocitos.

La Interleucina-1 es una citocina producida por la célula NX y
se ha determinado que el contacto de esta célula con células tumora
les o con lipopolisacdridos bacterianos (LPS) induce su sintesis._

Las télulas tumorales sensibles a la actividad NK (linea K-562) in-
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ducen con mayor eficiencia la produccién de esta citocina, por lo -
que se ha sugerido su participaci6én en el proceso citotdxico. Este_
concepto estd apoyado experimentalmeﬁte, al demostrar que lineas de
células tumorales pretratadas con la IL-1 incrementan su susceptibi
lidad a la actividad de la célula NK (efecto citostftico de la ---

IL-1) (14).

Las células NK son capaces de sintetizar otros factores de cre
cimiento como son: factor estimulador de colonias (CSF), factor de_
crecimiento de la célula B (BGF) (9,14). Y por tal motivo se le con
fiere una nueva actividad como célula reguladora en la respuesta --

inmune y principalmente de su autorregulacién (7-14).

En forma muy similar, las actividades citot6xicas del macréfa-
go se ven favorecidas por la estimulacién con citocinas, y la tnica
variante en este proceso, es que las moléculas de mayor influencia_
sobre el macrdSfago, en cuanto al mejoramiento de su citotéxicidad son:

IL-2 (interleucina-2)

IFN-§ (interfer6n gamma) (16,19,20,22,28,61,64,65).
CITOCINAS

Son mediadores solubles que participan en la respuesta inmune_
y constituyen un grupo de moléculas que comparten las siguientes ca

racteristicas:

A.- Son proteinas solubles, con bajo peso molecular, algunas -

de ellas estin glicosiladas (glicoproteinas).
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B.- Regulan la amplitud y duracién de la respuesta inmune,

C.- Son producidas transitoria y localmente, logrando la modu-

lacién de las actividades célulares de forma autécrina o pardcrina.

D.- Son moléculas cuya actividad biol6gica es muy potente, ya_

que se observa en rangos minimos de concentracidn (picomolar pM).

E.- Interactdan solamente con sus receptores especificos en la

superficie celular.

F.- La unién a ellos, inicia un cambio en los patrones de sin-

tesis protéica, asf como en algunas otras funciones celulares.

G.- Algunas citocinas presentan miltiples actividades bioclégi-
cas, las cuales dependen de su concentracién local y accién sinérgi

ca con otras citocinas.

H.- La interacci6n de las citocinas simulan una red de activi-
dades, ya que cada citocina induce la sintesis de otra citocina y/o
de sus receptores respectivos, y ademds pueden manifestar una acti-
vidad sinérgica o antagénica, sobre las funciones de todas las célu

las del organismo (63,65,75,76).
Actividades biolégicas de algunas citocinas:

Interleucina-1 (IL-1).
Sindnimo: Factor activador de linfocitos (LAF)

Pirégeno endégeno (EP).
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Origen: Monocito-macrbfago, célula dendritica, célula Nk -

célula endotelial, célula epitelial.

Efecto y célula blanco: Activa a la célula T y la estimula pa
ra producir otras citocinas. Estimula
la proliferacién y diferenciacién de_
la célula B. Incrementa la actividad_
de la célula NK, Provoca fiebre me---
diante la previa estimulacidén de las_
células del hipot&lamo. Induce la sip
tesis de proteinas de fase aguda en -
higado, Estimula la sintesis de pros-
taglandinas en macrbéfagos y de colage
na en fibroblastos. Induce la produc-
cién de TNF e incrementa la expre---
sién de receptores para IL-2 en célu-

las T.

Existen dos formas moleculares de esta citocina (o< ,/)) con -
similar estructura y efecto (28,61,64,65,66,76,77).
Interleucina-2 (IL-2).

Sinénimo:. Factor de crecimiento de 1a célula T (TGF)

Origen: Linfocitos T activados.

Efecto y célula blanco: Induce la proliferacién del linfoci-.-
to T activado. Estimula la diferencia

cién del linfocito pre-T citotdxico -
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y la actividad de la célula NK. Inter
viene en la generacibn de células LAK.
Promueve la produccidén de otras cito-

cinas (28,61,64,65,78,79).

Interleucina-3 (IL-3)

Sindnimo: Factor estimulador de colonias mGltiples (multi- -
CSF). Factor de crecimiento Hematopoyético.
Factor estimulador de colonias de la serie granulo
cito-macr6fago (GM-CSF).

Origen: Linfocito T activado, clonas de células T, lineas_

MLA-144,
Efecto y célula blanco: Estimula el crecimiento de células -
hematopoyéticas de la serie mieloide_
y eritroide (28,62,64,66).

Interleucina-4 (IL-4)

Sinénimo: Factor de crecimiento de 1la célula B (BCGF)
Factor uno, estimulador de la célula B (BSF-1)

Origen: Linfocitos T activados.

Efecto y célula blanco: Induce el crecimiento y proliferacién
de las células T y B. Estimula la expresién de re-
ceptores Fc, moléculas de clase I,-1I, del MHC vy -

la secresidén de IgE en células B. Favorece el cre_
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cimiento de tejido mucoso y conective. Muestra un
efecto inhibidor sobre las células estimuladas --

con IL-2 (28,62,64,65).

Interleucina-5 (IL-5).

Sinénimo: Factor dos del crecimiento de la célula B(BCGF-II)

Factor de la diferenciacién de eosinéfilos
Origen: Células T activadas,

Efecto y célula blanco: Estimula la diferenciacién de eosiné-
filos, induce la secresién en forma preferencial

de IgM, IgA en la célula B (28,62,64,65).

Interleucina-6 (IL-6).

Sinfnimo:  Interferén-j,
Factor dos estimulador de la célula B (BCSF-2)
Factor de diferenciacién de la célula B (BCDF)

Origen: Monocitos, Fibroblastos, Células epiteliales, Cé-

lulas tumorales, Células T activadas.

Efecto y célula blanco: Induce la diferenciacién del linfoci-
to pre-T citotéxico. Provoca la expresién de molé
culas de clase I (MHC) en fibroblastos. Estimula_
la secresién de inmunoglobulinas en células B --
transformadas por el virus de Epstein Barr. Favo-
rece el crecimiento de hibridomas (28,61,64,65,--

80).
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Interleucina-7 (IL-7).

Sin6nimo: Linfopoyetina o factor de crecimiento de la célu-

la pre-B
Origen: Linfocitos T activados.

Efecto y célula blanco: Estimula la diferenciacién y desarro
1lo de linfocitos inmaduros y otras células inma-

duras (62).

Interleucina-8 (IL-8)
Origen: Linfocitos T activados.

Efecto y célula blanco: Estimula el crecimiento de granuloci-

tos (28,65,65).

INTERFERON
Interferén alfa (IFN-o).

Sinénimo: Interferdén tipo I
Origen: Leucocitos, Macréfagos.

Efecto y célula blanco: Tiene un efecto antiviral. Incrementa
la fagocitosis en necutr6fitos. Induce la expre---
sién de moléculas de clase I (MHC) en la mayoria_
de las células del organismo. Manifiesta un efec-
to citostdtico, citotéxico, antitumoral y antipro
liferativo. Aumenta la expresién de receptores Ffc
para 1gG y reduce los receptores Fc para IgM en -

células inmunes.



Interferén beta
Sin6nimo:

Origen:
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(IFN-p).
Interferdn tipo I

Fibroblastos y células epiteliales.

Efecto y célula blanco: Manifiesta un efecto antiproliferati-

Interfer6n gamma
Sinénimo:

Origen:

vo y citostéitico para células tumorales e infecta
das con virus. Aumenta la expresi6én de moléculas_
de clase I (MHC) en todas las células del organis

mo. Estimula la proliferacién de la célula B.
(IFN-pP).
Interferén tipo II o Interferén inmune.

Linfocitos T activados y Linfeocitos Granulares Gi

gantes.

Efecto y célula blanco: Manifiesta un efecto antiviral, citos

titico 1y antitumoral. Aumenta la expresién de --
moléculas de clase I y II (MHC) y otros receptores
en células inmunes. Estimula el crecimiento, dife-
renciacién y proliferacibébn de la célula B. Incre--
menta la actividad de las células citotéxicas., --
Inhibe la transcripcién de oncogenes (28,64,65,76,

77,81-87).

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-oc).

Sinbnimo:

Caquetina.
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Origen: Macrdfago y células endoteliales. Células Nk. Células

del cerebro.

Efecto y célula blanco: Tiene un efecto citostético y citoté-
xico. Provoca fiebre, caquexia, shock séptico, y_
resorcién Ssea. Produce necrosis tumoral. Favore-
ce la quimiotaxis. Induce una estimulacidn mitogé

nica.

Factor de necrosis tumoral beta (TNF-FO.

Sinénimo: Linfotoxina.

Origen: Células T activadas.

Efecto y célula blanco: Tiene un efecto citotdxico para célu-
las tumorales. Manifiesta un efecto citotdxico y_
estimulador sinérgico con INF-¥. Es mediador en -
la patogenia de infecciones e inflamaciones (28,-

64,77,84,85,87,88).

Factor Transformante del crecimiento tipo beta (TGF-PO.
Factor Transformante del crecimiento tipo alfa (TGF-&).

Factor del Crecimiento Epidérmico (EGF).

Origen: Células T activadas. Macréfagos. Fibroblastos. Cé&

lula Nk. Células Tumorales.

Efecto y célula blanco: Altera las funciones y modula el cre-
cimiento de la mayoria de las células del organis
mo. Induce la expresibn de un fenotipo transforma
do. Suprime la proliferacifn y la secresién de in

munoglobulinas en la célula B. Inhibe las activi-
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dades de las células citotdéxicas. Tiene un efecto
antagbnico en la proliferacién inducida por IL-2.
Estimula la proliferacidén y la sintesis de colage
na en el Fibroblasto. Altera la sintesis citoci--
nas y protefnas ya que impide la transcripcién --
del ARN. Regula la expresibn de moléculas de cla-
se 11 (MHC). Inhibe la proliferacién y actividad_
de células NK y LAK (65,89-94).

Factor estimulador de colonias para Granulocitos (G-CSF)..

Origen: Macr6fagos, Células Epiteliales, Células Endote--

liales, Fibroblastos y Células T activadas.

Efecto y célula blanco: Tiene un efecto mitogénico sobre mu--
chas células. Activa las funciones del Macréfago.
Estimula la proliferacién de la serie granulocitj

ca (65,89).

Para una mayor comprensidén de las fases en que se divide la -
activacion de la respuesta inmune, el nivel de participacién de --
las distintas células inmunocompetentes, asi como la produccién de
factores solubles por cada una de ellas y sus efectos sobre otras_

células, es recomendable observar la Figura No. 1,
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1.3 MECANISMOS DE EVASION A LA RESPUESTA INMUNE.

Resulta dificil comprender que las células tumorales o célu--
las de una transformacién maligna, cuando estas se han originado,_
sobrevivan y se desarrollen progresivamente, si todo organismo in-
munocompetente cuenta con una respuesta especifica y potencialmen-

te citot6xica para eliminarlas.

La inica respuesta posible a tal cuestién, esti en los meca--
nismos de evasién a la respuesta inmune que exhiben las células --

tumorales.

Existe una gran variedad de formas o mecanismos de escape, --
que no necesariamente requieren de la presencia de una respuesta -
inmune especifica, o bien puede existir y no obstante es observado
el crecimiento tumoral, implicando que este tipo de respuesta ha -
sido ineficaz (29,95). Por tal motivo los mecanismos de evasién se

han clasificado de'la siguiente manera:
A.- MECANISMOS DE EVASION PROPICIADOS POR EL HUESPED.

