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Ac"bJalmente, el estudio de la ~"Ylunol-og!s ft:.asoral ba cobrado gran 1! 
portancia, ya que es bastante conoci~ el ;:~! que juegan las células ~ 

nucleadas de sangre eeriférica y sus e:e<.:ec::.o-::es regul.adoI"aB en la respues­

ta inmune .. Entre estas secreciones se e::.cuentra la producida por li.nl'ocitos 

't llamada Interleucina-2 (IL-2), que ~ctiva la prolif'erac16n y diferencia­

ci6n de subpoblaciones de -1.infoci tos T. La IL-2 además de aumentar la acti­

vaci6n ~ de células asesina3 ~atura.les lMC), también incrementa su -

citotoxicidad. 

Por otro lado, se ha encontrado que la conjugaci6n ~ entre le,!! 

cocitos de sangre periférica y células tumorales está directamente relacio­

nada con el tiempo de doblaje que presentan las células malignas .. 

El presente trabajo, se efectu6 con la finalidad da determinar el -

efecto de IL-2 sobre ta proliferación de células tumorales hwrmnn.s en pre­

sencia de células m.ononucleadas. Para ello, se realizaron ce-cultivos de -

leucocitos de sangre perif'érica de donadores normales lts'Pl con células p~ 
venientes de cuatro tumores (un carcinoma de tiroide ~CT-86); un carcinoma 

basocelular (CBA-86); un carcinoma de pulmón (CPl-1) y un osteosarcoma. -

(OSX-4)) y una estirpe de fibroblastos normales provenientes de prepucio S_! 

no (VC-2) en presencia y ausencia de interleucina-2 recombinante (rIL-2) .. -

Encontrándose que los linf'ocitos inhiben por si solos la proliferación de -

las células provenientes de tumores y que esta inhibición se Vi.6 signif'ica­

tivamente incrementada en presencia de rlL-2. Asimismo, se disCtJ.te que una 

funci6n asociada al linf'ocito (LFA-3) sea un factor ciclo dependiente en el 

fenómeno de conjugación entre LSP con células tumorales. 

Finalmente, se discute la utilidad de un ensayo ~~ que pueda -

contribuir al entendimiento del proceso inmune de rechazo y el disponer de 

una herramienta que permita mejorar los diagn6sticos y tratamientos de pa­

cientes con cáncer empleando la Ihmtmoterapia Adoptiva. 
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II. MARCO TEORICO 

l.O CULTIVO DE TEJIDOS ANIMALES 

Uno de los principales objetivos del estudio de las células en cultivo 

es determinar sus funciones y sus quehaceres más inmediatos (1), asi como el 

interpretar la relación que guarda con su ambiente natural y de esta manera 

facilitar el entendimiento de los procesos biológicos en que toman parte -

(2). 

, La técnica de cultivo de tejidos es una herramienta que se utiliza co­

mo base experimental en varias ramas de la investigación (Inmunología, Gené­

tica, Embriología, Oiferenciaci6n Celular, etc.). Desde su origen se han re! 

l1zado innumet"ables esfuerzos tratando de optimizar esta técnica, estable­

ciéndose las condiciones favorables para el crecimiento, desarrollo Y. proli­

f'eraci6n de las células. 

Los estudioi; iniciales para tratar de mantener células en cultivo se -

dilfl a principios del siglo XIX con las observaciones de Schwan al describir 

a las co!lulas como entes rodeadas por una materia llamada ci toblastoma el -­

cual contiene material para su nutrici6n (3). Posteriormente Claude Bernard 

en 1878 demostró la importancia del medio interno al estudiar las propieda­

des de las células y los factores que las afectan (3, 4). 

:.tás tarde, los experimentos de Wilhelm Roux en 1885, F Dvon Reckling-­

hausen en 1886, Arnold en 1867 y Ljunggren en 1898, dieron la pauta para em­

plear fluídos biol6gicQa (plasma sanguíneo, suer.0 1 exhudados y extract:os de 

órganos y tejidos) para mantener a las células fuera del orgarismo (4,5, 6). 

De esta fcn~a, la técnica de cultivo de tejidos se utilizó para estudiar los 

elementos estructurales del organismo, tal como lo hizo Harrison en 1907 ( t2 

mado de 5). 

Ha~ta -este momento, se sostenía la premisa de que los !'luidos biológi­

cos empleados como medio de crecimiento contenían factores necesarios para -

el crecimiento y supervivencia de las células. Sin embargo, aún existían in­

terrogantes acerca de las necesldades nutricionales de las células (6.7). 

De est:.a manera surgen los primeros intentos encaminados a establecer -

medios de cul:i·1os definid.os en su composición {4). En 1911 Baker y Carrel -

observaron que tejido de embrión de pollo sobrevivía en solución de Lockes -

suplementada. Estudios :nás detallados, permitieron dac a conocer en 1926 que 

¡:~p:onas, proteasas y otros derivados de la degradación de proteínas al se!" 



suplementados con suero y plasma, proveían nutrientes esenciales para 

las células. Tales hechos fueron confirmados por Vogelaar y Erlichman en 12 

33 al encontrar que algunos aminoácidos 1 glucosa y ciertas sales permi tian 

el crecimiento celular (6). 

Flsher en 1940, empleando plasma, suero y extracto de embrión dializ! 

dos obtuvo mejores resultados (4, 8). Pero no fué sino hasta 1946 cuando -

'lihi te reportó el primer medio de composición conocida (tomado de 7). Más -

tarde Margan, Morton y Parker en 1950 enriquecen estos medios con vitaminas, 

aminoácidos esenciales, constituyentes de ácidos nucléicos y factores de -

crecimiento accesorios para promover continuamente la prolifer'aci6n celular 

(B). 

Posteriormente, los estudios hechos por Eagle en 1958 confirmaron que 

dichos nutrientes son requeridos por diversas células de mamíferos. Las va­

riaciones de algunos componentes dieron lugar a la creación de un medio ba­

sal compuesto de 12 de los 20 aminoácidos esenciales (9). Estos resultados 

establecieron los ~undamentos para la elaboración de diferentes medios de -

cultivo, algunos ejemplos son el medio de M.c Coys SA usado como medio esta!!_ 

dar para la clonación celular y el medio de Ham·s FlO especifico para la -

clonación de células diploides de ovario de hamster (10). 

Asimismo, el desarrollo de los medio definidos coincidió con el estableci­

miento de cultivos a largo plazo. La disponibilidad de una población celu­

lar relativamente est.ible y homogénea fué valiosa para los investigadores. 

No obstante, el desarrollo de los medios definidos no es la solución al pr~ 

blema ya· que los medios son suplementados con suero en su gran mayoría por 

lo cual son considerados como incompletos independientemente de contener -­

factores estimuladores del crecimiento celular. Además. no se conoce ciert! 

mente el electo de alguno de es~os fact:ores como el transferrin/férrico y -

su papel en el metabolismo celular (7). 

Aún cuando est:os medi.:Js contienen variedades y cantidades de aminoác!_ 

dos, vitaminas, sales y otros nutrientes, ninguno de estos mantiene el cr~ 

cimiento de las células ~ sin el suplemento de un suero ya sea el -

de fetal de bovino o el de caballo ( 7). 

El suero es una substancia muy compleja y ha sido muy pobremente ca­

racterizada, aunque contiene muchos factores tue han sido definidos estos -

pueden disminuir el crecimiento y di!"erenciac: ión de algunos tipos celular ... ~s. 

Las hormonas que son importantes componentes del suero pueden enmascarar, -



i 
disfrazar, estimular o inhibir los elementos meta06licos bajo estudio. No -

ostante su uso posterior es complicado por el hecho de que su composición -

varia de lote a lote 

Otro grupo de investigadores encabezado por- Ham a partir de 1965, ba­

sándose en los estudios de l.ewis y Warren (tomado de 12 y 13) establecieron 

los factores necesarios para el crecimiento de las células en cultivo in vi 

!!E, así corno de las condiciones indispensables de tal manera que las optim.!, 

zaron básicamente en: a) un sustrato o superficie de crecimiento; b) sales 

inorgánicas en el medio de cultivo, gases disueltos (0
2 

y co
2

J ¡ e) varia--­

bles f'isicoqu!micas tal como la temperatura ( 37 11 C) 1 pH (6 .8-7 .2), osmolat"i­

dad potencial t'.'edox, y un sistema amortiguador en el medio de cultivo¡ d) -

nutrientes esenciales para la bios!ntesis y el metabolismo, entre estos los 

azúcares, aminoácidos, vitaminas 1 componentes nucléicos y elementos trazas; 

e) factores reguladores y hormonales para la multiplicación celular; f) el 

uso de ant1.bióticos como la penicilina y la estreptomicina para auxiliar la 

ester-ilidad del medio; g) humedad saturante en el medio de cultivo {10%) y 

h) las técnicas de m~nejo de células durante el cultivo y subcultivo (14). 

Algunos investigadores han tratado de desarrollar un medio totalmente 

definido. Recientemente 5ato y sus colaboradores en 1982 determinaron la im 

portancia de las hormonas en el cultiva de tejidos glandulares, lo que lle­

v6 a crear medios suplementados con hormonas y de esta manera eltminar eve!! 

tualmente la "caja negra" que representa el uso del suero ( 11). 

Después de qua se han logrado optimizar las concentraciones de los -

componentes del medio de cultivo así como las condiciones necesarias para -

favorecer la f"ijaci6n, y el crecimiento celular s~ '1a tenido gran avance en 

el campo del cultivo celular. Lo que ha permitido actualmente mantener di-­

versas poblaciones celulares durante varios subcultivos, ya sea que preser­

ven el cariotipo que caracteriza el tejido de origen (esttrpes celulares) o 

que durante períodos indefinidos en subcultivo cambie el número cromos6mico 

(l!neas celulares). Obteniéndose as!, tanto estirpes como líneas" celulares 

nor-males y tumorales {carcinomas y sarcomas), con el propósito de estable-­

cer métodos diagn6st1cos a nivel celular, en los cuales el comportamiento -

de ambas sea descrito. Por lo tanto, los resultados obtenidos~ son 

de relevan te importancia para el entendimiento de los procesos neoplásicos 

~(12). 
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2.0 D!FERENCIAC!ON CELULAR Y CANCER 

2.1 DIFERENCIAC!ON Y DESDIFERENCIACION CELULAR 

La diferenc1aci6n consiste en la formación de células disimilares a -

partir de células precursoras similares. De de esta ltBlera, a partir del des~ 

rrollo de un óvulo fertilizado hasta formar un niño requiere en promedio de 

una sucesión de 2
41 

mi tesis, pero además de esto, las células hijas produci­

das por estas divisiones mitóticas deben entrar en caminos separados de des! 

rrollo; algunas ll~gan a ser glóbulos rojos, otras se transforr:um en oocitos 

(óvulos), otras en músculo liso, etc, (15). 

La diferenciación celular es el proceso mediante el cual una célula -

primitiva, aún sin características funcionales especificas, llega a conver­

tirse luego de una serie de modificaciones progresivas reguladas en una cél~ 

la morfo16gica y funcionalmente especializada, perdiendo así la totipotenci! 

lidad de que estaba dotada ( 16). La diferenciación celular es considerada -

por algunos autores como un proceso intracelular, que implica la interacción 

del núcleo y citop:Casma de una sola célula, en donde su genotipo no sufre -­

cambios. Este proceso se lleva a cabo gradualmente , con múltiples estadios 

intermedios en la que es difícil definir las células diferenciadas de las no 

diferenciadas. En realidad, los distintos tipos de células que constituyen -

los tejidos y órganos no estan en el mismo grado de diferenciación (17). 

Conforme procede el desarrollo, la totipotencialidad de la célula es -

cada véz más limitada, dando lugar g:-adualmente a la formaci6n de células d!_ 

ferenciadas. Antes de que la diferenciación celular se manifieste, hay un p~ 

ríodo de determinación, en el cual las células siguen una ruta particular de 

diferenciación, así. como una ruta r.l~tabólica especial. Los cambios que se -

presentan para que se lleve a .::3bo esta selección son internos pero en parte 

se deben a cambios en el ambiente, además son estables y las células heredan 

sus diferencias de una generación a otra { 18). Los diferentes tipos de cél!:! 

las se distinguen porque además de tener proteínas para su mantenimiento, -

producen un grupo de proteínas especializa.das que las caracterizan, por eje!!! 

plo las células de la epidermis producen queratina, los eritrocitos contie­

nen hemoglobina y las céll.l.las del intestino prr:<ducen enzimas digestivas. No 

obstante, se ha encontrado que la síntesis de proteína durante la diferen­

ciación celular depende de la transcripci6n diferencial de ciertos genes -

{19). 



La diferenciación toma un papel muy irr;i~rt:3r.~c s.:>0¡-e e!. c:-e:::i::iient.o -

en un sentido espacial de los diferentes 6rga..'1::s desde su or.!gen .!n las :::é­

lulas embrionarias. No obstante se conoce que existen ai!nes 1'eguladores del 

crecimiento llamados home6ticos y que estos determinan den't:o C.a ciertos lf 
mites un voló.men constante para ios distintos órganos e incluso para las -

distintas especies (20), 

Por otra parte, existe un proceso al cual se le ha denominado desdif! 

renciación y se considera que es contrario a la diferenciación • Este proc!:_ 

so es asociado en el curso normal de la vida de todas laS células, pero -­

cuando este curso se modifica con desviaciones, reversiones o cambios at!p!, 

cos en su biolo¡!a, puede dar lugar a funciones excretoras patológicas, de­

generación maligna o muerte celular. Parece ser quo la desdtferenciación -

estimula la multiplicación celular, mientras que la diferenciación tiende a 

frenarla (16), 

2. 2 NEOPLASIAS BENIGNAS Y MALIGNAS 

El proceso de reproducción y de diferenciación celular estan estrech!. 

mente li¡ados a la biologh de todo organismo vivo. La proliferación celu-­

lar es fundl!l1i'lental en el mantenimiento de la vida. En Al organismo adulto -

¡oan parte de las cálulas están constantemente degenerándose y muriendo, y 

posteriormente son eliminadas. Este proceso se realiza en la gran mayoría .:;. 

de los tejidos, '.'lanifestándose mucho más en los epitelios y tejidos linfoh~ 

mati?poyáticos. El organismo y los tejidos para compensar esta pérdida cent!_ 

nuamente está produciendo nuevas células que sustituyan la función de las -

que desaparecen. Pero cuando existen expresiones orgánicas de nuevas forma­

ciones tisulares originadas a expensas de un grupo celular localizado en un 

área determinada de tejido, por- aur.iento absoluto de las células debido a -­

una mul tipUcación progresiva y aparentemente autónoma del control tisular, 

se da lugar a una neoplas la ( 16, 21, 22) • 

Las neoplasias se dividen en dos grupos· dependiendo de sus propieda­

des especificas: Neoplasias Benigna~, cuando la neoformación tisular man ti!:_ 

ne una diferenciación morfologica normal, frecuentemente presenta encapsul!. 

miento, no invade tejidos perifé!"'icos 1 su crecimiento es lento y por lo ge­

neral presentan bajas tasas mi t6ticas y su grado de expresión sintomática -

d~pende de su ubicac i6n anatómica y de su capacidad para transformarse en -

una neoplasia maligna. Las Neoplasias Malignas, llamadas comunmente cáncer-



·' 
crecen por invasión de las estructuras y tejidos circundantes incluyendo va­

sos sanguíneos , vasos linfáticos y conductoa nerviosos. son pobremente dif.!:, 

renciadas, de crecimiento rápido, tienen altas tasas de mitosis, su creci­

miento aut6nomo da lugar al proceso conocido como. evolución del tumor y a d!_ 

ferencia de las Neoplasias Benignas producen metástasis {transferencia de la 

enfermedad desde un 6rgano afectado a otro no dire~tamente conectado con es­

te), (13, 23). 

