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1. REZUKEH

Actualmenta, el estudio de la I:munologis Tumoral ha cobrado gran im
portancia, ya que es bastante conocids el rapsl que juegan las c&lulss mong
nucleadas de sangre periférica y sus secrsciones réguladom en la respues—
ta inmune. Entre estas secreciones se encuentra la producida por linfocitos
T llamada Interleucina-2 (IL-2), que activa la proliferacién y diferencia—
cién de subpoblaciones de linfocitos T. La IL-2 ademds de aumentar la acti-
vacién in vitro de cflulas asesinas naturales (NK), también incrementa su —
citotoxicidad.

Por otro lado, se ha encontrado que la conjugacién in wvitro enire leu
cocitos de sangre periférica y ¢élulas tumorales esti directamente relacio—
nada con el tiempo de doblaje que presentan las células malignas.

El presente trabajo, se efectud con la finalidad de determinar el —-—
efecto de IL-2 sobre la proliferacién de células tumorales humanas en pre——
sencia de células mononucleadas. Para ello, se realizaron co~—cultivos de —
leucocitos de sangre periférica de donadores normales (LSf‘) con células pro
venientes de cuatre tumores (un carcinoma de tiroide {CT-86); un carcinoma
basocelular (CBA-86); un carcinoma de pulmSn (@1—1) ¥ un osteosarcoma ——
(0SX~4)) y una estirpe de fibroblastos normales provenientes de prepucio sa
no (vC-2)} en presencia y.auBenCia de interleucina-2 recombinante (riL-2}. -
Encontrandose que los linfocitos inhiben por si solus la proliferacion de -
las células provenientes de tumores y que esta inhibicién se vié significa-
tivamente incrementada en presencia de rIL-2. Asimismo, se discute que una
funcién asociada al linfocito {LFA-3) sea un factor ciclo dependiente en el
fen6meno de conjugacidn entre USP con células tumorales.

Finalmente, se discute la utilidad de un ensayo in vitro que pueda —-
contribuir al entendimiento del proceso inmune de rechazo y el disponer de
una herramienta que permita mejorar los diagnésticos y tratamientos de pa—
cientes con céncer empleando la Inmunoterapia Adoptiva.



II. MARCO TEORICO

1.0 CULTIVO bE TEJIDOS ANIMALES
: Uno de los principales objetivos del estudio de las células en cultivo
ag determi.nar sus funciones y sus quehaceres mas inmediatos (1), asi como el
trycarpretar la relacién que guarda con su ambiente natural y de esta manera
facilitar el entendimiento de los procesos biolfgicos en que toman parte —
(2},
= i,a técnica de cultivo de tejidos es una herramienta que se utiliza co-
mo base experimental en varias ramas de la investigacién (Inmunologfa, Gené=-
tica, Embriologfa, Diferenciacién Celular, etc.). Desde su origen se han rea
"\izado innumerables esfuerzos tratando de optimizar esta técnica, estable——
ciéndose las condiciones favorables para el crecimiento, desarrollo y proli-
feracidn de las células. '

Los estudios inicliales para tratar de mantener células en cultivo se -
dan a principtos del siglo XIX con las observaciones de Schwan al describir
a las células como entes rodeadas por una materia llamada citoblastoma el —-
cual contiene material para su nutricidén (3). Posteriormente Claude Bernard
en 1878 demostrd la importancia del medio interno al estudiar las propieda——
des de las c8lulas y los factores que las afectan (3, 4).

Mds tarde, los experimentos de Wilhelm Roux en 1885, F Dvon Reckling-=
hausen en 1886, Arnold en 1887 y Ljunggren en 1898, dieron la pauta para em~
plear fiufdos biolégicos (plasma sanguineo, suero, exhudados y extractos de
érganos y tejidos) para mantener a las células fuera del orgarismo (4,5, 6).
De esta forma, la téenica de cultivo de tejidos se utilizd para estudiar los
glementos estructurales del organismo, tal como lo hizo Harrison en 1907 (%o
mado de 5).

Hagta este momento, se sostenia la premisa de que los flufdos biolégi-
cos empleados como medio de crecimisnto contenfan factores necesarios para -
el crecimiento y supervivencia de las células. Sin embargo, ain existfan in-
terrogantss acerca de las necesidades nutricionales de las células (6,7).

De esta manera surgen los primeros intentos encaminados a establecer -
medios de cultivos definidos en su composicidén (4). En 1911 Baker y Carrel -
observaron que tejido de embrién de pollo sobrevivia en solucidén de Lockes -
suplementada. Estudios mads detallados, permitieron dar a conocer en 1926 que

geptonas, proteasas y otros darivados de la degradacidn de protefnas al ser
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suplementados con suerc y plasma, proveian nutrientes esenciales para
las células. Tales hechos fueron confirmados por Vogelaar y Erlichman en 19
33 al encontrar que algunos aminofcidos, glucosa y ciertas sales permitian
el crecimiento celular (5).

Fisher en 1940, empleando plasma, suero y extracto de embrién dializa
dos obtuve mejores resultades (4, 8). Pero no fué sino hasta 1946 cuando -
White reporté el primer medio de composicidn conocida (tomado de 7). Mis —
tarde Morgan, Morton y Parker en 1950 enriquecen estos medios con vitaminas,
aminodcidos esenciales, constituyentes de Acidos nucléicos y factores de —
crecimiento accesorios para promover contfnuamente la proliferacidn celular
(8).

Posteriormente, los estudios hechos por Eagle en 1958 confirmaron que
dichos nutrientes son requeridos por diversas células de mamifercs. Las va-
riaciones de algunos componentes dieron lugar a la creacién de un medio ba~
sal compuesto de 12 de los 20 aminodcidos esenciales (9). Estos resultados
establecieron los fundamentos para la elabcracién de diferentes medios de -
cultivo, algunos ejemplos son el medio de Mc Coys SA usado como medio estan
dar para la clonacién celular y el medio de Ham"s F10 especifico para la —
clonacién de c¢élulas diploides de ovario de hamster (10).

Asimismo, el desarrollo de los medio definidos coincidid con el estableci——
miento de cultivos a largo plazo. La disponibilidad de una poblacién celu—
lar relativamente estable y homogénea fué valiosa para los investigadores.
No obstante, el desarrollo de los medios definidos no es la solucién al pro
blema ya‘ que los medios son suplementados con suero en su gran mayorfa por
lo cual son considerados como incompletos independientemente de contener ==
factores estimuladores del crecimiento celular. Ademds, no se conoce cierta
mente el efecto de alguno de estos factores como el transferrin/férrico y -
su papel en el metabolismo celular (7).

Aun cuando estos medios contienen variedades y cantidades de aminodci
dos, vitamipas, sales y otros nutrientes, ninguno de estos mantiene el cre
cimiento de las células in vitro sin el suplemento de un suero ya sea el -~
de fetal de bovino o el de caballo (7).

E} suero es una substancia muy compieja y ha sido muy pobremente ca-—
racterizada, aunque contiene muchos factores jue han sido definidos estos -~
pueden disminuir el crecimiento y diferenciacidn de alguncs tipos celulares,

Las hormonas que son importantes componentes del suero pueden enmascarar, -
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disfrazar, estimular o {nhibir los elementos metabSlicos bajo estudio. No =~
'osyante su uso posterior es complicado por el hecho de que su composicién -
varfa de lote a lote

Otro grupo de investigadorea encabezado por Ham a partir de 1965, ba-
séndose en los estudios de Lewis y Warren {tomado de 12 y 13) establecieron
los factores necesarios para el crecimiento de las células en cultivo in vi
tro asf como de las condiciones indispensables de tal manera que las optimi
zaron bé&sicamente en: a) un sustrato ¢ superficie de crecimiento: D) sales
inorgénicas en el medio de cultive, gases disueltes (o2 Yy COZJ; ¢) varig---
bles fisicequimicas tal como la temperatura {37°C), pH (6.8-7.2), osmolari~
dad potencial redox, y un sistema amortiguador en el medic de cultivo; d} ~
autrientes esenciales pars la biosintesis y el metabolismo, entre estos los
azicares, amino&cidos, vitaminas, componentes nucléicos y elementos trazas;
e} factores reguladorez y hormonales para la multiplicacidn cslular; ] el
uso de antibidtices como la penicilina y la estreptomicina para auxiliar la
esterilidad del medio; g) humedad saturante en el medio de cultive (10%) y
h} las técnicas de manejo de células durante el cultivo y subcultive (14},

Algunos investigadores l’;a-n tratado de desarrollar un medio totalmente
definide, Reclentementa Sato y sus colaboradores en 1982 determinaron ld im
portancia de las hormonas en el cultivo de trejidos glandulares, lo que lle~
v§ a crear medios suplementados con hormenas y de esta manera ¢liminar even
tualmente la "caja negra” que representa al uso del suero (11},

Después de que se han logrado optimizar las concentraciones de les -~
componentes del medic de cultive asf{ como las condiclones necesarias para -
favorecer la filjacién, y el crecimiento celular s¢ 1a tenide gran avance en
el campo del cultivo celular. Lo que ha permitido actualmente mantener di--
versas poblaciones celulares durante varioes subcultives, ya sea gque preser-
ven sl cariotipo que caracteriza 21 tejido de origen (estirpes celulares) o
que durante perfodos indefinidos en subcultivo cambie el nimerc cremosémico
{(1fneas celulares). Obteniéndose as{, tanto estirpas como lineas celulares
normales ¥ tumorales {carcinomas y sarcomas), con el propdsito de estable--
cer métodos diagnbsticos a rmivel celular, ea los cuales el comportamiento -
de ambas sea descrito. Por lo tanto, los resultados obtenides in vitro son
de relevante {mportancla para el entendimiento de los procesos necpldsicos
in vive {12},



2.0 '~ DIFERENCIACION CELULAR Y CANCER

' 2.1 DIFERENCIACION Y DESDIFERENCIACION CELULAR

La diferenciacién consiste en la formacién de células disimilares a —-
partir de células precursaras similares. De de esta mmera, a partir del desa
rrolle de un dvulo fertilizado hasta formar un nifio requiere en promedio de
una sucesidn de 241 mitosis, pero ademds de esto, las células hijas produci-
das por estas divisiones mitdticas deben entrar en caminos separados de desa
rrollo; algunas llegan a ser glébules rojos, otras se transforman en oocitos
(6vules), otras en misculo liso, etc, (15).

La diferenciacidén celular es el proceso mediante el cual una célula -—
primitiva, adn sin caracteristicas funcionales especificas, llega a conver-—
tirse luego de una serie de modificaciones progresivas reguladas en una célu
1a morfoldgica y funcionalmente especializada, perdiendo as{ la totipotencia
lidad de que estaoba dotada {16). La diferenciacién celular es considerada —
por algunos autores como un proceso intracelular, que implica la interaccidn
del nicleo y citoprasma de una sola célula, en donde su genotipo no sufre --
camblos. Este proceso se lleva a cabo gradualmente , con miltiples estadfos
intermedios en la que es dificil definir las células diferenciadas de las no
difarenciadas. En realidad, los distintos tipos de células que constituyen -
los tejidos y Grganos no estan en el mismo grado de diferenciacidén {17).

Conforme procede el desarrollo, la totipotencialidad de la célula es =~
cada wéz mis limitada, dando lugar gradualmente a la formacién de células ai
ferenciadas. Antes de que la diferenciacidn celular se manifieste, hay un pe
riodo de determinacién, en el cual las células siguen una ruta particular de
diferenciacién, as{ como una ruta mztabdlica especial. Los cambios que se -
presentan para que se lleve a c3bo esta seleccidn son internos pero en parte
se deben a cambios en el ambiente, ademds son estables y las células heredan
sus diferencias de una generacidn a otra (18). Los diferentes tipos de célg
las se distinguen porque ademds de tener proteinas para su mantenimiento, —
producen un grupe de proteinas especlalizadas que las caracterizan, por ejei
plo las células de la epidermis producen queratina, los eritrocitos contie-—
nen hemoglobina y las células del intestino praducen enzimas digestivas. No
obstante, se ha encontrado que la sintesis de proteina durante la diferen—

ciacién celular depende de la transcripcién diferencial de ciertos genes —
{19}.
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La diferenclacién toma un papel muy impartante sobre el crecimiento -
en un sentide espacial de los diferentes Srganss desds su orfgen =n las cé-
lulas embrionarias. No obstants se conoce que existen ganas peguladnres del
crecimiento llamados homedticos y que estos determinan dentro c2 ciertos 1f
mites un voldmen constante para los distintos érganos e incluso para las =
distintas easpecies (20).

Por otra parte, existe un proceso al cual se le ha denominado desdife
renciacidn y se considera que es contrarlo a la diferenciacién . Este proce
so es asociado en el curso normal de la vida de todas las células, pero --
cuando esta curso se modifica con desviaciones, reversiones o cambios atfpi
cos en su blolegia, puede dar lugar a funciones excretoras patolégicas, de-
generacién maligna o muerte celular. Parece ser que la desdiferenciacién -
estimula la multiplicacién celular, mientras que la diferenclacidn tiende a
franarla (18),

2.2 NEOPLASIAS BENIGNAS Y MALIGNAS

El proceso de reproduccién y de diferenciacidn celular estan estrecha
mente ligados a la biologia de todo organismo vivo. La preliferacién celu--
lar es fundamental cn el mantenimiento de la vida. En al organismo adulto -
gvan parte de las células estdn constantemente degenerindose y muriendo, y
posteriormente son eliminadas. Este proceso sé realiza en la gran mayoria =
de los tejidos, manifesténdess mucho mis en los spitelios y tejidos linfohe
matopoyéticos. El orgenismo y los tejidos para compensar esta pérdida conti
nuamente estd produciendo nuevas células que sustituyan la funcidn de las -
que desaparecen. Pero cuando existen expresiones orgénicas de nuevas forma=
ciones tisulares originadas a expensas de un grupo celular localizado en un
4rea detarminada de tejido, por aumento absoluto de las células debido a --
una multiplicacién progresiva y aparentemente auténoma del control tisular,
se da lugar a una neoplasia (18, 21, 22).

Las neoplasias se dividen an dos grupos'dependiendc de sus propieda—
des espec{ficas: Neoplasias Benignay, cuando la neoformacién tisular mantie
ne una diferenciacidn morfologica normal, frecuentemente presenta encapsula
miento, no invade tejidos periféricos, su crecimiento es lento y por lo ge-
neral presentan bajas tasas mitéticas y su grado de expresidn sintomdtica -
dspende de su ubicacidn anatémica y de su capacidad para transformarse en -

una neoplasia maligna. Las Neoplasias Malignas, llamadas comunmente céncer -
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“
crecen por invasién de las estructuras y tejidos circundantes incluyendo va-
sos sangufneos , vasos linfiticos y conductoa nerviosos, son pobremente dife
renciadas, de crecimiento ripido, tienen aitas tasas de mitosis, su creci-—
miento autSnomo da lugar al proceso conocido como evolucidn del tumor y a di
ferencia de las Neoplasias Benignas producen metdstasis (transferencia de la
enfermedad desde un Srgano afectado a otro no directamente conectado con es—
te), (13, 23).

2.3 CICLO CELULAR Y CANCER -

Un ciclo celular es el perfodo existente desde el origen de una nueva
célula hasta el momento en que esta misma se divide, y esti constitufdo por
una secuencia de procesos metabdlicos o fases. La mayoria de los eventos ocu
rren en tiempos definidos antes que la divisién celular tenga lugar. Después
de la gegregacidn de los cromosomas, el ADN nuclear se replica, al igual que
parte de las mitocondrias. El resto de los organelos se fabrica bajo la o—-
rientacién del ADN nuclear, ya que no tienen capacidad autoreplicativa. lLa -
replicacidn del ADN es quizés el fendmeno mds importante, porque el material
genético debe ser copiado exactamente y cada célula hija debe recibir una —
verslén completa. En el nGcleo celular, la replicacidn del ADN ocurre sola-——
mente en una fase especifica del ciclo celular, una fase llamada S, que sig-
nifica sintesis. Entre la divisién y la S hay un periodo llamado G]_. que sig
nifica (Gap: del inglés espacio, brechal, en la cual las células crecen pero
no fabrican ADN, En Gl muchas moléculas, incluyendo enzimas son sintetizadas
(21).

Las células en los cultivos de tejidos estan ya sea en estado de creci
miento o en estado de Teposo llamado GO. En este dltimo contindan usando «—-
energfa, pero no sintetizan ADN ni se dividen, Cuando las c<élulas normales =
detienen su crecimiento, por lo general pasan al estado de reposo, usualmen=
te las células animales abandonan el ciclo deade Gl' pero no desde S o GZ' -

para alcanzar este estado. Se cree que en la fase G existe un mecanismo espe

cial que determina come las células deben procederla través del eiclo., Las
células pueden retornar de GO a G1 si se les estimula adecuadamente con nu-—
trientes u hormonas (16, 21).

Se ha debatido mucho sobre la velocidad de multiplicacion de las c¢élu-
las cancerosas. Esta puede ser muy rdpida, p:ro probablemente no excede la ~
del feto humano en las primeras etapas de desarrolls y sin dudas es inferior
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al de las células espermatogénicas eén el momento mis alto de la actividad -
reprod\;\ctorn (18},

La multiplicacidn celular evidentemente no se observa con la misma mag
nitud en todos los cdnceres. La fase Gl muestra una variacién variable {gene
ralmente entre unas horas y varios dias)., La fase S tiene una duraclién de en
tre 8-30 dfas y la fase 52 tiene también una duracién constante hasta que se
inicla la mitosls. La fase W alcanza solamente de 30-80 min. Se denomina ---
tiempo de generacidn al espaclo de tiempo que se necesita para completar el
clclo celular, Dada la variabilidad de la fase GL se considera es la respon-
sable de los tlempos de generacidn. Algunos tipos de células son vegetati-——
vas o tamblén llamadas de tipo quiescente o Q & también designadas como de -

fase GO que précticamente son G, Esto tilene una gran importancia en las neg

plasias, ya que el mayor o menai grado de quiescencla de estas célules es —
un factor determinante en el crecimiento y desarrollo de las mismas, {16,189,
22},

En la primera fase del desarrolloc de una necplasia, el crecimiento de
la misma as axoonencial durante un tiempo determinado, pero cuando alcanza =
un volumen definido, el crccl-n:lanto disminuye progresivamente hasta llegsr -
un momento con sl cual deja de crecer. A eate comportamiento se le conoce co-
mo cracimiento de Gompertz, el cual ssti basado en una ecuacibn matemitica -
gue toma en cuenta distintos pardmetros como la fraccidén da crecimiento y el
tiempo de doblaje (13).

En general, les <umores humanos crecen lentamentes si{ se comparan con -
los tejidos normales correspondientes. Por ejemplo, el cancer de mama disemi
nado se ha viasto que tiene tlempo de generacién ¢ poco més de dos dias, sin
embargo, los tiempos de doblaje que realmente se pueden medir varian entre -
30 y 99 dfas e incluso en mds. Estos hechos permiten explicar, el porqué al-
gunas neoplasias son capaces de tener un tiempo de generacidn de tan sélo 48
horas, y no obstante no son capaces des duplicar su volumen en pocos dias, Es
to se debs Unicamente a qus no todas las células son proliferantes, sino so-
lo agquellas que precisaments tienen una actividad efectiva de crecimiento -
{22, 23).



3.0 EL SISTEMA INMUNE Y-SU ACTIVIDA‘; ANTITUMORAL
Nuestro ambiente contiene una gran variedad de agentes microbianos in
fecciosos (virus, bacterias, aquellos provenientes de parisitos y también de
células cancerosas). Cualquiera de ellos puede causar daffos patolégicos y si
estos se multiplican invariablemente, peden causar la muerte del huésped, El
hecho de que la mayoria de los individuos normales soporten la mayorfa de —-
las infecciones teniendo dafios poco permanentes, es debido a que existe en -
el organismo un mecanismo de vigilanclia y proteccidn llamado Sistema Inmune.
Este sistema presenta una gran especificidad ante distintos cuerpos extrafios
ademas de desarrollar una memoria de larga duracién para reconoccer al agente
patdgeno cuando es percibido nuevamente (24}. i

El estudio del Sistema Inmune y sus funciones es conoclido con el nom—
bre de Inmunologia. Para tal efecto, este ha sido dividido en dos partes fun
cionales: El Sistema Inmune Innato y el Adaptativo, les cuales consisten de
una gran variedad de moléculas ¥ c¢élulas distribuidas a través del organismo
(25).