En un sentido estricto del concepto de los mecanismos de eva-
sién no deberian de ser considerados como tales. Pero debido a la_
amplia particibaci6n del hospedero y de la célula tumoral, e¢s la ra-

26n del porque se han incluido aqui.

Muy de acuerdo a la teorfa de Burnet de la vigilancia inmuno-
légica, el desarrollo tumoral es consecuencia de la incapacidad de

respuesta delhospedero o de alguna de sus alteraciones inmunes. Lo_
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que es igualmente apoyado por las observaciones clinicas y experi-
mentales, que el desarrollo tumoral es frecuente en individuos in-

munodeficientes.
— TOLERANCIA INMUNOLOGICA:

La mayoria de los mamiferos estdn dotados genéticamente para_
responder en contra de formas antigénicas extrafias, mediante la ca
pacidad de su sistema inmune de realizar un reconocimiento conti--
nuo de lo propio. Aunque también manifiesta una desventaja muy -~
grande, pues el sistema inmune es fenotipicamente tolerante, y las

evidencias que lo demuestran son:

1.- El contacto con sustancias antigénicamente diferentes du-
rante la etapa fetal del desarrollo de todo individuo, genera una_
tolerancia inmunolfgica, con esto se quiere dar a entender, que re
sulta imposible establecer una respuesta inmune en contra de anti-

genos fetales (también presentes en células tumorales).

2.- El constante contacto con pequeflas cantidades de antige--
nos (dosis no inmunégenicas) provocan una tolerancia, proceso f&--
cilmente extrapolable a una condici6n neopldsica, pues algunas cé-
lulas tumorales liberan minimas cantidades de antigenos (modula---

ci6n antigénica), logrando hacer tolerante su presencia (87,96-99).
-~ DEFICIENCIAS INESPECIFICAS

"Al evaluar el sistema inmune de los individuos con céncer se_
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ha encontrade una buena correlacidén entre una deficienica inmune y
el desarrollo de tumores, La falta de inmunocompetencia es por tan
to una buena condicién para el escape tumoral. Pero también es --
cierto que no se ha logrado establecer cuil condici6én genera la -
otra; es decir si el desarrollo tumoral provoca la inmunodeficien-

cia o visceversa (29,30,95).
— PRESENCIA DE CELULAS SUPRESORAS

La activacién de células supresoras antigeno especificas, pa-
rece ser una de las formas mis sofisticadas de regular la respues-
ta humoral y celular. Esta condicién pareciera exclusiva del hospe-
der@,pero experimentalmente se ha demostrado que las células tumo-
rales también pueden generar la activacfon de¢ estas células ain en

perfodos cortos de tiempo (24 horas) (29,30,100,101),
— INMUNOESTIMULACION

El establecimiento de una respuesta inmune en contra de las -
células neopldsicas parece favorecer su desarrollo inicial. Ya que
los mecanismos reguladores y efectores de la respuesta inmunc a nji
vel del microambiente (local) o sistémico son modulados por una se
rie de sustancias éolubles (citocinas), que también pueden regular
el crecimiento de las cé&lulas tumorales, pues exhiben en su super-
ficie receptores para algunas de estas moléculas (estimulacidén pa-

récrina) (102-105).
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B.- MECANISMOS DE EVASION INHERENTES A LAS CELULAS TUMORALES.
— INMUNOSELECCION O INMUNORESISTENCIA

La generacién de una clona de células malignas potencialmente
inmunégenas; en un huésped inmunocompetente, podrfa dar lugar a --
una seleccién de subclonas inmunoresistentes. En otras palabras, -
células inmunosensibles serdn destruidas con rapidez, y la presidén
continua de selecci6n sobre el tumor induciri el desarrollo de cé-
lulas con resistencia aumentada (En un simil a los microorganismos
pat6égenos resistentes a antibiéticos). Esta resistencia; no se ob-
tiene por mutacién o adaptacién sino més bien, las condiciones lo-
cales inducen a la expresién de algunos genes reprimidos, los cua-

les le confieren nuevas propiedades.

Algunos ejemplos son: la modulacién antigénica o la induccién

de la cxpresidn de nuevas moléculas por el IFN- @ (29,87,95,98).
— ESCABULLIDA CELULAR (Sneaking cell).

Este término pretende describir un mecanismo de evasién apa--
rentemente simple. En las etapas iniciales del desarrollo tumoral,
algunas células expresan una minima cantidad de antigenos, lo que_

hace imposible sensibilizar al hospedero.

. Si en un tiempo posterior llega a establecerse una respuesta_
especifica en contra del crecimiento tumoral, este ya habri alcan-

zado dimensiones que no se verdn afectadas por los mecanismos efec
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tores de la respuesta inmune para eliminarlo. Proceso fhciimente -
desarrollable a la par de una tolerancia inmunoldgica del huésped,

o a la ausencia de inmunogenicidad de los antigenos tumorales.

La escabullida celular se apoya en una de las propiedades mis
caracteristicas de las células tumorales y es la modulacidén de su_
cinética de desarrollo celular manifestéindose en el inicio del de-
sarrollo tumoral a una velocidad de autoduplicacién que rebase el

potencial proliferativo del sistema inmune (27,95,106).
— MODULACION FENOTIPICA

En este mecanismo de evasién se incluyen algunos otros que en
marcados bajo un mismo concepto, parecieran una estrategia inteli-

gente para evadir a la respuesta inmune,

Durante el desarrollo tumoral existe una inhibicién, transfor
macién y reexpresién progresiva de determinantes antigénicos en la
superficie de la célula tumoral, lo que permite una seleccibn geng

tica con base inmunitaria (95).
a) Modulacidn antigénica:

Este tipo. de proceso ocurre cuando las células tumorales son_
expuestas a una respuesta inmune especifica, exhibiendo un reduci-
do nGmero de determinantes antigénicos o bien un solo determinante
antigénico sobre el cual se manifiesta la actividad efectora de la

respuesta inmune, Para evitar su destruccién por el constante ac--
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cionar de los mecanismos inmunes efectores, la célula tumoral cuen
ta con las alternativas de internalizar, disminuir la densiad en -
su superficie, o suprimir la expresién de sus determinantes antigé

nicos.

La inestabilidad de estas moléculas sobre la superficie de la

célula tumoral es un buen mecanismo de evasién (87,106).
b} Desprendimiento de antigenos:

Las células nucleadas de todos los mamiferos, tienen la parti
cularidad de mantener en constante recambio sus membranas célula--
‘- res. Algunas de sus moléculas dc superficie son desprendidas y --
otras son empleadas en el catabolismo de sus constituyentes. Por -
lo tanto las células tumorales no estin exentas de realizar el --
desprendimiento de sus antigenos y lo hacen en forma més réipida --

debido a que su metabolismo estd incrementado.

Si estas moléculas son determinantes antigénicos sobre los --
cuales se haya establecido una respuesta inmune, su liberacién --
constante provoca que las células tumorales sean inmunoresistentes.
No solo por su aparente carencia sobre la superficie celular, sino
que también la alta concentracién de esas moléculas, en la vecin--

dad local bloquean los mecanismos efectores de la respuesta inmune.

Extrapolando este proceso a la condicién de que esta clase de
moléculas sean filtradas a otros tejidos y/o hasta la circulacién_

sanguinea, la actividad de los mecanismos efectores no estari loca
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lizada en un solo punto, sino que estaria diluida o distraida por_

todo el organismo.

También debe considerarse que la alta concentracifén antigéni-
ca puede provocar por si misma una inhibicién de la respuesta inmu
ne, o inducir la activacién de células supresoras en el huésped --

(87,98,107).
c} Mimetismo molecular:

Las células transformadas pueden mantener caracteristicas -«-
constitutivas como lo es, el sintetizar moléculas codificadas por_

el MHC, especialmente de clase I.

Otra alternativa es que la célula transformada no altere en -
mucho la expresién de este tipo de moléculas, haciéndolas parecer_
similares, y al ser reconocidas como propias pase desapercibida 1la

existencia de cé&lulas tumorales en el hospedero (87,97,98,106,108).
d) Enmascaramiento:

Las células tumorales durante su proceso de transformacién --
adquieren nuevas caracteristicas y una de ellas, relativa a la di-
ferente expresifn de antigenos o a la expresién de nuevos antfige--
nos, provoca que la carga eléctrica neta de la superficie celular_

se modifique.

Este efecto logra que sean atraidas moléculas solubles circu-

lantes con carga eléctrica contraria, hacia la superficie celular,
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La interaccibn de estas moléculas con la superficie de la célula -
tumoral, la hace pasar como una célula que expresa moléculas pro--
pias delhospedero, por lo que no se detecta su presencia. (Un ejem-

plo es la interaccibn con plaquetas durante la metéstasis) (109).
— INDUCCION DE MOLECULAS BLOQUEADORAS

AGn en individuos capaces de establecer una eficiente respues
ta inmune se ha observado que las células tumorales pueden estimu-
lar o dirigir esta respuesta en su contra. Es decir que los meca--
nismos efectores del hospedero, mis que destruir, favorecen de mane-

ra indirecta el crecimiento neopléisico.
a) Anticuerpos bloqueadores:

Debido a las condiciones genéticas del individuo o tal vez a
las células tumorales, en el hospedero se induce la formacidén de --
cierta clase de anticuerpos cuya actividad citotéxica es minima o_
ausente. Estas inmunoglobulinas son incapaces de activar el siste-
ma del complemento y posecn una afinidad minima por lo receptores_
de membrana (fraccién Fc) en células citotéxicas capaces de reali-
zar ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo). Natu--

ralmente nos referimos a los anticuerpos de clase IgG4.

De esta manera, la célula tumoral logra que los anticuerpos -
recubran su superficie, enmascarando a sus antigenos e impidiendo_

la actividad de los mecanismos citotbxicos efectores (29,95,110).
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b} Complejos inmunes:

Esta condicién biolégica resulta de las caracteristicas de --
sus protugonistns; por un lado, de individuos inmunocompetentes ca
paces de formar anticuerpos en contra de los antigenos tumorales y
por otroycélulas tumorales que de acuerdo a lo establecido en la -
modulacién fenotipica, liberan antigenos de su superficie celular.
La formacidén de complejos antigeno-anticuerpo se puede lograr en -
la superficie de la célula neopldsica con su posterior liberacién_
o bien en los fluidos en los que existe gran cantidad de antigenos

solubles.

El incremento en la concentraci6én de complejos inmunes provo-
ca una fuerte inhibicidén de la respuesta inmune, a través del --

bloqueo de las funciones célulares citotbxicas (29,95,96,110).
— LIBERACION DE SUSTANCIAS QUE INTERFIEREN CON LA RESPUESTA INMUNE

Las células tumorales producen una gran variedad de sustan---
cias, con diferente naturaleza quimica, las cuales pueden dismi---
nuir en forma directa o indirecta la accién de las células efecto-
ras de la respuesta inmune, evitando asi su destruccién (29,95,96,

101,104,110). -(ver seccién de supresiébn inmune).
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ANTECEDENTES
2.1 SUPRESION DE LA RESPUESTA INMUNE POR CELULAS T

Es evidente reconocer la diversidad funcional de las células
que constituyen al sistema inmune, dentro de las cuales parece te
ner un papel preponderante aquellas cuya actividad estd directa--

mente involucrada con la regulacién de la respuesta inmune (100).

Naturalmente nos referimos a las células T en las que sus di
ferentes funciones efectoras y reguladoras, representan las capa-
cidades de sus dos subpobluciones que se pueden distinguir en ba-

se a sus diferencias fenotipicas.