2. 3 CICLO CELULAR Y CANCER 

Un ciclo celular es el período existente desde el origen de una nueva 

célula hasta el momento en que esta misma se divide, y está constitu!do por 

una secuencia de procesos metabólicos o fases. La mayoría de los eventos oc~ 

rren en tiempos definidos antes que la división celular tenga lugar. Después 

de la segregación de l..cs cromosomas, el ADN nuc~lear se replica, al igual que 

parte de las mitocondrias. El resto de los organelos se fabrica bajo la o­

rientación del ADN nuclear. ya que no tienen capacidad autoreplicativa. La -

replicación del ADN es quizás el fenómeno más importante, porque el material 

genético debe ser copiado exactamente y cada cP.lula hija debe recibir una -

versión completa. En el núcleo celular, la replicación del ADN ocurre sola­

mente en una fase espec~fica del ciclo celular, una fase llamada S, que sig­

nifica síntesis. Entre la división y la S hay un período llamado G
1

, que sis._ 

nifica (Gap: del inglés espacio, brecha), en la cual las células crecen pero 

no fabrican ADN. En G
1 

muchas moléculas, incluyendo enzimas son sintetizadas 

(21). 

Las células en los cultivos de tejidos estan ya sea en estado de cree! 

miento o en estado de reposo llamado G
0

, En este último continúan usando -­

energía, pero no sintetizan ADN ni se dividen, Cuando las c4lulas normales -

detienen su crecimiento, por lo general pasan al estado de reposo, usualmen­

te las células animales abandonan el ciclo desde G
1

, pero no desde S o G
2

, -

para alcanzar este estado. Se cree que en la fase G
1 
existe un mecanismo esp! 

cial que determina como las células deben proceder a través del ciclo. Las 

células pueden retornar de G
0 

a G
1 

si se les estimula adecuadamente con nu~ 

trientes u hormonas (16, 21). 

Se ha debatido mucho.sobre la velocidad de multiplicacion de las célu­

las cancerosas. Esta puede ser muy rápida, p!ro probablemente no excede la -

del feto humano en las primeras etapas de desarrollo y sin dudas es inferior 
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al de las cálulas eapermatogénlcaa en el momento más alto de la actividad -

reprod~ctora (15), 

La multlpl1caci6n celular evidentemente no se observa con la misma mas. 

nitud en todos loa cánceres. La fase a
1 

muestra una variación variable (gen! 

ralmente entre unas horas y varios d!as), t.a fase S tiene una duraci6n de ª!! 

tre B-30 d!aa y la fase a
2 

tiene tambl1fo una duración constante hasta que se 

inicia la mitosis. La fase M alcanza solamente de 30-90 rnin. Se denomina --­

tiempo de generación al espacio de tiempo que se necesita para completar el 

ciclo celular. Dada la variabilidad de la fase c
1 

se considera es la respon­

sable de los tiempos de generación. Algunos tipos de c6lulas son ve.;::etati­

vas o tambUn llamadas de tipo q,uiescente o Q 6 también designadas como de -

fase G
0 

que prActicamente son G
1

, Esto tiene una gran importancia en las ne~ 

plasias, ya que el mayor o menor grado de quiescencia de estas células es -

un factor determinante en el crecimiento y desarrollo de las mismas, ( 16, 19, 

22). 

En la primera fase del desarrollo d-c una neoplasia, el crecimiento de 

la inisr.iA. ea exconencial durante un tiempo determinado, pero cuando alcanza -

un volumen definido, el crecimiento disminuye progresivamente hasta llegar -

un ao::anto en el cual deja de crecer. A este comportamiento se le conoce co­

mo crecimiento de Oompertz, el cual está basado en una ecuación matemática -

que toma en cuenta dist1.ntos parámetros como la fracc16n de crecimiento• y el 

tiempo de doblaje (13), 

En general, 109 ':umores humanos crecen lentamente si se comparan con -

los tejidos nornales correspondientes. Por ejemplo, el cancer de mama disem!, 

nado se ha visto que tiene tiempo de generación e'. poco más de dos días, sin 

embargo, los tiempos de doblaje que realmente se pueden medir varían entre -

30 y 90 días e incluso en más. Estos hechos permiten explicar, el porqué al­

¡unas neoplasias son capaces de tener un tiempo de generación de tan sólo 48 

horas, y no obstante no son capaces de duplicar su volumen en pocos días. E! 

to se debe únicamente a que no todas las c6lulas aon proliferantes, sino so­

lo aquellas que precisamente tienen una actividad efectiva de crecimiento -

(22, 23). 



3.0 EL SISTEMA INMUtlE Y· SU ACTIVIDAD ANTITUMDRAL 

Nuestro ambiente contiene una gran variedad de agentes microbianos 1!! 

fecciosos {virus, bacterias, aquellos provenientes de parásitos y también de 

células cancerosas). Cualquiera de ellos puede causar daños patol6gicos y si 

estos se multiplican invariablemente, peden causar la muerte del huésped. El 

hecho de que la mayoría de los individuos normales soporten l.a mayoría de -

las infecciones teniendo daños poco permanentes, es debido a que existe en -

el organismo un mecanismo de vigilancia y protección llamado Sistema Inmune. 

Este sistema presenta una gran especificidad ante distintos cuerpos extraños 

además de desarrollar una memoria de larga duración para reconocer al agente 

patógeno cuando es percibido nuevamente ( 24) • 

El estudio del Sistema Inmune y sus funciones es conocido con el nom­

bre de Inmunología. Para tal efecto, este ha sido dividido en dos partes fu!!. 

cionales: El Sistema Inmune Innato y el Adaptativo, los cuales consisten de 

una gran variedad de moléculas J células distribuidas a través del organismo 

(25). 

3.1 EL SISTEMA INMUNE INNATO 

El exterior del cuerpo presenta una barrera efectiva ante muchos org,! 

nismos 1 en particular muchos agentes infecciosos que no pueden penetrar di­

rectar.iente a través de la piel. 

Cuando estos .mecanismos protectores superficiales fracasan en su in­

tento para detener la invasión de organismos patógenos, se ponen en marcha -

respuestas inespecificas llevadas a cabo por células fagocitarlas: monocitos 

y rnacrófagos (Md) asi como neutrófilos polimorfonucleares. Aunadas a estos -

tipos de células , las celulas asesinas naturales (NK: del inglés Natural K!_ 

ller} son las responsables do: l.a Inmunidad Natural. Todas ellas tienen su 

origen en la médula ósea y atacan a las partículas extrai'ías, incluyendo age!! 

tes infecciosos, mediante lisis (cit6lisis) o inhibiendo su crecimiento (ci­

tótaxis), (Figura 1), (24). 

Para este ·propósito 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 neut6filos son células de vida ce rta y poco permanentes ya que -

por lo general mueren durante el ataque con el agente infeccioso (26). 

Por su parte, los monee i tos y macrófagos exhiben una remarcada ht ":er~ 



CE LULA 
ASESINA 
NATURAL 

llEIJTROFILO POLDIORFOHIJCLEAR 

111.CROFAGO ACTIVADO 

FIGURA 1. CELULAS PARTICIPANTES EH LA INMUNIDAD NATURAL O INNATA 't SUS llECAllISllOS 
DE ACCION. La inmunidad natural es mediada por macróf"agos activados, neutrófilos 
y células NK. Su acción puede ser citolítica, causando la lisis del antígeno o ci 
tostática, inhibiendo su creciraiento. Este tipo de inmunidad no requiere anticuei= 
pos y no actúa sobre antígenos específicos. -
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geneidad funcional y morfológica, además de presentar gran especializaci6n 

en cuanto a la inmunidad e 1nf'lamac16n (27). No obstante, independientemente 

de su local1iaci6n, los Mi;d pueden servir para mostrar y transportar antíge­

nos o proteínas al ter"adas hacia ctUulas ci tot6xlcas espec!ficas. Además, co­

mo efectores 1 los Mili generalmente expresan poca ci totoxicidad a menos que -­

sean activados por ciertas sustancia que actúan directamente con ellos. La -

activaci6n es caracterizada por varios cambios morfol6gicos, bioqu!micos y -

funcional~s. Los M\i! activados, con frecuencia no son específicamente citot6-

xicos a las líneas celulares tumorales ~' las cuales carecen de inhi­

bición por contacto (28, 29). 

El proceso citotóx!co llevado a cabo por los Mi6, involucra una serie -

de eventos tanto citol!t1cos como citostáticos. La destrucción del tumor no 

necesariamente resulta .de un proceso f'agocítico, sino que después de estable­

cerse un contacto con la célula tumor-al, varias sustancias efectoras secret!_ 

das por el Md activado son las responsables de la muerte celular (30). 

Se ha encontrado también que los Meí tienen e.fec tos negativos sabre al­

gunas 1'unciones inmunes, esta actividad supresora es un r:ecanisn:I regulator-io 

normal y anorrñaln1ellte-puede ser- aumentado por la presencia de algtin tumor, -

debido a que tanto los M' como los tumores son fuente de prostaglandina (PO! 

2) la cual inhibe i'a respuesta linfoproliferativa as! corno algunas respues-­

tas independientes de la proliferación de linfocitos (31). 

En común con los MIS, las células me se han considerado como células -­

efectoras de la inmunidad natural por su habilidad para lisar una amplia va­

riedad de células blanco {células transformada.5 1 células infectadas por vi--
• rus o derivados de embriones), (12). 

En el hombre la principal célula NK es' el linfocito granular grande -­

(LGL: del ingli!s Largo Granular Lyrnphocyte), llamados as! por sus ¡¡r&nulos -

azurof!licos intraci toplásmicos y gran radio nuclear ci toplásmico. estas 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 líticos y no todas las células líticas son LGLs. La actividad NK 

aparte de ser encontrada en la sangre periférica, también está dada en bazo, 

un poco menos exr-endida en nódulos linfáticos, médula 6eea~ dueto toraxico y 

timo. Las ct!lulas NK al parecer carecen tanto de memoria inmunol6g1ca como -

del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). Sin embargo se ha visto que 

expresan receptor-es de membrana Fe (32). 
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La actividad NK, está sujeta a una regulaci6n tanto positiva como neg!_ 

tlva, en este mecanismo regulatorio su proliferación está bajo el control de 

células T, en la que 111ediante un factor soluble, Interleucina-2 (IL-2), pu~ 

de inducir la proliferación y estimular la actividad NK de estas é6lulas pr~ 

liferantes. Otro f'actor soluble, el Iriterferon (IFN), induce la expresión de 

receptores para IL-2 sobre c6lulas HK para incrementar la prol1feraci6n. No 

obstante el IFH tiene un efecto regulatorio sobre las células 'I para reducir 

su actividad, este mantiene un doble papel: por un lado, ttansforma los pre­

cursores NK no citolíticos en un estado lítico y por otro lado, aumenta la. -

capacidad citolítica de las células activas disponibles (33, 34). 

El papel biológico de las células NK aún es incierto, ya que todavía -

no queda claro que estas células sean una línea celular distinta con o sin ~ 

diversidad de receptores clonalmente distribuidos, varias lineas celulares, 

o una trace ión que puede ser expresada por una variedad de tipos celulares -

(24, 25). 

3. 2 EL S!STEllA 
0

INllUNE ADAPTATIVO 

Este sisteaa está basado en la especificidad de anticuerpos y linfoc! 

tos ante un antígeno (agente patógeno) particular. 

Siendo los linfocitos los componentes celulares antígeno-específicos 

que actuan mediante receptores de meabrana para poder interaccionar. 

Existen dos tipos de linfocitos con funciones diferentes: los linfoc!, 

tos B que producen anticuerpos (receptores) como respttesta ante un antíge­

no, danOo 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 act.f! 

an mediante una interacci6n mebr:ma-membrana al detectar al antígeno. Al P! 

recer las dos clases de linfocitos también di!'leren en la naturaleza de sus 

receptores antigénicos. Los receptores de las células B (anticuerpos) están 

presentes en la membrana, y cada linfocito lleva una clase de receptor esp!. 

cífico que responde únicamente a un determinante antig~nico (36). 

El linfocito B se origina en una célula madre (Stem-Cell) a través .de 

un proceso de maduraci6n independiente de la estimulaci6n del antígeno. An­

tes del nacimiento de un individuo .. los progenitores de los linfocitos B se 

encuentran en el hígado y en el bazo, posteri Jrmente, la médula ósea se co!!. 

vierte en su principal fuente. Un linfocito B maduro 1 produce anticuerpos -

si solo es estimulado por algún antígeno (37). 
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Loa anticuerpos, pertenecen al ¡.rupo de prote!nas llamadas inmunoglo­

buUi'las. Cada unidad básica de inmuno¡lobulina, está compueata de cuatro P2. 

lipAptidoa q,ue conforman dos cadenas li¡eras (de bajo peso molecular) y dos 

cadenas puadas (de alto peso molecular) unidas a su véz: por enlaces disul­

fUro. La porci6n terminal (N-terminal) de las cadenas ligeras y pesadas ma!l 

tionen una ¡ran variabilidad en cuanto a la secuencia de sus aminoácidos, -

lo q_ue le .confiere una variabilidad de enlace para cualquier antígeno. La -

otra porción terminal de las cadenas li¡eras y pesadas (e-terminal), es co­

nocida como regi6n constante y son muy semejantes para anticue:·pos de le. -­

m.isma clase. Las inmuno¡lobulinas encontradas en los sueros de los mamífe­

ros pueden ser divididas en cinco clases de acuerdo a la diferencia de la 

secuencia Ce los amino,cidos de las re¡iones constantes de sus cadenas pes! 

das. Estas clases son: I¡M, I¡C, IgA, IgD e IgE, correspondientes a anti­

cuerpos con diferentes !unciones especí.!1.cas, La mayoría de los linfocitos 

humanos de san¡re periférica expresan anticuerpos IgM e IgD en su superfi.-­

cie y muy pocas c~lulaa expresan loa anticuerpos restantes {25). 

Ciertamente 1 una c6lula B ea ,dof'inida corno aquella que endogánicamen­

te produce inmuno¡lobulina independientemente de su origen. Además, la r:".ay~ 

ría de las células B llevan productos del CMH clase II (HLA-DR) en humano, 

cuj'n fu."1ci6n es la de re¡ular la respuesta inmune. También muchas células B 

maduras llevan receptores de complemento para C3b (CRI} y C3d {CR2) que pu! 

den combinar!ie en el sitio particularen la región constante de todas las -­

mol6culas de 1nmunoglobulina ( 24). 

Por otra parte cabe mencionar, que en el proceso de prolií'eraci6n al­

gunos de los linfocitos de la progenie se diferenc!an en células efectoras 

que llevan a cabo una respuesta inmune. Las células efectoras de los linfo­

citos B son las c~nulas plasmáticas, las cuales secretan anticuerpos del -­

mismo reconocimiento especifico de los antí.genosen la superficie celular -

cel receptor. Despu6s de que son programados, cada linfocito B antes de su 

diferenciaci6n a células plasmáticas, elabora una cantidad suficiente de i!! 

muno¡lobulina especifica, para que esta se encuentre en manchas pequeñas en 

la superficie de la célula en lugares llamados sitios de reconocimiento, r! 

ceptores de superficie o también epitopos. Es por medio de estos sitios por 

los que el linfocito B reconoce al antígeno particular contra el cual está 

progrimado ( 27, 26 l. 