3.1 EL SISTEMA INMUNE INNATO

El exterlor del cuerpo presenta una barrera efectiva ante muchos orga
nismos, en particular muchos agentes infecciosos que no pueden penetrar di-—
rectamente a través de la plel.

Cuando estos mecanismos protectores superficiales fracasan en su in-——
tento para detener la invasién de organismos patégenos, se ponen en marcha -
respuestas inespecificas llevadas a cabo por células fagocitarias: monocitos
y macréfagos (Md) asi como neutrdfilos polimorfonucleares. Aunadas a estos -
tipos de células , las celulas asasinas naturales (NK: del inglés Natural Ki
ller) son las responsables d= la Inmunidad Natural. Todas ellas tienen su =
origen en la médula égea y atacan a las particulas extrafias, incluyendo agen
tes Infecclosos, mediante lisis (citdlisis) o iphibiendo su crecimiento {ci-
tétaxis), (Figura 1}, (24).

Para este propésito estas células se encuentran estratégicamente Si—
tuadas en el organismo, ya que Son capaces de migrar de los vasos sanguineos
a diversos tejidos en donde son requeridas.

Los neutdfilos son células de vida ccrta y poco permanentes ya que ——
por lo general mueren durante el ataque con el agente infeccioso (26).

Por su parte, los monocitos y macrdfagos exhiben una remarcada he%ero



MEUTRCFILO POLIMORFONUCLEAR

CELULA
ASESINA

MACROFAGO ACTIVADO
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FIGURA 1. CELULAS PARTICIPANTES EN LA INMUNIDAD NATURAL O INNATA Y SUS MECANISNOS
DE ‘ACCION. La inmunidad natural es mediada por macrdfagos activados, neutréfilos

y células NK. Su accién puede ser citolitica, causando la lisis del antigeno o ci
tostitica, inhibiendo su crecimiento. Este tipo de inmunidad no requiere anticuer
pos y no actia sobre antigenos especificos.



. 11
geneidaz funcional y morfolégica, ademés de presentar gran especializacidn
en cuanto a la inmunidad e inflamacién (27). No obstante, independientemente
de su localizacidn, los Md pueden servir para mostrar y transportar antige——
nos o protefnas alteradas hacia células citotdxicas especificas. Adems, co-
mo efectores, les Md generalmente expresan poca citotoxicidad a menos que ~-
sean activades por clertas sustancla que adtdan directamente con ellos. la —
activacién es caracterizada por varlios camblos morfoléglces, bloquimicos y -
funcionales. Los M# activados, con frecuencia no son especi{ficamente citoté-
xicos a las linsas celulares tumorales in vitro, las cuales carecen de inhi-
bicién por contacto (28, 29).

El proceso cltotdxice llevado a cabo por los M#, involucra una serie =
de eventos tanto citoliticos como cltostfiticos. La destruccién del tumor no
necesariamenteresulta de un proceso fagocitica, sino que después de estoble-
cerse un contacto con la ¢élula tumoral, varlas sustanclis efectoras secreta
das por el Mg activado son las responsables de la muerte celular (30).

Se ha ancontrado también que los MP tienen efectos negativos sobre al-
gunas funciones inmunes, esta actividad supresora es un mecarism regulatorie
normal y anormalmente puede ser aumentado por la presencia de algin tumor, -
debido a que tanto los M# como los tumores son fuente de prostaglandina (FGE
2) 1a cual inhibe la respuests linfoproliferativa as{ como algunas respues——
tas independientes de la proliferacién de linfocitos (31).

En comin con los Mg, las células NK se han considerado como ¢élulas -—
efectoras de la inmunidad natural por su habilidad para limar una amplia va-
riedad de células hlance {células transformadas, células infectadas por vi--
rus ¢ derivados de embriones), (12}, '

En el hombre la prineipal célula NK es'el linfocito granular grande -=
(LOL: del inglés Large Granular Lymphocyte), llamados as{ por sus grinulog - .
azurof{licos intracitoplésmicos y gran radlo nuclear cltoplésmico. astas cé-‘
lulas comprenden aproximadamente 2.5% de los linfocitos de sangre periféri--
ca. Experimentos realizados a un simple nivel celular, indican que no todos
los LGL son 1ftlces y no todas las c¢élulas liticas son LGLs. La actividad NK
aparte de ser sncontrada en la sangre periférica, también esté dada en bazo,
un pocs menos exrendida en nédulos linféticos, médula ésea, ducto toraxico y
timo, Las células NK al parecer carscen tanto de memoria Inmunoldgica como -
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). Sin embargo se ha visto gue

axpresan receptores de membrana fe (32).
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- La actividad NK, estd sujeta a ur;a regulacién tanto positiva como nega
tiva, en este mecanismo regulatorio su proliferacién estf bajo el control de
células T, en la que mediante un factor soluble, Int:.erleucina-z (IL-2}, pue—
de inducir la proliferacidn y estimular la actividad NK de estas células pro
liferantes. Otro factor soluble, el Interferon (IFN), induce la expresidn de
receptores para IL-2 sobre células NX para incrementar la proliferacién. No
cobstante el IFN tiene un efecto regulatorio sobre las células T para reducir
su actividad, este mantiene un doble papel:; por un lado, transforma los pre-—
cursores NK no citoliticos en un estado litico y por otro lado, aumenta la -
capacidad citolitica de las células activas disponibles (33, 34).
£l papel bioldgico de las células NX aln es incierto, ya que todavia -
ne queda claro que estas cflulas sean una linea celular distinta con o sin -
diversidad de receptores clonalmente distribuidos, .va.rias lineas celulares,
o una fraccldn que puede ser expresada por una variedad de tipos celulares -
(24, 25).

3.2 EL SISTEMA INMUNE ADAPTATIVO

Este sistema estd basado en la especificidad de anticuerpos y linfoci
tos ante un antigeno (agente patfgeno) particular.

Siendo los linfocitos los componentes celulares antigeno-especificos
que actuan mediante receptores de membrana para poder interaccionar.

Existen dos tipos de linfocitos con funciones diferentes: los linfoci
tos B que producen anticuerpos (receptores) come respuests ante un antige-
no, dando lugar a la Inmunidad Humoral; y el otro tipo lo forman los linfo-
citos T que son los responsables de la respuesta Inmune Celular, estos actd
an mediante una interaccifn mebrana-membrana al detectar al antigeno. Al pa
recer las dos clases de linfocitos también difieren en la naturaleza de sus
receptores antigénicos. Los receptores de las células B (anticuerpos) estin
presentes en la membrana, y cada linfocito lleva una clase de receptor espg
cifico que responde tnicamente a un determinante antigénico (36).

El linfocito B se origina en una célula madre (Stem-Cell) a través .de
un proceso de maduracién independiente de la estimulacién del antfgens. An-
tes del nacimiento de un individuo, los progenitores de los linfocitos B se
encuentran en el higado y en el bazo, posteriormente, la médula 6sea se con
vierte en su principal fuente. Un linfocito B maduro, produce anticuerpas =
si solo es estimulado por algin antigeno (37). ;
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Los anticuerpos, pertenecen al grupo de protefnas llamadas inmunoglo-
‘bulihas. Cada unidad bésica de inmunoglobulina, estd compuesta de cuatro pg‘
lipéptidos que conforman dos cadenas ligeras (de bajo peso molecular) y dos
cadenas pesadas (de alto peso molscular) unidas a su véz por enlaces disul-
furo. La porcién terminal (N-terminal) de las cadenas ligeras y pesadas man
tienen una gran veriabilidad en cuanto a la secuencia de sus aminoAcidos, -
1o que le confiere una variabilidad de enlace para cualquier antfgeno. La =
otra porecidn terminal de las cadenas ligeras y pesadas (C-terminal), es co-
nocida como regién constante y son muy semejantes para anticuerpos de la --
misma clase, Las inmunoglobulinas encontradas en los sueros de los mamife-—
ros pueden ser divididas en cinco clases de acuerdo a la diferencia de la
sscuencia de los aminodcidos de las reglones constantes de sus cadenas pesa
das. Estas clases son: IgM, IgG, IgA, IgD e IgE, correspondientes a anti-—
cuérpos con diferentes funciones especfficas. La mayoria de los linfocitos
humanos de sangre periférica expresan anticuerpos IgM e IgD en su superfi--
cie y muy pocas células expresan los anticuerpos restantes {25).

Clertamente, una célula B es definida como aquella que endogénicamen-
te produce inmunoglobulina independientemente de su origen. Ademds, la mayo
rfa de las cdlulas B llavan productos del CMH clase II {HLA-DR) en humano,
cuys funcién es la de regular la respuesta Lnmune. También muchas células 8
maduras llevan receptores de complemento para C3b {CRI) y C3d (CR2) que pue
den combinarse en el sitio particularen la regién constante de todas las =«
moléculas de inmunoglobulina (24).

Por otra parte cabe mencionar, que en el proceso de proliferacién al-
gunos de los linfocitos de la progenie se diferencfan en células efectoras
que llevan a cabo una respuesta inmune. Las células efectoras de los linfo-
citog B son las células plasmiticas, las cuales secretan anticuerpos del -~ °
misme reccnocimiento especifico de los antigenosen la superficie celular -
cel receptor. Después ds que son programados, cada linfocito B antes de su
diferenciacién a células plasmAticas, elabora una cantidad suficiente de in
munoglobulina especi{fica, para que esta s¢ encuentre en manchas pequeflas en
la superficie de la célula en lugares llamados sitios de reconocimiento, re
ceptores de superflcle ¢ también epltopes. Es por medio de estos sitios por
los que el linfocito B reconoce al antfgeno particular contra el cual estd
progranado (27,28).

Por otro lado, el linfocito T tiene tambidn su orfgen en la médula --
6sen an una célula madre llamada (Stem-cell) que da lugar al lineaje T y
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inicia su secuenciacfon como protimocito, en seguida el protimocito migra -
hacia la corteza de) timo (tejido linfoide primario) vi{a torrente sanguineo
en donde madura como célula T y més tarde esta se convierte en célula inmuw

nocompetente al adquirir receptores de superficie celular antigeno especifi

cos y la maquinaria n ia para r d a la estimulacién antigénica -~

{37). Después de pasar por el timo, las células T migran a la circulacién =
periférica y de ahf{ a los tejidos linfoides secundarics como el bazo, gan-—
glios linfaticos periféricos y p\ac-as de Peyer. Esta migracién no ocurre al
azar, sino que estd dirigida por moléculas de superficie de las células T -
circulantes y de las células endoteliales que revisten las Vénulas Endote~—
liales superiores {(VES) poscapilares (36). Particularmente, a esta migra-—
cidn se le :r\a llamade "Homing" que significa autedirigido, y a las estruc-
turas de superficie celular que reconocen y se adhieren a tas VES del drga-
no linfoide se haq denominado "receptores homing" {39). Se ha visto tanto —

in vivo como in vitro la unién directa de ciertas células T a las VES. Exis

te clerta especificidad de la migracién _de las células T, de manera que las
células que se ‘encuentran dentro de las placas de Peyer tienen afinidad por
permanecer en ésta en comparacién con su afinidad por la unién con ias VES
de los ganglios linf4ticos superiores. Ademés, las placas de Peyer contie—
nen mayor cantidad de linfocitos B que de linfocitos T, comtraric a lo que
sucede en S6rganos linféides secundarios (40).

En seres humanos, se han identificado varias subpoblaciones de linfo-
citos T empleando anticuerpos monoclonales de raton que reaccionan contra -
ellos (41). Estos anticuerpos monoclonales identifican dos grupes principa
les de linfocitos T maduros en la sangre y en los érganos linfoldes secun~
darios. La poblacién T4 que incluye al linfocito T auxiliar o golaborador ,
(Th: del inglés T Helper) mientras que la poblacién TB comprende las 5ﬁbpo-
blaciones de los linfocitos supresores (Ts)'y citoliticos o citotbxicos -~
(Te). La proporcidn T4/T8B en la sangre periférica es aproximadamente 2:1 —
(42},

Hasta el momento, se sabe que los linfocitos Th cooperan con los lin-
focitos B y otros linfocitos para provocar una respuesta eficéz en reaccio-
nes de inmunidad celular, los Ts intervienen en la irnhibicidn de la res—
‘puesta inmune y los Tc tienen capacidad para matar a otros antigenos, por -
ejemplo virus y tumores (43). Ademds también se ha logrado identificar o——-‘

tras subpoblaciones efectoras: los linfocitos responsables de retardar la -
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hipersensibilidad (Td: del inglés T Delay) quienes también intarvienen en -
reacciones de i{nmunidad celular, sensibliidad tardfa, sensibilidad por con-
tacto y ru‘Lscanan a la infeccién por clertas bacterias; las células T am-
plificadoras (Ta), cuya accfdn es la de conaervar o amplificar la base de -
la pcblacién de los linfocitos T inmadures presentes en el timo y que no re-
circulan; y las células de memoria {Tm) las cuales permanecen dentro del —
ganglio linfdtico y proliferan cuando se ha dado un segundo encuentro con
el am:!lgeno {44, a5, 46).

Los anticuerpos monoclonales dirigidos hacia marcadores de superficie
sobre las subseries T funcionales también han sido utilizados para definir
los diferentes estados da diferenciecién de las células T en el timo. Auna-
do 8 esto, también se han identificado ant{gencs en linfoecitos T activados
tal como el HLA-DR y el receptor para Interleucina-2 (TAC) y otras molécu--
lag de gran importancia qus median la intaracecién de linfocites T con célu-
las procesadoras de antigeno y cédlulas blanco (47). Al respecto, se han i--
dentificado el receptor antigénico CD3(T3), y las moléculas accesorias CD4,
CD8, LFA-1, y CD2 presentes sobre las células T, y las moléculas accesorias
tales como los antigenos LFA-3 e ICAM-1 sobre células presentadovas de antf
geno (macréfagos) y células blanco {48). Aunque, se ha tenido poca eviden~—
cla de las moléculas accesorias que intervienen en la interaccidn de linfo-
citos T con otras células, estudios funcionales han demostrado que' existen
dos caminos de adhesién antigeno independientes que participan en la conju=
gacisdn (interaceién) del linfocito T citotdxico con las células blanco; uno
dependiente de LFA-1, y el otro dependiante de CD2 y LFA-3 (49, SO, 51).

La funcién del linfocito asociada al antigeno-1 (LFA-1) es una protef
na de la superficis del linfoeito compuesta de dos cadenas (alfa de 180 KD,
y beta de 90 XD) unidas no covalentemente. Estas se encuentran en células B,
en células T y neutréfilos, La secuencia aminoécida N-terminal de la cadena
alfa revela gran homologla con el IFN-alfa del leucoclto, y la cadena beta
de LFA-1 es idéntica a la cadena que contiens Mac-1 {un antfgeno de diferen
clacidn del macréfsgo), (52). Se ha detectado la ausencia de moléculas LFA
«1 en célules inmunes provenientes de pacientes con infecciones bacterianas
recurrentes y al parscer esta carencia se le atribuye a la inmadurés de la
cadena bata de esta molécula (53). Aunque , LFA-1 no ha aido identificada -
en asociacidn con otras proteinas de membrana, se piensa ﬁue pueda estar a-

sociada con otras moléculas formando un complejo, el cual desencadena la -
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activacién, liberacién de linfocinas y é.ctividud citat&xic_a det’ linfocito T )
ademds de la actividad NK que son mediadas por adherencia hacia las células
blanco (54).

La molécula CD2 es conocida también como Ti:i, LFA-2.y recepfor de ro-
setas para eritrocitos, es wuna glicoprotefna de superficie con peso de -~
50-589 KD. Esta sparece tempranamente en la ontogenia del timocito y estd -
presente en todas las células T maduras. Anticuerpos monoclonales contra -
CD2 inhiben la actividad eitotéxical del linfocito T y bloquean la adhesidn
contra las céiulas blanco, asimisme, inhiben las respuestas de les linfoci-
tos T aux!.u'ax-ea,' incluyendo la se;:recisn de IL-2 y su expresidn de receplo
res para IL-2 (56, $7). )

La funcién del linfocito T asociada al antigeno~3 (LFA-3}, es una —
glicoproteina de superficie ampliamente distribuida, cuyo peso es de 70 Kb.
Anticuerpos monoclonales para LFA-3 inhiben un gran espectro de respuestas
del linfocito Th y Tc muy similares a ias 1n;:lb1das por anticuerpos mono~-
clonales contra CD2 y si ambas moléculas son inhibidas por anticuerpos mong
clonales, se inhibe la formacién del conjugado del linfocito T citotdéxlcow——
célula blanco {58, S9). En realidad poco se sabe acerca de la actividad e -
interrelacidn de estas moléculas y actualmente ge trabaja para conocer el -
mecanismo de adherencia y activacifn de las células inmunes ademds del pro-
ceso de lisis mediada ‘por células T citotdxicae y células NK ademds de los
factoras que inhiben tal unién (50).

Por atra parte, las células T auxiliares y cltotéxicas no se unen al
antfgeno libre, a menos que lo recaonozcan en asociacidén con productos del -
CMH expresades sobre la membrana celular. Este reconccimiente, hipotética--
mente puede ocurrir de tres maneras: ya sea que la célula T tenga dos recep
tores separados {Ag r) para el antigeno y (CMH r) para reconocer el propio
CMH; un sélo receptor en la célula T (T cel r) que reconoce al antfgenc asg
ciado con el propio CMH; o que el receptor de la célula T reconozca de mane
ra conjunta al propic CMH alterado por el antigeno (24).

También, existe una hipbtesis para explicar el reconocimiento del an~
tigeno por las células T (Figura 2) en la cual se ha sugerido que el CMH -
elage II restringideo para la subpoblacidén Th posea una molécula T4, La ssal
racanoce antigenos con la clase II. El recep-or de las células T (Tr) reco~
nece esta protefna junto con el antigeno, posterlormente este signo de HETL
vacifn es transmitido a la célula T via un péptido (T3) el cual es agdelada
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FIGURA 2. HIPOTESIS PARA EXPLICAR EL RECOHOCIMIENTO DEL ANTIGENQ POR LA CELULA T. Se ha pro
puesto que el Complejo Huayor de Histocompalibilidad CMH clasc IT restringido a las cédlulas
T suxiliares, poscen una molécula T4, la cual reconcce antigenos del CMil clane 2. El recep-
tor de 1a célula (1r) reconoce la proteina del CMRE y el antigeno. El signo de activacién es
transmitido a la céula T via cl péptide T3. La clase 1 restringida a las células, tiene una
molécula T8, la cual reconoce antigenos clase 1 del CMif. Ambas clases de moléculas CHI tie-
nen 4 dominlos globulares y se propone que ias moléculas T4 y T8 recenocen diferentes domi-
nios para aquellos recopocidos por el receplor de la célula T.
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con el receptor de las células T. EL o-cro products del CMH, ¢lase I, res——
tringido a las células Tc y Ts tienen una molécula T8, la cual reconoce ah-
tigenos CMH clase I en adicidn con el antigeno. Ambas clases de moléculas -
de CHH tienen 4 dominios moleculares y se¢ propone que las moléculas T4 y T8
reconocen diferentes dominios para aquellos reconecidos por la célula T re-
ceptora (24).

El receptor de la célula T, consiste de dos polipéptidos unidos por -
puentes disulfuro, ambosom peso molecular de 40-50 KD. Su arreglo genétice
es muy similar al de la inmunoglobulina y también el mismo tipo de nomencla
ture es usada.

Existen células llamadas "presentadoras de antigeno" (CPA) cuya ac—
cién es la de captar al antfigeno y presentarlo junto con productos del CMH
al linfocito efector para que estos lo reconozcan y lleven a cabo la res-——
puesta inmune. Algunos monocitos/macréfagos y células posiblemente varian-
tes de éstas (células dendriticas y Jde Langerhans) expresan la clase II del
CMH y pueden actuar como CPA para las células T y B (24, 36, 37).