Aproximadamente el 65% de la poblacién total de linfocitos T
exhiben el marcador de superfiecie CD-4 y en ellas se incluyen a
las células capaces de inducir, establecer, amplificar y modular_
la respuesta inmune en forma especifica. Los mecanismos por los -
que realiza esta actividad ya fueron descritos en la seccién ante

rior.

La otra subpoblacidn de células T que representa aproximada-
mente el 35% de la poblacidén total exhiben el marcador de superfi
cie CD-8, estas células parecen estar integradas o relacionadas a
funciones efectoras citotdxicas y funciones efectoras supreso----

ras (101).

-Estas grandes subpoblaciones de células T (CD-4 y CD-8) pare-
cen estar fraccionadas en subtipos aun menores de células que di--

fieren en cuanto a sus marcadores de superficie (fenotipo especifi
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co) y a sus caracteristicas funcionales y aunque no se ha definido
en forma muy exacta, existen evidencias experimentales actuales -
que pueden ayudar a comprender estos conceptos (comentarios retoma

dos mis adelante).

Por muchos afos los inmundlogos han tratado de entender los -
mecanismos responsables de la inmunorregulacién, ya que una de las_
propiedades mis excepcionales de las células del sistema inmune -
es ciertamente su capacidad de suprimir especificamente los proce

sos inherentes a una respuesta inmune.

Inicialmente se pretendid explicar la supresién inmunecomo un
fendémeno regulador, sin que se conociera la célula o células res--
ponsables.vEn la actualidad se le ha atribuido a la célula T supre
sora, la capacidad de una célula especializada que desempeia un pa
pel importante en los mecanismos reguladores del sistema inmune, -
tal vez no sea un concepto universalmente aceptado, pero las evi--

dencias experimentales apoyan fuertemente su existencia.

La presencia de células T supresoras, con caracteristicas an-
tigeno especificas, demostradas originalmente por R.K. Gershon en_
1970 (411,112) fue el inicio de un gran ndmero de investigaciones acer
ca de las caricteristicas funcionales y fenotipicas de este tipo -

de células,

Cabe sefialar que en los sistemas de supresién posteriores al -
de Gershon se demostré que la célula T supresora puede modular una -

variedad de funciones inmunes que involucran la inmunidad celular y



humoral (111,127).

Estas células T supresoras se identificaron en varias especies_
animales incluyendo al hombre, pero en los modelos murinos es don-

de se ha extendido su estudio.

El andlisis de varios sistemas supresores antigeno especifi--
cos han revelado una compleja secuencia de eventos que se suceden_
para establecer un estado de supresién. Postulando la existencia -
de subpoblaciones de células T supresoras que interaccionan secuen
cialmente, es decir: La primera célula T supresora (Tsl) elabora -
un factor supresor uno (TsF1) que act&a como activador de una segun-
da célula supresora (Ts2) la cual se convierte en una célula supre
sora efectora al sintetizar un segundo factor supresor (TsF2) que_
manifiesta su actividad sobre el resto de las células inmunes (115,

122, 123, 128).

Esta secuencia de eventos celulares ha sido observada por va-

~ rios grupos de investigadores, en diferentes modelos experimenta--
les, pero existen algunos otros que tratan de explicar la supresién
involucrando la participacién de una tercera poblacién de células_
supresoras (Ts3), la cual manifiesta su actividad cuando es estimu

lada por TsF2 para liberar un altimo factor supresor efector (128).

En todos los sistemas experimentales analizados tanto in vi--
tro como in _vivo se ponen de manifiesto dos importantes caracteris

ticas:
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1) La célula aparentemente responsable de la supresidén inmune, es el -

linfocito T.

2) El proceso de supresién es establecido y ejecutado a través de una
serie de seflales, que sirven como via de comunicacién entre las cé-
lulas participantes. De tal modo que la induccién, establecimiento_
y desarrollo de la supresién inmune es por medio de factores o sus-

tancias solubles elaboradas por los linfocitos T(115-118,122-125,127)

Por otro lado, de acuerdo a los distintos sistemas experimentales
de supresidn consultados, podemos clasificar a los factores solubles -

supresores como:

A) FACTORES SUPRESORES CON ACTIVIDAD RESTRINGIDA POR EL COMPLEJO MAYOR
DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC)

En los modelos experimentales del grupo de Tada y colaboradores -
(116-119,125)se demostré que los linfocitos T o células de bazo prove--
nientes de un ratén inmunizado previamente con altas dosis de antigeno
(KLH) , y transferidas a ratones singénicos desafiados posteriormente --
con dosis inmunizantes del mismo antigeno, lograron disminuir la capa-
cidad de formar anticuerpos en contra de KLH. Estos resultados indican
que la inmunizacién con dosis relativamente altas de antigeno o del --
conjugado hapteno-acarreador, activa una subpoblacién de células T que
especificamente inhiben la produccién de anticuerpos en contra del --
hapteno sobre la misma molécula acarreadora, confiriéndole la propie--

dad de ser una supresién antigeno especifica.
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Al tratar de investigar los mecanismos moleculares de la su--
presién se encontré que las células T liberan un factor supresor -
que inhibe las funciones de otro tipo de células. Cuando este gru-
po intentd caracterizar el factor supresor, a partir de extractos_
solubles de linfocitos T supresores, observaron las siguientes ca-

racteristicas:

--« Que el factor supresor muestra cierta afinidad por el antige-

no, es decir, que se une a él.

--- El factor supresor exhibe determinantes antigénicos que son -
codificados. por el MHC, especialmente de la subregién I-J (ra

tén).
--- Este factor manifiesta una naturaleza quimica proteica.

--- Ademiis de que su actividad supresora sélo se puede demostrar -
en receptores singénicos (receptores genéticamente compatibles)
por lo que se considera que su actividad esta restringida gené

ticamente.

Por otro lado, empleando una combinacidén de técnicas in vivo -
e in vitro Germain (120,122,126) logrd investigar los posibles meca-
nismos de la supresifn, al administrar en animales singénicos altas
dosis de antigenos sintéticos (copolimeros de aminodcidos GAT-Tiro-
sina-Ac. Glutdmico-Alanina y GT-Tirosina-Ac. Glutidmico o arsenato de
azobenceno-ABA} que inducian un estado de supresién, y después de -

caracterizar los extractos solubles celulares demostrd la existen--
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cia de un factor supresor con caracteristicas muy similares al de-
mostrado por el grupo de Tada. Esta molécula fue capaz de activar_
en animales histocompatibles una segﬁnda poblacién de células T su
presoras (Ts2) o células supresoras de segundo orden, las cuales -
también liberan un segundo factor supresor cuyas caracteristicas -

son:

--- Que manifiesta una restricci6n génetica en su actividad, es de

cir, s§lo actGa en animales compatibles genéticamente.

--- Posee determinantes antigénicos codificados por la regién I-J -

del complejo histocompatible del ratén.

--+ El factor supresor uno (TsF1) y dos (I'sF2) exhiben una porcién -
molecular similar a la regién variable de la cadena pesada de -
las inmunoglobulinas, y que les sirve para comunicarse entre --

las diferentes subpoblaciones de células T (120,122, 126).

Como es evidente en los sistemas experimentales que muestran -
la existencia de factores supresores restringidos genéticamente, --
responsabilizan a la subregifn I-J del MHC del ratén y a los produc-
tos de ésta, como los reguladores y efectores de la actividad de la
célula T supresora. Indicando que las interacciones entre las subpo
blaciones de células T supresoras es a través de factores solubles_

portadores de determinantes antigénicos codificados por estos genes.

En la actualidad, este concepto parece invalidarse pues se sa-
be que los marcadores, asi como los productos celulares codificados

por la regién I-J de los genes Ir en el ratén, son marcadores y pro
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ductos transicionales de la diferenciacién celular (134). Sin em--
bargo se mantiene el interés en estudiar e identificar caracteris

ticas en comiin en este tipo de factores supresores.

B) FACTORES SUPRESORES CON ACTIVIDAD NO RESTRINGIDA POR EL COMPLE-
JO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD.

El modelo secuencial de interacciones celulares entre las sub
poblaciones de células T supresoras es muy caracteristico y compar
tido por varios sistemas experimentales, manifestando sélo algunas
diferencias en cuanto a la naturaleza quimica y caracteristicas de

la actividad de los factores supresores participantes.

KontiainenyFeldman (124) fueron los primeros en demostrar en_
un sistema experimental in vitro la induccién de células supreso--
ras capaces de producir un factor supresor con carfcter antigeno -
especifico no restringido al MHC; Ya que al adicionar sobrenadan--
tes, obtenidos de cultivos de éélulas esplénicas estimuladas con -
un antigeno sintético, a células de diferentes cepas de ratones, -
pero estimuladas con el mismo antigeno, se observé una supresién -

en la producci6n de anticuerpos (IgG, IgM).

La importancia de este trabajo radica en que el factor supre-
sor, obtenido de una cepa de ratén especifica, es capaz de manifes

tar su efecto en células de ratones genéticamente incompatibles --
(124).

Okumura K.0.y colaboradores observaron invivo unasupresién similar -
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a la que reporta Kontiainen, y ademids demuestran que el factor su-
presor extraido de homogenados celulares de linfocitos T, era de na

turaleza protefca (121).

Otras evidencias expérimentales describen que en los sistemas
supresores donde se valora las reacciones de hipersensibilidad ti-
po retardada en contra de antigenos sintéticos, estd involucrada -
1a participacidn de un factor supresor cuya actividad no estd res-
tringida genéticamente, tal es cl caso de los grupos de Zembala y_

Bullock (127).

Aunque existen muy diversos sistemas experimentales ademis de
los mencionados anteriormente, en todos ellos sesenala que el efecto_
supresor estd mediado por uno o varios factores solubles liberados

por células T supresoras.

En la actualidad, se pone en tela de juicio la existencia de_
esta clase de moléculas, pues existen muchas otras sustancias solu
bles liberadas por los linfocites T, que han sido bien caracteriza
das {quimica, bioquimica e inmunolégicamente) y que bajo ciertas -
condiciones manifiestan un efecto regulador de la respuesta inmune.

Especificamente nos referimos a las siguientes citocinas:

IL-4 (interleucina 4) (28,62,64,65,173)

IL-6 (interleucina 6) (28,61,64,65,80,173)

IFN- # (interferdn gamma) (28,76,77,81,87)

TGF-(i (Factor trans formante del crecimiento tipo Beta)(65,89-94) .,

TNF (factor de necrosis tumoral) (28,64,77,84,85,87,88)
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--- La actividad supresora de algunas de estas moléculas se puede
manifestar cuando su concentracién local o sistémica se obser-
va elevada, en comparacién con una condicién normal. (IFN-§ ,

TNF, IL-6).

--- Algunas de ellas también muestran un efecto antagdnico cuando_
se encuentra presente alguna otra citocina o que previamente -
se genere un estimulo por una citocina diferente, El mis claro
ejemplo de tal situacidén es la IL-4, la cual tiene un efecto -
inhibitorio sobre las funciones de la célula que previamente -

fueron estimuladas con IL-2.

--~ También debe considerarse la posibilidad de que su actividad -
individual se modifique o sea antagdénica cuando algunas de ~-

ellas actuan en forma conjunta (TGF-(& , IL-4).

Con el estudio y caracterizacién de moléculas inmunoregulado--
ras se ha tratado de dar explicacidn a las teorias de supresién -
propuestas en la década de los setentas. Sin embargo en la actualj
dad se mantiene la inquietud por conocer los mecanismos responsa--
bles de la regulacién de la respuesta inmune, pues con el crecicn-

te desarrollo de técnicas como son:

1) La generacidon de anticuerpos monoclonales, para caracteri--
zar sulpoblaciones de células y moléculas solubles con fun-

cién biolégica especifica (134,137,139,140,142,145-148),

2) El establecimiento de clonas de subpoblaciones de células -

T (129-135,137-139,141,145,147,149).
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3) Asi como tratar de manipular los genes responsables de la_
sintesis de algunos factores supresores solubles (139,142,

144,-146,149).