Po:' Ot:''"J lado, el linfocito T tiene también su origen en la :n6dula --

ósea llO una célula m:idre llamada (Stem-cell l que da lugar al linea.je T y 
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inicia su secuenciacíon como protimoci to, en seguida e 1 protimoci to migra -

hacia la corteza del timo (tejido linf'oide primario) vía torrente sanguíneo 

en donde madura como célula T y más tarde esta se convierte en célula inm\hol> 

nocompetente al adquirir receptores de superficie celular antígeno específ!_ 

cos y la maquinaria necesaria para responder a la estimulación antigénica -

{37). Después de pasar por el timo, las células T migran a la circulaci6n -

periférica y de ahí a los tejidos linfoides secundarios como el bazo, gan­

glios linfáticos periféricos y placas de Peyer. Esta migración no ocurre al 

azar, sino que está 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

ción se le .ha llamado ºHoming" que s).gnifica autadirigi.Jo, y a las estruc­

turas de superficie celular que reconocen y se adhieren a las VES del órga­

no linfoide se ha~ denominado "receptores homing" (39). Se ha visto tanto -

in vivo como ~ la uni6n directa d.e ciertas células T a las VES. Exi!_ 

te cierta especificidad de la migraci6n ?e las células T, de manera que las 

células que se ~encuentran dentro de las placas de Peyer tienen afinidad por 

permanecer en ésta en comparación con su afinidad ror la unión con 1as VES 

de los ganglios linfáticos superiores. Además, las placas de Peyer contie­

nen mayor cantidad de linfocitos B que de linfocitos T, contrario a lo que 

sucede en órganos linfoides 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 grupos princip_! 

les de linfocitos T maduros en la sangre y en los órganos linfoides secun­

darios. La población T4 que incluye al linfocito T auxiliar o colaborador , 

(Th: del inglés T Helper) mientras que la población TS comprende las subpo­

blaciones de los linfocitos supresores (Ts) ·y citolíticos o citot6xicos -

(Te), La proporci6n T4/TB 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 eficáz en reaccio­

nes de inmunidad celular, los Ts intervienen en la inhibición de la res­

·puesta inmune y los Te tienen capacidad para matar a otros antígenos 1 por -

ejemplo virus y tumores (43). Además también se ha logrado identificar o­

tras subpoblaciones efectoras: los linfocitos responsables de retardar la -
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hipersensibilidad (Td: del in¡l6a T Delay) quienes tambi6n intervienen en -

reacciones de inmunidad celular, sensibilidad tardía, sensibilidad por con­

tacto y resistencia a la infecc16n ~or ciertas bacterias; las ccUulas T am­

plif'icadoras (Ta), cuya acci6n es la de conservar o amplificar la base de -

la p:bla~16n de los linf'ocitos T inmaduros presentes en el timo y que no re­

circulan: y las c6lulaa de memoria (Tm) las cuales permanecen dentro del -

¡an¡:lio linf'A.tico y proliferan cuando se ha dado un segundo encuentro con 

el ant!geno (44, 45, 46). 

Los anticuerpos monoclonales dirigidos hacia marcadores de superficie 

sobre lao subseries T funcionales tambi'n han sido utilizados para definir 

los diferentes estados de d1ferenciaci6n de las células T en el timo. Auna­

do a esto, también se han identificado antígenos en linfocitos T activados 

tal como el HLA-OR y el receptor para tnterleucina-2 (TAC} y otras molécu-­

las de aran importancia que median la interacci6n de linfocitos T con ctHu­

las procesadoras de antígeno y células blanco (47). Al respecto, se han i-­

dentificado el receptor antigénico CD3(T3), y las moléculas accesorias CD4, 

CDS, LFA-1 1 y C02 presentes sobre las c6lulas T, y las mol~culas acceSorias 

tales como los anti¡enos LFA-3 e ICAM-1 sobre células presentado1·as de ant.f 

¡¡ano (macr6fa¡os) y c6lulaa blanco (48). Aunque, se ha tenido poca eviden­

cia de las molticulas accesorias que intervienen en la interacci6n de linfo­

citos T con otras c&lulas, entudios funcionales han demostrado que. existen 

dos caminos de adhesi6n ant!¡eno independientes que participan en la conju­

¡aci6n ( interacci6n) del linfocito T ci tot6xico con las c6lulaa blanco; uno 

dependiente de LFA-1, y el otro dependiente de CD2 y LFA-3 (49, so. 51). 

La funci6n del linfocito asociada al antí¡eno-1 ( LFA-1) es una prote! 

na de la superficie del linfocito compuesta de dos cadenas (alfa de 180 KD, 

y beta de 90 KD) unidas no covalentemente. Estas se encuentran en células 8 1• 

en c'lulas T y neutr6filoa. La secuencia amino&cida N-terminal de la cadena 

alf'a revela gran homolo¡ia con el IFN-alfa del leucocito, y la cadena beta 

de LFA·l es id6ntica a la cadena que contiene Mac-1 (un ant!geno de difere!i 

ciacidn del macr6fa¡o), (52) •. Se ha detectado le ausencia de moléculas LF~ 

-1 en c'lulas inmunes provenientes de pacientes con infecciones bacterianas 

recurrentes y al parecer esta carencia se le atr.ibuye a la inm.adurés de la 

cadena beta de esta moUcula (53). Aunque , LFA-l no ha sido identificada -

en asociaci6n· con otras proteínas de membrana, se piensa Ctue pueda estar a­

sociada con otras moléculas formando un complejo, el cual desencadena la -
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activación, 1iberaci6n de lint"ocinas y actividad citot6><i<:a deli lin!'ocito T 

además de la activid4d NK que son mediadas por adherencia hacia las células 

blanco ( 54) • 

La molécula C02 es conocida también como Tll, LFA-2 .y receptor de ro­

setas para erl trocitos, es una glicoproteína de superficie con peso de -

50-58 KD~ Esta aparece tempranamente en la ontogen.la del timoc:ito y está -

pre3ente en todaa las células T maduras. Anticuerpos monoclonales contra -

CD2 inhiben la actividad citotóxica del linfocito T y bloquean la adhesión 

contra las células blanco, asi.mi<3mo, inhiben la.s respuestas de los linfoci­

tos T auxiliares, incluyendo la secreción de IL-2 y su expresión de recept~ 

res p3ra IL-2 (56, 57). 

La funcl6n del linfocito T asoc~ada al antígeno-3 (LFA-3}, es una -­

glicoproteína de superf"icie ampliamente distribuida, cuyo peso ea de 70 KO. 

Anticuerpos monoclon.$_les para LFA-3 inhiben un gran espectro de c-espuestas 

del linfocito Th y Te muy simllares a las inhibidas po~ anticuerpos mono-­

clonales contra C02 y si ambas moléculas _son inhibidas por anticuerpos mon,e. 

clonalea, se inhibe la formaci6n del conjugado del linfocito T citot6xico-­

célula blanco (58, 59). En realidad poco se sabe acerca de la actividad e -

interrelación de estas moléculas y actualmente se trabaja para conocer el -

mecanismo de adherenci~ y activación de l.w células inmunes además del pro­

ceso de lisis mediada por células T citotóxicas y células NK además de los 

factores que .inhiben tal unión (60). 

Por otra parte, las células T auxiliares y ci totóxicas no se unen al 

antígeno libre, a menos que lo reconozcan en asociaci6n con productos del -

CMH expresados sobre la membrana celular. Este reconocimiento, hipotética­

mente puede ocurrir de tres man~ras: ya sea que la célula T tenga dos receE_ 

tares separados (Ag r) para el antígeno y (CMH r} para re~onoc'!!r el propio 

CMH;. un sólo receptor en la célula T (T cel r) que reconoce al antígeno as~ 

ciado con el propio CMH; o que el receptor de la célula T reconozca de man! 

ra conjunta al propio CMH alterado por el antígeno (24). 

También, existe una hip6tesis para e>cplicar el reconocimiento del an­

tígeno por las células T (Figura 2) en la cual se ha sugerido que el CMH -

clase II restringido para la subpoblación Th posee ·una molécula T4, l.a AUQ.l 

reconoce antígenos con la clase II .. El recep':or de las c&lulas T (Tr) reco­

noce esta proteína junto con el antígeno, posteriormente este signo de 'lt'~t.! 

vaci.Sn es transmitido a la célula T v!a un péptido (T3) el cual es as6era:do 



CF.LULA l"RESKNTADOllA E ANTIGENO CELULA PRKSENTADOHA DE ANTIGENO 

~·1GUllA 2. llIPOTESIS PARA EXPLICA!! EL RECOflOC!M[l.;NTO DEL AN1'1GF.NO POH LA CELULA ·r. Se hll pro 
pucuto que el Co1nplcjo JolJyor de Ui:Jlocornpalibil idad CMH clauc JI reHtriugldo u lnu células-
1' uuxiliarea, ponccn una molécula Ti\, lu cual reconoce antíi~cnou del CMll clunc 2. Kl recep­
tor de lu célula (1'1·) reconoce la prolc{n¡i del CMll y ol nntír,cno. 1-:l signo e.le activación ea 
tranumilldo a la céula ·r vía el pópt.ido TJ. Ln clane 1 rcutringida a lau célulus, tiene una 
molécula T8, la cual ruconocc untI11cnou clo.oe 1 del CM.JI. AmhaH cla~ca de moléculus CMll tie­
nen 4 domlniou globulurcti y se propone que lau moléculau 1'-1 y T8 reconocen dJ fcrentea domi­
niou para uquelloti reconocidos por el receptor de la célula T. 
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con el receptor de lu c6lula.s T. El otro producto del CMH, clase I, res­

tringido a las c6lulas Te y Ts tienen una molEcula Ta. la cual reconoce an­

tf.¡enos CMH clase I en adici6n con el antígeno. Aalbas clases de moléculas -

de CMH tienen 4 dominios moleculares y se propone que las 1n0léculas T4 y TS 

reconocen diferentes docn.lnios para aquellos reconocidos por la célula T re­

ceptora (24). 

El receptor de la c6lula T. consiste de dos polipéptidos unidos por -

puentes disulCuro, ambos a:n peso molecular de 40-50 KD. Su. arreglo genético 

es muy similar al de la irununoglobulina y también el tnismo tipo de nomencl_! 

tura es usada. 

Existen células llamadas "presentadoras de antígeno" lCPA) cuya ac­

ción es la de captar al antígeno y presentarlo junto con productos del OOi 

al linfocito efector para que estos lo reconozcan y lleven a cabo la res­

puesta inmune. Algunos monocitos/macrófagos y células posiblemente varian­

tes de éstas (células dendritlcas y Je Langerhans) expresan la clase II del 

CMH y pueden actuar como CPA para las células T y B (24 1 36 1 37). 

La activación de las células T por las CPA involucra no solo el reco­

nocimiento del antígeno y determinantes del CMH 1 sino tat11bien signos pasi­

vos entre los linfocitos y las CPA cnediante factores solubles llamados lin­

focir.as (61). Inicialmente los estimulantes antigénicos o policlonales son 

procesados y pr~sentados a los linfocitos T por las CPA tales como los ma­

cr6fagos; esto camb~a a los linfocitos del estado c
0 

de reposo hacia la fa­

se temprana G
1 

del ciclo celular. con la síntesis concomitante de lípidos, 

APJi nuclear y proteínas. Los estimulantes ex6genos o un factor inductor del 

receptor (FIR), o ambos, estimulan a algunos de los linfocitos para que ev!:_ 

lucionen aún más hacia la 'fase G
1 

del ciclo celular, durante la cual las e!_ 

lulas expresan receptores para !L-2. Otros linfocitos son estimulados por -

la IL-1 para producir IL-2 que a su véz estimulan a los lir..foci tos que pr!:_ 

ducen receptores para que continúen a través de la :fase S o replicativa -

(Figura 3), (61-68). 

El proceso inmune llevado a cabo por linfocitos T activados, tal como 

la hipersensibilidad tardía o lisis mediada por lin.f"ocitos T citot6xicos es 

denominada como Inmunidad Celular (Figura 4). En este proceso, la activa­

ci6n de las células T es .t""egulada por las c6lalas supresoras y células au­

xiliares. Ciertas células T (cElulas activadas por macr6fagos) elaboren li:.!! 

focinas las cuales activan a los macrófagos para incrementar sus funcionJS 
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FIGURA 3. CIRCUITO REGULADOR IHTf.RLKUClHA-INTERFERON. Loe linfocltoa en reposo (G
0

), eon ctlvados por esti•ulantes 
presentados en células acceuorlau aut6loga:1 pnra que entren a la fane temprana c

1 
del ciclo celular. La lL-1 estl~ 

la a los linfocitos productores de IL-2 para que la produzcan BB{ como un factor inductor de loa Niceptorea (FIR), 
el cual induce a las célulaR a responder a IL-2 para que adquieran receptores lL-2, A su ves, las células T CJ) repl! 
cac16n liberan IFN-r , quo promueve la exprc1:1l6n de antígenos la y aunictala la capacidad funcional de células acceso-
rias que pr-esentan o.nUgcnos. · 
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ne mediada por oflula• li¡ue la preeentao16n del ant!¡eno '1 aot1vao16n : 
de la• ollulu T. La aotivaoi6n .. re¡ulada por c'1ulu aupreaoru '1 au­
xiliarH. Cilrtu ollulu T (ollulu aotivadu por el maor6ta¡o) elabo­
ran lintool.nu lae aualoa activan a loa macr6ta¡aa para a11111entar 1ue f'll!! 
ol.onH h¡ao!t.lau '1 bactarial.du, Laa c'1ulu T ai tot6xl.cu 1an aotiva­
dH por anU¡ena1 '1 reolben 111\&da de lH o'1ulu T auxl.11.aro•. Lu c'1u­
lu auxillarea tambi•n cooperan aon laa c'1ulaa B en la produool.6n de an 
t1auerpo11 lu aun111 pueden armar a lao c'1ulao portando rec1ptore1 Fo.: 
(v.¡ lu adlulao K), Laa cllulaa NX no actdan eapeo!tiaamante, partiau­
larmento can tu aflulu blanco, 
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bactericidas y fagocí.ticas • Las células T citot6xicas son activadas por 8!! 
tí ge nos y reciben ayuda de las células Th. Las células Th también cooperan 

con las B en la producción de anticuerpos, estas pueden integrar a las cél~ 

las que llevan receptores Fe, por ejemplo las células K. Finalmente, las e! 

lulas NK actúan inespecíficamente contra las células blanco (24). 

Un resumen de las interacciones entre la Inmunidad Innata y Adaptati­

va se presenta en la (Figura 5), en donde los macr6fagos y las células NK -

son activados con linfocinas. Los macrófagos activados producen localmente 

componentes del complemento, los cuales son liberados en el desarrollo de -

la respuesta inflamatoria. El C3a c"s un factor citolítico y quimotáctico d!:_ 

rivado del neutr6filo, mientras que C3b induce la liberación de enzimas por 

el .macrófago. Las células K son armadas con anticuerpos provenientes de las 

células B específicas a tumores (24}. 