La activacién de las células T por las CPA involucra no solo el reco-
nocimiento del antigeno y determinantes del CMH, sino tambien signes pasi-—-
vos entre los linfocitos y las CPA mediante factores solubles llamados lin-
focinas {61}. Inicialmente los estimulantes antigénicos o policlonales son
procesados y presentados a los linfocitos T por las CPA tales como Los ma=w
créfagos; esto cambim a los linfocitos del estado Go de reposo hacia la fa=-
se temprana Gl del ciclo celular, con la sintesis concomitante de lipidos,
ARN nuclear y proteinas. Los estimulantes exSgenos o un factor inductor del
receptor (FIR), o ambos, estimulan a algunos de los linfocitos para que evo
lucionen afin mis hacia la fase G1 del ciclo celular, durante la cual las cé
lulas expresan receptores pare IL-2. Otros linfocitos son estimulados por -
la IL-1 para producir IL-2 que a su véz estimulan a los linfocitos que pro
ducen receptores para que continden a través de la fase § o replicativa —
(Figura 3}, (61-68).

£1 proceso inmune llevado a cabo por linfocitos T activados, tal como
la hipersensibilidad tardfa o lisis mediada por linfocites T citotéxicos es
denominada como Inmunidad Celular (Figura 4). £n este proceso, la activae-
cién de las células T es regulada por las células supresoras y células au--
xiliares. Clertas células T (células activadas por macréfages) elaboren lip
focinas las cusles activan a los macréfagos para incrementar sus funcionas
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FIGURA 3. CIRCUITO REGULADOR INTERLEUCIMA-INTERFERON. Los linfocltos en reposc (Go), son ctivados por estimulantes
presentados en células accenorias nutdlopan pnra nue entren a la fane teamprana G, del eiclo celular, La IL-1 estimu
1s & los linfocitos productores de IL-2 para que la produzcan saf como un factor inductor de lom receptores {FIR),

el cual induce a las células a responder a IL-? para que sdquieran receptores IL-2, A su vez, laa células T en repli
caclén liberan IFN-¥ , que promucve la cxpresidn dc ant{genos la y aumenta la capacidad funclional de células acceso—-

rias que presentan sntfgenos.
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FIGURA 4. IBQUKIA DE LA INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS. La respussta inmu
ne mediada por oélulas sigue la presentacidn del antigeno y aotivacién -
de las c8lulas T. La mctivacidn es regulada por células supresoras y au-
xiliaren. Clertas células T (célulam motivadas por el macréfego) slabo=—
ren linfocinas las cuales activan a los mecrdfagos para aumentar sus fun
cionen fagoo{tices y bactericidss. Lam células T citotSxicas son activa-
das por antfgencs y reciben ayuds de las células T auxiliaros. Las célu-
1an auxiliares también cooperan con las céiulas B en la produccién de an
ticuerpon las cuales pusden armar a las células portando recsptores Fo .=
(v.g las células K). Las cllulas NK no mctlan espec{ficamente, partiou—

larmente contra cdlulas blanco.
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bactericidas y fagocf{ticas . Las célul:;s T citotéxicas son activadas por an
tigenos y reciben ayuda de las células Th. Las células Th también cooperan
con las B en la produccién de anticuerpos, estas pueden integrar a las célu
las que llevan receptores Fc, por ejemplo las células K. Finalmente, las cé
lulas NK actan inespecificamente contra las células blanco (24).

Un resumen de las interacciones entre la Inmunidad Innata y Adaptati-
va se presenta en la (Figura S5), en donde los macrSfagos y las células NK -
son activados con linfocinas. Los macréfagos activados producen localmente
componentes del complemento, los cuales son liberados en el desarrollo de -
la respuesta inflamatoria. El CSua €s un factor citolitico y quimotlctico de
rivado del neutréfilo, mientras que C3b induce la liberacién de enzimas por
el macrdfago. lLas células K son armadas con anticuerpos provenientes de las
célutas B especificas a tumores (24). '

3.3 LINFOCINAS Y ELbPAPEL DE INTERLEUCINA-2 EN LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL

Se sabe, que existen en el organismo factores semcjantes a hormonas -
llamadas citocinas cuya actividad es la de regular una gran variedad de cé-
lulas que participan tanto de manera inmunolégica como no inmunolégica. Los
factores producidos por linfocitos han sido llamados linfocinas y los que -
son producidos por monocitos, monocinas. Las clitocinas difieren de las hor-
monas en que son producidas por células aisladas o tejidos, mds que por ——
glindulas discretas y no son normalmente detectadas en suero (69).

Las citocinas, funcionan comc mensajeros intercelulares regulando el
crecimiento, movilidad y diferenciacidn de leucocitos as{ como de células -
que son incidentalmente involucradas en reacciones inflamatorias, tales co-
mo los fibroblastos, osteoclastos, condrocitos, células epiteliales y endo-
teliales. Ademds las citocinas no son antigeno especificas, actian por lo -
general de maners no resiringida y pueden a menudo funcionar como una espe-
cie de barrera sobre células blanco heterdlogas. En su mayorfa son secreta-
das y sintetizadas como glicoproteinas con pesos moleculares que van de --
4 000 a 80 000, son extremadamente potentes a muy bajas concentraciones, ne
diante bicensayos ge han logrado detectar concentraciones de 10-10 hagta de
16°1% u (70).

Finalmente las citocinas pueden ser clasificadas en base a su partici
pacidén en aspectos aferentes y eferentes de la inmunidad e inflamacién ——
{Cuadros 1 y 2). Las citocinas que modulan la activacifn de los linfocitos
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FIGURA 6. RESUMEN DE LAS INTERACCIONES
ENTRE INMUNIDAD NATURAL Y ADAPTATIVA.
Las linfocinas activan s los macréfagos
y a las células NK. Los macrofagos acti
vados, localmente producen componentes
del complemento, los cuales estdén invo- .
lucrados en ¢l desarrollo de la respuesta inflamatoria. C3a es citolitica y quimotéctica para neu
tréfilos, mientras que C3b induce la liberacién de enzimas por el macréfago. Lag células X son ar
madas por anticuerpos provenientes de células B especificas a tumores.




CUADRO 1

CITOCINAS AFERENTES INMUNCACTIVAS E INMUNOSUPRESIVAS

FACTORES

CARACTERISTICAS BIOQUINICAS

ACTIVIDADES BIOLOGICAS

AMPLIFICACION
Interleucina-l (IL-1)

Interleucina-2 (IL-2)

Factor de Crecimiento
de C&lulas B {BCGF)

Factor Reemplarante de
Células T (TRF)

Factor Estisulador de
Colonias.
( au-csF, IL-3, etc.)

Interferones.

(P -0, y-T)

15 K, 2-4 K' P Proteinas

20 000-22 000 PN {murina)
15 400 PM (humana)

18 000 PM (murino)

45 000 PM contiene 2 micro—
globulina y el products gene—
tico IR (1a).

23-70 K PN exhibe carga hete-
rogénea.

25 000-75 000 PU

Promueve la diferenciacién y/o el -
creciniento de muchas células blanco,

Promueve la proliferacién de células
T y B y la produccién de anticuerpos
Genera células T citotéxicas.
Aumenta la actividad NK de LGL.

Promueve la proliferacién de linfocl
tos B.

Promueve la produccién de anticuer—
pos. .

Estimila a las e&lulas precursoras —
para leucocitos, plaquetas y eritro-
citos,

Activa la replicacién y funciones —
del leucocito.

Factor antiviral y antiproliferativq
Bn bajas dosis estimula/en altas su-
prime la inmuanidad humoral y mediada
por células.

Promueve la expresidn de marcadores
celulares.

Incrementa la actividad de células -
asesinas.




CUADRO 1 (coNTINUACION)

CITOCINAS AFERENTES INNUNOACTIVAS E INMUNOSUPRESIVAS

FACTORES

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

ACTIVIDADES BIOLOGICAS

SUPRESION
Supresores Responsables
Insunc Solubles (SIRS)

Factor Enlazante de In-
mmoglobulinas (IBF)

Inhibidor de la Sinte-—
sis de DNA

48 003-67 000 PH

Secretado por receptor Fo
de cflulea T con cadsnam de
38 000 y 18 Q00 PN

35 000~-50 000 PM; aumenta al
cAMP de las célulaa blanco

i .
Activados por macréfagos para inhi—
bir la proliferaci6én de célulns B ¥y
la produccién de anticuerpoa.

Inhibe in vitro la produccidn de an-
ticuerpo ¥y pueds unir TRF.

Inhibe la proliferacién de célulaa T
¥ la produccién de enticuerpos.
Avresta las células tardiaz en Q1 —
s por enlace de DNA polimerasa.

k"= Kilodaltones.



CUADRO 2

CITOCINAS EFERENTES

FACTORES

CARACTRRISTICAS BIOQUINICAS

ACTIVIDADES RIOLOGICAS

Factor Inhibidor de la
Migracién (WIF)

Factor Activador del
Nacrdfago (MAF)

Factor Inohibidor del
Leucocito (LIF)

Linfotoxina {(LT)

Factores Quimiostfticos

Factor Activador de On—
teoclastos

15 00070 000 P%
Inkibido por  ~l~fucosa

10 000-70 00D FN
68 000 PM; posee actividad

esterasa.

20 000 PH

12 000 M

18 000 P

Inhibe la migraciSo del sacrSfage.
Promueve la polimerizacidn de Tudbu—
1lina.

Induce la diferenciacién del wacré—
fago.

Activa a 1os macréfagoa a ser bacte~
ricidas y tumoricidas.

Inhibe la migraciGa del Neutrdfilo.
Citoatético y citolitico para algn—
nas c&lulas blanco no leucoc{ticas.
Aumenta la lisis mediada por NK.
Inhibe la carcinogénesis.

Atrae y activa leucocitos.

Estimula la actividad reabsorbente -~
de osteoclantes.
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en el aspecto aferente de la inmunidad, pueden aumentar o suprimir la Lndug'
cién de reacciones inmunolégicas asf{ como de regular la funcidén, el creci-—
miento y diferenciacién de los linfocitos T y B. En contraste, las cltoci——
nas eferentes influyen en las reacciones de reparacién y degradacién de las
células blanco en el proceso inflamatorio y promueven su capacidad bacteri-
cida y de citdlisis. (70-71).

3.3.1 LINFCCINAS

Las linfocinas pueden ser definidas como factores polipeptidicos (no
inmunoglobulinas) secretadas por linfocitos activades y tienen un amplic --
rango de efectos fislopatoldgicos sobre reacciones inflamatorias mediadas -
inmunolégicamente (Figura 6) (70).

El campo de la 1nmunologia celular posiblemente se inicié con el des-~
cubrimiento pionero de Nowell en 1960, quién establecid que lectinas de —--
plantas, tal como la fitohemaglutinina {PHA) eran capaces de inducir la di-
visién celular de linfocitos diferenciados (72). El descubrimiento de las -
linfocinas fué llevado a cabo por George y Vaughan en 1962 al observar que
algunos antf{genos inhibieron 1a migracién de células mononucleares provew-—-
nientes de animales inmunizados, subsecuentemente se presentd a los macréfg
gos como células inhibidoras y que este efecto requiere la presencia tanto
" de linfocitos como de antigenos sensibilizados. Estos fué inicialmente con-

firmado por Kasakura y Lowenstein en 1965 al reportar la presencla de facto
res mutagénicos solubles en sobrenadantes de cultivos de linfocitos humanos
y posteriormente por David, Bloom y Bennetts en 1966 cuando demostraron que
linfocitos estimulados por el antigeno y 21 Fact - Inhibidor de la Migra-—
eién (MIF: del inglés Migration Inhibition Factor) indujeron la migracidn -
de macrdfagos provenientes de animales no sensibilizados (26).

Bach en 1970, establecid que células adherentes (Monocitos/Mg) libe--
ran factores solubles con propiedades mitogénicas. A estos factores, poste—
riormente se les asigné el nombre de Factor activador de linfocitos o (LAF:
del inglés Lymphokyne Activated Factor) por Gery y colaboradores em 1972, -
(73). Morgan en 1376, obtiene y caracteriza linfocinas mitogénicas de célu-

.las T derivadas de ¥$ a partir de medios condicionados de cultivos de célu
las mononucleadas de sangre periférica, este decubrimiento permitié estable
cer cultivos a largo plazo as{ cono la extraccidn clonal y funcional de cé-

lulas T.
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FIGURA 6. EI, PAPEL DE LAS LINFOCINAS EN LA WUERTE TUMORAL. Las células T activadas por €l an
tigeno tumcral : (1) liberan interferon (IFN ) para amplificar la accidn 1lftica de las célu-
las asesinas naturales (NK), (2) liberando limfotoxina (LT) la cual actua directamente y -
(3) liberando factores quimotacticos (CFM), factor inhibidor de la mipracién (MIF) y factor
activador del macrd6fago (MAF) los cuales atraen y activan a los macréiapos. Lou macréfagos =
tienen un efecto citotéxico sobre el tumor y preven ou multiplicacidén. Otras linfocinas, in=
cluyendo IL-2, amplifican las reacciones inmunes antigeno-espec{ficas por células B y otras
células T.
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Posteriores experimentos revelaron que LAF furcioma como promotor de -
la proliferacidén de células T por estimulo de la produccién de un factor de
crecimiento derivado de las células T (TCGF: del inglés T Cells Growth Fac-
tor), (74). Mis tarde estas dos entidades (LAF y TCGF)} fueron reno:;\bradcs -

como Interleucina-l e Interleucina-2 respectivamente (72, 75).

3.3.2 INTERLEUCINA-2 ¥ SU USO POTENCIAL COMO AGENTE ANTITUMCRAL
La interleucina-2, trbién conocida como Factor de Crecimiento de Célu
las T fué primeramente descrita como una linfocina capdz de promover el cre
cimiento a largo plazo in vitro de células T activadas con antigenos y/o mi
tégenos. Esto se realizd mediante cultivos de linfocitos humanos estimula—
dos con fitohemaglutinina, observandose en medios condicionados tanto el -
crecimiento de timocitos como de linfocitos de sangre periférica, dando por
resultado células T supresoras y citotéxicas (72). Posteriormente, varios -
investigadores estudiaron diversos factores mitogénicos derivados de estos
cultivos a los cuales les denominaron de diferente manera:
Factor Mitogénico del Timocito (TMF: del inglés Thymocyte Mitogenic Facter).
Factor Activador del Timocito (TAF: del inglés Thymocyte Activated Factor).
Factor Estimulador del Timocito (TSF: del inglés Thymocyte Stimilating Factor).
Factor Estimulador del Linfoeito {LSF: del inglés Lymphocyte Stimulating Factor).
Factor Auxiliar de Células Asesinas (KHF: del inglés Killer Cells Helper —
Facter).
Factor Inductor de la Citotoxicidad Secundaria {SCIF: del inglés Secondary
Citotoxicity Inductor Factor).
Factor Mitogénico del Linfocito (LMF: del inglés Lymphocyte Mitcgenic Factor).
Todos estos factores por muchos eriterios mantienen una ¢orrelacidn -
muy estrecha y ahora son conocidos como Interteucina-2 (IL-2), (76).

a) Produccidn de Interleucina-2

Existen numerosas evidencias de que la fuente original de IL-2 es el
sobrenadgnte de linfocitos T estimulados con antigenos y lectinas (PHA, Con
canavalina-A, etc.). En humanos, los linfocitos de sangre periférica, enri-
quecidos en células T, liberan 1L-2 como respuesta al reconocimiento de un
antigeno (72, 74, 76)- »

Por otro lado, también se sabe que los mediadores bioldgicos come la
IL-1 aunentan la produccién de 1L-2 y que existen otros factores fisiolégi-

cos y no fisiolégicos que la aumentan, entre los cuales se encuentran: el -
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acetato miristato forbol, la vasopresina y otras neurohomonés. la azida sé
dica y numercsos compuestos activos en la superficie celular {36, 72, 77}.

Varios estudios hechos en ratdén indican q\..xe la IL-2 es pmduci& prin
cipalmente por células de la subpoblacién T auxilar, que en cooperacién con
otras subpoblaciones conduce a la liberacidn final de IL-2 (78). También es
conocido que las lineas celulares de macréfagos o células B no son capaces
de liberar IL-2 activa (79). Otras investigaciones, sugieren que la IL=2 —
producida por las células T ocurre principalmente durante la fase Gl del ci
clo celular (63, 72). -

Cabe mencionar, que los estudios bioldgicos sobre la funcidn de esta
linfocina, hablan sido realizados con insuficientes cantidades de este mate
rial no purificado, el cual consistia, de sobrenadantes de medios condiciona
dos de linfocitos T. Gracias a los avances biotecnoldgicos, la extraceién -
de un clon {IL-2 ADN)_humano proveniente de lg linea celular leucémica T —
JURKAT didé la clave para la produccién de grandes cantidades de IL-2, la —
cual ha sido purificada a homoge-neidad asi como caracterizada bioquimicamen
te. La extraccitn de clones de ADN codificando para IL-2 llevados a cabo -
por Taniguchi, Rosenberg y colaboradores en 1984, hicieron posible la pro—
duccidn de grandes cantidades de esta proteina mediante métodos alternati—
vos (80). R ’

Usando la tecnologia recombinante, se han empleado clones moleculares
de IL-2 para expresar biclégicamente la proteina activa en Escherichia coli
(la I1-2 parece ser aproximadamente el S% de todas las proteinas de E coli),
as{ como en células de mono (COS) y en células de insecto. Finalmente, va—
rios estudios inmunolégicos, demostraron la equivalencia bioclégica de Inter
leucina-2 recombinante (riL-2) con IL-2 proveniente de fuentes naturales —
(81).

b} Caracterizacidn estructural y bioquimica de IL-2

la IL-2 proveniente de humanos y ratones, ha sido ampliamente caracte
rizada (Cuadro 3), (76). Las propiedades moleculares en ambas aspecies son
diferentes, aunque su actividad bioldégica es idéntica en ensaycs sobre lin-
focitos murinos. La heterogeneidad, parece estar ligada con la glicosila——
cién y siliacién variable asi como la presencia de cantidades diferentes de
Acido neuraminico en las moléculas (72).

Por otra parte, se tiene la informacidn de que en células eucariotas



CUADRO 3

PROPIEDADES DE JL-2

CARACTERISTICAS

WURING

HUMANO
Peso Nolecular 13-16 & 30-35 X
pIL . 6-6.8, 7.4, 8 3.8-5-
pI (Tratado con neuraminidasa) 8.2
Estabilidad al calor (56°C) estable
Estabilidad pi 2-9 2-9
Digesti6n Tripsina-pronase sensible sensible
Digestidn HNeuraminidasa insenaible
Tratamiento DNA-asa, HNA-asa inasensible
Reduccidn-Tiol insenaible ingenaible -10
Miscelansa Inestable a -70*C Conc. Efectiva 10 N

No contiene productos
del gene HLA-DR
Actividad HLA-A, B, C
no reatrigida.

No contiene antigenos Ia

Actividad H-2 no restrin-
gida.
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la Il=2 es primero sintetizada como un polipéptido precursor de 153 aminod-
cidos. Una ruptura significativa de un péptido de 20 aminodcidos ocurrié -
tanto en IL~2 natural proveniente de células JURKAT y en la IL-2 recombinan

" te proveniente de células de insectos dis por resultado la produceibén de —
IL-2 madura de 133 aminodeides (81},

La estructura primaria de esta linfocina, ha sido deducida a partir -
de un andlisis de la secuencia de nucleStidos de clones de cADN y confirma-
do por el andlisis del material obtenido de la linea JURKAT. Sin embargo, -
las estructuras secundarias y terclarias ain no se han determinade completa
mente y se tiene poca informacién acerca de los aminodcidos residuales que
son importantes para sus efectos bioldgicos. Al respecto, se han reportado
que varios razgos estructurales de la molécula de Il-2 son esenciales para
su integridad funcional, tenlendo gran importancia su configuracién tridi--
mencional, en la cual un enlace disulfurc intramolecular conectante entre -
las cisteinas en la posisién 58 y 105 de la cadena mantienen una activa --
conformacién de la moldécula. En adleién, se ha demostrade directamente que
la posisidn de los aminodcidos 8-27 y 33-54 es importante para la funcién -
de IL-2 (B81).

Un estudics mis reciente, empleando mutagéneslis especifica de un clon
de ADN de IL-2 activa, demostrd que la integridad de tres regiones en la mg
lécula de IL-2 son requeridas para su completa astividad biolégica: el NH2+
terninal (residucs 1-20); el COOH-  terminal (residuos 121-133); y dos de
las tres cisteinas residuales (58 y 105). La eliminacién del tramo terminal
NH2¢ (zg,pminoécidos) o el tramo COOH- terminal (10 amincdcidos) resulta—
ron en tina disminucién de mis del 99% de la bicactividad y enlace, y la sug
titucién de los amincécidos en las posiciones especificas también dleren —
por resultado una gran disminucidn en la actividad de IL-2 {menos de 1%X) ,
(82).