Se han logrado hacer investigaciones importantes y més profun-
das sobre los mecanismos celulares y moleculares de 1la supresidén_
antigeno especifica, no s6lo en modelos animales (ratén y rata) -
(120,121,135,136), sino también esclarecer estos mismos mecanis--

mos de supresién en el hombre (122,139,151,145,148).

Con aportaciones experimentales recientes, que se apoyan en -
el uso declonas de células T supresoras, Herbert y Watson (150) -
postularon una teorfia de supresién antigeno especifica involucran
do un reconocimiento restringido por el complejo mayor de histo--
compatibilidad como condicién para que se realice este proceso de
tegulaci6én en el hombre. Considerando que la supresién se puede -

desarrollar de la siguiente manera:

Inicialmente determinan que una célula T cooberadora-regulndg
ra es activada a través de su receptor TCR (receptor formado por_
el heterod{-eroa(p ) pues reconoce la asociacién del antigeno --
con las molécu}as de clase II (MHC) que se encuentran en la super
ficie de la CPA (célula presentadora de antigeno) y que ademés re
quiere la presencia de IL-1 (interleucina 1} para que se puedan -

expresar los receptores de interleucina 2.

Por otro lado, dependiendo de la concentracidén del antigeno -
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también son activadas las células T supresoras ya que pueden reco
nocer la asociacidn del antigeno con moléculas del MHC, por con--
tar con sus receptores de superficie TCR @xcﬂ y receptores para -
IL-1. Cuando la célula T supresora e¢s activada de esta manera, se
encuentra en condicién de reexpresar la cadena ) de su receptor_
TCR (&J]. Es por medio de esta molécula de superficie que se lle
va a cabo la interaccidn con el receptor CD-Z (receptor E o recep
tor para eritrocitos de carnero) presente en la célula T coopera-
dora-reguladora que previamente habia sido activada. La estimula-
cion simultdnea de esta Oltima célula a través de sus receptores_
TCR que reconoce al antigeno y CD-2 que interacciona con el linfo

cito T supresor, provoca la inhibicidén de sus funciones normales.

Este circuito de interacciones celulares se completa al consi
derar que la IL-2 (interleucina 2}, necesaria para favorccer la
proliferacion de las células T supresoras, es producida por otras
células T cooperadoras-reguladoras que se activan al interaccio--
nar via de su receptor CD-2 con la cadena § de las células T su--
presoras y con la IL-1 presente en el medio local, descartando -
por completo en este (ltimo caso la activacidén por su receptor --

TCR.

Todo lo descrito anteriormente parece indicar que las propie-
dades conferidas al receptor pékdel linfocito T, es el proporcio-
nar un elemento esencial para las funciones efectoras de la célu-
la T supresora. Estas evidencias experimentales tienen el apoyo -

de otros grupos de investigadores que determinan la existencia de
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receptores K‘J en linfocitos portadores del marcador CD-8*% (150- -

153).

Actvalmente las investigaciones realizadas sobre los factores
solubles supresores, determinan que su existencia y actividad es-
t4 restringida genéticamente por el complejo mayor de histocompa-
tibilidad en el hombre (MHC) (149-~155). Pues parvece ser que estos
factores comparten determinantes antigénicos con el receptor de -
la cé€lula T (TCR) y en algunos casos llegan a ser estructuras muy
similares al heterodimero u(! 0 r; par lo que en armonia con la_
teoria de supresidn expuesta anteriormente pueden ser considera--
dos como las formas solubles de esta clase de moléculas (139,140,

145,156-159).

PDesde que se describid el fendmeno de supresidn, se tratd de-
encontrar las células responsables de dicha actividad., Al determi
narse la existencia de las dos subpoblaciones de linfocites T --
(CD-4 y CD-8) y proponer a las células con el marcador CD-8 como_
las responsables de la supresidén y de la citotoxicidad, surgieron

especnlaciones sobre su existencia real.

Conlageneracidn de clonas de células T supresoras caracteriza-
das con anticu;rpus monoclonales, es posible demostrar la existen
cia de células T citotdxicas y cé&lulas T supresoras come subpobla-
ciones de células portadoras del marcador CD-8, separindose de -
esta forma la dicotomia funcional asignada desde siempre a estas_

células (160).
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Las células T citotéxicas muestran el fenotipo:

+ + -

TCR cD-3 CD-4 cp-8* cp-11b~  cp-28*

en cambio a las células T supresoras se les asigna el fenotipo:

+

TCR cp-3* - *

CD-4 cD-8 cp-11b" CD-28~

(160) .
Es evidente que la diferencia que separa las actividades de -
estas Subpoblaciones de células radica en los marcadores CD-11b_
(receptor para la fraccidn Csy del complemento y especialmente en-
contrada en macréfagos, granulocitos y células Nk){161) 7y CD-28_
(marcador que describe una subpoblacidn de células T, scgin el 48
taller sobre antigenos de diferenciacién de los leucocitos huma--
nos 1989) el cual se habia sefialado en el pasado como un marcador
dtil para distinguir poblaciones celulares, empleando ¢l anticuer

po monoclonal 9.3 (160,162).

Estas evidencias experimentales requieren de una total confiyr
macién pero pareciera ser el inicio de la separacién de poblacio-

nes celulares con ¢l marcador CD-8,

Ademis el campo de la investigacidn de las células supresoras
y sus poductos solubles se ha extendido a los sistemas experimen-
tales de las enfermedades infecciosas (130,132), autoinmunes {99,
129,132, 136,138), y en los procesos neoplisicos puesto que hay_
un gran paralélismo con la supresidén de las respuestas antigeno -

especificas (163-168).
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2.2 . SUPRESION DE LA RESPUESTA INMUNE POR EL MACROFAGO

Los monocitos o macr6fagos tienen un importante papel en el -

inicio y regulacidén de la respuesta inmune especifica.

Estas células son capaces de procesar y presentar antigenos,-
pero también pueden controlar en forma positiva o negativa el cre

cimiento y diferenciacién de otras células (161,169,170).

Anteriormente ya fue descrita la participaci6én del macréfago_
en el establecimiento de la respuesta inmune especifica y su par-
ticipacidn como una célula citotéxica, pero ademds esta célula -
también c¢s capaz de suprimir la respuesta inmune (15,16,22,101,--

174).

Cuando el macr6fago esta activado es capaz de producir y libe
rar una gran cantidad de moléculas solubles con diferente activi-

dad biolégica que se dividen en:

ENZIMAS

Plasminégeno activador

Esterasa

Colagenasa I,II,IIl especificas para co

ldgena intersticial., -

- Proteinasas neutras Colagenasa IV especifica para coldgena

: de membrana basal -

Colagenasa V especifica para coldgena -

pericelular.

Proteinasa citolitica.

- Arginasa

- Lisozima
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- Lipoproteinlipasa

- Hidrolasas Acidas (proteinasa, peptidasas, glicosidasas, fosfa-
tasa, lipasas).

- Enzima convertidora de angiotensina

PROTEINAS PLASMATICAS

- o€ Macroglobulina

- Fibronectina

- Transcobalamina II
- Apolipoproteina E

- Proteinas de la coagulacién (tromboplastina tisular, factor -

- Componentes del complemento C1, C2, C3, C4, C5, properdina, -
Factor B, Factor D, Factor I como
inactivador de C3b, Factor H aceltE
rador del inactivador del factorB,
C3b.

METABOLITOS REATIVOS DE OXIGENO

- lon superdxido (anion 62)-

~ Peréxido de hidrégeno (HZOZ)
- lon hidroxilo (OH™) '
LIPIDOS BIOACTIVOS

- Prostaglandinas

- Leucotrienos
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- Tromboxanos

- Acido 12-hidroxiecosatetranoico

NUCLEOTIDOS Y COMPUESTOS RELACIONADOS

- Monofosfato de Adenosina (AMPc)
- Timidina
- Uracile

- Acido Urico

FACTORES REGULADORES DE LAS FUNCIONES CELULARES

- Eritropoyetina
- IL-1
- IFN-ox

Factor de la angiogénesis

Factores que promueven la proliferacién de fibroblastos, células

endoteliales, células T y B.
- Factor estimulador de colonias (CSF)

- Factor precursor de la serie mieloide

Factores que inhiben la proliferacién de células tumorales.

Factor de necrosis tumoral. (Tipo o< )}

'

Por todo lo anterior es evidente reconocer la capacidad funcig

nal del macréfago como una célula bioldgicamente activa.
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Ya que muestra sus actividades reguladoras y supresoras sobre

una gran cantidad de células (15,16,22,161,169,170).

Para facilitar la descripcién de los mecanismos de supresién_
que realiza el macréfago en la respuesta inmune, se ideé la si---

guiente clasificacién:

SUPRESION DE LA RESPUESTA INMUNE A TRAVES DE LA LIBERACION DE ---
PROSTAGLANDINAS.

Las prostaglandinas son producidas por el macrbéfago activado_
a partir de dcido araquidénico (&c. graso de 20 carbonos), el --
cual es metabolizado por un sistema enzimitico denominado Cicloxj
genasa-Lipoxigenasa. Los productes finales de esta actividad son_
las protaglandinas (PGE2 PGF2 PGDZ PGI), tomboxanos y leuco----
trienos (171,172).

El principal efecto de las prostaglandinas es actuar como pre
cursor de los antagonistas /5-adrenérgicos tales como histamina,
mediante la estimulacidn del AMPc. Estos productos tienen una par
ticipacién activa en los procesos inflamatorios. Un mecanismo apa
rentemente 16gico del porqué estas moléculas influyen en las fun
ciones de la mayoria dec las células inmunocompetentes, es que las
prostaglandinas y principalmente el tipo E, activan el sistema en
zimitico adenilato-ciclasa, lo que provoca un incremento en los -
niveles de AMPc, el cual inhibe la actividad de la fosfolipasa de
la mémbrana celular y con esto se provoca que la célula presente_

un estado refractario a posteriores estimulos (171).
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En forma general las alteraciones funcionales que provocan -~
las prostaglandinas en la mayoria de las células del organismo -

son:

inhiben la sintesis de nucledtidos ciclicos;

generan cambios en la membrana celular, alterando principalmen-
te la composicién lipidica y protéica, que se traduce en un --

trastorno de la permeabilidad membranal;

*

inhiben la actividad de algunas enzimas.

En particular, las alteraclones funcionales que se inducen en

las células inmunocompetentes son:

- inhiben la sintesis de linfocinas;
- inhiben la sintesis de anticuerpos;
- inhiben la expresif6n de moléculas de superficie (Fc y MHC);

- inhiben la proliferacién de la serie mieloide.

Se ha observado que estas alteraciones celulares se detectan
después de periodos breves de exposicién a las prostaglandinas --

(24 horas).

Por su parte el macr6fago no parece manifestar estas altera--
ciones biolégiéas y por el contrario se incremeqia su fagocitosis
y sintesis de colagenasa, aunque muestra una correlacién inversa_
entre los niveles de prostaglandinas (en especial PGEZ) y la IL-1

(171,172).

Como dato adicional y muy importante, es necesario mencionar_

que en los procesos neopldsicos, las células tumorales parecen -
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inducir la sintesis de prostaglandinas en el macrdfago (101,169-

172).