3. 3 LINFOCINAS V EL-PAPEL DE INTERLEUCINA-2 EN LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL 

Se sabe, que existen en el organismo factores sem~jantes a hormonas -

llamadas ~ cuya actividad es la de regular una gran variedad de cé­

lulas que participan tanto de manera inmunológica como no inmunol6gica. Los 

factores producidos por linfocitos han sido llamados linfocinas y los que -

son producidos por monocitos, monocinas. Las citocinas difieren de las hor­

monas en que son producidas por células aisladas o tejidos, más que por -

glándulas discretas y no son normalmente detectadas en suero (69}. 

Las citocinas, funcionan como mensajeros intercelulares regulando el 

crecimiento, movilidad y diferenciación de leucocitos así como de células -

que son incidentalmente involucradas en reacciones inflamatorias, tales co­

mo los fibroblastos, osteoclastos, condrocitos, células epiteliales y endo­

teliales. Además las citocinas nei son antígeno específicas, actúan por lo -

general de manera no restringida y pueden a menudo funcionar como una espe­

cie de barrera sobre células blanco heterólogas. En su mayoría son secreta­

das y sintetizadas como glicoproteínas con pesos moleculares que van de --

4 000 a 80 000, son extremadamente potentes a muy bajas concentraciones, me 

diante bioensayos se han logrado detectar concentraciones de 10-lO hasta d~ 
10-lS M (70). 

Finalmente las citocinas pueden ser clasificadas en base a su partic!, 

pación en aspectos aferentes y eferentes de la inmunidad e inflamación -­

(Cuadros l y 2). Las citocinas que modulan la activaci6n de los linfocitos 
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CUADRO 1 

CITOCIHAS AFKllBNTES 1-™0ACTIVAS E llOIUllOSUPRESIVAS 

FA<:roRES 

AllPLIFICACIOll 

lnterleuclna-1 (IL-1) 

lnterleucina-2 (IL-2) 

ract:or de Crcciaiento 
de Células 8 (llCGF) 

Factor ~lazante de 
Células T (THF) 

Factor Hstillul.Qdor de 
Colonlaa. 
( Gll-CSF, IL-3, etc.) 

lnterf"erones. 
( IFIJ-tl, -(', J' -Y) 

CARACTERISTICAS BIOQUllUCAS 

15 lt, 2-4 lt • Pll Proteinaa 

20 000-22 000 Pll (llW"lna) 
15 400 PI! (hwaana) 

18 000 PI! (llUl'ino) 

45 000 Pll contiene 2 aicro­
globulina y el producto genc­
tico IR (la). 

23-70 lt PI! exhibe carga heta­
rogénea. 

25 000-75 000 Pll 

ACTIVIDADES BIOLOGICAS 

P.ro.ueve la dlf'erenciac16n 7/0 el. -
creciaiento de auchaa células blanco.. 

Promueve la proliferac16n de células 
T y B y la producci6n de anticuerpos 
Genera células T citot6x.icaa. 
Awaenta la actividad NK de LGL. 

Pruaaeve la proliferaci6n de linfocl 
tos B. -

Promueve la producci6n de anticuer-­
pos. 

Estimula a las céluÍaa precursoras -
para lcucoci ton 1 plaquetas y eri tro­
cl toa. 
Activa la replicaci6n 7 C'u.nclones -
del leucocito. 

Factor antiviral y antiprol1fer8tivq, 
Kn bajas dosis estimula/en s1 tas su­
prime la inmunidad humoral y mediada 
por c6lulas. 
Promueve la expresión de marcadores 
celulares. 
Increinenta la actividad de células -
asesinas. 



CUADRO l (CONTINUACION) 

CITOCINAS AFEREll'l'ES I!llWNOACTIVAS E INllUllOSUPRESIVAS 

Slll'RllSIOll 

Supresores Responsable& 
X- Soluble& (SIRS) 

Factor lnluantll de ln­
IMlllOClobulinaa (IBF) 

Inhibidor de la Sinte­
aia de llllA 

CAllACT!RISTICAS BI()QUDIICAS 

48 ooo-67 000 Pll 

Secratado p0r receptor re 
de c6lulu T con cadenas d• 
38 000 1 18 000 Pll 

35 000-50 000 Pll; aUMnta el 
cAJIP de las c6lulas blanco • 

ACTIVIDADES BIOLOOICAS 

, 
Activados por macr6tagoa para inhi­
bir la proliferaci6n do célulDS B 1 
la producci6n de anticuerpoe. 

Inhibe in vi tro la producci6n de an­
ticuerpo '1 pue,de unir TllF. 

Inhibo la proliferacl6n de c6lulas T 
y la producción da anticuerpos. 
Arresta las células tardlas en Gl -

• por enlace de DMA polimeraaa. 



Factor Inbibidor de la 
~(llll') 

Factor Activadol" del. 
lfacr6Cago (IUF) 

Factor Inhibido.- del 
Leucocito (LD) 

Linfotanna (LT) 

Factores Quiaioet6ticos 

CUADRO 2 

CITOCIIIAS IEFKRlllTBS 

10 000-70 000 N 

68 000 N¡ - actiYidad 
esterm>a. 

20 000 N 

12 000 N 

18 000 Pll 

I.nbibe la algraci6n del MC<"6hgo. 
PromMtve la polt.erizac16n de TIJl».­
Una. 
Induce la difer-enciaci6o del _,ro-­
Cago. 

Activa a loe ...uófa¡¡oa a ser bacto­
ricidaa 7 tt.oricidas. 

Inhibe la algrac16n del. lleutr6fllo. 

Citoatático y citolitico para al­
oas célwas blanc<> no leuc:ocíticoa. 
Almenta la lisis llediada por lllt. 
Inhibe la carcinogéoesis. 

Atrae y activa leucocitoe. 

Eatiaula la actividad reabeorbente -
de oeteoclastoQ. 
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en el aspecto aferente de la inmunidad, pueden aumentar o suprimir la indu5:, 

ci6n de reacciones inmuno16gicas as! como de regular la función, el creci­

miento y diferenciaci6n de los linfocitos T y B. En contraste, las citoci­

nas eferentes influyen en las reacciones de reparación y degradación de las 

células blanco en el proceso inflamatorio y promueven su capacidad bacteri­

cida y de c1tól1s1s (70-71). 

3.3.l l.INfOCINAS 

Las linfocinas pueden ser definidas como factores polipeptidicos (no 

inmunoglobulinas} secretadas por linfocitos activados y tienen un ar:iplio -­

rango de erectos fisiopatológicos sobre reacciones inflamatorias mediadas -

inmunológicarnente (Figura 6) ( 70) • 

El campo de la inmunología celular posiblemente se inició con el des­

cubrir.tiento pionero de No•ell en 1960, quién estableci6 que lectinas de --­

plantas, tal como la fitohemaglutinina (PHA} eran capaces de inducir la di­

visión celular- de linfocitos difer-enciados (72). El descubrimiento de las -

linfocinas fué llevado a cabo por George y Vaughan en 1962 al observar que 

algunos antígenos tñhibieron -1a migraci6n de células mononucleares prove­

nientes de animalef' 1 nm\mizados, subsecuentemente se presentó a los macróf~ 

gos como células inhibidoras y que este efecto requi~re la presencia tanto 

de linfocit:os corno de ant:igenos sensibilizados. Estos fué inicialmente con­

firmado por Kasakura y Lowenstein en 1965 al reportar la presencia de fact2 

res mutagénicos solubles en sobrenadantes de cultivos de linfocitos humanas 

y posteriormente por David, Bloor:t y Bennetts en 1966 cuando demostraron que 

linfocitos estimulados por el antígeno y el Fact · Inhibidor de la Migra­

ción {MIF: del inglés Migra:ion Inhibi tion Factor} indujeron la migración -

de macr6fagos p.rovenientes de animales no sensibilizados (26}. 

Bach en 1970, estableció que células adherentes {Monocitos/MPl libe­

ran factores solubles con propiedades mitogénicas. A estos factores, poste­

riormente se les asignó el nombre de Factor activador de linfocitos o (LAF: 

del inglés Lyr.iphokyne Activated Factor) por Gery y colaboradores en 1972, -

(73). Margan en 19"76, obtiene y caracteriza linfocinas mitogénicas de célu-

. las T derivadas de :.!.S a partir de medios condicionados de cultivos de cél!:!, 

las mononucleadas de sangre periférica, este decubrimiento permitió establ!:, 

cer cultivos a la!"go plazo asi como la extracción clonal y funcional de cé­

lulas T. 
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FICURA 6. KL PAPEL DE LAS LINl'OCIKAS EN LA MllEllTK TUMORAL. Las cHulas T activadun por el an 
tlgcno tulloral : (l} liberan intcrfcror1 (IFH ) para amplificar la acción lftica de las célU: 
laa aacslnau naturalen (HK), (2) liberando llnfatoxina (LT) la cuHl actua dlrcctumcntc y -
(3) liberando factores quimotucticos (CFM), factor inhibitlor de la mlnrac16n (MIF) y factor 
activador del macróf"ago (MAF) los cuales atraen y act.ivan a los macrófagon. Lon macr6fngos -
tienen un efecto citot6xico sobre el tumor y preven nu multiplicación. Otrau linfocinaa, in­
cluyendo JL-2, ampliCicun las rcaccioncu inmunco antigcno-cspecfficns por célulau B y otras 
célUlllB T. 
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Posteriores experimentos revelaron que LAF f\n:iaa como promotor de -

la proliferación de células T por estímulo de la producción de un factor de 

crecimiento derivado de las células T (TCGF: del inglés T Cells Growth Fac­

tor), (74). Más tarde estas dos entidades (LAF y TCGF) fueron renombrados -

como Interleucina-1 e Interleucina-2 respectivamente (72, 75). 

3. 3. 2 INTERLEUCINA-2 Y SU USO POTENCIAL COMO AGENTE ANTITUMORAL 

La interleucina-2, taibién conocida como Factor de Crecimiento de Cél!: 

las T fué primeramente descrita como una linfocina capáz de promover el cr!:!. 

cimiento a largo plazo ~ de células T activadas con antígenos y/o m!, 

tógenos. Esto se realizó mediante cultivos de linfocitos humanos estimula­

dos con fitohemaglutinina, observándose en medios condicionados tanto el -

crecimiento de tir.iocitos como de linfocitos de sangre periférica, dando por 

resultado células T supresoras y citotóxicas (72). Posteriormente, varios -

investigadores estudiaron diver!:>os: factores mitogénicos derivados de estos 

cultivos a los cuales les denominaron de diferente manera: 

Factor Mitogénico del Timocito (TMF: del inglés Thymocyte Mitogenic Fa:tcr}. 

Factor Activador del Timocito (TAF: del inglés Thymocyte Activated Factor}. 

Factor Estimulador del Timoci to (TSF: del inglés Thymocyte Stim.11.a~ Factir). 

Factor Estimulador del Linfocito (LSF: del ~és~S~Factor}. 

Factor Auxiliar de Células Asesinas (KHF: del inglés Killer Cella Helper -

Factor). 

Factor Inductor de la Citotoxicidad Secundaria (SCIF: del inglés Secondary 

Ci totoxici ty Inductor Factor). 

Factor Mitogénico del Linfocito (LMF: del inglés ~ Mitx:gonic Facttr). 

Todos estos factores por rm1chos crl terios mantienen una correlación -

muy estrecha y ahora son conocidos como Interleucina-2 (IL-2), (76). 

a) Producción de lnterleucína-2 

Existen numerosas evidencias de que la fuente original de IL-2 es el 

sobrenad:nte de linfocitos T estimulados con antígenos y lectinas (PHA, Co!!. 

canavalina-A, etc.). En humanos, los linfocitos de sangre periférica, enri­

quecidos en células T, liberan IL-2 como respuesta al reconocimiento de un 

antígeno (72, 74, 76). 

Por otro lado, uunbién se sabe que los :nediadores biológicos como la 

IL-1 aumentan la producción de IL-2 y que existen otros factores fisiológi­

c:os y no fisiológicos que la aumentan, entre los cuales se encuent?'.'an: el -
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acetato miristato forbol, la vasopresina y otras neurobormonas, la azida s~ 

dlca y numerosos compuestos activos en la superficie celular (36, 72, 77). 

Varios estudios hechos en rat6n indican que la IL-2 es producidit pri!! 

cipalmente por células de la subpoblaci6n T auxilar, que en cooperaci6n con 

otras subpoblaciones conduce a la liberación final de IL-2 ( 76) • También es 

conocido que las líneas celulares de macrófagos 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 G1 del e! 

clo celular (53, 72). 

Cabe mencionar, que los estudios biol6gicos sobre la función de esta 

linfocina, habían sido reali~ados con insuficientes cantidades de este rna~ 

rial no purificado, el cual consistía. de sobrenadan tes de medios condicion! 

dos de linfocitos T. Gracias a los avances biotecnológicos. la extracción -

de un clon (IL-2 ADN)..humano ~roveniente de l~ línea celular leucémica T -

JURKAT dió la clave para la producción ae grandes cantidades de IL-2, la -

cual ha sido purificada a homogeneidad así como caracterizada bioquímica.me!!. 

te. La extracciOn de clones de ADN codificando para IL-2 llevados a cabo -

por Taniguchi, Rosenberg y colaboradores en 1984, hlcieron posible la pro-­

ducci6n de &:randes cantidades de esta proteína media:i.t:e métodos al temati­

vos (80). 

Usando la tecnología recombinante, se han empleado clones moleculares 

de IL-2 para expresar biológicamente la proteína activa en Eschel-ichia ~ 

(la Il-2 parece ser aproximadamente el 5%, de todas las proteínas de ~), 

as! como en células de mono (COS) y en células de insecto. Finalmente, va­

rios estudios inmunológicos. demostraron la equivalencia biológica de Inte::_ 

leucina-2 recombinante (rIL-2) co:i IL-2 proveniente de fuentes naturales -

(81). 

b} Caracterización estructural y bioquímica de IL-2 

La IL-2 proveniente de humanos y ratones, ha sido ampliamente caract~ 

rizada (Cuadro 3), (76). Las propiedades moleculares en ambas especies son 

diferentes. aunque su actividad biológica es idéntica en ensayos sobre lin­

focitos murinos. La heterogeneidad, parece estar ligada con la glicosil.a­

ción y siliaci6n variable así como la presencia de cantidades diferentes de 

ácido neuramínico en las moléculas (72). 

Por otra paru, se tiene la información de que en células eucariotas 
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PllOPIEllADES DE IL-Z 

13-16 lt 

i;-6.8, 7.4, 8 

B.2 

estable 

2-9 
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insensible 
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insensible 

lrlestable a -70•C 
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Actividad In.A-A, B, C 
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S.&-5 

sensible 

insensible -10 
Cooc. Efectiva 10 11 
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Actividad H-2 no restrin­

gida. 
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la Il-2 es prir.iero sintetizada como un polipéptido precursor de 153 aminoá­

cidos. Una ruptura si¡nificativa de un p~ptido de 20 aminoácidos ocurrió -

tanto en IL-2 natural proveniente de c6lulas JURKAT y en la IL-2 recombinan. 

te proveniente de c11Slula1 de insectos d16 por resultado la producci6n de -

IL-2 madura de 133 aminoácidos (Sl). 