¢)  AfbIvidad biolégica de Il-2
Eﬂ la actualidad, la IL-2 es una de las linfocinas que m&s se ha estu
diado, 4ah}do’a sus efectos bioldgicos, entre otras funciones:
- Actai"sobre células T {nmaduras, resistentes a esteroides (76).
- Colabors en las respuestas de las células T y B (77, 78}.
- Promueve y mantlene la proliferacibn de células T supresoras y citotd

xicas (83},
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- Estimula las respuestas Ig a antigenos y mitégenos dependientes de cé

lulas T (84).

- Estimula el crecimiento de timoclitos y linfocitos de sangre periféri-

ca (85, 86).

Aparte de estas funciones, la I1-2 juega un papel importante en la ac
tivacidn de las células asesinas naturales (87, 88). Se sabe que la mayoria
de la células NK son inducidas a entrar al ciclo celular en presencia de ——
IL-2 . Ademds, el tratamiento de estas células con IL-2 les induce a produ-
cir Interferon gamma, el cual se sabe que es muchas veces mds activo que el
alfa o el beta, esto se ha visto en cultives de corto plazoc de células NK -
(33, 77, 89). El IFN gamma producido en estos cultivos, no se ha visto que
participe en la activacién directa de células NK, sin embargo, induce la ex
presidn de receptores para IL-2 sobre estas células {90, 91). Por lo tanto,
la proliferacifn de las células NK no depende de la respuesta directa a IL-
2, sino de la interaccidn de esta linfocina con los respectivos receptores
de superficie que presentan estas células, inducidos por IFN gamma, el cual
es producido por células NK activadas con IL-2, {Figura 7), (92, 93, 94).

Esta funcidn es mantenida mientras IL-2 esté disponible en el cultivo,
por ejemplo, se ha demostrado que en co—cultivos de ¢élulas NK con células
tumorales provenientes de pacientes con melanoma metastasico, incrementos -
en las dosis de IL-2 conservan la activacidn e inducen la citotoxicidad NK
adn cuando la presencia de suero autSlogo suprime dicha actividad (95).

Se ha visto, que las células T en estado de repose o también los timo—
citos no expresan receptores para IL-2 a menos que exista interaccién con -
el estimulador inicial (célula procesadora del antfgeno). Y una vés que el
receptor para IL-2 se ha expresado, la IL-2 es el factor limitante para la
proliferacién y expansién clonal de células T activadas (96).

Los receptores para [1-2 ya han sido identificados y purificades a -
homogeneidad y el ARNm que codifica para esta molécula ya ha sido extrafdo,
clonado y secuenciado, de tal manera, que anticuerpos monoclonales también
ya han sido preparados para estos receptores {97-100).

Ademids, se han encontrado dos estados de afinidad del receptor para
IL-2 {uno de alta y otro de baja afinidad). Estos estados, posiblemente es-
tdn relacionados con el modo y, tipo de activacién de la célula que los pre-
éenta. Estos tipos de afinidad, se han comprovado mediante curvas de compe=-
ticién para el anticuerpo anti- IL-2 de tales receptores. También se utild
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FIGURA 7. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS MECANISMOS REGULATORIOS DE LAS CELULAS T LLEVADOS
A CABO POR 11-2 B IFN INFLUENCIADOS POR LA ACTIVIDAD DE LAS CELULAS NX. La proliferacion de

‘1as células NX est8 bajo el control de las células T, 1la IL-2 puede inducir la proliferaclon

y estimular la actividad NK de las células NK proliferantes. El interferon (IFN} induce la
expresién de reccptores de IL-2 scbre la KK progenitora, aumentando la proliferacién, ain em
dargo, el IFN controla a las células T para reducir su actividad.
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za IL-2 radiactiva o IL-Z2 altamente purificada, basfindose en una disocia——
eidn diferencial de enlace. Con IL-2 radiactiva, se ha demostrado la presen
cia de nimeros pequefios de sitios de alta afinidad (2000 a 10 000, Kd 5 a =
20 x 10712
y lineas de células T infectadas cnretrovirus (82, 101, 102),

W sobre la superficlie de linfocitos T activados con aloantigenos

Por otra parte, la méxima expresién de receptores de IL-2 en linfoci-
tos T de sangre periférica activados in vitro con PHA aparece entre los 3 y
7 d{as y disminuye a valores no detectables entre los 10 y 14 dfas, dete-—
niéndose el crecimiento y las células quedan bloqueadas en la fase Gl' Es-
to sucede adn en concentraciones de saturacidn de IL«2, la adicién subse---
cuente de PHA en este punto vuelve a estimular la aparicién de cantidades -
Sptimas de receptores &n 1a ruperficie celular, y las rélulas proliferan ——
nuevamente en presencia de IL-2 (36, 61, 63). La presencia de receptores pa
ra IL-2 también se ha observado en células T obtenidas de corddn umbilical
de recién nacidos, estos receptores muestran un pico mayor a los 5 dias de
cultivo y disminuyen regularmente a los 7 dfas de cultivo (99, 103}.

Finalmente, se ha asociads la expresién de receptores para IL-2 sobre
las células T con la edad de la persona, de tal manera que en sujotos vie-
jos, esta expresidén se encuentra disminuida. Lo cual puecde indicar un defeg
to en la produceidn endSgrna de IL-2 y de hecho una redueida actividad celu
lar (104).

d) Ensayos in vitro e in vivo de IL-2

Poco se conoce acerca del uso de IL-2 in vivo como un agente farmaco-
1égico, sin embargo, los estudios in vitro han dado informacién sobre la =-
bioclegfa y funcidn de IL-2 como un signo proliferativo de células T. des——
pués de que han proliferado, las células hijas antigeno-espec{ficas expre—-
san receptores para IL-2, y su proliferacidn continda de acuerdo a la canti
dad de IL-2 que se proporciocne al medio de cultivo. de esta manera, se ha -
demostrado que in vitro la IL-2 representa un factor importante que contTo-
1a la magnitud de la respuesta de las células T (105).

Por otra parte, inicialmente se habia observado que muchos tumores hu
manos contienen una infiltracifn de linfocitos. Una prognosis ascciada con |
la infiltracidn sugirid que esto es resultadc del reconocimiento inmunolégi
co de células de tunor por el huésped (106). Posteriormente se observd que

estas zélulas infiltrantes en tumores (TIL: del inglés Tumor Infiltrating -
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Lymphocytes) eran primariemente c&lulas T y en menores proporciones otros -
linfocitos y macréfagos. También se ha observado que linfocitos de sangre
periférica (LSP) por si mismos no lisan células de tumor en fresco (107}.
Mo obgtante, si estas células son cultivadas a corto plazo en IL-2' adquie-—~
ren actividad citotéxica contra células tumorales autélogas y slogénicas -
(108, 109). Esta actividad citotSxica fué originalmente descrita por Grimm
en 1982, y a las células responsables de esta citotoxicidad les llamé Cé&lu
las Asesinas Activadas con Linfocina {LAK: del inglés Lymphokine Activated
Killer} (110). Grimm, en sus primeros experimentos concluyd que los precur-
sores de las células LAK no eran células K ni células T, y en subsecuentes
observaciones sugirid que las células efectoras LAK eran células T con feng
tipos Leu llae y CD16 de linfocitos granulares con actividad NK {111; 112).

Estudios complementarios, usando andlisis de marcador, indicaron que
los clones LAK+ derivados de Leu 11+ expresan fenotipos heterogéneos para —
la expresién T8 y Tll ademds de que todos los clones expresaron el marcador
TAQ antes de que se pudieran detectar los antigenos T1l y T3 durante la au-
togenia de las 'células T, lo que suglere que esta molécula puede tener un —
.papel funcional en el procesc litico llevado a cabc por las células LAK. -
Rosenberg y colaboradores en 1984, hiclieron estudios para caracterizar las
¢élulas LAK , los cuales se resumen en &l {Cuadro 4), (113}).

La aplicacién 1nvvlvo como factor terapéutico es muy reciente, ini-—
cialmente se efectuaron semi-preparaciones de IL-2 administradas a ratones
después de la administracién de un antigeno, estos experimentos presentaron .
un aumento en la citotoxicidad de las células T (105). Mas tarde, se deter-
mind que la IL-2 altamente purificada {rIL-2) aumentaba el efecto citotéxi-
¢o de linfocitos T en la terapia de tumor de modelos murinos_. También se -
documentd, que el papel de IL-2 in vivo es promover la expansidén de células
NK y LAK transferidas a ratones, los cuales previamente se les habia induci
do tumoraciones (114). posteriormente, se observ$ que linfocites endSgenos
y células LAK transferidas se establecieron enm tejidos especificos de creci
miento (pulmén, hfgado, bazo, nbdulos linfaticos de mesenterio y rifiones),
lo que condujo a establecer regimenes &ptimos para utilizar las células LAK
con I1-2 en Inmunoterapia antitumor en sistemas murinos (115-118).

e) Uso terapéutico de IL-2

En las pasadas dos décadas, se habfan realizado intentos para desarrg



CUADRD &4

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LAS CELULAS LAK

Log precursores de las células LAK tanto en ratén como en humano care-
cen del clésico fenotipo de las células T por marcadores de superficie y
en humancs son rosetas E-negativas, son no adherentes y poseen los marca
dores OKM-17 OKT-3 , Leu-1 , Leu-7 .

Estas células también son negativas para marcadores la y DR y el pre—
cursor celular ‘ain es incierto {ni{ T, ni B).

Siguiendo la activacién en IL-2, las c&lulas LAK efectoras adquieren -
clégicos max‘cadorcs de superficie de células T y en rntén parecen tener
ti*, Lyt™L "2 * y en humano parecen ser OKT 3, a, s*.

Tanto las células LAK precursoras y efectoras son células no adheren—
tes y parece ser que IL-2 es la linfocina requerida para la generacién -
de estas células.

Las células LAX son distintas tanto de las NK y de las células T clto-
1{ticas clésicas.

. Los precurscres de esas células no llevan marcadores de células NK ta-
les como OKM-1 o Leu-7.

Las células LAK humanas pueden ser fAcilmente ganeradas a partir de —
linfocitos de sangre periférica, células del timo, esplenocitos, nédule
linf&tico, ¢&lulas de médula osea y células del ducto tordxico a pesar -~
de que se conoce que las células del ducto tordxico no tienen actividad
NK.

Las células LAK lisan en fresco células de tu. r no cultivadas, lag —
cuales no son lisadas por células NX.

Las células LAK efectoras h\manan son no*adherentes ¥ poseen marcado-—
res OKM-1", okr-3* , OKT=4", oxr-g* y Leu-1 .
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llar iamunoteraplas en el tratamiento del céncer basadas en la respuesta in
mune del huésped hacia el tumor. Estas aproximacicnes, se efectuaron con el
propSsito de inmunizar contra células de tumor especificas y contra estimu-
lantes partl.cu].ares con la esperanza de una estimulacién inmune general que
permitiera una respuesta antitumor del huésped. Por desgracia, estos inten—
tos clinicos fueron inprésperos y tuvieron que abandonarse (tomado de 119).

Recientemente, la transferencia adoptiva de células LAK previamente -~
activadas con IL-2 en varios ensayos clinicos hechos sobre una variedad de
sarcomas y carcinomas inducidos en ratones singénicos reportarvon una impor-
tante regresién de nddulos metastdsicos tumorales, lo que apoyé la idea —
del uso clinico de IL-2 en humanos, abriendo una nueva esperanza para erra-
dicar el céncer (114-118}.

Estudios iniciales llevados a cabo en humanos, ensayos clinicos Fase
I {Cuadro 5), han mostrado que tanto la IL-2 derivada de la linea JURKAT y
la rIL-2 presente en el suero, tienen una vida media de 6.9 min con un pos=-
terior tiempo de permanencia de 30-60 min para ser desechada por el organis
mo. en estos estudies, fué evidente una marcada disminucidén inicial de to—
das las células linfoides en la periferia (119). Mis tarde, se demostrd que
la administracién continua de IL-2 produce una expansién de las células cir
culantes de 2-12 veces y que de esta expansién aproximadamente del 25-40%
de las células mononucleares de sangre periférica expresan receptores para
1L-2. Por 10 que se cree que esta expansién es un requerimento inicial para
obtener una expansidén de células linfoides (120).

Adnado a esto, se ha visto que algunos pacientes presentan receptores
solubles para IL-2 en el suero en cantidades aproximadas de 20 OQO0 U/ml des
pués de una semana de haberse detectado células con receptores para 11-2. -
Estos receptores ta.mbié‘n se han detectado en cé&lulas Leu 3 en una cantidad
aproximada de 30% y en monocito M3 en un 83.7%. Aln se desconoce el papel ~
fisioldgico de los receptores para IL-2, identificados sobre estas células,
asi{ como la posible relacién con les receptores solubles encontrados en el
suero y el efecto que estos tienen en la toxicidad que origina la inmunote-
rapia con IL-2 en humanes (119-121).

En los ensayos clinicos Fase II (Cuadro 5) de la Inmunoterapia con —
IL-2 en humanos, se incluye el cultivo de linfocitos infiltrantes -en tumoe
res (TIL) y células LAK en medios con IL-2, Después de la expansién clomds,
estas células son inoculadas con bajas dosis de IL-2 (1-3 x 106 u/dtad.



CUADRD 5

ESTRATEGIA PARA EL DESARROLLO DE INMUNOTERAPIA ADOPTIVA PARA EL TRATA—
MIENTO DE CANCER HUMANO USANDO CELULAS ASESINAS ACTIVADAS CON LINFOCINA

E INTERLEUCINA-2 ADICIONAL

Pacientes: Con céncer metastdtico a qulenes la terapia convensional les
ha fallado.

Células: Obtenidas en grandes cantidades por leucofaresia. Se generan
células LAK y son inoculadas.

IL~2: Uso de IL-2 recombinante producida por E. coli y purificada
a homogeneidad.

Ensayos:

Etapa 1:

Etapa 2:

Etapa 3:

Etapa 4:

Infusién da grandes cantidadcu dc células asesinas
activadas autSlogas.
Toxicidad: Fiebre, escalofrfo, malestar transitorio

Infusidn de IL-2 recombinante intravenosamente.

Infusién contfnua 1,000 a 3,000 U/Kg/hr.

Infusién por intervalos 10 000 a 30 000 U/Kg tres

veces al dfa.

Toxicidad: Fiebre, escalofrfo, malestar, ligera dis
funcién hepdtica, retensién de fluidos,
eosinofilia.

Infusién de células LAK mis infusién de IL-2 en pa-
clentes con céncer metastésico {en progreso).

Aplicacién de los principios desarrollados en la —
Etapa 3 para el tratamiento de pacientes con pobre
prognosis (planeado).
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Varias experiencias se han obtenido al aplicar la inmuhoterapia de es
tas células junto con IL-2 en humanos. Estas han inlulde desde resultados —
exelentes como la regresidn del céncer de algunos pacientes con melanoma me
tastisico y carcinoma de rifién, hasta resultados en los que se incluyen -
sfntomas muy fuertes tales como tensién emosional, néusea, vénito, flebre,
escalofrio, hipotensién, diarrea, ansiedad, estress y mucocitis entre obros.
Asimismo, se ha visto que todos estos efectos han sido reversibles, y se ha
demostrado que la menor dosis empleada para obtener regresidén en pacientes
con carcinoma renal es de 100 ooo U/m2 intravenosamente 3 veces al dia. Es-
ta terapia tiene grandes lnconveni-entes. por el hecho de la severa toxici—
dad que se observa en la mayorfa de los pacientes y los costos estratosféri
cos que representa, ademis de que difiere de la gquimioterapia convensional
en que es efectiva en pacientes altamente seleccionados (122-124}. .

Varias cuestiones biolégicas han surgido respecto a la inmunoterapia
con células LAK e IL-2, estasg incluyen entre otras: Es la actividad de las
células LAK su funcidén primaria normal? Si esto es asi, cull es el camino -
fisiolégico normal para su regulacién? Si esto es, por qué?. Es su activi—
dad confinada a ciertos tipos de tumor? Por qué?. Como es la relacidén de -
estas células en los linfocitos infiltrados en el tumor?. Que interacciones
célula-célula son importantes?. Que otras linfocinas quizis no identifica—
das estén lnvolucradasn en su activacidn?. Que otras linfocinas trabajan me-
jor? Si esto es, por qué?. Como pueden ser reguladas y algunas aumentadas?.
Pueden desarrollarse ensayos para predecir la respuesta al tratamiento?. Se
pueden desarrollar tratamientos efectivos?. Es el efecto parcial del siste-
ma in vivo el responsable de la seleccidn més agresiva de clones de células
que incrementan el escape a la supervivenclia y contribuyen al progreso de -
la enfermedad?.

Todas estas preguntas estan encaminadas hacia un mejor conocimiento
de el rechazo de células neoplésicas mediante el sistema inmune, lo que a==
bre un extenso campo para ser investigado y hacer mis efectivo al tratamien
to.

Dado lo anterior, con el propdsito de realizar ensayos que nos permi-
tan dar un mejor entendimiento y nuevas herramientas para mgjorar los diag-
nésticos y tratamientos de los pacientes con cancer mediante el uso de la -
inmunoterapia adoptiva, el presente estudio tiene como finalidad evaluar la

activacién de linfoecitos de sangre periférica en co-cultivo con célulag —



40

provenientes de diferentos satirpes celulares tumcrales, as{ como el ¢fecto
de la rIL-2 en este procesc.
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III. WETODOLOGIA

1.6 MATERIAL BIOLOGICO
El material biolsgico que se utilizd para la realizacidén del presente
trabajo, consistién de células obtenidas a partir de biopsias de sarcomas -

y/e carcinomas humanos adquiridos del Hospital de Oncologia del Centro Médi
co Nacional.

2.0 OBTENCION DE LAS CELULAS

Las biopsias tumorales, fueron transportadas bajo cordiciones estéri-
les en tubos que contenian Medio de Eagle (E.M: del inglés Eagle Medium), -
{Apéndice 1), en una proporcién de 90% y suplementado con 10% de Suero Fe-—
tal de Bovino (SFB) previmmente desactivado a S6°C durante media hora (Apén
dice 2). ‘

Antes de proc¢eser las muesiras, estas fueron lavadas con Solucién Sa-
lina Amortiguadora de Fosfatos (PBS: del inglés Phosphate Buffer Saline) -
{Apéndice 3), en condiciones estériles.

A continuacién, los tejidos fueron cortados en pequefios trozos y sem-—
brados por diferentes métodos dependiendo del tipo de tejido que se tratara:

¥todo de Adnerencia por Omntacto: Se colocaron de 5 a 10 trozos de tejido,de
1 méns de volumen aproximadamente, en las cajas de gultivo (Cajas de Petri -
de 60 x 15 mm Lux Scientific Corporation, U.S.A.), dejando secar al aire du
rante 15 min (en condiciones estériles) con el fin de que el tejido se adhe
riera al sustrato. En seguida se adicionaron Sml de medio de cultive {(m.c.}
compuesto por E.H en proporcién de BO% y suplementado con 20% de SFB desac-
tivado, evitando el desprendimiento de los explante, y después se procedid
a incubar. Este método fué aplicado a todos los tipos de biopsias.

Mitodo de Disgregacidn Secuencial Bnzimética: De acuerdo a este método, se colo
caron algunos trozos de tejido en un matraz Erlenmeyer conteniendo una solu
cidén de Verseno {(Apéndice 4) y se dejaron incubando en baflo de agua a 37°C
durante 15 min. El sobrenadante se desechS por decantacién y en seguida se
procedié a la digestién por coligena mediante una solucidn de colagenasa —-
(Tipo IV, Sigma Chemical Co, U.S.A.) al 0.125% (Apéndice 5), la digestién -
fué realizada a 37°C durante 60 min con agitacidn constante. Después de es=
te tiempo las células cbtenidas en suspensifn de la disgregacifn del tejido
se lavaron ires veces con PBS mediante centrifugacidn a 500g durante S min,
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finalmente las células se resuspendieron en un poco de m.c. para poder ser -
distribufdas a las cajas de Petri y llevarlas a un volumen final de Sml.