SUPRESION DE LA RESPUESTA INMUNE POR SUSTANCIAS SOLUBLES DIFEREN-
TES A LAS PROSTAGLANDINAS.

Un gran nimero de reportes determinan que en sistemas experi-
mentales in vitro, la respuesta inmune se encuentra inhibida cuan
do hay un exceso en el nimero de macréfagos. Por lo que se consi-
dera que estas células son responsables de la liberacidén de sus--

tancias solubles con efecto supresor (15,16,22).

Aunque las primeras evidencias experimentales no determinaban
la naturaleza quimica de las sustancias involucradas en la supre-
si6én, ésta puede deberse a algunas proteinas séricas ( o(zmacro--
globulina y apolipoproteina E) que cuando rebasan los limites de_

concentracién fisilégica muestran efectos supresores (15,22,24),

Pero también algunas sustancias inmunoreguladoras (citoci---
nas) que se producen a nivel sistémico o local manifiestan efec-
tos duales o antagénicos que pueden explicar la supresién genera-

da por el macré6fago.

Uno de estos casos lo representa la IL-1 (interleucina 1) que
por si sola puede generar efectos citostéiticos o inducir la sinte
sis de otras moléculas supresoras, como son las proteinas de fase

aguda (en higado) y las prostaglandinas,
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La IL-6 (interleucina 6) que es una molécula involucrada en -
la diferenciacién y activacidén de algunas células inmunocompeten-
tes en condiciones fisjiolégicas, puede mostrar un efecto bloquea-

dor cuando se alteran las condiciones normales.

El IFN-X (interferdén gamma) y el TNF (factor de necrosis tu-
moral) manifiestan efectos antiproliferativos cuando su concentra

cién se encuentra incrementada en el microambiente.

Otra molécula no menos importante, sintetizada por el macréfa
go es el TGF-/3 {factor transformante del crecimiento tipo beta)}
cuyo efecto supresor se traduce en la inhibicién de las funciones

celulares, dentro de las cuales se destacan las siguientes:

- suprime la proliferaci6n de células inmunocompetentes;
- impide 1la expresién del ARN lo que acarrea como consecuencia la
inhibicidén de la sintesis protéica.

- interfiere con la actividad citotdxica de las células NK y LAK.

Por todo lo anterior es necesario considerar al macréfage no_
solamente como una célula fagocitica o una célula presentadora de

antigeno, sino también como una célula potencialmente supresora.

2.3 SUPRESION DE LA RESPUESTA INMUNE MEDIANTE LA LIBERACION DE _
PRODUCTOS SOLUBLES POR CELULAS TUMORALES.

La participaci6én de la inmunologia en el estudio del rechazo_
a tumores tiene por objetivo tratar de explicar las complejas in-
teracciones que se suceden entre las células inmunocompetentes -

del hospedero y las células tumorales,
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Por tal motivo se han generado un gran nimero de investigacio-
nes clinicas.y experimentales que pretenden evaluar €l sistema in
mune de los individuos que desarrollan un proceso neoplisico.. En
1a mayoria de estas investigaciones se observa como caracteristi-
ca, que en ellos se manifiesta un estado de inmunosupresién (17.7-

191).

Las alteraciones en las valoraciones funcionales (respuesta _
inmune celular y humoral) realizadas en eﬁte tipo de individues,-
tratan de ser explicadas o correlacionadas con la presencia de -
sustancias solubles que se han reportado con un efecto supresor -

(177-191).

Existen algunas sustancias normalmente producidas en el orga-
nismo de muchos individuos, que producen un estado de supresién -

(110,175).
Las proteinas séricas tales como:

Albimina

Proteinas asociadas a la fraccién X ~globulina
Glicoproteinas

Proteina C reactiva

Lipoproteinas (de diferentes densidades)

Las hormonas glucocorticoides: progesterona, estrégenos, an--
drégenos.

Prostaglandinas.
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Y proteinas de la fase aguda (producidas en el higado) mani-
fiestan un efecto supresor, cuando son evaluados los parfimetros -

inmunes en pacientes con cidncer e individuos sanos (110,172,176).

Se desconocen losmecanismos responsables de tal efecto, pero -
se cree que es debido a las altas concentraciones en que se mani-
fiestan este tipo de moléculas solubles. La explicacidén més 16gi-
ca, a su incremento en pacientes con céncer, pareciera deberse a
que las células tumorales contribuyen en gran medida a su sinte--

S1S.

Otros sistemas experimentales, demuestran la presencia de --
factores supresores, en el suero de individuos con céncer (175,--
178,181,183,184,190,193,194) /o en los extractos solubles del teji-

do tumoral.

El efecto supresor de esta clase de sustancias sc¢ ha manifes
tado cuando se realizan valoraciones funcionales del sistema inmu

ne de individuossanos o de pacientes (176-191).

En estas evidencias experimentales, aunque se manifiesta una
excelente correlacién en la produccidén y deteccidén de factores so
lubles con la alteracién de las funciones inmunes, se debe tener_
presente como Gnica limitante la incapacidad de demostrar realmen
te a la célula tumoral como fuente principal de esos factores su-
presores, pues existe gran nimero de componentes séricos y tisula
res normales que pueden generar el mismo efecto (110,172,175176).

Por otro lado, los extractos solubles de la masa tumoral, inclu--
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yen componentes celulares normales y componentes de células tumo-

rales,

Algunos sistemas experimentales que emplean los sobrenadan--
tes del cultivo de las células tumorales, demuestran que éstas -~
pueden producir sustancias solubles que bloquean o interfieven --
con la expresidn de la inmunidad humoral o celular (117,179,180,-

182,187).

Estas evidencias se han logrado establecer en diversos tipos

de tumores y en diferentes especies animales (175-191).

Sin embargo existen pocas evidencias experimentales que reve
lan la produccidén de factores supresores, por tumores pulmonares,
ademdis de ser indirectamente demostrados, ya que la supresifn de_
las funciones inmunes valoradas se debe principalmente a que di--
chos factores solubles son obtenidos del suero de pacientes y de

extractos solubles del tejido tumoral (110,192,193,194).

Se ha reportado que muchas clases de tumores, asi como algu-
nos carcinomas pulmonares (176) pueden producir y liberar hormo--

nas, tales como:

Corticotrofina

Hormona estimulante de los melanocitos
Hormona antidiurética

,Oxitocina y Neurofisina

Hormona paratiroidea



Gonadotrofina

Hormona estimulante de la tiroides
Hormona del crecimiente

Glucagbn e insulina
Tirocalcitonina y prolactina

Renina, etc., etc.

También se ha determinado que los tumores pulmonares son ca-
paces de sintetizar algunas enzimas, cuya actividad se manifiesta

principalmente en el sistema nervioso (Hipotdlamo) y ellas son:

- Enolasa
- L-Dopa descarboxilasa

- Creatincinasa.

Esta clase de hormonas y enzimas pueden generar alteraciones
neuroldgicas, hematoldgicas y bioquimicas que indirectamente in--
fluyen en la capacidad inmune del individuo durante el desarrollo

tumoral (176,195,196).

Otro tipo de sustancias que producen los tumores pulmonares_
son los factores de crecimiento, que son considerados como molécu
las multifuncionales ya que actian en un gran nGmero de células_
blanco estimulando su proliferacidén celular, situacién que los --
propone como un control de la proliferacidén y diferenciacién celu

lar.

. Los factores de crecimiento producidos por algunos tumores -



pulmonares son:

- Eritropoyetina

- PDGF

- BGF

- TGF-e
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Sintetizada principalmente por
el Carcinoma de Células Peque-

fias (176).

Factor de crecimiento tipo in-
sulina, cuya sintesis la reali
za el'Carcinoma Epidermoide"y_
"Adenocarcinoma pulmonar"(198 ---

199).

Factor de crecimiento derivado
de plaquetas que es producido_
por el "Carcinoma pulmonar de -

Células Pequenas" (195,197).

Factor de crecimiento epidérmi
co, se ha observado que la ma-
yoria de las estirpes pulmona-

res lo produce (195,197).

Factor transformante del creci
miento tipo beta. Es producido
principalmente por lineas y tu
mores tipo Adenocarcinoma (200

202).

A excepcién del TGE- e que tiene un efecto directo sobre la
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mayoria de las células del organismo, los demds pueden actuar en_
forma conjunta o individual para producir neovascularizacién y au
mento del tejido conectivo con el fin de favorecer el crecimiento

tumoral [moduladores de la carcinogénesis)(195,197,198,199).

Los tumores pueden producir y liberar, ademds de las molécu-
las antes mencionadas, una gran variedad de sustancias solubles -
que han sido pobremente definidas pero que también pueden manifes

tar un efecto supresor,

Por itltimo es necesario mencionar que el grupo de cincer del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, ha reportado --
previamente que los linfocitos que infiltran a tumores (LIT) pul-
monares tipo adenocarcinoma presentan un fenotipo CD-8*+ y una in-
capacidad para proliferar frente a estimulos mitogénicos. Este -
comportamiento es totalmente opuesto al que exhiben las estirpes_

epidermoide y de células pequeiias (203).
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OBJETIVO

El objetivo de esta tesis es valorar mediante el uso de sis-

temas de cultivo in_vitro lo siguiente:

1.- Establecer si los tumores pulmonares son capaces de liberar -
sustancias solubles supresoras que interfieran con la prolife

racidén de las células inmunocompetentes,

2.- Ademis, reconocer si la capacidad de producir y liberar esta
clase de factores es una caracteristica comiin a los tumores_

pulmonares o es exclusiva de alguna estirpe en particular.

3.- Tratar de correlacionar nuestros resultados experimentales -

con los obtenidos a partir de biopsias humanas.

4.- Todo esto con la finalidad de definir y esclarecer los meca-

nismos de evasi6én inmune que exhiben este tipo de neoplasias.
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MATERIALES Y METODOS
4.1 LINEAS CELULARES

Todas las lineas Eelulares manejadas en esta investigacién -
fueron proporcionadas por el American Type Culture Collection --
(ATCC) (204) y mantenidas en medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco -
No. Cat, 330-2511) suplementado con 10% de suero fetal bovino ---
(Flow No. Cat 22102), glutamina a una concentracién final 200 mM_
(Kodak No. Cat 1355627), bicarbonato de sodio (Gibco No. Cat. ---
R494453), ademds de aminoicidos no esenciales (Gibco No. Cat. ~--
320-1140) vy piruvato de sodio (sigma No. Cat. 58636). También se
adicioné una mezcla de antibifticos de amplio espectro tales co
mo penicilina (100 u/ml Sector Salud Clave 1921) y estreptomicina
(100 pg/ml PISA No. Cat.2403). Este mismo medio de cultivo se uti

1izé en todos los procedimientos experimentales realizados.

Cada linea celular se¢ mantuvo en cajas de cultivo T75 (Cos

tar No. Cat 3375) hasta el momento de su empleo.

Todas las lineas celulares son derivadas del humano y aque-
llas que son obtenidas de tumores pulmonares, representan las es-
tirpes mas frecuentes en nuestro medic y a nivel mundial de esta_
patologia; algunas de sus caracteristicas particulares son resumi

das a continuacidn (204).

.ADENOCARCINOMA PULMONAR: Est& representado por la linea celu

lar A-427, su crecimiento es en forma de monocapa, adherida a la_
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superficie pldstica de la caja de cultivo, su morfologia es simi--
lar a una célula epitelial, con unas prolongaciones citoplasmiti--
cas muy caracteristicas, La viabilidad normal de estas células, --

mantenidas en cultivo es de 78%,

El tiempo de duplicacién celular es en un periodo de 30-36 ho

ras.