La estructura primaria do esta Unfocina 1 ha sido deducida a partir -

de un análisis de la secuencia de nucle6tidos de clones de cADN "J confirma­

do por el análisis del material obtenido de la línea JURKAT. Sin embargo, -

las estructuras secundarias y terci11rias aúr. no se han determinado complet! 

mente y 1e tiene poca inforr.1aci6n acerca de los aminoácidos residuales que 

son importantes para sus efectos biológicos. Al rcsp~cto, se han reportado 

que vartos razgos estructurales de la molécula de IL-2 son esenciales para 

su 1nte¡ridad funcional 1 teniendo gran importancia su configuración tridi­

mencional, en la cual un enlace di sulfuro intramolecular conectan te entre -

las c11te!nas en la posi916n 58 y 105 de la cadena mantienen una activa -

conformación de la moUcula. En adición, se ha demostrado directal':lente que 

la posia16n de los amino6cido1 8-27 y 33-54 es importante para la función -

de IL-2 (Sl). 

Un eittudios más reciente, empleando mutagénesis específica de un clon 

de ADN de !L-2 activa, de~ostr6 que la integridad de tres regiones en la m~ 

lécula de IL-2 son requeridas para su completa actividad biológica: el NH 2+ 

terminal (residuos 1-20); el COOH- ter~inal (residuos 121-133); y dos de 

las tres ciste!nas residuales (58 y 105). La eliminaci6n del trar.:o terminal 

NH
2

• (2\ .JL"'inoAcidos) o el tramo COOH- terminal ( 10 Br.linoácidos) resulta­

ren en ¿na d1sr.i1nuci6n de m'a del 99% de la bioactividad y enlace, y la su! 

tituci6n de l?s amino,cido1 en las posiciones específicas ta.'Tlbién dieron -

por resl.iltado una gran diaminuci6n en la actividad de IL-2 (menos de 1%) , 

(82). 

c) Aétr~idad bio16¡ic• de Il-2 

Eh la áctualidad 1 la IL-2 es una de las linfocina~ que m4s se ha es~ 

diado, deb~d,o:'á_ sus efectos biol6¡icos, entre otras funciones: 

- Act::l·a ... 'sobre c6lulas T inmaduras, resistentes a esteroides (76). 

- Colabora en las respuestas de las células·T y B (77, 78). 

- Promueve y mantiene la prol1ferae16n de cUulas T supresoras y citot§. 

xicas (83). 
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- Estimula las respuestas Ig a antígenos y mitógenos dependientes de e!, 

lulas T (84). 

- Estimula e1 crecimiento de tim<>eitos y linfocitos de sangre ~eriféri­

ca (85, 86). 

Aparte de estas funciones, la Il-2 juega un papel importante en la a.s_ 

tivaci6n de las células asesinas naturales (87, 88). Se sabP que la mayoría 

de la células NK son inducidas a entrar al ciclo celular en presencia de -

IL-2 . Ader.iás, el tratamiento de estas células con IL-2 les lnduce a produ­

cir Interferon gama, el cual se sabe que es muchas veces más activo que el 

alfa o el beta, esto se ha visto en cultivos de corto plazo de células NK -

(33, 77, 89}. El IFN gamma producido en estos cultivos, no se ha visto· que 

participe en la activación directa de células NK. sin embargo, induce la e~ 

presión de receptores para IL-2 sobre estas células (90, 91). Por lo tanto, 

la proliferación de las células NK no depende de la respuesta directa a lL-

2, sino de la interacción de esta linfocina con los respectivos receptores 

de superficie que presentan estas células, inducidos por IFN gamma, el cual 

es producido por ~élulas NK activadas con IL-2, (Figura 7), (92, 93, 94). 

Esta función es mantenida mientras IL-2 P.sté disponible en el cultivo, 

por ejemplo, se ha demostrado que en co-cultivos de células NK con células 

tumorales provenientes de pacientes con melanoma metastasico, incrementos -

en las dosis de IL-2 conservan la activación e inducen la citotoxicidad NK 

aún cuando la presencia de suero aut6logo suprime dicha actividad (95). 

Se ha vi.stX>, que las células T en estado de reposo o también los timo­

ci tos no expresan receptores para IL-2 a menos que exista interacción c~n -

el estir.iuledor inicial (célula procesadora del antígeno). Y una vés que el 

receptor para IL-2 se ha expresado, la IL-2 es el factor limitante para la 

proliferación y expansión clonal de células T activadas (96). 

Los receptores para Il-2 ya han sido identificados y purificados a -

homogeneidad y el ARNm que codifica para esta molécula ya ha sido extraído, 

clonado y secuenciado, de tal manera, que anticuerpos monoclonales también 

ya han sido preparados para estos receptores {97-100). 

Además, se han encontrado dos estados de afinidad del receptor para 

IL-2 (uno de alta y otro de baja afinidad). Estos estados, posiblemente es­

tán relacionados con el !:lodo Y. tipo de activación de la c~lula que los pre­

senta. Estos tipos de afinidad, se han comprovado mediante curvas de cc.rnpe­

tici6n para el anticuerpo anti- IL-2 de tales receptores. También se utU.! 
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FIGURA 7, RBPRKSENTACION ESQUEllATICA DR LOS MECANISMOS l!ECULATORIOS DE LAS CELULAS T LLEVADOS 
A CABO POR IL-2 E IFN ll'fi'LUE!ICIADOS POR LA ACTIVIDAD DE LAS CELULAS HK. La proliferacion de 
las células HK caté. bajo el control de las células T, la IL-2 puede Inducir la proliferacion 
1 estimular la actlvldad NK de las células HK proliferantes, El lnterfcron (IF!I) induce la 
expresión de receptores de IL-2 eobre la HK progenitora, aumentando la proliferacl6n, ain e• 

,(. dwrgo, el !FH controla a laa células T para reducir su actividad. -
"'.> 
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za IL-2 radiactiva o IL-2 alta."llente purificada, basándose en una disocia­

ci6n diferencial de enlace. Con IL-2 radiactiva, se ha demostrado la presen, 

cia de números pequeños de sitios de alta afinidad (2000 a 10 000, Kd 5 a -

20 x l0-12tt sobre la superficie de linfocitos T acti·1ados con aloantígenos 

y líneas de células T infectadas CQ"I retrovirus (82, 101, 102). 

Por otra parte, la máxima expresión de receptores de Il-2 en linfoci­

tos T de sang:-e periférica activados in vitre con PHA aparece entre los 3 y 

7 dias y disminuye a valores no detectables entre los 10 y 14 d!as, dete-­

niéndose el crecir.liento y las células quedan bloqueadas en la fase G
1

• Es­

to sucede aún en concentraciones de saturación f!e .!L-2, la adición sub$e--­

cuente de PHA en este punto vuelve a estit:'!.ular la aparición de cantidades -

ópt:ioas de receptarei; P.n };:i 1•mpf?'rfi c\e celular, y l:ts r:élulas proliferan -

nuevamen'te en presencia de !L-2 (36, 61, 63), La presencia de receptores P.! 

ra IL-2 'ta.-:1'bién se ha observado en células T obtenidas de cordón umbilical 

de recién nacidos, estos recep:ores r::uestran un pico r.iayor a los 5 días de 

cultivo y disr.iinuyen regularmente a los 7 días de cultivo (99, 103}. 

Finalmente, se ha asociado la expresión de receptores pa:-a IL-2 sobre 

las células T con la edad de la persona, de tal c:1.anera que en sujetos vie­

jos, esta expresión se encuentra disminuída. Lo cual puede indicar un defe~ 

to en la producción endóg .. :na de IL-2 y de hecho una reducida actividad cel~ 

lar (104). 

d) Ensayos ~ e ~ de IL-2 

Poco se conoce acerca del uso de IL-2 in vivo como un agente farmaco­

lógico, sin e::lbargo, los estudios ~han dado infonnaci6n sobre la -

biología y función de IL-2 como un signo proliferativo de células T. des­

pués de que han proliferado, las células hijas antígeno-específicas expre-­

san receptores para IL-2 1 y su prolife:-ación continúa de acuerdo a la cant_!. 

dad de IL-2 que se proporcione al medio de cultivo. de esta manera, se ha -

demostrado que ~ la !L-2 representa un factor importante que contro­

la la ttagni-eud de la respuesta de las células T (105). 

Por otra parte. inicialmente se había obse:-vado que muchos tu.':lores h~ 

manos contienen una infilt:-ac!.6n de linfocitos. Una prognosis asociada con . 

la infiltración sugirió que esto ~s resultado del reconocimiento inii;unológ_!. 

co de células de -:u.-:ior por el huésped (106). Posteriormente se obser ... ·ó que 

estas =élulas ir.f!.lt.rantes en tumores {TIL: del inglés Tumor Infilt:rating -
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Lymphocytes) eran primariamente células T y en menores proporciones otros -

linfocitos y macr6fagos. También se ha observado que linfocitos de sangre 

periférica (LSP) por si miemos no lisan célul:.ts de tumor en fresco (107}. 

No obstante, si estas células son cultivadas a corto plazo en IL-2 adquie­

ren actividad citot6xica contra células tumorales autólogas y alogénicas -

(108, 109). Esta actividad cito tóxica fué originalmente descrita por Grimm 

en 1982, y a las células responsables de esta citotoxicidad les llamó Cél~ 

las Asesinas Activadas con Linfocina (LAK: del inglés Lymphokine Activated 

Killer) (110). Grimm, en sus primeros experimentos concluyó que los precur­

sores de las células lAK no eran células K ni células T, y en sutisecuentes 

ob¡:;crvaciones sugiri6 que las células efectoras LAK. eran células T con fen2 

tipos Leu lla+ y CD16 de linfocitos granulares con actividad NK (111~ 112). 

Estudios complementarios, usando análisis de marcador, indicaron que 

los ..;lenes LAK+ derivados de !.eu 11+ expresan fenotipos heterogéneos para -

la expresión TS y Tll además de que todvs los clones expresaron el marcador 

TAO antes de que se pudieran detectar los antígenos Tll y T3 durante la au­

togenia de las ·células T, lo que sugiere que esta molécula puede tener un -

papel funcional en el proceso lítico llevado a cabe por las células LAK. -

Rosenberg y colaboradores en 1984, hicieron estudios para caracterizar las 

células LAK , los cuales se resumen en el (Cuadro 4), (113). 

La aplicación ~como factor terapéutico es muy reciente, ini­

cialmente se efectuaron semi-preparaciones de IL~2 administradas a ratones 

despulis de la administraci6n de un antígeno, estos experimentos presentaron . 

un aumento en la citotoxicidad de las células T (105}. Más tarde, se deter­

min6 que la IL-2 altamente purificada (rIL-2) aumentaba el efecto citotóxi­

co de linfocitos T en la terapia de tumor de modelos murinos. También se -

document6, que el papel de IL-2 ~ es promover la ex!:>ans ión de células 

NK y LAK transferidas a ratones, los cuales pr-eviamente se les había induc!_ 

do tumoraciones (114). posteriormente, se obseMtó que linfocitos end6genos 

y células LAK transferidas se establecieron en tejidos específicos de cree! 

miento (pulmón, hígado, bazo, nódulos linfáticos de mesenterio y rU\ones), 

lo que condujo a establecer regímenes óptimos para utilizar las células LAK 

con Il-2. en Inmunoterapia anti tumor en sistemas murinoa (115-118). 

e) Uso terep~utico de IL-2 

En las pasadas dos décadas, se habían realizado intentos para desarr~ 



CUADRO 4 

CAHACTERISTICAS BIOLOOICAS DE LAS CELULAS LAK 

Los precursores de las células LAX tanto en ra t6n como en humano care­
cen del cldsico fenotipo de las células T por marcadores de superficie y 
en humanos son rosetas E-negativas, son no adherentes y poseen los marco. 
dores OKM-1"; OKT-3-, Leu-1-, Leu-7-. -

Estas células también son negativas para inarcndores Ia y DR y el pre­
cursor celular 'aún es incierto (ni T, ni B). 

Siguiendo la activaci6n en IL-2, las células LAK efectoras adquieren -
cl6.~1cos ~ar!:ad~rcs de superficie de ci!lulas T +y e!! ra~6n parecen tener 
Thi , Lyt 1 2 y en humano parecen ser OKT 3 , 4 , 8 • 

Tanto las células LAK precursoras y efectoras son células no adheren­
tes y paroce ser que IL-2 es la linfocina requerida para la generaci6n -
de estas c~Uulas. 

Las células LAK son distintas tanto de las me y de las c6lulns T cito­
l!ticas clásicas. 

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

Las células LAK humanas pueden ser f'ácilmente generadas a partir de -
linf'ocitos de sangre periférica, células del timo, esplenocitos, n6dulo 
linf'átlco, células de médula osea y células del dueto toráxico a pesar -
de que se conoce qu& las células del dueto toráxico no tienen actividad 
NK. 

Las células LAK lisan en fresco células de tut t' no cul. tivadas, las -
cuales no son lisadas por células HK. 

Las cél~las LAK+efector!s ~ son no+adherentes y poseen marcado­
res OKM-1 , OKT-3 , OKT-4 , OKT-8 y Leu-1 • 
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llar inmunoterapias en el tratamiento del cáncer basadas en la respuesta i!! 

mune del huésped hacia el tumor .. Estas aproximaciones, se efectuaron con el 

propósito de inmunizar contra células de tumor específicas y contra estimu­

lantes particolares con la esperanza de una estimulaci6n inmune general que 

permitiera una respuesta anti tumor del huésped. Por desgracia, estos inten­

tos clínicos fueron inprósperos y tuvieron que abandona:-se (tomado de 119). 

RecientementP., la transf"erencia adoptiva de células LAK previamente -

activadas con IL-2 en varios ensayos clínicos hechos sobre una variedad de 

sarcomas y carclnor:ias inducidos en ratones singénicos reportaron una impor­

tante regresión de nódulos metastásicos tumorales, lo que apoyó la idea -

del uso clínico de IL-2 en humanos, 8.briendo una nueva esperanza para erra­

dicar el cáncer ( 114-118) . 

Estudios iniciales llevados a cabo en humanos, ensayos clínicos Fase 

I (Cuadro 5), han mostrado que tanto la IL-2 derivada de la línea JURKAT y 

la rIL-2 presente en el suero, tiPncn una vida media de 6.9 min con un pos­

terior tiempo de permanencia de 30-60 min para ser desechada por el organi!. 

mo. en estos estudios, fué evidente una marcada disminución inicial de to­

das las células linfoides en la periferia (119). Más tarde, se demostró que 

la administr'ación continua de IL-2 produce una expansión de las células ci!: 

culantes de 2-12 veces y que de esta expansi6n aproximadamente del 25-40% 

de las células mononucleares de sangre periférica expresan recepto.t"e& para 

IL-2. Por lo que se cree que esta expansión es un requerimento inicial para 

obt:ener una expansión de células linfoides (120). 

AJnado a esto, se ha visto que algunos pacientes presentan receptores 

solubles para IL-2 en el suero en cantidades aproximadas de 20 000 U/ml de! 

pués de una semana de haberse detectado células con receptores para IL-2. -

Estos receptores también se han detectado en células Leu 3 en una cantidad 

aproximada de 30% y en monocl to M3 en un 83. 7%. Aún se desconoce el papel -

fisiológico de los receptores para IL-2, identificados sobre estas células, 

así como la posible relaci6n con los receptores solubles encori'trados en el 

suero y e 1 efecto que estos tienen en la toxicidad que origina la inmunote­

rapia con IL-2 en humanos (119-121). 

En los ensayos clínicos Fase II (Cuadro S) de la Inmunoterapia con -

IL-2 en humanos, se incluye el cultivo de linfocitos. infiltrantes ·en tumo-­

res ( TIL) y células LAK en medios con IL-2. Después de la expansión c1'."\l\lH..., 

estas células son inoculadas con bajas dosis de IL-2 (1-3 x 106 U/día., .. 