El tejido resiante fué incubado con una solucién de tripsina al 0.25%
(Apéndice 6) durante 30 min a 37°C en agltacién contfnua. De esta forma se -
produjo una digestidn completa del tejide y las células as{ obtenidas fueron
lavadas tres veces con PBS antes de ser cultivadas. Este método se utilizé ~
pparticularmente cuando la consistencia del tejido fué fibrosa.

Método de Disgregaciinlecénica: Cuando 1a biopsia fué de consistencia poco -
fibrosa o de origen ganglionar, con el fin de separar las células no adheri-
das al estroma, se colocaron alguncs trozos del tejido en un cedazo con ma—-
lla de acero inoxidable de 0.25 mm de abertura (Bellco Glass Inc. U.S5.A.), ¥
cop ayuda de un pistile de vidrio se maceraron. En seguida, las ¢élulas li——
bres fueron obtenidas en forma de lavado pasando por la malla Sml de m.c. pa
ra colectarse en una caja Petrl y llevarse a incubacién.

3.0 CONDICIONES DE CULTIVO

Los cultivos éelulares contenidos en las cajas de Petri, fueron manteni
dos en incubadora (Forma Scientific, Division of Mallinckrodt, Inc. U.S.A.)
& 37°C en una atmdsfera con 10% de bléxido de carbono y un ambiente satura--
do de humedad.

4.0 SUBCULTIVOS CELULARES _

Tan pronto las células obtenidas saturaren la superficie de cultivo, -
se procedid a subcultivarlas. Los tiempos necesarios para efectuar los sub—-
cultivos, variaban de 4 a 15 dfas dependiendo del tipo celular que se trata-
ra.

Los subcultivos se realizaron ds la siguiente manera: primero se retird |
el medio que contenfa cada caja, a continuacidén se adicionaron 2ml de verse-
no en f;ma de lavado para quitar desechos celulares y carges divalentes. En
seguida el verseno se elimind y se vertieron 2ml de una solucién de tripsi-
na 0.0255 y se introdujeron a incubacién por 5 min a 37°C. Después de la in-
cubacién, la solucién de tripsina conteniendo las células fué centrifugada
durante S min a 500g, se desechd el sobrenadante y las células se resuspen--
disron en una pequefia cantidad de m.c. y finalmente se distribuyeron en las

cajas de cultivo completando Sml de m.c..



5.0 TECNICA DE CRIOPRESERVACION

Para preservar las gélulas obtenidas a partir de las biopsias, se em—
pleé la téenica de criopreservacidén, que consiste en lo siguiente:

Los cultlivos en fase de crecimiento exponencial fueron trlpsiﬁizados y
¥y las células obtenidas se resuspendieron en una solucidn compuesta por 30%
de E.M suplementado con 10% de SFB y 10% de Dimetil Sulféxide. Inmediatamen-
te después, se repartieron en alicuotas de 1ml {con la cantidad de células -
equivalentes a una caja de cultivo) en ampolletas de 2ml {Cooke Laboratory -
Products, U.S.A.). "

Estas ampolletas fueron culocz;das ripidamente en congelacién a -70°C -
de 24 a 72 horas. Uespués de ese tiempo las ampolletas se transladaron a ni-
trégeno liquido, a una temperatura de —190°C aproximadamente.

Para comprobar la esterilidad de las cé&lulas congeladas, se sacd una -
ampolleta del nitrégen_c_) liquide, y se colocd en bafic de agua a 37°C hasta —-
que la muestra quedd completamente ligquida. A éontinuacién la ampolleta se -
centrifugd a SOO0g durante 5 min, el sobrenadante se desechd y el botén celu-
lar fué resuspendido en m.c. Finalmente la- suspensién celular fué distribuf-
da en dos cajas de cultivo, agregfndole la cantidad necesaria de m.c. para -
completar Sml y finalmente se incubaron.

6.0 DETERMINACION DEL TIEMPO DE DOBLAJE DE LAS ESTIRPES CELULARES
A las estirpes celulares obtenidas, se les dcotermind el tiempo de du-——

plicacidn ‘en cultivo, esto se efectud de manera rutinaria en todas las estir
pes, para ello fueron tomados cultivos en fase exponencial y se hicieron sub

cultivos en 14 cajas de Petri de 35 x 15 mm {Costar, U.K. U.5.A.} a una den-
sidad de 3 x m“ células por caja. Se evalud el numero inicial de células —
viables con un Hemocitdmetro Neubauer (American Optical, U.S.A.). Posterior
mente se procedié a determinar los puntos de la curva por conteos subsecuen—
tes entre 1 y 2 dfas dependiendo del crecimiento de las células observado
durante el subcultivo.

A partir de la curva de proliferacidn observada en cada estirpe celu—-
lar, se obtuvo el tiempo de duplicaciSn de las c&lulas antes de efectuar -

las pruebas de co-cultivo con leucocitos de sangre periférica.

7.0 OBTENCION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA (Técnica de Ficoll-Paque)
En condiciones de esterilidad se obtuvieron de § a 15 ml de sangre pe—
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riférica de donadores normales, con una jeringa que contenia de 0.1 a 0.5ml

de heparina (Rickercab/NC B, U.S.A.) a 1000 U.I1/ml. La sangre fué distribui-
da en tubos colocando 5ml en cada uno y mezcldndola con un volumen igﬁal de

Solucién Salina Amortiguadora {SSA) (Apéndice 7). Zn seguida, esta mezcla —
fué vertida en tubos que contenfan 2ml de la solucién de Ficoll-Paque {Apén-
dice 8), la sangre se adicloné cuidadosamente resbalando por la pared del tu
bo y se centrifugd a 300g durante 30 min. Transcurrido este tiempo, la banda
blanca de c&lulas mononucleadas (formada entre los eritrocitesy el plasma) se
extrajo cuidadosamente con una pipeta y se vertid en un tubo de centrifuga -
que centenia SSA, la suspensidn resultante fué lavada por centrifugacién a

375g durante 10 min, los lavados fueron repetidos dos veces para cada extrac
cidn de linfocitos. Finalmente, el sobrenadante (SSA) fué desschado y las -
células se resuspendieron en 2ml de m.c, y se realizd el conteo de las célu-
las mononucleadas en una cimara de Neubauer para ser distrivufdas en las ca-

Jas de cultive.

8.0 CO-CULTIVO DE CELULAS OBTENIDAS A PARTIR DE LAS DIFERENTES ESTIRPES CE

LULARES, CON'LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA DE DONADORES NORMALES

- Conjugacidén de leucocitos de sangre periférica con células provenien

tes de diferentes estirpes celulares ..

Para llevar a cabo la coﬁjugacién. se hicieron subcultivos celulares -
en fase de crecimiento exponencial, luego de 72 horas de cultivo se adiciona
ronl x 106 leucocitos y se procedi$ a incubar. Tranacurrido este tiempo, se
evalud la conjugacidn de la siguiente manera: después de 24 horas de inicia-
do el co-cultivo las cajas que contenfan las célul-+ adheridas, fueron lava-
das tres veces con PBS sin calslo ni magnesio y se tifieron usando la téenica
de May-Greenwald Giemsa (Apéndice 9). El grado de conjugacidn se evalud de -
acuerdo al nimero de linfocitos adheridos a cada célula, para esto se consi-
derd el siguiente criterio: interaccidn débil cuando hubo de 1-3 células -
adheridaé; interaccién fuerte cuando se encontrarcn de 4-15; y muy fuerte —

cuando hubieron mis de 15 linfocitos adheridos.

~ Co-cultivo de células provenientes de las diferentes estirpes celula
re®, con leucocitos de sangre periférica en ausencia y presencia de -
100 U/ml de Interleucina-2 recombinante (riL=2) -

Para efectuar los co-cultivos, se hicieron subcultives de 3 x 104 célu
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las por caja, en un total de 20 cajas de 35 x 15 mm, a diez cajas se adicio-
naron 1 x 1061eucoc1tos de sangre periférica con m.c. {(Cajas control), y a -
la otra mitad se adicionaron ademis de leucocitos rilL-2 (Cetus Corporation,
U.5.A.) a una concentracién de 100 U/ml {100 U/ml son las requeridas para ob
tener una éptima activacién de linfocitos (119)). Y se determind la curva de
proliferacién de las diferentes estirpes celulares en estas condiciones me-~
diante conteos de las células cada 48 horas.

Simulténeamente a los conteos de las células malignas; se prepararon —
placas de los leucocitos encontrados en el sobrenadante de los co-cultivos y
se evalué el porcentaje de activacidn de dichos linfocitos. Para este, se to
mé en consideracién a las células que presentaron una morfologia alterads, -
esto es, un citoplasma aumentado bién definido con morfologia tipica de célu
la plasmatica con nicleo acéntrico, asi como aquellos que mostraron una coig

racifn muy azulosa en tincidén de Giemsa (1, 33, 41, 95).

9.0 VARIOS

Las blopsias” fueron transportadas en tubos con 15m1 de medio nutritivo
.desde el momento de su extraccién hasta su recepcién en el laboratorio. Aque
1las que no fueron procesadas inmediatamente se preservaron en refrigeracién
a 4°C hasta el momento de su cultivo. Nunca se mantuvieron en refrigeracién
por mis de 24 horas.

Todos los experimentos realizados, se hiciercn antes de la décima re—
siembra, por duplicado y un minimo de dos veces.

Todos los medios y soluciones utilizadas para el cultivo y subcultivo
de las células, fueron previamente calentadas a 37°C en bafio de agua antes -

‘ de ser utilizadas. :

Todas las soluciones utilizadas para el cultivo fueron previamente es=-
terilizadas por medio de filtros (Millipore, Type GS, U.S.A.) de poro de 22
micras.

Los reactivos utilizados, a menos que se indique, fueron de grado reac
tivo. Asimismo, el material de cristalerfia fué de tipo Pyrex y para su este-
rilizacién se utilizd autoclave a 21 1b de presién durante 20 min, y poste—
riormente se introdujo en estufa a 100°C durante 20 min para su secado.
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1V. RESULTADOS

}.O. CINETICAS DE PROLIFEARACION DE LAS ESTIRPES CELULARES Y SU CONJUGACION
* 'CON LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA (LSP) DE DONADORES NORMALES.

Al efectuar los conteos celulares en funcién del tiempo de cultivo de
4 diferentes estirpes de orfgen tumoral y una de fibroblastos normales, en-
contramos que existe gran hcterogeneidad en cuanto a sus cinéticas de proli-

. feracién, lo cual se observa claramente en los diferentes grados de satura--
cidn obtenidos, (Grdfica 1). Estas diferencias fueron muy marcadas, pués se
observd que el menor tiempe da doblaje correspondié al carclnoma de tiroide
{CT-B6) con tan sdlo 40.6 hrs, mientras que para el osteosarcoma {(0SX-4} fué
de 121 nhrs (Tabla 1). Para el carcinoma de pulmén (CPL-1) este tiempo fué -
de 62.5 hrs y finalmente se encontrd uno de 59 hrs para ¢l carcinoma basoce-
lular (CBA-86). Asimismo, para la estirpe de fibroblastos normales (VC-2)} ~-
provenientes de prepucio sano, la cual se utilizé como control en estos ensa
yos, la poblacidn presents un tiempo de doblaje mucho menor a la de los de -
orfgen tumoral con solo 33 hrs.

En lo que respecta a los niveles de saturacién, encontramos grandes di
ferencias siendo el menor para 05X-4 con sélo 90 COO células y el mayor pa-
ra CT-86 y VC-2 ¢on 400 000, Por otro lado, es relevante ¢l hecho de que las
células de origen tumoral presentaron una menor adherencla al sustrato en --
comparacién a las células de VC-2 utilizadas como control lo cual fué detec-
tado en el momento de la tripsinizacién. Las células tumorales, como era de
esperarse, se desprendieron casl inmediatamente después de agregada la trip-
sina, mientras que los fibroblastos necesitaban ademds de 5 min en este enzi
ma de una fuerte pipetacién para desprenderlos.

Ya gue se ha demostrado en trabajos anteriores que los LSP interaccio—
nan con Eélulas provenientes de tumores humanos, fendmeno llamado conjuga--=
cién, se decidié evaluar dicho fenbmeno con las estirpes celulares antes men
c¢ionadas. La conjugacién fué evaluada por medio de co-cultivos de cada estir
pe con LSP después de 24 hrs de co-cultlivo (Tabla 1}. El menor porcentaje -
“de conjugaclén total presentada por las estirpes malignas correspondié al =-
CT-86 con 10%, entel caso de CBA-86 se observs un 30% , para el CPL-1 fué de
50% y finalmente la estirpe de 05X-4 presentd una conjugaclén de 51% que fué
la mayor, Debemos hacer notar que la estirpe de células normales, VC-2, pre-
sentd una conjugacion de sélo un 19%.
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TABLA 1

| TIENPO POR D
ESTIRPE CELULAR Do BDLEA JE CE N oC2u4 H R so>H
(HRS)

0 T

FIBROBLASTOS  (VC-2) 33 29 19
CA. DE TIROIDE (CT-86) 40.6 10 10
CA. BASOCELULAR (CBA-86) 59 29 30
CA. DE PULMON  (CPL-1) 62.5 45 50
OSTEOSARCOMA  (0SX-14) 121 45 51

TIEMPO DE DOBLAJE Y PORCENTAJE DE CONJUGACION (INTERACCION} OBSERVADA ENTRE LEU-
€OCITOS DE SANGRE PERIFERICA Y CELULAS PROVENIENTES DE TUMORES Y FIBROBLASTOS DE
PREPUCIO SANO, EN CO-CULTIVOS DE 24 HRS, CONJUGACION: D= DEBIL, F= FUERTE Y T= =

TOTAL.
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degeneracidn antes de poder terminar con el experimento.

- Inhibieidn a la proliferacién en presencia de LSP y rIL-2 -

Cuando se adiciond ril-2 simultineamente con LSP en los co-cultivos,
se detectd en todos los experimentos con células de orfgen tumoral que la in
hibicién a la proliferacién fué significativamente mayor que la mostrada en
ausencia de rIL-2. Para conocer que tan significativa era esta inhibicién, -
se aplicd un andlisis de varianza de un factor por rangos de Kruskall-Wallis
(Apéndice 11) (125) para cada una de estas estirpes (Tabla 2), planteédndose
come hipdtesis nula la siguiente:

Ho: Los tratamientos aplicados {proliferacidn en condiciones normaies

(0), proliferacién en co-cultivo con LSP en ausencia (=) y en pre=-
sencia (+) de 100 U/ml de rIL-2} inhiben de igual manera la proii-
feracidn de_las estirpes. .

Les resultados de esta prueba, para las estirpes de CT-86, CBA-86 y -
0SX-4 con niveles de significancia (alfas) de 0.049, 0.011, y 0.009 respecti
vamente, indican que los tratamientos aplicados inhiben de forma diferente
la proliferaciin celular.

Para el caso de 1la estirpe CPL-1 (Gréfica 4} se aplicé una prueba de -
rango para muestras independientes o prueba U de Mann-Whitney (Apéndice 12)
{125), dado que solo se‘ tuvieron dos tratamientos ((0) y (+)), encontrindose
que para un nivel de significencia mayor de 0.025 se rechaza la hipdtesis nu
la (Ho} antes planteada, lo que nos muestra en este caso que también hay una
inhibicidén diferente al aplicarle ambos tratamientos. En lo que respecta a -
las células normales (VC-2}, la inhibicidn fué muy semejante tanto en presen
’ cia como en ausencia de rIL-2 (Gréafica 6), para esta estirpe al aplicarle la
prueba de Kruskall-wWallis se obtuvo que no existen diferencias significati—
vas en la inrhibieidn de la proliferacién celular al aplicarle los diferentes
tratamientos (Tabla 2).

Como mencionado anteriormente el CBa-86 resulto ser la estirpe celular
que presentd una mayor sensibilidad a ser inhibida por LSP, de tal forma que
fué la (nica que sufrid una disminucién en el nimero celular desde el momen-
to del co-cultivo (Grafica 3). Sin embargo, esta disminucién del nimero de -~
c¢élutas desaparecid apartir del segundo dia de co-cultivo. Después del (BA-EE

el 0SX-~4 presentd una fuerte.inhlbicién a proiiferar en presencia de rILl-2,
pero en este caso se encontrd una marcada disminucién del nimero de célulns



TABLA 2

ANALISIS DE VARIANZA POR RANGOS DE KRUSKAL-WALLIS

ESTIRPE VALOR CALCULADO  VALOR CRITICO NIVEL DE

CELULAR DE H 'PARA LA SIGNIFICANCIA
PRUEBA ()
C1-86  (GRAFICA 2) 7.3% ' 5.692 0.049
(BA-86 (GRAFICA 3) 6.978 6.488 0.011
0SX-4  (GRAFICA S) 8.037 8.000 0.009
V(-2 (GRAFICA 6) 2.634 4,500 0.102

PRUEBA DEL RANGO PARA MUESTRAS INDEPENDIENTES O PRUEBA U DE MAN

CPL-1  (GRAFICA %) 5. 31 5. 31 0.025

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS DE LAS CURVAS DE PROLIFERACION PARA LAS ESTIR
CONDICIONES NORMALES Y EN CO-CULT!IVO CON LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA
senciA DE 100 U/me pE INTERLEUCINA-2 RECOMBINANTE (RIL-2).
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Al relacionar el tiempo de doblaje con la conjugacidén presentada por

" cada estirpe celular, se confirmd una véz mis la relacidn encontrada en tra-

bajos previos (126, 127) entre el tiempo de doblaje de las estirpes tumora--

les y el grado de interacclédn con LSP in vitre, en donde a un mayor tiempo -
de doblaje correspondi§ a un aumento de conjugacién cen LSP.

2.0 CINETICAS DE PROLIFERACION DE CELULAS PROVENIENTES DE LAS ESTIRPES TU-
MORALES EN CO-CULTLIVC CON LSP EN AUSENCIA ¥ PRESENCIA DE INTERLEUCDA-2
RECOMBINANTE (rIL-2).

Con el propésito de determinar el grado de inhibicién a la prolifera—
cién de las célulms provenientes de tumores en presencia de las células res-
ponsables de 1la inmunidad (LSP), as{ como el papel que juega la IL-2 en este
procesa, se evalud la cinética de proliferacién de cada estirpe celular en -
co=-cultivo con LSP, en ausencia y presencia de rIL-2.

La inhibicidn a a proliferacién por LSP fué muy heterogénea en las ai
ferentes estirpes, aunque siempre mayor en presencia de riL-2 (Gréficas 2-€).

-~ Inhibi¢idn a la proliferacidén en presencia de LSP -

El CT-B6 mostrd inhibicién a la proliferacién después del segundo dia
de co-cultivo, presentindose con mayor intensidad después del cuarto dia, en
donde ya se observa una disminucién del nidmero celular (Grafica 2), La rese-
puesta del CBA-86 fué diferente, dado que en éste ia inhibicién fué muy evi-
dente a partir del momento del co-cultivo {Grafica 3). Sin embargo, para es=
caso después del segundo dia de co-cultivo se presentd una recuperacién de -
la capacidad de proliferacidn celular. Esta clnét’~a se siguid solo por cua-
tro dias, puesto que al efectuar la sigulente evaluacién  tres dias después
la totalidad de las cflulas estaban desprendidas del sustrato y én mal esta-
do. £1 0SX-4 fué mis resistente a la inhibicidn a LSP que el CT-B6 ya que no
fué sino hasta el quintc dfa de co-cultivo cuando esta se presentd, sin em—-
bargo también hubo una disminucién en el nimero celular dos dfas después --
(Gréfica S5).

Por otra parte, el control VC-2, también presenté una pequefia inhibi--
cién en los primeros cuatro dfas de co-cultivo, y una casi completa inhibie~
cibn durante los siguientes dos d{as hasta presentar una psquefla disminucidn
en el numero celular durante los Gltimos dos dias (Gréfica 6). El CPL-1 (Grd
fica 4) no puds ser evaluado, por que las células entraron en un perfodo de
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a partir del tercer dfa de co-cultivo (Gridfica 5). Por otro 1ad6, el CT-86 -
sufrid una modera inhibjicidn duarante los primeros dos dfas de co-cultivo, -
seguida de una marcada disminucién del nimero celular hasta casi eliminar
al cultivo durante los dos tdltimos dis del experimento (Grdfica 2). 'Pot' ailti
moel CPL-1 fué la dnlca estirpe celular que no sufridé inhibicién aléuna du-—
rante los primeros dos dfas de co-cultivo {Grifica 4), aunque se presento —
posteriormente una marcada disminucién del nimero celular.