CARCINOMA PULMONAR EPIDERMOIDE: La estirpe mencionada se representa_
con el uso de la linea celular SK-MES-1. Su crecimiento aparenta -
una monocapa de celulas adheridas a la superficie plistica de la -
caja de cultivo. Su morfologia es muy similar a una célula epite--
lial y la viabilidad de estas células mantenidas en cultivo es nor
malmente de 90%. La duplicacién celular estd considerada en un am-

plio periodo de tiempo de 24-48 horas.

CARCINOMA PULMONAR DE CELULAS PEQUERAS: Lo representa la linea ce-
lular NCI-H69. Su forma de crecimiento es en suspensidn y su morfolo
gia es de agregados celulares. La viabilidad normal de estas célu-
las en cultivo es de 55-65%. El tiempo de duplicacién celular es -

de 72 horas,

ERITROLEUCEMIA: La linea celular K-562 fué obtenida por el ATCC---
de individuos con Leucemia meilocitica crdnica. Su crecimiento es en

forma de monocapa, pero algunas células también crecen en suspensidn.

La apariencia de una célula linfoide, caracteriza a su morfo-
logia; la viabilidad normal de estas células mantenidas en cultivo

es de 90% ademds de manifestar un tiempo de duplicacidén celular de
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24 horas.

LINFOMA: Esti representado por la linea celular Jurkat, cuya_
morfologia es de una célula linfoide que manifiesta una finica pro-
longacién citoplasmiticamuy caracteristica. Su desarrollo en culti-
vo es en cierta proporcién adherido a la superficie plastica (mono
capa) o bien puede observarse parte de su crecimiento en suspen---

sidn.

La viabilidad normal de esta célula es de 70-90%, y el perio-

do de su duplicacién celular es de 24 horas aproximadamente.
4.2 OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES SANGUINEAS

A partir de 20 ml de sangre heparinizada, obtenida de indivi-
duos sanos por venopuncidn, se procedié a separar las células mono
nucleares empleando un gradiente de densidad de ficoll-hypaque ---

(Nycomed No. Cat 802912), segin el método de Bdyum (205).

Las células mononucleares fueron separadas y lavadas con solu
cidén salina blanceada para eliminar los restos de plaquetas y exce

sos de fycoll-hypaque.

Posteriormente fueron mantenidas en congelacién, con una mez-
cla de suero fetal bovino {(Flow No. Cat. 22102) y dimetil sulféxido
(Merck No. Cat. 802912), a una temperatura de -70°C hasta el mo--

mento de su empleo en el co-cultivo celular.
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4,3 CO-CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES SANGUINEAS Y CELULAS TUMO
RALES.

Las lineas celulares mantenidas en cultivo se separaron, al-
gunas de ellas en forma mecéinica (K-562, Jurat, NCI-H69) 1y el res
to por métodos enzimdticos y meclnicos (A-427, SK-MES-1), segin --
el tipo de crecimiento. Para lo cual se empled una mezcla de trip-
sina-verseno (Microlab D8410) cuya actividad enzimdtica fue blo---

queada con suero fetal bovino (Flow No. Cat, 22102).

Una vez separadas de las cajas de cultivo, las células se. la
varon tres veces con solucién salina balanceada para eliminar exce

so de medio de cultivo o de tripsina-verseno.

Posteriormente se determind la viabilidad y su concentra---
cifn se ajusté en base a la primera, a razén de 1-1.6 x 106 cel/ml
mediante el uso de un colorante vital como lo es azul tripano (Sig
ma No., Cat., T9520). Es conveniente seflalar que se determinaron es-
tos dos limites de concentracidén de acuerdo al tiempo de duplica--
cién celular reportado, para obtener al final del co-cultivo una -

densidad similar en todos los casos.

Un mililitro de la suspensidén celular (1.0 6 1.6 x 106 .- --
cel/ml), se concentrd en un volumen de 600 ’AI, el cual fuécoloca
do en cajas de 24 pozos (Costar No. Cat. 3524), sobre cada pozo al
que le fueron adicionadas las células tumorales, se coloct el sis-

tema de co-cultivo celular (Sistema transwell. Costar No. Cat. --
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3413) (206,207), que consiste en una canastilla pléstica con fondo
semi-permeable, el cual formé un sistema de cultivo con dos céma

ras (superior e inferior).

Por otro lado, las células mononucleares sanguineas se . des--
congelaron y lavaron con solucién salina balanceada, ajustando su_

7

concentracién a 1 x 10' cel/ml en medio de cultivo.

A partir de esta suspensién de células mononucleares se colo-
ron 100 }Al en la cémara superior del sistema de co-cultivo, para_
después ser incubado por un periodo de 18-24 horas, a una tempera-

tura de 37°C con atmésfera de 5% de bi6xido de carbono.

El sistema de Co-cultivo estd formado de dos cdmaras (supe---
rior e inferior) separadas por una membrana de policarbonato, con -
poro de 0.45 JAm que impide el contacto directo entre las dos di-
ferentes poblaciones celulares, pero que permite la libre difusidn
de sustancias solubles o particulas de tamailo menor al didmetro -
del poro. Lo anterior permite su aplicacidén al estudio de las inte

racciones celulares a través de mediadores solubles (206,207).

En la figura No. 3 se muestra la representacidn esquemitica -

del co-cultivo celular.
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FIG. 3 REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL CO-CUL1:IVO CELULAR
(SISTEMA TRANSWELL)
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En los sistemas de co-cultivo celular de cada individuo, se _
incluyeron dos controles: 1) El primero de ellos, Unicamente -
contenia células mononucleares sanguineas en el compartimiento su-
perior del sistema. 2) El segundo control, contenia células monony
cleares sanguineas en ambos compartimientos del sistema (cultivo -

control 2}.

Este tipo de controles representan las condiciones regulares_

del desarrollo experimental.

Por otro lado, las células mononucleares enfrentadas a las di
ferentes lineas celulares en el sistema de co-cultivo (cultivos ex

perimentales), se designaron con una letra en especial.

La descripcién de los sistemas de co-cultivo empleados_

para cada individuo, se encuentra en la tabla No., I

COMPARTIMIENTO COMPARTIMIENTO
SUPERIOR INFERIOR
CONTROL 1 CELULAS MONONUCLEARES MEDIO
CONTROL 2 CELULAS MONONUCLEARES CELULAS MONONUCLEARES
K CELULAS MONONUCLEARES LINEA TUMORAL K-562
J CELULAS MONONUCLEARES LINEA TUMORAL JURKAT
A CELULAS MONONUCLEARES LINEA TUMORAL ADENOCARCI-
NOMA
S CELULAS MONONUCLEARES LINEA TUMORAL EPIDERMOIDE
N CELULAS MONONUCLEARES LINEA TUMORAL CELULAS PE-
. QUERAS.

Tabla I: Sistemas de co-cultivo celular.
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4.4 ESTIMULACION MITOGENICA

Después del perfodo de incubacién del co-cultivo celular,---
Gnicamente se recuperaron las células mononucleares del comparti-
miento superior, las mismas que se lavaron con solucifn salina ba

lanceada.

Nuevamente se determiné su viabilidad y se ajustdé- su concen-

6

tracién a 1 x 10° cel/ml de la cual se depositd 100 rl en cada -

pozo de una placa de microtitulacidén (Nunc. No. Cat. 1-67008).

Posteriormente se adiciondé a los pozos que sirven como con--
trol de la proliferacién basal 100 Al de medio de cultivo -

-~ (cultivos no estimulados).

A los pozos restantes se les adiciond 100 r&l de mitégeno -
concanavalina-A (Sigma No. Cat. C-2010) que es especifico para es-
timular la proliferacidén de linfocitos T (cultivos estimulados ),-
el mitogeno fue dilufido en medio de cultivo para obtener una con--

centracién final de 10ug/ml o lug/pozo.

Es importante sefialar que estas determinaciones se realiza--

ron por cuadruplicado y en ocasiones por quintuplicado.

Una vez concluidos estos procedimientos, las placas de culti
vo se incubaron durante 72 horas, a 37°C de temperatura, con atmés
fera de aire estéril y 5% de biéxido de carbono. 18 horas previas_

al término de la incubacién se adiciondé a cada pozo 1.0 ’uci de ti
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midina tritiada (Dupont NEN products No. Cat. NET-027).

4.5 COSECHA CELULAR Y DETERMINACION DE LA INCORPORACION RADIACTI-
VA,

Finalmente las células mononucleares que fueron cultivadas _
en las placas de 96 pozos, se recuperaron en un cosechador de cé-
lulas (Brandel MH-12 serie 8635}, y el ADN celular que incorporéd -
la marca radiactiva es retenido en un papel de fibra de vidrio --

(Wittaker No. Cat, 23-995).

Cada fragmento de papel fue colocado en viales de vidrio a --
los que se adiciond liquido de centelleo, para posteriormente de--
terminar la radiactividad en un contador de centelleo (Beckman mo-

delo LS 6000SE No. Cat. 606603).

Los resultados de la incorporacién de timidina tritiada son_
directamente proporcionales al indice de proliferacién celular y -

son reportados en cuentas por minuto (CPM).
4.6 DETERMINACION DE LA INHIBICION EN LA PROLIFERACION CELULAR

Los resultados expresados en cuentas por minuto (CPM), que -
representan la proliferacién mixima del cultivo control 2 y de los
cultivos de células mononucleares en presencia de células tumora--
les {cultivos experimentales), se incluyen en la siguiente rela-
cidn matemdtica la cual permite calcular el porciento de inhibi---
cién’ inducido por las células tumorales sobre las células mononu--

cleares sanguineas.
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$ INHIBICION = ACPM Cultivo experimental -1 x 100
ACPM Cultivo control 2

ACPM Cultivo experimental:

CPM del cultivo experimental ESTIMULADO - CPM del cultive expe
rimental NO ESTIMULADO

ACPM Cultivo control 2:

CPM del cultivo control 2 ESTIMULADO - CPM del cultive con---
trol 2 NO ESTIMULADO

4.7 ANALISIS ESTADISTICO

A cada sistema experimental se le determiné su error estan--

dar para confirmar la veracidad y reproducibilidad de los métodos.

Empleando como andlisis estadistico, la prueba T de Student.



- 92 -
RESULTADOS

Se realizaron una serie de diez experimentos para investigar_
la inhibicién en la proliferacién celular de las células mononu---
cleares sanguineas de individuos sanos, como consecuencia de un --
contacto indirecto mediado por factores solubles liberados de cin-
co diferentes lineas celulares. Dos de ellas fueron lineas celula-
res de tumores diversos, empleadas como control para el consumo de

nutrientesy liberacién de desechos metabélicos.

Las tres lineas celulares restantes son derivadas de tumores_
pulmonares, pues cada una de ellas representa a las estirpes tumo-

rales de mayor incidencia en nuestro medio y a nivel mundial,

Los resultados encontrados en la investigacién son los si---

guientes:
5.1 INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR EN FUNCION DEL TIEMPO

Al tratar de conocer y establecer las condiciones experimenta
les de esta investigacidn, se consideraron diferentes tiempos de -
incubaci6én en el co-cultive celular, con el objeto de seleccionar_
el periodo en el que se logra apreciar un mayor efecto provocado -
por la presencia de las células tumorales o bien de sus productos_

celulares solubles.

Los diferentes periodos de incubacién del co-cultivo celular_
que fueron probados son:

6, 15, 18, 24, horas.
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Y los resultados obtenidos, manifiestan que un mayor efecto -
sobre la proliferacion celular se logra observar en los periodos -

de tiempo comprendidos entre las 18-24 horas.