CUADRO 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 c!Úlcer metastático a quienes la terapia convcnsional les 
ha fallado. 

Células: Obtenidas en grandes cantidades por leucoforesia. Se generan 
c6lulas LAK y son inoculadas. 

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

Ensayos: 

Etapa 1: Infusi6n de grandes cantidndcu de c6luloa asesinas 
activadas aut6logaa. 
Toxicidad: Fiebre, escalof'r!o, malestar transitorio 

Etapa 2: Intuni6n de IL-2 recombiru:intc intravcnosamente. 
Infusi6n contínua 1,000 a 3,000 U/Kg/hr. 
Inf\lsi6n por intervalos 10 000 a 30 000 U/Kg tres 
veces al d!a. 
Toxicidad: Fiebre, escalofrío, malestar, ligera dis 

tunci6n hepática, retensi6n de f"lu.ídos, -
eosinofllia. 

Etapa 3: In1"usi6n de células LAK más in1"usi6n de IL-2 en pa­
cientes con cáncer metaotáslco (en progreso). 

!tapa 4: Aplicac16n de los principios desarrollados en la -
Etapa 3 para el tratamiento de pacientes con pobre 
pro1111osis (planeado). 
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Varias experiencias se han obtenido ol aplicar la ir:..mw1.oterapia de e!_ 

tas células junto con IL-2 en humanos. Estas han inluido desde resultados -

exelentes como la regresión del cfulcer de algunos pacientes con melanoma m~ 

tastásico y carcinoma de riñ6n, hasta resultados en los que se incluyen -

Síntomas muy fuertes ta.les como tensión emosional • náusea, v6mi to, fiebre, 

escalofrío, hipotensión, diarrea, ansiedad, estress y mucocitis entre otrcs. 

Asimismo, se ha visto que todos estos efectos han sido reversibles, y se ha 

demostrado que la menor dosis e:npleada para obtener regresión en pacientes 

con carcinoma renal es de 100 oC\o U/m2 intravenosamente 3 veces al día. Es­

ta te:rapia tiene grandes inconvenientes, por el hecho de la severa toxici­

dad ~ue se observa en la mayoría de tos pacientes y los costos estratosfér!. 

cos que representa, además de que dit:iet"'e de la quimioterapia convensional 

en que es efectiva en pacientes altamente seleccionados (122-124}. 

Varias cuestiol}eS biol6gicas han surgido respecto a la inmunoterapia 

con células LAK e tL-2, estas incluyen entre otras: Es la actividad de las 

células LAK su función primaria normal? Si esto es así, cuál es el camino -

fisiológico normal para su regulación? Si esto es, por qué?. Es su activi­

dad confinada a ciertos tipos de tumor? Por qué?. Como es la relación de -

estas célul"as en los linfocitos infiltrados en el tunar?. Que interacciones 

célula-célula son importantes?. Que otras linfocinas quizás no identifica­

tlas están involucradas-. en su activación'?. 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 selección más agresiva de clones de células 

que incrementan el escape a la supervivencia y contribuyen al progreso de -

la enfermedad?. 

Todas estas preguntas están encaminadas hacia un mejor conocimiento 

de el rechazo de células neoplásicas mediante el sistema inmune. lo que a­

bre un extenso campo para ser investigado y hacer más efectivo al tratamie!! 

to. 

Dado lo anterior, con el propósito de realizar ensayos que nos penni­

tan dar un mejor entendimiento y nuevas herramientas para 111~jorar los diag­

nósticos y tratamientos de los pacientes con cáncer mediante el uso de la -

inmunoterapia adoptiva, el presente estudio tiene como finalidad evaluar la 

activación de linfocitos de sangre periférica en ca-cultivo con células -
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provtnitntea de d1fer1ntaa eatirptt cllulart1 tumoral11, ad como el et1cto 

do la rIL-2 on 01t1 pr'Qctao. 
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III. lll!TODOtoGIA 

L. O MATERIAL BIOLOGICO 

El material biol6gico que se utiliz6 para la realizaci6n del presente 

trabajo, consistión de células obtenidas a partir de biopsias de sarcomas -

y/o carcinomas humanos adquiridos del Hospital de oncologia del Centro Méd! 

co Nacional • 

2.0 OBTENCIOll DE LAS CEWLAS 

tas biopsias tumorales, fueron transportadas bajo cor.diciones estéri­

les en tubos que contenían Medio de Eagle (E.M: del inglés Eagle Medium), -

(Apéndice 1), en una proporción de 90% y suplementado con 10%. de Suero Fe­

tal de Bovino (SFB) previamente desactivado a 56ºC durante media hora (Apé!! 

dice 2). 

Antes de procesar las 111uest.ras, estas fueron lavadas con Solución Sa­

lina Amortiguadora de Fosfatos lPBS: del inglés Phosphate Buffer Saline) -

(Apéndice 3), en ·condiciones estériles. 

A continuaci6n, los tejidos fUeron cortados en pequeños trozos y sem­

brados por diferentes métodos dependiendo del tipo de tejido que se tratara: 

Métrxb de ~ pr O::rrta::tD: Se colocaron de 5 a 10 trozos de tejido, de 

l mm3 de volumen aproximadamente, en las cajas de cultivo (Cajas de Petri -

de 60 x 15 mm Lux SCientific Corporation, U .S.A.), dejando secar al aire d~ 

rante 15 min (en condiciones estériles) con el fin de que el tejido se adh!_ 

riera al sustrato. En seguida se adicionaron 5ml de medio de cultivo (m.c.) 

compuesto por E.l'l en proporci6n de 80% y suplementado con 20% de SFB desac­

tivado, evitando el desprendimiento de los explante, y después se procedió 

a incubar. Este método fué aplicado a todos los t"tpos de biopsias. 

Jo\?tcxb de ~ 5eaBx:ial Sxz:i.uática: De acuerdo a este mé:todo, se col~ 

caron algunos trozos de tejido en un matraz Erlenmeyer conteniendo una sol~ 

ci6n de Verseno (Apéndice 4) y se dejaron incubando en bailo de agua a 37°C 

durante 15 m.in. El sobrenadante se desechó por decantación y en seguida se 

procedió a la digestión por colágena mediante una solución de colagenasa -

(Tipo IV, Sigma Chemical Co, u.s.A. l al 0.12511 (Apéndice 5), la digestión -

fué realiza«;ia a 37°C durante 60 min con agitación constante. Después de es­

te tiempo las células obtenidas en suspensi6n de la disgregación del t."!j ido 

se lavaron tres veces con PBS mediante centrifugaci6n a SOOg durante 5 min, 



finalmente las células se resuspendieron en un poco de m.c. para poder ser -

distribuidas a las cajas de Petri y llevarlas a un volumen final de Sml. 

El tejido restante rué incubado con una soluci6n de tripsina al Q.25% 

(Apéndice 6) durante 30 min a 37°C en agi.taci6n continua. De esta forma se -

produjo una di.gestión completa del tejido y las células as! obtenidas fueron 

lavadas tres veces con PBS antes de ser cultivadas. Este método se utilizó -

pparticularmente cuando la consistencia del tejido fué fibrosa. 

f.'.étxxb 00 Oisgregaclált~ca: OJando la biopsia fué de consistencia poco -

fibrosa o de origen ganglionar, con el fin de separar las células no adheri­

das al estroma, se colocaron algunos trozos del tejido en un cedazo con ma­

lla de acero inoxidable de o.2s mm de abertura (Bellco Glass Inc. u.s.A. ), y 
con ayuda de un pistilo de vidrio se maceraron. En seguida, las células li-­

bres fueron obtenidas en forma de lavado pasando por la malla 5ml de m.c. P.! 

ra colectarse en una caja Petri y llevarse a incubación. 

3.0 CONDICIONES DE CULTIVO 

Los cultivos celulares contenidos en las cajas de Petri, fueron manten!, 

dos en incubadora (Forma Scientific, Division of Mallinckrodt, Inc. U.S.A.) 

a 37ºC en una atmósfera con l~ de bióxido de carbono y un ambiente satura-. 

do de humedad. 

4. O SUBCUL TIVOS CELULARES 

T8.n pronto las células obtenidas saturaron la superficie de cultivo, -

se procedi6 a subcultivarlas. ·Los tieinpos necesarios para efectuar los sub­

cultivos, variaban de 4 a 15 días dependiendo del tipo celular que se trata-

ra. 

Los subcultivos se realh:aron da la siguiente manera: primero se retir6 

el medio que contenta cada caja, a continuación se adicionaron 2ml de verse­

no en forma de lavado para quitar desechos celulares y cargas di valen tes. En 

seguida el verseno se elimin6 y se vertieron 2ml de una solución de tripsi­

na 0.02.55 y se introdujeron a incubaci6n por 5 min a 37°C. Después de la in­

cubaci6n, la solución de tripsina conteniendo las células fué centrifugada 

durante 5 min a SOOg, se desech6 el eobrenadante y las células se resuspen­

dieron en una pequeña cantidad de m.c. y finalmente se distribuyeron eq las 

cajas de cultivo completando Sml de m.c •. 
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5.0 TECNICA DE CRIOPRESERVACIOH 

Para preservar las célula$ obtenidas a partir de las biopsias 1 se em­

ple6 la técnica de criopreservaci6n, que consiste en lo siguiente: 

Los cultivos en fase de crecimiento exponencial fueron tripsinizados y 

y las células obtenidas se resuspendieron en una solución compuesta por ~ 

de E.M. suplementado con 10% de SFB y 10% de Dimetil Sulfóxido. Inmediatamen­

t~ después, se repartieron en alícuotas de linl (con la cantidad de células -

equivalentes a una caja de cultivo) en ampolletas de 2ml (Cooke Laboratory -

Products, U.S.A.). 

Estas ampolletas fueron colocadas rápidamente en congelaci6n a -70°C -

de 2.4 a 72 horas. Después de ese tiempo las ampolletas se trans ladaron a ni­

trógeno líquido, a una temperatura de :190ºC aproximadamente. 

Para comprobar la esterilidad de las células congeladas, se sacó una -

ampolleta del ni trógen.,e líquido, y se colocó en baño de agua a 37ºC hasta -

que la muestra quedó completamente líquida. A ;ontinuaci6n la ampolleta se -

centrifugó a SOOg durante 5 min, el sobren~dante se desechó y el botón celu­

lar fué resuspen!!ido en m.c. Finalmente la suspensión celular f'ué distribu{­

da en dos cajas de cultivo, agregándole la cantidad necesaria de m.c. para -

completar Sml y finalmente se incubaron. 

6 .O DETERMINACION DEL 'TIEMPO DE DOBLAJE DE LAS ESTIRPES CELULARES 

A las estirpes celulares obtenidas, se les dotermin6 el tiempo de du­

plicación ·en cultivo, esto se efectu6 de manera rutinaria en todas las esti!:, 
pes, para ello fueron tomados cultivos en !"ase exponencial y se hicieron su~ 

~ultivos en 14 cajas de Petri de 35 x 15 mm {Costar, U.K. U.5.A.) a una den­

sidad de 3 x 10
4 

células por caja. Se evalu6 el numero inicial de células -

viables con un Hemocit6metro Neubauer (American Optical, U.S.A.). Posterior. 

mente se procedió a determinar los puntos de la curva por conteos subsecuen­

tes entre 1 y 2 dias dependiendo del crecimiento de las células observado 

durante el subcultivo. 

A partir de la curva de prolif'eración observada en cada estirpe celu­

lar, se obtuvo el tiempo de duplicaci6n de las células antes de efectuar -

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

7 .O OBTENCION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA ('l:écnica de Ficoll-Paque) 

En condiciones de esterilidad se obtuvieron de 5 a 15 ml de sangre pe-



44 

riférica de donadores normales, con una jeringa que contenía de 0.1 a O.Sml 

de heparina (Rickercab/NC B, U.S.A.) a 1000 U.I/ml. La sangre fué distribui­

da en tubos colocando Sml en cada uno y mezclándola con un volumen igual de 

Soluci6n Salina Amortiguadora (SSA) (Apéndice 7). En seguida, esta mezcla -

fué vertida en tubos que contenían 21:1.l de la soluc!ón de Ficoll-Paque (Apén­

dice 8), la sangre se adicion6 cuidadosamente :-esbalando por la pared del ~ 

bo y se centrifugó a JOOg durante 30 min. Transcurrido este tiempo, la banda 

blanca de células r.1ononucleadas (formada entre los eritrocitcs:y el plasrm} se 

extrajo cuidadosB.r.'lente con una pipeta y se vertió en un tubo de centrífuga -

que contenía SSA, la suspensi6n resultante fué lavada por cent:rifugac!ón a 

375g durante 10 min, los lavados fueron repetidos dos veces para cada extra~ 

ci6n de linfocitos. Finalmente, el sobrenadante (SSA) fué desechado y las -

cálulas se resuspendieron en 2ml de m. e. y se :-ealiz6 el conteo de las célu­

las mononucleadas en una cá.r.iara de Neubauer para ser distribuidas en las ca­

jas de cultivo. 

a.o CO-CULTIVO DE CELULAS OBTENIDAS A PARTIR DE LAS DIFERENTES ESTIRPES C_!: 

LULARES; CON. LtOCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA DE DONADORES NORMALES 

- Conjugación de leucocitos de sangre periférica con células provenie_Q 

tes de diferentes estirpes celulares -

Para llevar a cabo la conjugación, se hicieron subcultivos celulares -

en fase de crecimiento exponencial, luego de 72 horas de cultivo se adicion! 

ron l x io6 leucocitos y se procedió a incubar. Transcurrido este tiempo, se 

evalu6 la conjugación de la siguiente manera: después de 24 horas de inicia­

do el ca-cultivo las cajas que contenían las c6lul~"' adheridas, fueron lava­

das tres veces con PBS sin calcio ni magnesio y se til'eron usando la técnica 

de May-Green.,,ald Giemsa (Apéndice 9). El grado de conjugaci6n se evalu6 de - . 

acuerdo al número de lin!'ocitos adheridos a cada cálula, para esto se consi­

der6 el siguiente criterio: interacción débil cuando hubo de 1-3 células -

adherida's ¡ interacción fuerte cuando se encontraror, de 4-15; y muy fuerte -

cuando hubieron más de 15 linfocitos adheridos. 

- Co-ctiltivo de células provenientes de las d1ferentes estirpes celul! 

re§., con leucocitos de sangre periférica en ausencia y presencia de -

100 U/r.il de Interleucina-2 recornbinante (rIL-2) -

Para efectuar los ce-cultivos, se hicieron subcultivos de 3 x 104 cél!:_ 
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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 10
61eucocitos de sangre periférica con m.c. (Cajas control), y a -

la otra mitad se adicionaron además de leucocitos r!L-2 (Cetus Corporation, 

u.s.A.) a una concentración de 100 U/ml (100 U/ml son las requeridas. para o~ 

tener una óptima activación de linfocitos (119)). Y se determinó la curva de 

proliferación 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 ca-cultivos y 

se evaluó el porcentaje de activación de dichos linfocitos. Para esto, se t~ 

mó en consideraci6n a las células que presentaron una morfología alterada, -

esto es, un citoplasma aumentado bién definido con morfología típica de cél!!_ 

la plasmática con núcleo acéntrico, así como aquellos que mostraron una col2_ 

ración muy azul osa en tinción de Giemsa ( 1, 33, 41, 95) . 