Con la finalidad de poder comparar el efecto inhibitorio que las dife-
rentes estirpes celulares sufrieron en presencia de LSP y de rilL-2, se compa
raron los porcentajes de inhibicién de cada una a los cuatro dias de co-cul
tivo. Para efectuar esta comparacidn se asigné el valor de 100% a los culti-
vos control, o sea sin LSP y rIL-2, y se calculd el porcentaje de inhibicién
mediante una regla de tres, utilizando para ello el nimero de células exis—~
tentes a los cuatro dias de co-cultivo (Tabla 3). Se considers pertinente —
utilizar cuatro dias de co-cultive puesto que es tiempo suficiente para que
las células asesinas puedan efectuar su funcidn. Las células NX actian casi
desde el principic: del co-cultivo, mientras que las LAK comienzan su funcidn
citotéxica a los dos dias y elcanzan su mayor actividad alrededor de los cua
tro. .

En asusencia de rIlL-2 la inhibicién fué muy semejante para CT-86 y CBA-
86 con 63.3 y 63.7% respectivamente, para 0SX-4 que corresponde a la estirpe
de mayor tiempo de doblaje la inhibicidén fué de (nicamente 8.2%, mientras -—
que para la estirpe de fibroblastos normales se tuvo una inhibicidn interme-
dia de 47.5%. Al comparar estos resufitados con los obtenidos en presencia de
rIL-2 notamos que el CT-86 fué casi completamente inhibido con un 95.3%, --

' mientras que el CBA-86 que en ausencia de ril-2 era inhibido en forma seme-—
Jamte presentd sélo el 77.5%. Por otro lado, el 0SX-4 pasé de tener poca ln-
hibicién sin rIL-2 a una de 46.7% en presencia de rIlL-2. Vale la pena desta-
car que las células de origen normal VC-2 fueron las (inicas que no aumenta—
ron su grado de inhibicién al agregdrseles la rlIL-2, presentando valores de
47.5% y 48.7% respectivamente. En general observamos que en las estirpes tu-
morales la inhibicidn en presencia de rIL-2 fué mucho mayor que con sdlo LSP,
y que esta inhibicién no estaba relacionada con los paradmetros cinéticos de
cada una de ellas (tiempo de doblaje, o grado cde saturacién in vitro). Por =-

otro lado en presencia de rii-2 dos estirpes de origen tumoral tuvieron la =
misma inhibicidn que para los fibroblastos {CPL-1 y 0SX-4) , mientras que —



TABLA 3

| ‘ESTIRPE No. DE CELULAS x 103 % DE [INHIBICLON

-~ CELULAR CONTROL ~ LSP  LSP+RitL-2 LSP LSP+RIL-2
T

viC-2 400 210 205 47,5+ 1,3 48,7 + 1,3
CT-86 300 110 14 63.3 + 1.3- 953 + 1.2
CBA-86 is60 58 36 63.7 + 1.3 77.5+ 1.3
cPL-1 120 ND 64 - ND | 46.7 + 3.4
0SX-4 61 56 33 8.2+ 0,80 46.7 +3.0

NUMERG DE CELULAS Y PORCENTAJE DE INHIBICION A LOS CUATRO DIAS DE CO-CULTIVO, DE
LAS DIFERENTES ESTIRPES CELULARES EN PRESENCIA DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERI-
cA (LSP) v LSP mas 100 U/ML DE INTERLEUCINA-Z RECOMBINANTE (RIL-2), ND=no DETER-
MINADO,

* A TRAVES DE UN ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR CON BLOGUES ALEATORIOS COMPLE
POR RANGOS DE FRIEDMAN. SE ENCONTRO QUE ESTOS TRATAMIENTOS INHIBEN DE MANERA S1§
NIFICATIVA LA PROLIFERACION CELULAR DE LAS ESTIRPES TRATADAS CON UN == 0.0046.
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las otras dos fueron mucho més suceptibles.

Finalmeante, a través de un andlisis de varianza de un factor con blo-
ques aleatorios completos por rangos de Friedman (125) (Apéndice 13}, se en
contd que los tratamientos (co-cultivo sin rIl-2 y co-cultive con rIl-2) en
el cuarto dfa de co-cultivo {Tabla 3) para las estirpes cT-86, CBA-B6, ==
0SX-4, y VC-2 inhiben de manera diferente la proliferacién celular de las -

estirpes tratadas, con un nivel de significancia de 0.0046.

3.0 EVALUACION DE LA ACTIVACION DE LINFOCITOS EN CO-CULTIVO CON LAS ESTIR

PES CELULARES EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE rIL-2.

Es conocldo que los linfocitos al entrar en contacto con su antigeno -
especifico comienzan con un perfode de activacién que conlleva a la prolife-
racién de linfocitos T mediada por 1a liberacifn de IL-2, Con la finalidad -
de determinar si en nuestras condiciones de cultivo se llevaba a cabo dicha
activacidn, procedimos a evaluar los cambios morfolégicos que los linfocitos
sufrieron en los co-cultivos. Por otra parte, para diferenciar si esta acti=-
vacifn era en respuesta al reconocimiento de un ant{geno o a la adicién ex——
terna de rIL-2, se procedid a detarminar el porcentaje de células activadas
en 103 co-cultivos de la estirpe celular 0SX-4. Llamamos célula activada a -
aquella gue aumenta importantemente su citoplasma, el cual toma una colora=-
cién muy szulosa en tincién de Giemsa y tiene su nicleo acfntrico entre otrss
alteraciones (figura 8). Evidentements algunas células comienzan el proceso
de mitosis, pero tomando en cuenta que el tlempo de co-cultive fué de Gnica-
mente 5 dfas, observamos 3olo un 2% de cédlulas en mitosis. Se utilizé la es-~
tirpe 0SX-4 porque era la que casi no presentaba inhibicidn en co-cultivo y
aumentaba considerablemente {a casi el 50X de inhibicidn} en presencia de -
riL=-2. :

Encontrames que al hacer la cinfctica de activacién de linfocitos en -
presencia da rIl-2 la centidad de estos pasaba de 12X a los dos dias, segui-
da de 46% a los cuatro y terninaba con un 82% a los seis. Sin embargo, en au
sencia de rIL-2 esta era de 3% a los dos dias, seguida de 18% a los custro y
finalments de 71% a los seis. Consideramos que la mayor activacién en presen
cia de riL-2 se debe a la presencia de este mitégeno, pere que en ausencia -
de este tarmbién hubo un incremento considerable debido casi seguro a la exis
tencia de algin antigenos. Es evidente que quedarfa por deterninar si este es
un anti{gens tunoral, ¢ s8lo de histocompatibilidad.



ACTIVACION

LINFOCITO DE

me?gm .
LsSP) LINFOCITO ACTIVADO

MITOS1S

FIGIRA 8, REPRESENTACION ESQUEMATICA QUE MUESTRA LA MORFOLOGIA DE LOS LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA
EN EL PROCESO DE ACTIVACION. EL PORCENTAJE DE LINFOCITOS ACTIVADOS ENCONTRADO EN LOS CO-CWLTIVOS DE -
0SX-§i con LSP. SE EFECTUO EN BASE A ESTE CRITERIO MORFOLOGICO.
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V. DISCUSION

Actualmente son conocidos los esfuerzos realizados por un gran niimero
de investigadores con el propdsito de dar alivio a los padecimientés del cén
cer, lo cual ha favorecido los estudios dirigidos a establecer tratamientos
adecuados. Hasta ahora, los mds utilizados han sido la cirugia, la quimiote-
rapia, ¥ la radioterapia. Sin embarge, desde hace dos décadas se intentan es
tablecer otras alternativas apoyadas en la accidn del sistema inmune, como -
la Inmunoterapia Adoptiva basads en la transferencia adoptiva de células in-
munes activadas, la cual hoy en diﬁ gracias a intensos estudios se trata de
implantar como un método opcional para pacientes con cancer metastisico, y
cuyas posibilidades de aplicacidén son muy prometedoras.

Con este nuevo tratamients, se han logrado obtener resultados alentado
res en algunos pacientes con céncer avanzado, y resientemente se han reporta
do curaciones completas utilizando este nétodo con IL-2 en aproximadamente -
5% de los cénceres metastdsicos a viveras, y también en algunos casos de cén
ceres de epidermis (melanomas) {124}, Sin embargo, para el 85% de los casos
en los cuales la inmunoterapia con IL-2 no fué de vtilidad, los pacientes tu
vieron que soportar el efecto altamente téxico que estd asociado a este tipo
de terapia.

Evidentemente, éde urgente necesidad el desarrollo de una prueba ll."
vitro que permite establecer la senstbilidad individual de cada tumor al —
tratamiento por inmunoterapia utilizando IL-2. Generando de esta forma célu-
las inmunes reactivas espec{ficamente a antigenos tumorales con una alta ac-
tividad citotdxica.

Por otro lade, es indiscutible el importante papel que juega el siste~
ma inmune manteniendo la homeSstasis del organismo, en especial mediante el
proceso de vigilancia inmunolégica llevada a cabe tanto por los linfocites T,
células NK, como por macréfagos los cuales participan directamente en la in-
munidad celular (24}.

En el presente trabajo, se determiné el efecto inhibicdor a la prolife-
racidn de células provenientes de tumores por medio de la activacién de lin-
focitos con IL-2. Encontrandose que existe mayor inhibicidn en las células -
en cultivo con LSP y que esta se ve inerementada significativamente en pre—
sencia de rIL-2. Asimismo, se confirmé una vez més la relacidn inversa que -

existe ante el porcentaje de conjugacidn y el tiempo de duplicacidn de las
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estirpes celulares. .

es conocido que el tiempo de doblaje de una estirpe celular in vitro
estd relacionadc con el grado de diferenclacidn, de tal forma que cuands es-
ta es mayor, la proliferacién tiende a disminuir, mientras que cuando se pre
senta una desdiferenciacién esta conduce a una proliferacién mayor (16, 17).
Tomando como antecedente lo anterior, consideramos que el hecho de que la ci
nética de proliferacién para las distintas estirpes celulares estudiadas =--
mostrara una gran heterogeneidad (de 40 hrs para la CT-86 hasta de 121 hrs
para la de 0SX-4), puede deberse a que estas presentan un grado de diferen—-
ciacién distinto adem&s del hecho obvio que son de diferentes tipos histold=
gicos,

Ahora bién, suponemos que la diferencia encontrada en el nivel de sa
turacién de las diferentes estirpes, se puede atribuir al tamaflo presentado
por las células, En efecto, se obtuvieron desde células muy pequefas para el
VC-2 (con una saturacidn de 4 x 105), hasta conslderablemente grandes para
la 0sX=-4 (con saturacién de sélo 9 x 104).

Actualmente se conoce la existencia de los LFA (del inglés Lymphocyte
Function Asociatedi Funcidn Asoclada a Linfocitos), cuya intervencidn en la
conjugacién de células blanco con linfocitos T citotdzicos se ha puesto de
manifiesto por algunos estudios funcionales, Estos establecen que la conjuga
cidn entre células blanco y linfocitos se puede llevar a cabo por dos cami——
nos antigeno independientes: el primero llamado LFA-1 que es inespecifico y
parece también estar en macrdfagos, y un segundo dependiente de la interac--
cién entre el LFA-2 (CD-2} y la funcién asociada al antfgeno de células blan
¢o LFA-3. Puesto que se ha encontrade que las cé'ulas tumocales in vitro pre
sentan LFA-3 (58-59}, suponemos que es la interaccidn LFA-2 -LFA-3 la que se
estd llevando a cabo en el proceso de conjugacién realizado a lo largo de es
_te trabajo. De ser asf, la estiprpe 0SX-4 con un grado de conjugacién de 51%
deberfa ser aquella con mayor cantidad de LFA-3, mientras que la CT-86 con
s6le 10% de conjugacién deberé ser la que presente nenor cantidad de este an
tigeno en su superficle. Sin embargo seria recomendable utllizar anticuerpos
anti-LFA-3 contra los receptores de este tipo, para verificar que es este el
proceéo que en verdad se lleva a cabo en este tipo de conjugacién. No obs—-
tante con los datos con que contamos actualmente no es posible descartar la
intevencién del LFA-1, o de algln otro factor ain no descrito.

Por otre lado, si consideramos que existe una correlacién inversa en-
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tre el tiempo de doblaje de las estirpes y la conjugacién presentada por ca-
da una de ellas, entonces se podria atribuir a un fenSmeno de reconocimiento
en el cual los antigenos LFA (o de cualquier otro tipo)} de membrana sean ci-
clodepencdientes. De tal forma que sean presentados por las célulasﬁélo en —
cierta fase del ciclo celular y que se expresen el tiempo necesario para gque
sean detectados por algunas dec las células efectoras. De manera que postula-
riamos que las células con mayor tiempo de 'doblaje expresarian por un perio-
do mayor sus antigencs de superficie, siendo por tanto fuertemente reconoci-—
dos por las células inmunolégicas. Produciendo en consecuencia una gran res-
puesta de rechazo. Asimismo, en las estirpes en que la presentacidén de neoan
tigenos fuera de mucho menor tiempo, se tendria por consecuencia una menor -
posibilidad de ser detectadas. Considerando que la relacidn inversa entre el
tiempo de duplicacién con el grado de conjugacién ya habia sido observaa en
trabajos previos utilizando tipos celulares diferentes (126, 127), podria su
gerir que la existencia de una eticpa en el ciclo celular en el que cada es——
tirpe muestre sus neocantigenos, Sea un fendémeno mis generalizado.

Aunque nuestra suposicién de la existencia de necantigenos ciclodepen-
dientes antes descrita sea probable, dado que recientemente se ha demostra-
do su existencla en ratones con melancma, no hay que perder de vista que ade
mfs se podria pensar que la conjugacidén observada fuera producto de un reco-
nocimiento de antigene de histocompatibilidad. Esta posibilidad se basa en -
el hecho de que para este estudio se utilizaron LSP aldgenos. Sin embargo, -
creemos que esta posibilidad es poco probablg ya que seria muy fortuito el =
hecho de que para cada estirpe celular empleada se encontrara siempre una -
relacién directa entre el grado de conjugacidn, el tiempo de doblaje y sus =
diferencias entre antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad {(CMH).

La inhibicién a la proliferacién de las estirpes utilizadas en este —
trabajo por les LSP, nos hace suponer que estos dltimos por si solos recono-
cen cierta estructura en las células transformadas que desencadenan su acti-
vacidén., Esta activacidn es conocida por inducir la produccidn de IL-2 {62- -
68), lo cual genera linfocitos citotdxicos que consideramos fueron los cau—
santes de la inhibicién obserbada. Evidentemente la presencia de IL~2 exdge-
na (rIt°2) nos explica el porque al agregar esta linfocina a nuestros co~cul
tivos hayamos encontrado una mayor inhibicidn. Una vez mds podemos pensar =-
que el hecho de que se haya presentado inhibicidn a la proliferacidn tvanto -

de células tumorales como normales, pueda ser resultado del reconocimiento ~—
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. del CMH. Sin embargo, también existe la posibilidad de que se haya reconoci-
do un antfgeno tumoral de superficie, Por otro lado, la estirpe CBA-86 fué -
la nica que mostréd una gran inhibicién desde el momento del co-cultivo y no
a los tres dfas de co-cultivo como las dem&s, llegando a ser la m&s inhibida
con-mis del 95%. Creemos que esta comportamiento se pueda atribuir a la sen-
sibilidad de estas células a la lisis mediada por las células NK que estdn -
presentes en toda poblacién de LSP.

Otro punto que consideramos importante, fué la observacidén de que para
la estirpe control {fibroblastos normales) la inhibicidn fué casi la misma
en co-cultive con LSP tanto en ausencia como en presencia de rilL-2. Puesto
que &3 conocido que los linfocitos activados con IL-2 reconocen exclusivamen
te a c8lulas tumorales y no lisan a las normales (114, 117), nuestras resul-
tados nos hacen suponer que los fibroblastos por ser de origen no tumoral se
hayan comportado de esta forma. Por otro lado, el hecho de que las céluls ty
morales hayan presentado una importante diferencia en el grado de activacién
cuando los LSP estaban activados, nos hace pensar en la posible existencia -
de un reconocimiento de antigenos tumorales no gimplemente en el reconoci---
niento del CMH anteriormente mencionado.

' En este contexto, no hay que perder de vista la posible intervencién -

de otro tipo celular que pudiera ser el responsable de la inhibicién tumoral

encontrada. Ya que es conocido que la IL-2 es capiz de aumentar la capacidad

citotéxica no (nicamente de los linfocitos efectores presentes en la prolife

raci6én de las células mononucleadas, sino también de les células liamadas NK,
LTC y de las LAK (91, 101, 111-116). Por lo cual no descartamos la posibili-

dad de que el efecto inhibidor a la proliferacién celular encontrada en pre-

sencin de IL-2, pueda ser explicada por algln tipo de colaboracién entre es-
tos tipos de gélulas cltotéricas.
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VI. COWMCLUSIONES

Existe una relacién inversa entre el grado de conjugacién linfocito-cé
lula tumoral con el tiempo de doblaje in vitro, lo cual nos induce a -
pensar en la posible existencia de antigenos ciclo dependientes recono
cibles por el sistema inmune. De existir dichos antigenos, se abriria

una nueva area de estudio en la inmunologia tumoral.

Existe una diferente suceptibilidad de las células tumorales a ser li-
sadas por los linfocitos de sangre periférica, lo cual evidentemente -

abre la posibilidad de un ensayo.de inmunosensibilidad.

Existen células =wis suceptibles a ser lisadas por NK, lo cual en caso
de ser semejante al cosportamiento in vivo, determinaria que tipo de -

tumores podria ser tratado con immunoterapia de células LAK.

Creemos tener las condiciones necesarias para establecer co-cultivos -
de linfocitos con c&lulas twsorales que permitan la expansidn de ¢élu—
las que reconozcan antigenos tumor-espec{ficos que posteriormente pue-

dan ser empleados en la llamada Inmunoterapia Adoptiva.
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VII.  APENDICES

APENDICE 1
PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se mide un volumen de agua bidestilada 5% menor al volumen de medioc -
total deseado, utilizande para ello dos matpaces. Se adigioman 13.4 g/l de
medio de Eagle en polvo (Gibco Laboratorios U.S.A) agitindose suavemente, =
se agregan 3.7g de bicarbonato de sodio, 100 U/ml de penicilina 100 U/ml de
estreptomicina. Se completa el volumen deseado con agua bidestilada, se a-
Justa el pH entre 0.2 y 0.3 menos que el que se desea, que es de 7.2 {con
dcido clorhidrico) y se esteriliza por filtracidn con membrana de poro de - .
0.22 u,

Composicidn del Medio Minimo Esencial de Eagle
Aminocdcidos ’

L-ATGLNING: cveroerronnsnns

Le=CLstinai.creesipoisonss
L-Glutaming.....eeiseasss
GLECINAY 1 i onasaetnanassnnss,
- L-Histidina HCL, H,0... 00!
L-Isoleucina..i.savisan
L-Leucinai.ieecssss ..... aeei
LeLlsina; HCl...ivus ool o3
L-Metionina.souss oo aniie
L-Fenilalanin@essessane 7
L-Serinu..v......,.._....‘
L-Treonina..
L-Triptofano.issssess
L-Tirosina (sal disédica)
L-Valyi‘nn. crrrasvesaate
Vitaminas :
D-Ca Pantotenato......
Cloruro de Colina...iy
Acido FE1icO.ireseis

Inositol..soivanans

Nicotinemida..ie.ivis
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Tiamina..,ccnesereves
Sales Inorgdnicas
Cloruro de Caleio Anhidro....... i
Nitrato de Hierro III Nonhidratado
Cloruro de PotasiO.ee..cesevressrvins
Sulfato de Magnesio Anhidro....... \
Cloruro de Sodio...cocneemaecesaen
Fosfato Monosddico monchidratado..
Otros Compuestos

L-Glucosa.aeeee.- P P P

Rojo Fenol..........................__.‘....‘._ R RR Rt
APENDICE 2
DESACTIVACION DEL SUERO FETAL DE BOVINO (SFB)
Se toma una botella de suero fetal de bovino (Gibco, U.S.A) y se colo
ca en bafio de agua 8 temperatura ambiente para que éste quede en estado 1{-
quido, posteriormente se pasa a un bafio de agua a $7°C durante 30Omin, con -
el propSsito de eliminar algunas protefnas de bajo peso molecularen el sue~
ro y que interfieren al inhibir la proliferacién celular en los cultivos.