5.2 INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR COMO CONSECUENCIA DE -
LA DENSIDAD DE CELULAS TUMORALES.

Nuevamente, una caracteristica importante que debe resaltarse
es que al pretender establecer, estandarizar y mantener constantes
las condiciones experimentales fué necesario manejar diferentes --
relaciones o proporciones entre las poblaciones de células mononu-

cleares sanguineas y células tumorales.
Las relaciones celulares manejadas fueron:

CM : CT 1:4 CM- células mononucleares

1:1 CT- células tumorales

El efecto inhibidor en la proliferacién celular es mucho ma--
yor cuando la poblacién de células tumorales sc habia aumentado, es

decir que se observa una correlacién directa.

Ademis, la viabilidad de las células mononucleares sanguineas
s6lo se vié afectada, cuando eran co-cultivadas con poblaciones de -
células tumorales que le superaban en numero. Resultados que se pue-

den apreciar en la tabla No., II
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. . S6lo células R .

Relacién CM:CT mononucleares 1:1 1:4
Estimulacién mi-

togénica (CPM) 33758 14145 7588
Inhibicién de la

proliferacién (%). | = «-~--- 58.09 76.47
Viabilidad de cel.
mononucleares 90.90 90.08 74.43

Tabla No. Il Determinacién de las condiciones experimentales,

Apoyados en los resultados anteriores y en algunos anteceden--
tes bibliogrificos (192,209), las condiciones gque se establecieron

para realizar el co-cultivo celular fueron:

Tiempo de incubacién 18-24 horas

y la relacién de poblaciones celulares 1:1
5.3 ESTIMULACTON MITOGENICA:

Después de rcalizar el co-cultivo celular, las células mononu
cleares sanguineas eran recuperadas y cultivadas en presencia del_

mitégeno (Con-A) que estimularia su proliferacidn .

Si existen alteraciones en las funciones celulares, causadas_
por las células tumorales durantc el co-cultivo, se observard una_
alteracién en su proliferacibn, con respecto a la multiplicacién -

de las células mononucleares sanguineas del mismo individuo que no
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fueron enfrentadas con las células tumorales (Cultivo control 2).

Los resultados de la estimulacidén mitogénica de cada indivi--

duose observanen la figura No. 4.

- Las dos primeras barras de cada grdfica, seiialadas como Cl—
Y CZ respectivamente, manifiestan la proliferacién celular normal_
para cada individuo, interpretindose en cuentas por minuto por la_

incorporacién de la marca radiactiva.

- El siguiente par de barras en cada grdfica, representan la_
proliferaci6n de las células mononucleares enfrentadas a las li---
neas celulares de tumores ne pulmonares, La barra designada con la
letra K revela la estimulacién mitogénica de las células de cada -
individuo, después de ser co-cultivadas con 1la linea celular de --
eritoleucemia (K-562), y como se puede apreciar en la mayoria de -

los casos, induce una disminucién en su proliferacién.

Esta misma caracteristica se repite para las células que -
fueron enfrentadas en el co-cultivo a la linea celular del linfoma
(Jurkat), pues las barras designadas con la letra J manifiestan un -

decremento en la proliferacién.

- Las dltimas tres barras en cada grdfica, representan las es
timulaciones mitogénicas de las células mononucleares que fueron -
co-cultivadas con las tres estirpes de tumores pulmonares. Es evi-
dente que las barras designadas con la letra A indican una minima_

proliferacién celular en la totalidad de los casos estudiados.
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individuo, después de ser co-cultivadas con las distintas --

lineas celulares.
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En contraste, las células mononucleares de nuestro grupo de in
dividuos estudiados, que fueron co-cultivadas con las lineas del -
carcinoma epidermoide y del carcinoma de células pequefias represen
tadas en cada gréfica por las letras S y N respectivamente, no ma-
nifiestan un comportamiento de inhibicién uniforme. Es decir, que -
s6lo en algunos casos la proliferacién celular se ve afectada se--
riamente, mientras que en otros no parece existir alteracibh algu-
na en la funcionalidad celular. Sin embargo, la estimulacién de --
las células sanguineas enfrentadas a los tumores pulmonares tipo -

_adenocarcinoma y cpidermoide siempre fué minima con respecto a la_

inducida por los tumores no pulmonares y los controles.

Debido a que la capacidad proliferativa de las células inmung
competentes en cada individuo varia dependiendo de sus caracteris-
ticas genéticas, se observa en la figura No. 4 una heterogeneidad
en su respuesta, lo cual impide apreciar con facilidad el fenémeno
de supresién lograda por las células tumorales Yy por esta razén -
es necesario interpretar los resultados en porcentajes de .-

inhibicién.
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5.4 INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR:

Empleando los resultados en cuentas por minuto de 1a prolife-
racién celular, de los cqltivos experimentales y control, los cua-
les son incluidos en una relacidén matemitica, se logrd manifestar
los resultados en porcentajes de inhibicién de la proliferacién ce

lular (ver metodologia).

Si la inhibicién de la proliferacibén celular se muestra como_
un efecto independicente de cada linea celular tumoral, se puede --

apreciar lo siguiente:

- Los resultados que reportan el efecto de la eritroleucemia_
(K-562) sobre las células sanguineas de los diez individuos, se en
cuentran en la primera gré&fica de la figura No. 5 y en ella se --
muestran porcentajes de inhibici6én que se mantienen en niveles me-

nores de 47%.

- Una situacién similar es observada, en los porcentajes de -
inhibicién que provoca en la proliferacién celular, la linea Jur--
kat (Linfoma). Pues en la mayoria de los casos se aprecian niveles
menores de 30%, a excepcidén de un solo caso, el cual exhibe nive--
les de 73% en la inhibicidén de la proliferacidn celular y que pare
ciera inexplicable, por el comportamiento tan uniforme del resto -

de los individuos del grupo.

- ba inhibicién en la proliferaciébn de las células monocnuclea
res sanguineas, inducida por la linea del adenocarcinoma pulmonar

(A-427) es muy elevada, con valores que se mantienen en un 70 a 90%
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en la totalidad de los individuos, lo que sugiere que ésta linea -
celular produce factores solubles que influyen directamente sobre_

la proliferacién celular.

- Los porcentajes de inhibicién en la proliferaci6n celular -
que generan las dos estirpes -pulmonares (Ca. epidermoide y Ca. de_
c. pequeflas) restantes, son muy variables y los niveles en que se -
manifiestan son muy amplios por lo que es evidente reconocer este_

comportamiento tan contrastante.

El carcinoma epidermoide (SK-MES-1) logra establecer una ---
inhibicién en vulores que van desde 30 a 90%. Y s6lo en cinco de --
los diez individuos estudiados se aprecia una severa alteraci6n, -
la cual se mantienen en niveles superiores al 50% (valoresde 66 -
90%); los cinco individuos restantes muestran una inhibicién de su

proliferacién en niveles inferiores de 50%.

E1l carcinoma de células pequefias provoca alteraciones a la --
proliferaci6én de las células mononucleares sanguineas en valores -
aun mis variables que van desde 0 hasta 93%. En este caso siete --
individuos presentan un bloqueo de su prolifcracién en niveles me-
nores del 40%, mientras que los tres individuos restantes manifies

tan porcentajes.de inhibicién superiores a 80%,
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DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 SELECCION DEL SISTEMA DE CULTIVO Y ESTABLECIMIENTO DE CONDI--
CIONES EXPERIMENTALES.

El céncer puede ser ya descrito, pero afin desafia la existen-
cia de su definici6én cientifica. Las caracteristicas mds importan-
tes de los tumores malignos, desde el punto de vista clinico y ex-
perimental son el crecimiento celular en forma desorganizada, la -~
tendencia de invadir y diseminarse por el aparente fracaso de los_

mecanismos de control del sistema inmune (1,27,95).

Alolargo del siglo han surgido un gran nGmero de investiga--
ciones para tratar de entender y establecer las posibles interac--
ciones que existen entre los componentes celulares del sistema --
inmune y las células tumorales, muchos de los resultados obtenidos
han side tema de especulacibén, pero algunos otros aportan datos --

que sirven para cimentar y continuar con nuevas investigaciones.

Uno de los datos mis importantes obtenidos en el estudio del_
céincer, es que los individuos que desarrollan un proceso neoplisi-
co manifiestan una supresidén cuali y cuantitativa de su sistema --

inmune (177-191).

Las investigaciones que aportan este dato son en su mayorfa,_
producto del estudio de la respuesta inmune a nivel sanguineo (175
178,181,183,184,190,193,194), resultando escasos los trabajos rea-

lizados in situ para lograr un mejor conocimiento de la inmunidad_



- 102 -
en el sitio del tumor (49,208,210).

La principal causa que limita la investigacién de la inmuni--
dad tumoral a nivel local, se debe a los problemas metodolégicos -
yue existen en la separacién de las células inmunes y neoplésicas -
de 1la masa tumoral, ademfs de la presencia de innumerables sustan-
cias y componentes tisulares cuyo origen no esta bien establecido,
pero que su presencia y actividad biolb6gica parecen ser importan--

tes.

Las investigaciones previamente realizadas en el laboratorio_
de chncer pulmonar del Instituto Nacional de Enfermedades Respira-
torias sobre la respuesta inmune a nivel local, con el objeto de -
establecer las relaciones entre las células tumorales y los meca--
nismos inmunes del huésped, mediante la separacibn y estimulacién_
de los linfocitos que infiltran al tumor (TIL} en los distintos --
tipos de tumores pulmonares, demostrd que existe una incapacidad -
de proliferacién en los TIL, asi como un aumento de linfocitos --

cD-8*% en los tumores tipo adenocarcinoma (203).

Estos datos nos impulsaron a generar sistemas de cultivo in -
vitro para tratar de averiguar los posibles mecanismos de supre---
si6n inmune observados anteriormente. Ademds con el uso de lineas_
celulares para el estudio del céncer pulmonar se permite conocer -
la biologia, bioquimica, inmunologia y fisiologia de esta patolo--

gia (30,195,196).
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Por tal motivo se empled un sistema de co-cultivo, que involu
cra la participacién de lineas celulares y células mononucleares -
sanguineas, lo.que permite imitar in vitro las interacciones que a
nivel local se realizan durante el reconocimiento y rechazo a tumo
res, con la finalidad de evaluar si la supresién de la respuesta -
inmune observada en el hospedero es producida por factores solubles_
liberados de tumores o bien es necesario un contacto directo célu-

la-célula.

Para realizar el co-cultivo celular fué necesuria la busqueda
de condiciones experimentales adecuadas. Inicialmente se estable--
ci6 el tiempo de incubacién, seleccionando aquellos periodos donde
se logra apreciar un mayor efecto inhibidor en la proliferacién de
las células mononucleares debido a la presencia de las células tu-
morales en el compartimiento anexo de la camara de co-cultivo. --
Como se observa en los resultados, se eligié el periodo de incuba-
ci6én de 18-24 horas el cual se mantuvo constante durante el desa--
rrollo de la investigacién para evitar en lo posible las variables

metodol6gicas que pudieran influir en los resultados.

Otra de las condiciones experimentales establecidas, fué la -
relacién o proporci6én célula tumoral-célula mononuclear en la que_
se mostraba una mayor inhibicién en la proliferacién de las célu--
las mononucleares, evitando que el efecto estuviera acompanado de_
otros factores tales como; el agotamiento de nutrientes, la presen

cia de desechos metabdlicos téxicos y la acidificacién prematura -
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del medio de cultive como consecuencia de un acelerado metabolismo
por la alta densidad celular, por lo que se prefirid el manejo de_
poblaciones celulares en relacibén 1:1, con un tiempo de incubacién
de 18-24 horas, pues son las condiciones donde la viabilidad de --

las células mononucleares no se observa alterada (ver resultados).