9.0 VARIOS 

Las biopsias· fueron transpor.tadas en tubos con 15ml de medio nutritivo 

desde el momento de su extracci6n hasta su recepción en el laboratorio. Aqu! 

llas que no fueron procesadas inmediatamente se preservaron en refrigeración 

a 4°C hasta el momento de su cultivo. Nunca se mantuvieron en refrigeración 

por más de 24 horas. 

Todos los experimentos realizados, se hicieron antes de la décima re­

siembra, por duplicado y un mínimo de dos veces. 

ToJos los medios y soluciones utilizadas para el cultivo y subcultivo 

de las células, fueron previamente calentadas a 37°C en baño 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 rea~ 

tivo. Asimismo. el material de cristalería fué de tipo Pyrex y para su este­

rilización se utilizó autoclave a 2l lb de presión durante 20 min, y poste­

riormente se introdujo en estufa a lOOºC durante 20 min para su secado. 
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IV. IU!SULTADOS 

l.O. CINETICAS DE PROLIFEARACIOtl DE LAS ESTIRPES CELULARES Y SU CONJUGACIOtl 

.CON LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA (LSP) DE DONADORES NORMALES. 

Al efectuar los conteos celulares en funci6n del tiempo de cultivo de 

4 diferentes estirpes de origen tumoral y una de fibroblastos normales, en­

contramos que existe gran heterogeneidad en cuanto a sus cinéticas de proU­

ferac16n, lo cual se observa claramente en los diferentes grados de satura-­

ción obtenidos, (Gráfica l). Estas diferencias fueron muy marcadas, pués se 

observó que el menor tiempo de doblaje correspondió al carcinoma de tiroid~ 

(CT-86) con tan sólo .40.6 hrs, mientras que para el osteosarcoma (OSX-4) fué 

de 121 hrs (Tabla l). Para el carcinoma de pulmón (CPL-l) este tiempo fué -

de 62.5 hrs y finalmente se encontró uno de 59 hrs para el carcinoma basoce­

lular (CBA-86}. Asimismo, para la estirpe de fibroblastos normales lVC-2) -

provenientes de prepucio aano 1 la cual se utiliz6 como control en estos ens! 

yos, la población present6 un tiempo de doblaje mucho menor a la de los de -

or!gen tumoral con solo 33 hrs. 

E~ lo que respecta a los niveles de saturación, encontramos grandes d! 

ferencias siendo el menor para OSX-4 con sólo 90 000 células y el mayor pa ... 

ra CT-86 y VC-2 con 400 000. Por otro lado, es relevante el hecho de que las 

células de origen tumoral presentaron una menor adherencia al sustrato en -­

comparación a las células de VC-2 utilizadas como control lo cual fué detec­

tado en el momento de la tripsinizaci6n. Las células tumorales, como era de 

esperarse,. se desprendieron casi inmediatamente después de agregada la trip­

sina, mientras que los fibroblastos necesitaban además de 5 min en este enz!, 

ma de una fuerte pipetaci6n para desprenderlos. 

Ya que se ha demostrado en trabajos anteriores que los LSP interaccio-. 

nan con células provenientes de tumores humanos, fen6meno llamado conjuga--­

ción, se decidió evaluar dicho fenómeno con las estirpes celulares antes me_!!; 

clonadas. La conjugación fué evaluada por medio de co':"'cul ti vos de cada esti:: 

pe con LSP después de 24 hrs de co-cultivo (Tabla l). El menor porcentaje -

de conjugación total presentada por las estirpes malignas correspondió al -

CT-86 con 10%, en \el caso de CBA-86 se observ6 un 30% , para el CPL-1 fué de 

50'% y finalmente la estirpe de OSX-4 presentó una conjugación de 51% que fué 

la mayor. Debemos hacer notar que la estirpe de células normales, VC-2, pre­

sent6 una conjugación de sólo un 19%. 
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TABLA l 

T 1 E 11 PO P O R C E N T A J E D E 

ESTIRPE CELULAR 
D E e o N J u G A e 1 o N 

DOBLAJE E N ( 2 4 H R S > 
( H R S l 

o F T 

FIBROBLASTOS (VC-2) 33 19 o 19 

CA. DE TIROIDE CCT-86) 40.6 10 ·o 10 

CA. BASOCELULAR CCBA-86) 59 29 l 30 

CA. DE PUL/'ION CCPL-1> 62.5 45 5 50 

OSTEOSARCOMA COSX-li) 121 45 6 51 

TIEMPO DE DOBLAJE Y PORCENTAJE DE CONJUGACION (INTERACCION) OBSERVADA ENTRE LEU­
COCITOS DE SANGRE PERIFERICA Y CELULAS PROVENIENTES DE TUMORES Y FIBROBLASTOS DE 
PREPUCIO SANO. EN CD-CULTIVOS DE 2li HRS, CONJUGACION: o= DEDIL, F= FUERTE y T= -
TOTAL, 
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degeneración antes de poder terminar con el experimento. 

- Inhibición a la proliferación en presencia de LSP y rIL-2 -

Cuando se adicionó rIL-2 simultáneamente con LSP en los ce-cultivos, 

se detectó en todos los experimentos con células de origen tumoral que la i~ 

hibici6n a la proliferación rué significativamente tnayor que la mostrada en 

ausencia de rIL-2. Para conocer que tan significativa era esta inhibición, -

se aplic6 un análisis de varianza de un factor por rangos de Kruskall-Wallis 

(Apéndice lll (125) para cada un0; de estas estirpes (Tabla 2), planteándose 

com.o hipótesis nula la siguiente: 

Ho: Los tratamientos aplicados (prol.iferación en condiciones norrñales 

(O), proliferación en co-cu\tivo con LSP en ausencia (-) y en pre­

sencia (+} de 100 Uíml de r!L-2) inhiben de igual manera la proli­

feración de._ las estirpes. 

Los resultados de esta prueba. plira las estirpes de CT-86, CBA-86 y -

OSX-4 con niveles de significancia (alfas) de 0.049. 0.011, y 0.009 respect! 

vamente, indican que los tratamientos aplicados inhiben de forma diferente 

la proliferaciín celular. 

Para el caso de la estirpe CPL-1 (Gráfica 4) se aplicó una prueba de -

rango para muestras ind~pendientes o prueba U de Mann-Whitney (Apéndice 12} 

(125), dado que solo se tuvieron dos tratamientos ((O) y (+) L encontrándose 

que para un nivel de significancia mayor de 0.025 se rechaza la hipótesis "!:!. 

la (Ho) antes planteada, lo que nos muestra en este caso que también hay una 

inhibición diferente al aplicarle ambos tratamientos. En lo que respecta a -

las células nornales (VC-2}, la inhibici6n fué muy semejante tanto en prese!!_ 

cia como en ausencia de rIL-2 (Gráfica 6), para esta estirpe al aplicarle la 

prueba de K.ruskall-Wallis se obtuvo que no existen diferencias significati­

vas en la inhibición de la proliferaci6n celular al aplicarle los diferentes 

tratamientos (Tabla 2.). 

Como mencionado anteriormente el CBa-86 resulto ser la estirpe celular 

que presentó una mayor sensibilidad a ser inhibida por LSP, de tal forma que 

fué la única que sufrió una disminución en el número celular desde el momen­

to del ce-cultivo (Gráfica 3). Sin e1:1bargo, esta disminución del número de -

células desapareció apartir del segundo día de .:o-cultivo. Después del C5fra5 

el OSX-4 present6 una fuerte inhibición a pro:iferar en presencia de rIL-2, 

pero en este caso se encontró una marcada disminución del número de célulw3 



TABLA 2 

ANALISIS DE VARIANZA POR RANGOS DE KRUSKAL-WALLIS 

ESTIRPE VALOR CALCULADO VALOR CRITICO NIVEL DE 
CELULAR DE H 'PARA LA SIGNIFICANCIA 

PRUEBA ( o<:) 

CT-86 CGRAFICA 2) 7.336 5.692 O.OIJ9 
CBA-86 CGRAFICA 3) 6.978 6.IJ88 0.011 
OSX-IJ CGRAFICA 5> 8.037 8.000 0.009 
VC-2 CGRAFICA 6) 2.631J IJ.500 0.102 

PRUEBA DEL RANGO PARA MUESTRAS INDEPENDIENTES O PRUEBA U DE HAN 

CPL-1 CGRAFICA IJ) 5, 31 5. 31 0.025 

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS DE LAS CURVAS DE PROLIFERACION PARA LAS ESTI~ 

CONDICIONES NORMALES Y EN CO-CULTIVO CON LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERIC~ 
SENCIA DE 100 U/HL DE INTERLEUCINA-2 RECOHBINANTE (RIL-2). 
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Al relacionar el tiempo de doblaje con la conjugaci6n presentada por 

cada estirpe celular, se confirmó una véz más la relación encontrada. en tra­

bajos previos {120, 127) entre el tiempo de doblaje de las estirpes tumora-­

les y el grado de interacción con LSP ~· en donde a un rnayor tiempo -

de doblaje correspondió a un aumento de conjugación con LSP. 

2.0 CINETICAS DE PROLIFERACION DE CELULAS PROVENIENTES DE LAS ESTIRPES TU­

)!ORALES EN CO-CULTIVO CON LSP EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE INTERLEUCll"'-2 

RECOMBINAN!E (rIL-2). 

Con el propósito de determinar el grado de inhibición a la prolifera­

ción de las células provenientes de tumores en presencia de las células res­

ponsables de la inmunidad {LSP), así como el papel que juega la IL-2 en este 

proceso, se evaluó la cinética de proliferación de cada estirpe celular en -

ca-cultivo con LSP, en ausencia y presencia de r!L-2. 

La inhibición a la proliferación por LSP fué rnuy heterogénea en las d! 

ferentes estirpes, aunque siempre mayor en presencia de rIL-2 {Gráficas 2-é). 

-- InhibiCi6n a la -proliferación en presencia de LSP -

El CT-86 mostró inhibición a la proliferación despuás del segundo día 

de ce-cultivo, presentándose con mayor intensidad después del cuarto d!a, e~ 

donde ya se observa una disminución del número celular (Gráfica 2), La res­

puesta del CBA-86 fué diferente, dado que en éste la inhibici6n fué muy evi­

dente a partir del momento del ce-cultivo (Gráfica 3). Sin embargo, para es­

caso después del segundo día de ce-cultivo se presentó una recuperación de -

la capacidad de proliferación celular. Esta cinét 1 ':a se siguió solo por cua­

tro días, pues te,, que al efectuar la siguiente eval1Jaci6n tres días después 

la totalidad de !as células estaban desprendidas del sust:-a'to y en mal esta-. 

do • .Sl OSX-.::l. fué más resis'ten'te a la inhibición a LSP que el CT-86 ya que no 

fUé sino has'ta el quinto día de ce-cultivo cuando esta se presentó, sin ern-­

bargo tar.ibién hubo una disminución en el número celular dos días después -­

(Gráfica 5). 

Por otra parte, el control VC-2 1 tatlbién presentó una pequeña inhibi-­

ción en los primeros cuat:ro días de co-cult:ivo, y una casi completa inhibi­

ción durante los siguientes dos d!as hasta presentar una pequeña disminución 

~n el número celular durante los últimos dos días (Gráfica 6). El CPL-1 (Gr,! 

fica 4) no pudo ::;er evaluado, por que las células entraro:-i en un período de 
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a partir del tercer día de co-cultivo (Gráfica 5). Por otro lado, el CT-86 -

sufrió una modera inhlblci6n duarante los primeros dos días de ca-cultivo, -

seguida de una marcada disminución del nú:nero celular hasta casi eliminar 

al cultivo durante los dos últimos dás del experimento (Gráf'ica 2) •. Por últ! 

moel CPL-1 fué la única estirpe celular que .no sufrió inhibición alguna du­

rante los primeros dos días de ca-cultiva (Gráfica 4), aunque se presento -

posteriormente una marcada disminución del número celular. 

Con la finalidad de poder comparar el efecto inhibitorio que las dife­

rentes estirpes celulares sufrieron en presencia de LSP y de rtL-2, se comp! 

raron los porcentajes de inhibición de cada una a los cuatro días de ca-cu!_ 

tivo. Para efectuar esta comparación se asignó el valor de 100% a los culti­

vos control, o sea sin LSP y rIL-2. y se calculó el porcentaje de inhibici6n 

mediante una regla de tres, utilizando para ello el número de células exis­

tentes a los cuatro días de ca-cultivo (Tabla 3). Se consideró ·pertinente -

utilizar cuatro días de ca-cultivo pt:.esto que es tiempo suficiente para que 

las células asesinas puedan efectuar su !unción. Las células NK. actúan casi 

desde el principie..· del ca-cultivo, mientras que las LAK comienzan su función 

citot6xica a los dos días y alcanzan su mayor actividad alrededor de los cu!! 

tro. 

En ausencia de rIL-2 la inhibición fué muy semejante para CT-86 y CBA-

86 con 63.3 y 63. 7% respectivamente, para OSX-4 que corresponde a la estirpe 

de mayor tiempo de dC'blaje la lnhibición fué de únicamente 8.2%, mientras -

que para la estirpe de fibroblastos normales se tuvo una inhibición interme­

dia de 47 .5%. Al comparar estos resuñtados con los obtenidos en presencia de 

rIL-2 notamos que el CT-86 rué casi COlilpletamente inhibido con un 95. 3%, -­

mientras que el CBA-86 que en ausencia de ril-2 era inhibido en forma seme­

jarnte presentó sólo el 77 .. 5%. Por otro lado, el OSX-4 pas6 de tener poca in­

hibición sin rIL-2 a una de 46. 7% en presencia de rIL-2. Vale la pena desta­

car que las células de origen normal VC-2 fueron las únicas que no aumenta­

ron su grado de inhibici6n al agregárseles la rIL-2, presentando valores de 

47.5% y 48.?S respectivamente. En general observamos que en las estirpes tu­

morales la inhibición en presencia de rIL-2 fué mucho mayor que con sólo LSP, 

y que esta inhibici6n no estaba relacionada con los parámetros cinéticos de 

cada una de ellas (tiempo de doblaje, o grado de saturación ~) .. Por -

otro lado en presencia de rIL-2 dos estirpes de origen tumoral tuvieron la -

misma inhibición que para los fibroblastos (CPL-1 y OSX-4) , mientras que -



TABLA 3 

E S T 1 R P E No, DE CE LULAS X 103 % DE INlllBICIOH 
; 

CELULAR CONTROL LSP LSP+RIL-2 LSP LSP+RIL-2 

~ • i• 

V C - 2 4 o o 2 1 o 2: o 5 47.5 + 1.3 48.7 + 1.3 

CT.-86 3 o o 1 1 o ~ I¡ 63.3 + 1.3 95,3 + 1 .• 2 

CBA-86 1 6 o 5 8 3 6 63.7 + 1.3 77.5 + 1.3 

C P L - 1 1 2 o N D 6 I¡ N D 46.7 + 3.1¡ 

O S X - 4 6 1 5 6 3 3 8.2 + o.so 46.7 + 3.0 

NUMERO DE CELULAS Y PORCENTAJE DE INHIBICION A LOS CUATRO DIAS DE CD-CULTIVO, DE 
LAS DIFERENTES ESTIRPES CELULARES EN PRESENCIA DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERl­
CA (LSP) Y LSP HAS 100 U/HL DE INTERLEUCINA-2 RECOHBINANTE (RJL-2), ND=NO DETER­
MINADO, 
• A TRAVES DE UN ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR CON BLOQUES ALEATORIOS COHPL~ 
POR RANGOS DE FRIEDHAN, SE ENCONTRO QUE ESTOS TRATAMIENTOS INHIBEN DE H~NERA SI§ 
NIFICATIVA LA PROLIFERACION CELULAR DE LAS ESTIRPES TRATADAS CON UN<><= 0.0046, 
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las otras dos fueron mucho m6s suceptibles. 