En seguida es transvasado en frascos mids pequefios para su mejor manejo.

APENDICE 3
PREPARACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)
En un litro de agua bidestilada, se disuelven las siguientes sustan—

cias:

Compuestos Concentracién
(g/1)

Cloruro de SOdi0..ccueeacetecsctesanststressnsosnnsasssasress 8.00

Fosfato de Sodio Monob&sieO...cceeuva.a. cesrecsescerastenranen 2.16

Fosfato de Potasio........... tetsvecesmecrsenearacrasrcancion 0.20

Cloruro de POLasiO...sessvessservosccscarsosssonsssasesontons 0.20

Una véz disueltas las sustancias, se ajusta el pH a 7.2 con dcido a=
clorhidrico ¥y se esteriliza la solucién por medio de autoclave, 20 1b gt
20 min.



APENDICE 4 ~
PREPARACION DE VERSENO
A BOO ml de agua bidestilada, se adicionan las siguientes sustancias:

Compuestos - Concentracién
' (g/1)
TriskBase........... 3.04
Clorurc de Sodic.. 8,00
Cloruro dé POTABLO s ssrsssssssvssstssisrissasssossnsnssnsen : 0.40
Eti16n-diamin-tatra~ac6tico (EDTANeee.ereertooosesnnneisssons 0.20

Posteriormente se agitan perfectamente los compuestos con el agua y
se afora a 1 ltcon agua bidestilada, ajustdndose el pH a 7.7 con dcido clor
hidrico 10 N y se esteriliza por medio de autoclave a 20 1lb durante 20 min.

APENDICE 5
PREPARACION DE LA SOLUCION DE COLAGENASA

La solucifn de colagenasa al 0.125% se prepara disolviendo 0.125g  de
Collagenase Type IV (Sigma Chemical U.S.A} y 0.1g de Glucosa Anhidra en 100
ml de verseno. La solucién final se esteriliza mediante fil“ro de membrana
milipore 0.22 u, Para facilidad de manejo, la solucién estéril se disiribu-
ye en tubos pequefios y se almacena a temperatura bafo cero para evitar su -
autodigestidn,

APENDICE 6
PREPARACIO‘H DE LA SOLYCION DE TRIPSINA
La solucién de tripsina 0.025% se prepara colocando 0.025g de Tripsi-
na (Sigma Chemical U.S.A) en 100 ml de verseno si se requiere al 0.25%, se
disuelven Q.25 de a Tripsina en 100ml de verseno. La solucién final se es’
teriliza mediante filtro de mesbrana millpore de 0.22 u de poro y se distri
buye en tubos pequefios para su mejor mansejo y se almacena a temperatura ba-

jo cero para evitar su autodigestidn.

APENDICE 7
PREPARACION DE LA SOLUCION SALINA AMORTIGUADORA (SSA)
Solucién A
En 500 ml de agua destilada se disuelven las siguientes sustancias:
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Compuestos R L e - i ',:-'4. Cénéencfgc;éu
' : : ' R 1%
Cloruro de " 8.00
Clorurc de 0.40
Sulfsto de Magnesio TH 0rereenearrnns 0.20
Fosfato de Sodiow.ieveesinasnnnseras,  0.045°
Fosfato de 0.060

~ Solucién B

Se disuelven en 500 ml de agua. destuada
Cloruro de €alein 2H,0...oreverss.s ..

Soxui:xen c

GlUCOSA S ersersassas freioaaseiones

Se disuelven en 10 ml de agua destilada
les de solucifn A mds B.

n partes-igua-

Solucién D :
ROJO=FENOlostusonssvsssancossnasossiosiinsis ....‘.‘.......... 0.002
Se disuelve en 10 mi de agua destilada y se aﬁude a la mezcla previa:
A+B+C+D=Q '
Solucidn E
Tris Bas€seccrscrsssracencrrrrrreceorsoraarrrorssascrsasrrnns 19.10

Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.4 después de
mezclar partes iguales de la solucidn E con la solucién Q. La esteriliza-—
¢ién se hace utilizando um filtro milipore de 0.22 u.

APENDICE B
PREPARACIOR DE FICOLL-PAQUE

La preparacién de Ficoll para llevar a cabo la separacién de leucoci-
tos mononucleares, se hace de la siguiente forma:

Se prepara una solucibn de Ficoll {Ficoll 400, Farmacia Fine Chemi-—
cals, Suiza) al 9% en agua destilada. De estz solucién se toman 24 ml y son
mezclados con 10 ml de una solucién Hypaque (Winthrop Products U.S.A) al =
34% en agua destilada. Estas dos soluciones se mezclan perfectamente, que=—
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d@mdo con. una densidad final de 1.07 g/mi. La esterilizacién de esta solu——

cién se 1leva a cabo por medio de autoclave a 10 1b de presidn durante 15 —
min.

APENDICE ©
PREPARACION DEL COLORANTE MAY-GREENWALD
En un recipiente, se disuelven 100 ug de Eosinato Azul de Metileno —-
(Harleco Co. Méx.) en 50 ml de alcohSl metflico puro. Se deja reposar una —

semana antes de usarse. de preferencia se guarda en un frasco ambar para e~
vitar su descomposicién por luz directa.

APENDICE 10
PREPARACION DEL COLORANTE GIEMSA
Para tinciones normales, generalmente se emplea una dilucién del colo
rante Giemsa (Sigma de Méx. S.A) en proporcién 1:10 con agua destilada. E;
seguida se distribuye en el recipiente adecuado y se efectda la tincién.

APENDICE 11

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR POR RANGOS O PRUEBA H DE KRUSKAL-WALLIS
Lla prueba de Kruskal-Wallis o anilisis de varianza por rangos conside

ra la magnitud de cada observacidén con relacifn a las otras observaciones y

nos sirve para probar la hipétesis de igualdad de pacémetros de posicidn -~

(de tres o mis medianas). Los pasos a seguir son:

a.- Las observaciones fie Bopeerees ¢y de las k muestras se combinan en —

una sola muestra de tamafio n= RIS SRR +m y se arreglan en orden de -

magnitud (considerando su identidad dentro de cada muestra) desde la mds pe

quefa hasta la maAs grande. Las observaciones son entonces, reemplazadas por

sus rangos del 1 hasta el n. Si dos o m&s observaciones tienen el mismo va-

lor (estén empatadas) se les asigna la media aritmética de los rangoes co—

rrespondientes a las observaciones empatadas.

b.- Se suman los rangos correspondientes a las observaciones de cada mues—

tra por separado, dando origen a k sumas.

c.~ Se calcula el estadigrafo H por la férmula:

2 &R

H=omn 15 g

- 3(n+1)
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donde: k= ea el nimero de muestras o tratamientos.
ny= es el ndma;o de observaciones en la muestra i.
n= es &l nimero total de observaciones.

Ry= os la suma de los rangos de la muestra i.

d.= Cuando hay tres muestras con cinco o més observaciones cada una, la sig
nificacisn de H estd distribulda aproximadamente como xz con k-1 gradcs de
liberted. '

Para determinar una significancia es necesario plantear una hipStesis
nula (Ho) en im que nos indica que los grupos de observaciones no dificren
en lo que se desse daterminar.

La hipétesis nula seré cierta si los rangos ostén bién distribufdos -
entre los grupos analizados y en consecuencia, la suma de los rangos de los
grupos dsben ser proporcionales a sus tamafios de mueatra; si esto no ocurre
el entadigrafo H serd muy grande y por lo tanto se rechazard la hipétesis -
nula cusndo el valor de H sea mayor que el valor critico,

APENDICE 12 - -
PRUEBA DEL RANGO PARA MUESTRAS INDEPENDIENTES O PRUEBA U DE MANN-WHITNEY
La prueba U de Mann-Whitney sirve para probar hipétesis acerca de dos
- medins ds dos muestras indepandientes cuando los datos no alcanzan a ser de
tipo cuantitativo sino cualitative {(ordinales o noninales).
En esta pruebs, primero se arreglan log valores de las muestras en or
den crecients desde 1 & n, o+ ny (donde n, >
s el tamado de la muestra 2), conservando ¢cada valor dentrs de su propia -

es el tamafio de la muestra 1 y n

muestra, La suma de los rangos de la muestra 1 es llamada R1 y la suma de -

los rangos de la muestra 2, Rz.
Lusgo, es aplicada una de las siguientes férmulas:

n,ln, + 1)
U.= n,n,. + -g--g---—- «R,

2 12

2

tna vez calcylado cualquiera de las dos U1 é Ua. se oBtiene_otro va-=

lor.

U= B0, - U
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donde U es U -] Y, calculade anteriormente.

Luego. es camparado el menor de los valores calculados U & Y’ con el
menor de los valores crfticos para los tamafies de muestras n,yon, corres~
pondientes y el nivel de significancia (#X), S5i el valor calculado es menor
que el valer critico se rechaza Ho:/‘l = /‘é.

APENDICE 13 }
ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR CON BLOQUES ALEATORIOS COMPLETOS
POR RANGOS DE FRIEDMAN.

Cuando se requiere de una prueba anfloga al andlisis de varianza de -
un factor con bloques, dado que no se cumplen los supuestos o porque Se ne-
cesitan resultados con urgencia. Una prueba no paramétrica para estos casos
es el andlisis de varianza por ranges de Friedman.

Para llevar a cabo la prueba, primerc se les asigna un range a cada -
uno de los datos de acuerdo a un orden creciente. Luego, los rangos son su-

mados en cada columna {tratamiento}. Estas sumas son R 2,...R dependien

g1 F
do del nimero de tratamientos que se tengan. Considerando el nimero de blo~
ques (filas o grupos de nuestras que se estén analizando), el estadigrafo -

de Friednan J(zr se calcula por:

&
2 12 £ 2
o= wmTReIT ;o (Ry) -3 (k1)

donde: r= es el mimero de filas (bloques
k= es el nimero de columnas (tratamlentos).

Los valores criticos para xi para varios valores de r y k se obtie--
nen. de tablas.

Cuando los datos son medidas en vez de rangos, Se le asignan rangos -
‘basados en magnitud dentro de los bloques, Si hay empates se toma la media
como rango.

Cuando los valores de r y k exceden los dados en la tabla A-16 se pue

den usar valores criticos de )(2 con k-1 grados de libertad.



4,-

S.-

10.-

11~
12.=

13.-

14.~-
15.=-

16.—-

73

VITI BIBLIOGRAFTA

Lerner, R.A., y Dixon, F.J. (1973}. El linfocito humano como animal de
experimentacidn. Seci. Ame. 136-145.

Hayflich, L., y Morhead, P.S. (1961). The serial cultivation of human
diploid cells strains. Exp. Cell. Res. 25: 585-621.

Carrel, A. {1931). The new cltology. The Rockefeller Insttitute for ~—
Med. Res. 73: 297-303.

Parker, R.C. {1961). Hetods of tissue culture. Ed: Paul B, Hoeber. New
York, U.S.A. pPP: 358.

Paul, J. {1973). Cell and tissue culture. Ed: Churchill Livingstone, -
G.B. PP: 430.

Fisher, G., y Wieser. R.J. (1983)‘. Hormonally defined media. Ed: Sprin
ger-Verlag. Berlin Heidelberg, Germany. Pp: 455.

Sigma, Cell Culture Reagents. {1986). Powdered mdia for serum-free cul
tures, The source. Sigma Chemical Company. 2(4).

Morgan, J.E., Morton, H.J., y Parker, R.C. (1950). Nutrition of animal
cells in tissue culture. I. Initial studies on a synthetic medium. -——
Proc. of the Soc. for Exp. Biol. and Med. Tororto, Canadi. 73: 1-8.

Lehninger, A.L. (1981). Bioguimica, Ed: Omega. Barcelona, Espafia. Pp:
752.

Adams, R.L.P. (1980). Laboratory techniques in bioquimestry and mole-
cular biology. Ed: Esevier/North Holland Biomedical Press. New York,
U.S.A. PP: 430.

Sato, G.H. {1982}. Cell culture and physiology Acad. Press. New York,
U.S.A. PP: 45-92.

Vasiliev, J.M., y Gelfand, 1.M. {1981). Neoplastic and normall cells
in culture . Cambridge Univ. Press. Great Britain. pp: 372.

De Vita, V.T Jr., Hellman, S., y Rosenberg, S.A., (1982}. Cancer: —
Principles and practice of oncology. J.B. Lippincott Co. U.S.A. PP; -
1926.

Waymouth, C.H. (1981). The growth requeriments of vertebrate cells in
vitro. Cambridge Univ. Press. pp: 542.

Kimball, J.W. (1882). Biologia celular. Ed: Fondo Educativo Interame-
ricano S.A. México, D.F. PP: 414.

Marinelle, Z. {1983). Nociones y reflexicnes sobre el cdncer. Ed: -
Cientifico Tecnica. La Habana, Cuba. PP: 189. ’



17.~
18.~
19.~
20~

21 -

22.-
23.=
24.-

25.-

26.~
27.-
28,-

258~

30.~

N.-

32.-

: L 74
Astworth, J.M, (1976). Oiferenciscién calular. Ed: Omega. Barcaiana.
Espafa, PP 4.

Soc. Méx. de Clenciss Fisiolégicas. (lﬁBG). Blologfa celular. Ed: Al~
hambra., México, D.F, PP: 166.

De Robertis, E.D., Saez, F.A., y Robertis, E.K.F. (1978). Blologfa ce
lular, Ed: E1 Ateneo. Buenos Aires, Argentina, PP: 528,

Avers, CH.J. (1983}, Biologfa celular. Ed: Grupo Editortal Iberoaméri
ca. México, D.F. PP: 532,

Alburtia, B., Bray, D., Lewis, J., Raff, M., Robertis, K., y Watson,
J.D. {1983). Biologia molecular de 1a célula. Ed: Omega. Barcelona, ~
Espafta. PP: 1232.

Wheater, P.R., Burkitt, H.G., y Daniels, V.G, (1980). Histologfa fun-
¢lonal, Ed: JIMS., Barcelona, Espafia, PP: 278,

Potter, V.R. {1982}, In: Concepts in Cancer Madicine. Grune and Stra-
tton. Inc. J. New York, U.S.A. PP: 118-125.

Roitt, L., Brostoff, J., y Hale, D, (1986}, Immunology. The C.V. Mos~
by Company. St lLouis Toronte, Canadé. PP: 25.10.

Hood, L.E., Weissman, I.L., Wood, ¥.B., y Wilson, J.H. (188a). Immung
logy. The Benjamin Cummings Publishing Co. Inc. Californim, U.S.A. ~
PP: 558,

Oppenheim, J.J., Rosentrich, L.D., y Potter, M. (1981). Cellular fun¢
tiona in immunity and i{nflamatfon. Ed: Edward Arnold. U.S.A, PP: 479,

Leason, S.T., y Lesson, R.C. {1985). Histology. Ed: Nueva Editorial -
Interamericana S.A. PP: 525,

Ham, A.W., ¥ Cormark, H.D. {1985), Tratade de histologfa. Ed: Inters~
mericana, México, D.F. PP: 1079.

Hamman, U., y Kramer, P.H. (1984). Activation of macrophage tumor ci~
totoxicity by the sinergism of two T«cell derived lymphokines: Immuns
intarferon {IFN-ganma) and macrophage citotoxicityeinducing factor-2
(MCIF2). EUr. J. Immunology. 15: 18-~24.

Mokoena, T., y Cordon, S, (1985). Human macrophage activation., J.Clin
Invest. 75: 624-631.

Golightly, M.G., Fisher, D.G., Ohlander, CH., y Korem, H.5. (1983). -
Characteristics and requirements of the interaction between human mo~
nocytes and tumor cells on the single cell level, Blood. 61: 390-395.

Tinonen. 7., John, R.Q., y Heberman, B.R. (1982). Analysis of natural
killer activity of human larga granular lymphocytes at a single cell
level: NX cells and other natural effector cells. aAcad. Press, New -~
York, U.5.A. PP: 3-15%.



33.-

33.-

35.-

36.-

37.-

"38.-

39.-

40,-

4y.-

42,-

43,-

45,-

46.=

75

Zisman, B.R., y Bloom, B.R. (1985). Interferons and natural killer —
cells. British Med. Bulletin. 41: 22-27.

Aune, T.M. (1985). Two different pathways of interferon mediated su—-—
pression of antibody secretion. Int. J. Immunopharmac. 7: 65-71.

Fleischmann, J.R., Klimpel, G.R., Tyring, S.K., Voss, W.R., y Baron,

. {1984). Interferon and cancer: Current use and novel aproaches. ——
Acad. Press Inc. Galveston Texas. The Univ. Texas Medical Branch at -
Galveston. PP: 1-22.

Stites, P.D., Stobo, J.D., Fundenberg, H.H., y Wells, V.F. (1985). In
munologia basica y clinica. Ed: El Manual Koderno. S.A. PP: 842,

Benacerraf, B., y Unarmue, E.R. (1886) Inmunologia. Ed: Médica Paname=
ricana. Buenos Aires, Argentina. PP: 240.

Muraguchi, A., Xehrl, J.H., y Fauci, A.S. (198S0. Activation, prolife
ration and differentiation of human B lymphocytes. Lymphokines. 10: =
33-56.

Gallatin, ¥.M., Weissman, I.L., y Butcher, E.C. (1983). A cell surfa—
ce molecule involved in organ =-gpecific homing of lymphocytes. Nature
304: 30-34.

Gallatin, %.M., John, T.P., Siegelman, M., Reichert, R., Butcher, —
E.C., ¥y Weissman, [.L. (1986). Lymphocyte homing receptors. Cell. 4a:
673-680,

Bessis, M. (1977). Slood smears reinterpreted. Springer International
Berlin, Germany. PP: 270.

Mingari, M.C., Moretta, A., Magpi, E., Pantaeo, G., Gerosa, F., Romag
nani, S., y Moretta, L. (1984). Frequent coexpresion of citolytic ac-
tivity and limphokine production among human T lymphocytes. Produc——
tion of B cell grawth factor and interleukin-2 by T8+ and Td¢ cytoli-
tic clones. Bur. J. Immunol. 14: 1066-1069.

Murakawa, Y., Takada, S., Ueda, Y., Suzuki, N., Hoshino, T., y Sakane
T. (1984}. Characterization of T lymphocyte subpopulations responsi-——
ble for deficient interleukin-2 activity in patints with systemic lu-
pus erythematosus. The J. of lazmunol. 134: 187-134.

A commentary. (1984). T-cell la revisted. J. Mol. Cell Immunol. 1: ——
155-156,

De Paoli, P., Reitano, M., Battistin, 5., Castiglia, C., y Santini, -
G. (1984). Enumeration of human lymphocyte subsets by monoclonalanti-
bodies and flow cytomeiry: A comparative stdy using whole blood or me
nonuclear cells separated by density gradient centrifugation. J. of -
Immunol., Methods. 72: 349-353.

Robins, R.A., y Baldwin. R.W. (1985). T-cell subsets in tumor rejccw=
tion responses. lmmunol. Today. §: 55-58.



47,-

S 48.-

4y.-

51.-

524~

530

65,

56.,-

57.-

58,

" Immunol. Today. 6: 12-13.

Boss, M.A., y Wood, C.R. (1985). Genetically engineered ah;r:irhbdﬂives. - K

Springer, T.A.,, Dustin, U.L,, Kashimoto, T.X., ¥ Marlin, S‘D. (1987) ;
The lymphocyte function-associated LFA-1, €D2, and LFA-3 molecules: = :
cell adheslon receptors of the immune system. Annu. Rev. Immunol In
press, .

Sancez-Madrid, F., Krensky, C.F.W., Robbins, J., Strominger, J,L., Bg '
rakoff, S.J., y Springer, T.A. (1982). Three distinct antigens assocl
atedwith human T lymphocyte-mediated cytolysis: LFA-1 and LFA-3. Proc
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79: 7489.