El establecimiento de estas condiciones experimentales estf -
apoyado indirectamente por algunos reportes experimentales pre---

vios (192,209).
6.2 ESTIMULACION MITOGENICA

La proliferacién de las células mononucleares de cada indivi-
duo estfin referidas en los controles Ci vy C2 de la figura No. 4 vy

es ahi donde se puede apreciar dos importantes caracteristicas:

— En casi todos los individuos estudiados, se manifiesta un -
ligero decremento en la proliferacién del control C2 respecto a su
controel C;, lo cual puede ser consecuencia de las condiciones expe
rimentales, ya que el control C; contiene solamente un millén de -
células mononucleares en el compartimiento superior (ver metodolo-
gia), por lo que su proliferacidén estimulada es 6ptima y se consi-
dera como la mixima para cada individuo, mientras que en el con---
trol C, donde se adicionan por cultivo un millén de células mononu
cleares en el compartimiento superior y dos millones de células --
del mismo individuo en el compartimiento inferior del sistema, se_

considera el efecto causado por el metabolismo de otras células --
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sobre la proliferacidén mixima. Debido a que este control C2 (culti
vo control 2) refleja en forma mds adecuada el desarrollo regular_
del modelo experimental, fué emplead6 como punto de referencia pa-
ra determinar el porcentaje d¢ inhibicién en la proliferacién que -

provoca cada linea celular.

— También es evidente reconocer la variacién en la prolifera-
cién celular normal, considerando los niveles manifestados por ca-
da uno de los individuos que integran el grupo de estudio, demos--
trandonos que la capacidad de respuesta proliferativa es indepen--

diente y diferente en individuos de una misma especie.

La proliferacién de las células mononucleares enfrentadas en_
co-cultivo a las lineas celulares de tumores no pulmonares (Jurkat
y K-562), parece que no fué afectada severamente (Fig. 4), pues en
algunos casos los niveles de duplicacién llegan a ser similares a
los reportados en }os controles Gy Cz. La inclusién de estas dos
l1ineas celulares tiene como finalidad evaluar el efecto metabdlico
que tiene la presencia de células tumorales en el compartimiento -

inferior del sistema, sobre la proliferacién normal.

Por otro lado, las células mononucleares de cada individuo -
que fueron enérentadas a los tumores pulmonares en el co-cultivo -
celular, demuestran severas alteraciones en su proliferacién, lo -
cual se puede apreciar claramente en la figura No. 4. Pero ain -
asi se puede distinguir que la linea del adenocarcinoma pulmonar -

genera profundas alteraciones en la proliferacién celular (obser--
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var barras designadas con la letra A) de todos los individuos, --

comparadas con las generadas po: los otros tumores.

Los resultados obtenidos del co-cultivo celular con las estir
pes pulmonares restantes manifiestan un comportamiento muy varia--
ble, por lo que no es sencillo concluir acerca de las alteraciones
reales provocadas en cada individuo (barras designadas con las le-

tras S y N}.

Para interpretar objetivamente el efecto que una sola linea -
celular manifiesta sobre el conjunto de individuos es necesario --

reportar los resultados enporcentajes de inhibicién.
6.3 INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR

Los resultados de la inhibicidén en la proliferacién celular,_
se obtuvieron. después de incluir en una relacibén matemitica los re

sultados de la estimulaci6én mitogénica.

Si en la seccibn anterior se establece que los tumeores no pul
monares (Jurkat y eritroleucemia) generan alteraciones minimas a -
la proliferacién de las células mononucleares sanguineas, es 16gi-
co esperar que los porcentajes de inhibicién en la proliferacién --

celular se manifiesten en niveles muy bajos.

La linea de la eritroleucemia afecta la proliferacién celular
en niveles inferiores a 47%, micntras que la linea del linfoma --
(Jurkat) inhibe la proliferacién celular en porcentajes menores de

30%, estos dos comportamientos hasta cierto punto pueden llegar a_
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ser apreciados como normales, pues un verdadero efecto de inhibi--
cién en la proliferaci6n es considerado por los diferentes grupos de_
investigadores que trabajan sobre supresién inmune, cuando es supge

rior al S0% (165,167,177,179,192).

Por otro lado, la alteracién que provoca la linea del adeno--
carcinoma pulmonar (A-427) en las células mononucleares, describe_
importantes caracterfsticas: 1) Bsta inhibicién se manifiesta en -
la totalidad de los individues que integran el grupo de estudio. -
2) Se mantiene en niveles de 70-90%. 3) Ademis de que este efecto -

se logra establecer en periodos cortos de cultivo.

Estas evidencias experimentales nos llevan a concluir que es_
una linea celular capaz de producir factores solubles que directa-
mente influyen sobre la capacidad proliferativa de las células mo-
nonucleares. Si este fen6meno tan particular se extrapolara a to-
dos los tumores pulmonares tipo adenocarcinoma, puede ser indicati
vo de uno de los mejores mecanismos de evasi6n a la respuesta inmu

ne del hospedero.

Como ya se mencion6, los porcentajes de inhibicién en la pro-
liferacién celular que genera el carcinoma epidermoide son muy va-
riables. Es décir que en cinco individuos del grupo analizado se es
tablecen porcentajes de inhibicién menores de 50% y en la otra mi-
tad del grupo se observa una inhibicién con porcentajes mayores de
50%, esto nos puede indicar que probablemente la linea celular re-

presentante del carcinoma epidermoide es capaz de liberar factores
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solubles cuya actividad biolégica s6lo se manifiesta en individuos
con ciertas caracteristicas genéticas en comin o sea que su activi

dad esté restringida genéticamente,

Lo anterior no debe considerarse como una conclusién defini-
tiva, pues requiere de amplia confirmacidén realizando otra serie -

de investigaciones.

Por su parte, el carcinoma de c. pequeilas manifiesta diversos
niveles de inhibicién en la proliferacién de las células mononu---
cleares sanguineas de los diferentes individuos estudiados. S6lo -
en tres de ellos se puede observar porcentajes de inhibicién cerca
nos a 80 y 90%, mientras que en los siete individuos restantes sus
niveles de inhibici6n son menores a 50%. Este comportamiento tan -
peculiar resulta dificil de interpretar pero tal vez sea consecuen
cia de una susceptibilidad no genética, Situacién que se observa -
en el comportamiento de uno de los sujetos estudiados, ya que tam-
bién mostrd severas alteraciones, al co-cultivar sus células con -
los tumores no pulmonares, (segunda gréfica de la figura No. 4 y -

segunda barra en las gré&ficas de la figura No. 5).

Antes de finalizar con esta discusién es necesario mencionar_

lo siguiente: (ver pag. 109).
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6.4 CARACTERISTICAS ASOCIADAS A LOS FACTORES SOLUBLES LIBERADOS -
POR LOS TUMORES PULMONARES

EFECTO SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR:

Es evidente en nuestra investigacidén, que la estirpe adenocar
cinoma libera mediadores solubles cuya actividad biolégica es muy_
particular, pues interfiere directamente con las funciones primor-
diales de las células inmunocompetentes del hospedero, situacién que
es ficilmente observable por las alteraciones que provoca en su --

proliferacién.

Ademfis, es importante seflalar que este efecto no es causado -
por una disminucidén en la viabilidad celular, por lo que se puede_

concluir que dichos factores solubles no son citotbxicos.
DURACION DEL EFECTO INHIBIDOR SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR:

Como detalle metodolégico es importante remarcar que poste---
rior al co-cultivo celular se recuperarﬁn las células mononuclea--
res y fueron sometidas a tres lavados con solucifén salina balancea
da, con el objeto de eliminar los residuos de medio de cultivo me-
tabolizado y/o de cualquier otra sustancia que interfiera con los_
ensayos de estimulacidén., Y aln después de este tratamiento el efec
to supresor pudo ser detectado, lo que indica que las alteraciones
en la proliferacidén celular provocadas por estos factores son irre

versibles.
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MODO DE ACCION DE LOS FACTORES SOLUBLES:

Se puede obtener informacién extra sobre el modo de accidn de
los factores solubles liberados por los tumores pulmonares, de --
acuerdo al diseflo experimental empleado en el co-cultivo celular -
(sistema Transwell)., Ya que por estar impedido el contacto directo
entre las dos poblaciones co-cultivadas, podemos asumir que no es_
necesaria la interaccién de las células membrana-membrana para per
mitir la liberacién de un factor supresor, sino que este se produ-
ce en forma constitutiva. Ademéis es diffcil precisar el blanco ce-
lular especifico de estos factores y aunque fue estimulada prefe--
rentemente la poblaci6n de linfocitos T (con el mitSgeno Con-A) es
posible que los factores supresores actien sobre ellos y otras cé-
lulas inmunes. Por lo que algunos otros mecanismos de accibén son:_
1) Que los productos liberados principalmente por el adenocarcino-
ma Pulmonar alteren las funciones celulares de todas las células -
mononucleares sanguineas, es decir, que su actividad se manifieste_
en blancos inespecificos, situacién que estid de acuerdo con la ac-
tividad biolégica de algunas sustancias séricas normales y molécu-
las reguladoras que bajo ciertas circunstancias pueden generar un_

efecto supresor (176,195,187-202).

2) Una segunda posibilidad es que la actividad biolégica de -
los factores solubles liberados del tumor activen al macréfago in-
duciéndolo a producir sustancias inmunosupresoras, algunas de las_
cualés actfien sobre el linfocito T (prostaglandinas p.e.) (15,16,-

22,101,169-172).
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3} También debe considerarse que los factores solubles puedan
influir directamente sobre la capacidad proliferativa de las célu-

1as T(165,167,177,179,192) .

4) Y por Gltimo, que se induzca la activacién de células T -
supresoras durante el co-cultivo, las cuales pudieran bloquear la_
proliferacién del resto de las células sanguineas (29,30,100,101,_

150-155,186).
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CONCLUSIONES

En los individuos con céncer pulmonar es muy comin encontrar_
que se manifieste in situ una respuesta inmune para tratar de --
limitar y eliminar el desarrollo neoplésico. Pero al evaluar la --
eficacia de dicha respuesta, se ha encontrado que no es funcional-
mente Gtil, razén por la cual se piensa que las células tumorales_

son las responsables de esta alteracién.

Interesados por conocer los mecanismos con que disponen las -
células tumorales para evitar su destruccién, fue disefiado un sis-

tema de co-cultivo celular el cual aporté la siguiente informacién:-

— Los tumores pulmonares tienen la capacidad de producir y 1i
berar sustancias solubles que interfieren con las funciones princi

pales de las células inmunocompetentes.

—~ Esta . es una caracteristica que muestra en forma particu
lar la estirpe adenocarcinoma, pues logra suprimir la capacidad --
proliferativa de las células mononucleares sanguineas de cualquier_

individuo.

— Las alteraciones en las funciones de las cé&élulas inmunocom-
petentes son detectadas después de un periodo de incubacién de --

18-24 horas, ademis de manifestarse en niveles muy evidentes.

— Al juzgar la actividad bioldgica mostrada por los factores_
solubles liberados por el adenocarcinoma pulmonar, es pertinente -

seflalar que en ésta investigacién se demostrS la existencia de uno
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de los mejores mecanismos de evasién tumoral, ya que cuenta con la

capacidad de suprimir la respuesta inmune en su hospedero.

— Sin embargo, es necesario realizar un mayor niimero de inves
tigaciones tendientes a estudiar y caracterizar estructural y fun--
cionalmente a las moléculas responsables de la supresién, con el -
fin de interferir su efecto, y poder proporcionar una terapia ade-

cuada a los pacientes con céncer.
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