Meuer, S,C., Hussey, R.E,, Fabbl, M., Fox, D., Acuto, O.,, Fitzgerald,
K.A., Hodgdon, J.C., Protentis, J.P., Schlossman, S.F., y Relnherz, F
G. (1984). An alternative pathway of T-cell activation: A functional
role for the 50 Kd Tll sheep eritrocyte receptor protein. Cell. 36: -
897.

Shaw, S., Luce, G.E.G. Qunones, R., Gress, R.E., Springer, T.A., y =~
Sanders, M.E. (1986). Two antigen independent adhesion pathways used
by human cytotoxic T cell clones. Nature {(Lond.). 332: 262.

Pircher, H., Groscurth, P., Bamhutter, S., Anguet, ¥.,Zinkernagel, T.
A., y Hengartner, H, {1986). A monoclonal antibody against altered LF
A-1 induces proliferation and lymphokine release of cloned T cells. -
Eur. J. Immunol, 16: l72-181.

Grospierre, B.L., Bohler, M.CH., Fisher, A., Mawwas, C., Springer, T.
A., y Giscelll, C. {1386). Defective membrane expression of the LFA-1
complex may be secondary to the absence of the B chain in a child ~—
with recurrent bacteriel infection. Eur. J. Immunology. 16: 205-208.

Regnier-Vigoroux, A., Blanc, D., Pont, S., MHarchetto, S., y Plerres,

M. (1986). Accesory molecules and T cell activation: I. Antigen recep
tor avidity differsntlally influences T cell sensitivity to inhibi-—-
tion by monoclonal entibodies to LFA-1 and L3T4, Eur. J. Immunol. 16:
1385-1390.

Van Wauwe, J., Goosens, J., Decock, W., Kung, P., y Goldstein, G. -—='
{1981}, Supression of human T-cell mitocgenesis and E-rosette forma——
tion by the monoclonal antibody OKT1lA. Immunology. 44: 86S.

Selvaraj, P., Plunkett, M.L., Dustin, M., Sanders, M.E., Shaww, S., ¥y
Springer, T.A., {1987). The T lymphocyte glycoprotelin €D2 binds the -~
cell surface ligand LFA-3. Nature. 326: 400-402.

Plunkett, 1,L., Sanders, il,e., Selvaraj, P., Dustin, M.L., Shaw, S.,

y Springer, T.A. {1987). Rosetting of activated T lymphocytes with au
tologous erytrocytes: Definition of the receptor and ligandmolecules

as CD2 and lymphocyte function-associated antigen-3 (LFA-3). Nature -
{Lond.)}, 185: 664-676.

Krensky, A.M., Robbins, E., Springer, T.A., y Burakoff, S.J., (1984}.



£59.-

61.~-

62.~

63.—

64,

65.~

66.=

67.~

69.=

0.~

77

LFA-1, LFA-2 y LFA-3 antigens are involved in m-target conjugation.
J. Immunol. 132: 2180.

Vollger, L.¥W., Tuck, D.T., Springer, T.A., Haynes, B.F., y Singer, K.
H. {1987). Thymocyte binding to human thymic epithelial cells is inhi

ited by monoclonal antibodies to CD2 and LFA—3 antigens. The J. of -
..mlmol. 138: 358-363.

Dustin, M.L., Sanders, M.E., Shaw, S., y Springer, T.A. {1987). Puri-
fied lymphocyte functlon associated antigen-3 binds to CD-2 and media
tes T lymphocyte adhesion. J. of Exp. Med. 165: 677-692.

woods, G.M., y Lowenthal, R.M. {1984). Cellular interactions and IL-2
requirements of PHA-induced human T~lymphocyte colonies. Exp. Hematol
12: 301-308.

Hiller, R.A., Rozans, M.K., Ythier, A.A., y Strom, T.B. {1986). Sta—
ges of T cell activation: Continued antigen dependence of IL-2 progdu=-
cing cells after IL-2 receptor expression. The J. Immunol. 136: 977==
983.

Cantrell, A.D., y Smith, K.A. (1981). The interleukin-2 T cell system
A new growth model. Science. 224: 1312-1316.

Milanege, £., Richardson, N.E., y Réinherz. E.L. (1986). Identifica--
tion of a T-helper cell-derived lymphokine that activates resting T -
lymphocytes. Science. 231: 1118-1122.

Chou, Y.K., Sherwood, T., y Virella, G. (1985). Erytrocyte bound immu
ne complexes trigger the release of interleukin-=1 from human monocy—
tes. Cell. Imsmunol. 91:308-314.

Chu, E., Rosenswasser, L.J., Diparello, CH. A., Lareau, M., y Geha, R
. {1984). Role of the interleukine-l in antigen-specific T-cell pro-
liferation. The J.of Immunol. 132: 1311-1316.

Van Furth, R., Van Der ur, J.W.M., Van Oud, A., y Slviter, W. (1982)
development of mononuclear phagocytes self-defense mechanisms. In: Ro
le of macrophages. A Naito Foundation Symposium. University of Tokyc
Press. PP: 373.

Severini, A., Prasad, K.Y.5., Greer, W.L., y Kaplan, J.G. (1986). So-~
dium jon influx: An essential early signal in lymphocyte prolifera-—-
tion. Leukocytes and Host Defense. PP: 123-130.

Oppenheim, J.J., Lunger, T., Sztein, B.H., y Steeg, S.P. (1981)}. Cir-~
cuit of citokine-cell interactins than regulate immunological and in-
flamatory reactions. In: Self-Defense Mechanisms. Role of the macro—
phages. A Naito Foundation Symposium. Universeity of Tokyo Press. PP:
127-136.

Oppenheim, J.J. (1985). -Antigen non specific lymphokines: An over——-
view, Hethods in Enzymology. 116: 357-372.



.-
TR
73.-

74.-

5.

76.=

7=

78.m

79.~

a0, -

8l.=

'82.-
83.~

84,

85.=

.78

D’ Siiva, H.B., y Yoshida, T, (1982), Effect of lymphokines on tumor
cells, Cancer Immunol. &: 216-250.

Paul, W.E, (1986). Fundamental Immunology. Raven Press. New York, U.

~S.A. PP: BOY.

Gery, I., Schmidt, J.A. (1985). Human interleukin-l. Methods in Enzi=
mology. 116: 456-487.

Smith.'K.A.. Lachman, L.B., Oppenhoim, J.J., ¥ Favata, M.F. (1980). -
The functional relacionship of the interleukins. J.Exp. Med. 151: --
1551-1556.

Paul, W.£..(1984), Nomenclature of lymphokines which reguiate B-lym--—
phocytes. Molec. Immunol. 21: 343,

Bendtzen, K. 1983, Biological properties of intorleukins. Allergy, --
38: 219-226.

Nowell, P.C,, Koretzky, G.,A,, reed, J.C., y Hannam-Harris, A.Ce --——-
(1985). Interleukins and inhibitora in human lymphocyte regulation. -
Mediatora in cell growth and dif. PP: 199-212.

Spitz, M., Gearing, A., Callus, M., Spitz, L., y Thorpe, R. (1985). -
Interleukin=2 in vivo: production of and response to interleukin-2 in
lymphoid organs undergoing a primary immune response to heterologous
erytrocytes. Immunology. 54: 527-532,

Romagnan{, S., Gludlzi, M.G., Maggi, E., Almorigogna, F., Blaglotti,
R.y Del Prete, G., Mazzeti, M., Alessi, A,, Vercelll, D., y Ricei, M.
(1985). Synergy of B cell grawth factor and interleukin-2 in the pro-
liferation of activated human B-cells. Eur, J. of Immunol. 15: 1158--
1le4,

Rosenberg, S.A., Grimm, E.A.,, McGrogan, M., Doyle, M., Kawasaki, E.,
Koths, K., y Hark, D.F. (1984). Biological activity of recombinant hu
man interleukin-2 produced in E. coll. Sclence. 223: 1éd12-1a15,

Juy G., Collins, L., Kafka, K.L., Tsuen, W.H., Chizzonite, R., Crowl,
R.y Bhatt, R., y Kilian, P.L. (1987). Structure-function analysis of
human interleukin-2., The J. of Biol, Chem. 282: 5723-573l.

Robb, R.J. (1985). Interleukin-2 and it°'s cell-surface receptor. Beh-
ring Inst, Mitt, 77: 58-67.

Jourdan, M., Commes, T., y Klein, B, (1985), Control of human T-colo-
ny formotlon by interleukin-2. Immunology. 54: 249-253.

Le Frencois, L., Kleln, J,R., Pastkau, U., y Bevan, M.J, (1984), Anti
gen independient activation of memory cytotoxic T-cells by interleu--
kin=2 . The J. Immunol, 132: 1845-1851.

Cereding, R., Lowenthal, J.%., Nabholz, M., y Mac Donald, H.R. {1885)
Expression of lnterloukin-2 receptors as a differentiation marker in-



B86.~

87 .-

88.-

89, -

90, -

91.-

92.~
93.-

24,-

95, -

g96.-

97 .=

28, -

79
tratimic stem cells. Nature. 314: 98-100.

Raulet, D.H. (1985). Expression and function of interleukin-2 recebtors
on inmature timocytes. Nature. 314: 101-103, .

Kabelits, D., Kirchner, H., Armerding, D., y Wagner, H. (1985). Recombi
nant interleukin-2 rapidly augments human natural killer cell activity.
Cell. Immunol. 93: 38-43.

Brodley, E.C., Konrad, M., De Groat, S., Doyle, K., Cetus Corporation,

Emerville, C.A., y Lowrtz, R. {1986). In vivo normalization of NK acti-
vity in patients with cancer treated with interleukin-2. Proc. of AACR.
27: 351.

Pestka, S., Langer, J.A., Fisher, P.B., Weinstein, I.B., Ortaldo, J., ¥
Heberman, R.B. (1985). The human interferons: from the past in to the -
future. Hediators in Cell Growth and Dif. PP: 262-281.

Vose, B.M,, Riccardi, C.B., ¥ Heberman, R.B. (1983). Limiting dilution
analysis of the frecuency of human T-cells and large granulocytes proli
ferating in response to interleukin-2. J. of immunol. 130: 768.

.‘Olabuenaga, S.E., Brooks, C.G., Gillis, S., y Henney, C.S. (1983). In--

terleukin-2 is not sufficient for the continuos growth of cloned NK-1i-
ke cytotoxic cell lines. J. Immunol. 131: 2386.

Beladi, I., Dinh, P.N., Rosztoczy, I., y Toth, .M. (1984}, Relationship
between interferons and other lymphokines. Centr. Oncol. g_q_: 63=-71.

Berthold, W., Merk., y Adolf, G.R. (1985). Immunoasay for the quantita-
tion of human leukocyte interferon. Arzneim-Forsh/Drug Res. 35: 364-369

Fleischmarn, W.R., Fleischmann, CH. M., y Fiers, W. (1984). Potentia—--
tion of interferon action by mixtures of recombinant DNA-derived human
interferons. Antiviral Res. 4: 357-360.

Itoh, K., Tilden, A.B., y Balch, CH.M. (1985). Role of interleukin-2 —-
and a serum suppressive factor on the induction of activated killer ——
cells cytotoxic for autologous human melanoma cells. Cancer Res. 45: —
3173-3178.

Reem, G.H., y Yeh, N.H, (1984). Interleukin-2 regulates expression of -
it’s receptor and synthesis of gamma interferon by human T lymphocytes.
Science. 225: 429-430.

Holter, W., Goldman, C.X., Casabo, L., Nelson, D.L., Greene, W.C., y ==
Wildman, T.A. (1987). Expression of functional IL-2 receptors by lipopo
lysaccharide and interferon gamma stimulated human monocytes. The J. of
Immunol. 138: 2917-2922.

Robb, R.J. {1986). The suppressive effect af gangliosides upon IL-2 de-
pendent proliferation as a function of iphibition of IL-2 receptor msup
ciation. The J. of Immunol. 136: 971-976.

BT 58S 0 o TESS Ny g

LA BIBLIGTECK =

. ‘y
Y
-'lé.g_!g



99.-

100.-

101.-

102.-

103.-

104.-

105.~

106.-

107.-

108.-

109.-

110.-

111.-

80

Nelson, D.L., Kurman, C.C., Fritz, M.E., Boutin, B., y Rubin, L.A. {13
86). The production of soluble and cellular interleukin-2 receptors by
cord blood mononuciear cells following in vitro activation. Pediatric.
Res. 20: 136-139.

Diamantstein, T., Osawa, H., Graf, L., ¥ Scﬁirrmacher. V. {1985}, Stu-~
dies on interleukin~2 receptor expression and IL-2 production by muri-
ne T cell lymphomas. Br. J. Cancer. 51: 23-30.

Jacques, Y., Mauff, B.L., Godard, A,, Qlive, D., Moreau, J.F., y Soull
llou, J.P. (1986). Regulation of interleukin-2 receptor expression on
a human cytotoxic T lymphocyte cleone, synergism between alloantigeneic
stimulation and interleukin-2. The J. of Immunol. 136: 1693-1699.

Horst, H.J., y Flad, d.D. {1985). Binding to interleukin-2 to target -

‘cells: Determination of high and low affinity binding sites on T-lym—-

phoblasts by differential dissociation. Clin. Exp. Immunol., 62: 579-w
58S,

Sancho, L., Martine, C., Nogales, A., y De la Hera, A. (1986). Recons—- -
titution of natural killer cell activity in the new born by inferleu—-:. ¢
kin-2. The New J. of Med. 314: 57. -

Rabinowich, H., Goses, Y., Reshef, T., y Klajman, A. {1985). Interleu-. .

kin-2 production and activity in aged humans. Hech. of Ageind and Deve
lop. 32: 213-216. R

Cheever, M.A., Greeberg, P.D., Irle, C., Thompson, J.A,, Urdal, D.L.."
Mochizuki, D.Y., Henney, CH.S., y Gillis, S. {1984). Interleukin.2 ad=-
ministered in vivo induces the growth of cultured T-cells in vivo The
J. of Immunol. 132: 2059-2265.

Itoh, ., Tilden, A.B., y Balch, CH.M. (1986). Interieukin-2 acfiva----
tion of cytotoxic T-lymphocytes infiltrating in to human metastatic me
lanomas. Cancer Res. 46: 3011-3017.°

Itoh, XK., Tilden A.B., y Balch, CH.M. {1986). Lysis of human solid tu-
mor cells by lymphokine-activated natural klller cells. The J. of Immu
nol. 136: 3910-3915.

Shu, S., Chou, T., ¥ Rosenberg, S5.A. (1986). In vitro sensitization —
and expanssion with viable tumor cells and interleukin-2 in the genera
tion of specific therapeutic effector cells. The J. of Immunol. 136: -
3891-3898.

Gately, M.K., Wilson, D.E., y Wong, H.L. (13986). Synergy depleted lym-
phokine-containing supernatants in faciliting allogeneic human cytoly-
tic T lymphocyte responses in vitro. The J. of Immunol. 136: 3910-3915

Grimm, E.A., Mazunder, A., Zhang, H.Z,, y Rosenberg, S.A. (1982). Lym-
phokine activated killer cell phenomenon. J. of Exp. Med. 155: 1823---
1ga1.

Grimm, E.A., Mazumder, A., Zhang, H.Z., y Rosenberg, S.A. (1983}, Lym-




112.-

113.-

114.-

115.-

116.-

117.-

118.-

119.-

120.-

121.-

122.-

81

phokine activated killer cell phenomenon II. Precursor phenotype is se
rologically distinct from periferical T lymphocytes, memory cytotoxic
thymus derived lymphocytes, and natural killer cells. J. Exp. Med., ==
157: 884,

Tilden, A.B., Itoh, ¥., y Balch, CH.X. (1987). Human lymphokine activa
ted killer (LAK) cells: Identification of two types of effector cells.
The J. of Immumol. 138: 1068-1073.

Ferrini, S., Wiescher, S., Zoc¢ch, M.R., Vont Fliedner, V., y Moretta, A
(1987). Phenotypic and functional characterization of recombinant in--
terleukin-2 {(riIL°2). Induced activated killer cells: Analysis at the -
population and clened levels. The. J. of Immunol. 138: 1297-1302.

Ettinghousen, E.S., y Rosenberg, S.A. (1986). Immunotherapy of murine
sarcomas usinp lyophokine activated killer cells optimization of the -
schedule and route of administration of recombinant interleukin~2. Can
cer Res. 46: 2784-2792. .
Mule, J.J., Ettinghausen, S.E., Spiess, P.J., Shu, S., y Rosenberg, S.
A. {1986). Antitumor eflicacy of lymphokine activated killer cells and
recombinant interleukin-2 in vivo: Survival beneffit and mechanisms of
tumor escape in mice undergoing immunitherapy. Cancer Res. 46: 676-683

Mule,J.J., Shu, S., Schwartz, S.L., y Rosenberg, S.A. (1984). Adoptive
immunotherapy of established pulmonary metastases with LAK cells and -
recombinant interleukin-2. Scicnce. 225: 1487-1489.

Shu, S., ¥y Rosenberg, S.A. (1985). Adoptive immunotherapy of newly in-
duced nurine sarcomas. Cancer Res. 45: 1657-1662.

¥ule, JJ., Yang, J., Shu, S., y Rosenberg, S.A. (1986). The antitumor
efficacy of lyophckine activated killer cells recombinant interleukin-
2 in vivo : Direct correlation between reduction of established metas-
tases and cytolytic activity of lymphokine activated killer cells. The
J. of Immunol. 136: 3893-3902.

Lotze, M.T., Custer, X.C., Sharrow, $.0., Rubin, L.A., Helson, D.L., ¥y
Rosenberg, S.A. (1987). In vivo administration of purified human inter
leukin-2 to patients with cancer development of interleukin-2 receptor
positive cells and circulating soluble interleukin-2 receptors follo--
wing interleukin-2 adsinistration. Cancer Res. 47: 2188-2195,

Lotze, ¥.T., Matory., Y.L., Ettinghausen, E.S., Rayner, A.A., Sharrow,
5.0., Seipp, C.A.Y., Custer, M.C., y Rosenberg, 5.A. (1985). In vivo
administration of purified human interleukin-2. the J. of Immunol. --
135: 2865—2875.

Rayner, A.A., Grimm, E.A., Lotze, M.T., Chu, E.¥., y Rosenberg, S.A.
{1985). Lymphokine-activated killer cells. Cancer. 55: 1327-1333.

Letters. (1967). Interleukin-2 therapy for disseminated cancer. JAMA.
257: 1729-1731.



123.-

124.-

1258,~

12G.-

127.-

128~

82

Durant, J.R. (1987). Immunotherapy of cancer. The New Engl. J. of Med.
316: 939-940.

Rosenberg, S.A., Lotze, M.T., Muul, L.M., Chang, A.E., Avis, F.P., Lei
tman, S., Linehan, W.M., Robertson, C.N., Lee, R.E., Rubin, J.T., Se--
ipps C.A., Simpson, C.G., y White, D.E. {1987)}. A progress report on -
the treatment of 157 patients with advanced cancer using lymphokine ac
tivated killer cells and interleukin-2 or high-dose interleukin-2 alo-
ne, J. of Medicine. 316: 889-897.

Marques de Cantu, M.J. (1987). Probabilidad y estad{sties para clen---
cias quimico-hioiégicas, E.N.E.P. Zaragoza, ¢ LI, U.N.A.M. Héxico, D.F
PP: 649.

Xicotencatl, M.L.G., Esquivel, G.F.R., y Villarreal, R.B. (1984). Esty
dio morfolégico , bioquimice, inmunologico de células provenientss de
sarcomas humanos cultivados in vitro. Tesis Profesional. E.N.E.P. Zara
goza, € II, U.N.A.M, México, D.F. PP:126.

Rangel, C.R. {1986). Determinacién del tipo de interaccién existente -
entre células provenientes de tumores humanos malignos con leucocitos
de sangre periférica y la funcidn del linfocltc T y monncito en este -
mecanismo de reconocimiento. Tesis Profesionsl. E.N.E.P. Zaragoza, C -
II, U.N.A.M. México, D.F.

Stanley, P.L.L., Philip, D.N., Robert, E.C., Tsuyoshi, T., y Jack, A.
R. (1987). Heterogenous expression of a murine Bl6 melanoma-associa=-
ted antigen correlates with cell cycle. Cancer Immunol Immunother. --
24: 106-112.



	Portada
	Índice
	I. Resumen 
	II. Marco Teórico
	III. Metodología
	IV. Resultados 
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Apéndices
	VIII. Bibliografía