Finalmente, a trav&s de un an'Usis de varianza de un factor con blo­

ques aleatorios completos por ran¡oa de Friedr.lan (125) (Apéndice 13). se e~ 

cont6 que los tratamientos (co-cultivo sin rIL-2 y ce-cultivo con rIL-2) en 

el cuarto d!a de ce-cultivo {Tabla 3) para las estirpes cT-86, CBA-66, -

USX-4, y VC-2 inhiben de manera diferente la prol1feraci6n celular de las -

estirpes tratadas, con un nivel de significancia de 0.0046, 

3.0 EVALUACION DE LA ACTIVACION DE LINFOCITOS EN CO-CULTrVO CON LAS ESTI!!_ 

PES CELULAR~S oN AUSENCIA y PRESENCIA DE rrL-2. 

Es conocido que los linfocitos &l entrar en contacto con su antígeno -

espec.!!ico comienzan con un período de activaci6n que conlleva a la prol1fe­

raci6n de Hnrocitos T mediada por la liberaci6n de IL-2. Con la finalidad -

de determinar si en nuestras condiciones de cultivo se llevaba a cabo dicha 

activación, procedL'noe a evaluar loa carnbios morfológicos que los linfocitos 

sufrieron en los ce-cultivos. Por otra parte, para diferenciar si esta acti­

vación era en respuesta al reconocimiento de un antígeno o a la adición ex­

terna de rIL-2, se procedi6 a determinar el porcentaje de células activadas 

en los ce-cultivos de la estirpe celular OSX-4. Llar.ial:'los c~lula activada a -

a~uella que aumenta importantemente su citoplasma, el cual toma una colora­

c16n muy azulosa en t1nci6n de Giemsa y tiene su núcleo &céntrico entre otras 

alt~raciones {Figura 8). Evidentemente algunas células comienzan el proceso 

de mitosis, pero tomando en cuenta que el tiempo de ce-cultivo fué de única­

mente S d!as, obser•1arnos solo un ~de c6lulas en mitosis. Se utiliz6 la es­

tirpe OSX-4 porque era la que casi no presentaba inhib!.ci6n en ce-cultivo y 

aumentaba considerablenente (a casi el S~ de inhibic16n} en presencia de -

rIL-2. 

Encontrar.ioa que al hacer la cin6tica de activaci6n de linfocitos en -

presencia de r!L-2. la cantidad de estos pasaba de 12% a los dos días, segui­

da de 46% a los cuatro y terminaba con un B2% a los seis. Sin embargo, en ª!! 
sencia de r!L-2 esta era de 3" a los dos días, seguida de 18% a los cuatro y 

f'inalment! de 71" a los seis. Consideramos que la mayor activación en prese!!_ 

cia de r!t-2 se debe a la presencia de este mit6geno, pero que en ausencia -

de este tB!"'.bi~n hubo un incremento considerable debido casi seguro a la exi:?, 

ter.cia de al¡ún antígeno. g9 evidente que quedaría por deterra!.nar si este es 

un antígeno tur:'loral1 o s6lo de histocompatibilidad. 
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Y. DlSCOSIOl'I 

Actualmente son conocidos los esfuei:-zos realizados por un gran número 

de investigadores con el propósito de dar alivio a los padecimientos del cá!:! 

cer, lo cual ha favorecido los estudios dirigidos a establecer tratamientos 

adecuados. Hasta ahora, los más utilizados han sido la cirugía, la quimiote­

rapia, y la radioterapia. Sin embargo, desde hace dos décadas se intentan e!_ 

t:ablecer otras alternativas apoyadas en la acción del sistema inmune, como -

la Inmunoterapia Adoptiva basada en la transferencia adoptiva de células in­

munes activadas, la cual hoy en día gracias a intensos estudios se trata de 

implantar como un J:1étodo opcional para pacientes con cáncer metastásico, y 

cuyas posibilidades de aplicación son. muy prometedoras. 

Con este nuevo tratamiento. se han logrado obtener resultados alentad~ 

res en algunos pacie!'l_tes con cáncer avanzado, y resientemente se han report_! 

do curaciones completas utilizando este método con IL-2 en aproximadamente -

5% de los cánceres r.ietastásicos a víveras, y también en algunos casos de cá!! 

ceres de epidermis (r.i.elanomas) (124). Sin embargo, para el 95% de los casos 

en los cuales la inmunoterapia con IL-2 no fué de ctilidad, los pacientes 't!! 
vieron que soportar el efecto altamente tóx.ico que está asociado a este tipo 

de terapia. 

Evidentemente, esde urgente necesidad el desarrollo de una prueba!.!!,_­

~ que permite establecer la sensi.bilidad individual de cada tumor al -

tratamiento por inmunoterapia utilizando IL-2 .. Generando de esta forma célu­

las inmunes reactivas específicamente a antígenos tumorales con una alta ac­

tividad ci totóxica. 

Por otro lado, es indiscutible el importante papel que juega el siste­

ma inmune manteniendo la home6stasis del organismo, en especial mediante el 

proceso de vigilancia inmunológica llevada a cabo tanto por los linfocitos T, 

células NK, como por macrófagos los cuales participan directamente en la in­

munidad celular (24). 

En el presente trabajo, se determinó el efecto inhibidor a la prolife­

racién de células provenientes de ttLa""lOres por medio de la acti vaci6n de lin­

focitos con IL-2. Encontrándose que existe mayor inhibición en las células -

en cultivo con LSP y que esta se ve increcenta~a significativamente en pre­

sencia de rIL-2 .. Asimismo, se confirmó una Vl!Z más la relación inversa que ,,_ 

existe ante el porcentaje de conjugación y el tiempo de duplicación de las 
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estirpes celulares. 

es conocido que el tiempo de doblaje de una estirpe celular ~ 

está relacionado con el grado de diferenciación, de tal forma que cuando es­

ta es mayor, la proliferación tiende a disminuir, mientras que cuando se pr! 

senta una desdiferenciación esta conduce a una proliferaci6n mayor (16, 17). 

Tornando como antecedente lo anterior, consideramos que el hecho de que la ci 

nétlca de proliferación para las distintas estirpes celulares estudiadas -

mostrara una gran heterogeneidad (de 40 hrs par3 le. CT-86 hasta de 121 hrs 

para la de OSX-4), puede deberse a que estas presentan un grado de diferen-­

ciaci6n distinto adernés del hecho obvio que son de diferentes tipos histoló­

gicos, 

Ahora bién, suponemos que la diferencia encontrada en el nivel de s!_ 

turaci6n de las diferentes estirpes, se puede atribuir al tar:1aifo presentado 

por las células, En efecto, se obtuvieron desde células muy pequeñas para el 

VC-2 (con una saturación de 4 x 105 ), hasta consider-ablemente grandes par-a 

la OSX-4 (con saturación de sólo 9 x 104 ). 

Actualmente se conoce la existencia de los LFA (del inglés Lymphocyte 

Function Asociatedí Funci6n Asociada a Linfocitos), cuya intervención en la 

conjugación de células blanco con llnfoci tos T ci totóxicos se ha puesto de 

manifiesto por algunos estudios funcionales, Estos establecen que la conjug!_ 

ción entre células blanco y linfocitos se puede llevar a cabo por dos cami-­

nos antígeno independientes: el primero llamado LFA-1 que es inespecífico y 

parece también estar en macrófagos, y un segundo dependiente de la interac-­

ción entre el LFA-2 (C0-2) y la función asociada al antígeno de células bla!l 

co LFA-3. Puesto que se ha encontrado que las cé 1 u las tumo.cales ~ pr,! 

sentan LFA-3 (58-59), suponemos que es la interac.::ión LFA-2 -LFA-3 la que se 

está llevando a cabo en el proceso de conjugación realizado a lo largo de e:! 

te trabajo. De ser as!, la estirpe OSX-4 con un grado de conjugación de 51% 

debería ser aquella con mayor cantidad de LFA-3 1 mientras c:;,ue la CT-86 con 

s6lo 10% de conjugación deberá ser la que presente ,':"ienor cantidad de este ª!! 

t!geno en su superficie. Sin embargo sería recomendable utilizar anticuerpos 

anti-LF'A-3 contra los receptores de este tipo, para verificar que es este el 

proceso que en verdad se lleva a cabo en este ti;¡o de conjugación. No obs­

tante con los datos con que conta.Mos actual~ente no es posible descartar la 

intevención del LFA-1, o de algún otro factor aún no descrito. 

?or ::>tro lado, si consideramos que existe una correlac16n inversa en-
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tre el tiempo de doblaje de las estirpes y la conjugación presentada por ca­

da una de el.las, entonces se podría atribuir a un fenómeno de reconocimiento 

en el cual los antígenos LFA (o de cualquier otro tipo) de membrana sean ci­

clode¡:>enc!ientes. De tal forma que sean presentados por las células sólo en -

cierta fase del ciclo celular y que se expresen el tiempo necesario para que 

sean detectados por algunas de las células efectoras. De manera que postula­

ríar.ios que las células con mayor tiernpo de doblaje expresarían por un perío­

do mayor sus antígenos de superficie, siendo por tanto fuertemente reconoci­

dos por las células inmunológicas .. Produciendo en consecuenci.o. 'una gran res­

puesta de rechazo. Asimismo, en las estirpes en que la pre~entaci6n de neoa!!_ 

t!genos fuera de mucho menor tiempo, se tendría por consecuencia una menor -

posibilidad de ser detectadas. Considerando que la relación inversa entre el 

tiempo de duplicación con el grado de conjugación ya había sido observaa en 

trabajos previos utilizando tipos celulares diferentes ( 126, 127), podría s~ 

gerir que la existencia de una e~pa en el ciclo celular en el que cada es­

tirpe muestre sus neoan tigenos, sea un fenómeno más generalizado. 

Aunque nuestra suposición de la existencia de neoantígenos ciclodepen­

dientes antes descrita sea probable, dado que recientemente se ha demostra­

do su existencia en ratones con melancma, no hay que perder de vista que ad! 

más se podr[a pensar que la conjugación observada fuera producto de un reco­

nocimiento de antígeno de histocornpatibilidad. Esta posibilidad se basa en -

el hecho de que para este estudio se utilizaron LSP alógenos. Sin embargo, -

creemos que esta posibilidad es poco probablt: ya que sería muy fortuito el -

hecho ae que para cada estirpe celular empleada se encontrara siempre una -

relación directa entre el grado de conjugación, el tiempo de doblaje y sus -

diferencias entre antígenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). 

La inhibición a la proliferación de las estirpes utilizadas en este -

trabajo por los LSP, nos hace suponer que estos últimos por sí solos recono­

cen cierta estructura en lds células trans.fornadas que desencadenan su acti­

vación. Esta activación es conocida por inducir la producción de IL-2 (62- -

68), lo cual genera lin.focitos ci totóxicos que consideramos fueron los cau­

santes de· 1a inhibición obserbada. Evidentemente la presencia de IL-2 ex6ge­

na (rILº2) nos explica el porque al agregar esta linfocina a nuestros co-cu!, 

tivos hayamos encontrado una mayor inhibiciór\. Una vez más podemos pensar -

que el hecho de que se haya presentado inhibición a la proliferación i:anto -

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 antígeno tumoral de superficie. Por otro lado, la estirpe CBA-86 fu!S: -

la única que mostró una ¡ran inhlbici6n desde el momento del ca-cultivo y no 

a los tres días de co-cultivo como las demds, llegando a ser la más inhibida 

con más del 95%. Creemos que este comportamiento se pueda atribuir a la sen­

sibilidad de estas cálulas a la lisis mediada por las células NK que están -

presentes en toda pobl&c16n de LSP. 

Otro punto que consideramos importante, fué la observación de que para 

la estirpe control (fibroblastos normales) la inhibición fUé casi la misma 

en ca-cultivo con LSP tanto en ausencia como en presencia de rIL-2. Puesto 

que es conocido que los linfocitos activados con IL-2 reconocen exclusivame~ 

te a cálulas tumorales y no lisan a las normales (114, 117), nuestros resul­

tados nos hacen supon~r que los fibroblastos por ser de origen no tumoral se 

hayan comportado de esta forma. Por otro lado, el hecho de que las céluls ~ 

morales hayan presentado una importante diferencia en el grado de activación 

cuando los LSP estaban activados, nos hace pensar en la post ble existencia -

de un reconocimiento de antígenos tumorales no simplemente en el reconoci--

1111ento del CMH anteriormente mencionado. 

En este contexto, no hay que perder de viata l:i posible intervención -

de otro tipo Celular que pudiera ser el responsable de la inhibición tumoral 

encontrada. Ya que es conocido que la IL-2 es capáz de aumentar la cap<icidad 

citot6xica no únicamente de los linfocitos efectores presentes en la prolif! 

ración de las células mononuclea_das, sino también de las c~lulas llamadas NK, 

LTC y de las LAK (91, lOl, Ul-116), Por lo cual no descartamos la posibili­

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

sencia de IL-2, pueda ser explicada por algún tipo de colaboración entre es­

tos tipos de cálulaa citot6xicas. 
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1.- Existe una relaci6n inversa entre el grado de conjugaci6n linf"ocito-c! 

Lula tumoral con el tiempo de doblaje in vitro, lo cual nos indUce a·­

p~nsar en la posible existencia de antígenos ciclo dependientes recen~ 

cibles por el sistema inttune. De existir dichos antígenos, se abriría 

una nueva a.rea de estudio en la ir.z:nmología tumoral. 

2.- Existe una diferente suceptibilidad de las células tumorales a ser U­

sadas por los linfocitos de sangre periférica, lo cual evidentemente -

abre la posibilidad de un ensayo. de iruirunosensibilidad. 

3.- Existen células ..más suceptibles a ser li~adas por NK, lo cual en caso 

de ser semejante al coctp0rtamiento · ~· determinaría que tipo de -

tumores podria ser tratado con inmunoterapia de células LAK. 

4.- Creemos tener las condiciones necesarias para establecer co-cultivos -

de linfocitos con c~lulas ttnorales que pe:n:i.i tan la expansión de célu­

las que reconozcan, antígenos ttl!aor-específ'icos que posteriormente pue­

dan ser empleados en la llamada Inmunoterapia Adoptiva. 
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VII. APl!NDICES 

APENDICE l 

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO 

Se mide un volumen de agua bidestilada 5% menor al volumen de medio -

total deseado, utilizando para ello dos matraces. Se adicionan 13.4 g/l de 

medio de Eagle en polvo (Gibco Laboratorios U. S. A) agitándose 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 

ácido clorhidrico) y se esteriliza por filtraci6n con membrana de poro de -

0.22 u. 

Composici6n del Medio Mínimo Esencial de Eagle 

Aminoácidos 

; 
L-Arginina •••• ,,., ••••• , •••••• , ... _., •• , , ...... , , , •••• , , • 

Glicina •••••• ,""', ........ . 

L-Histidina HCl, tt2o •• " •, ".' • • 

L-Isoleucina •••••••••••• ~· •• ~ 

L-Leucina •••••••••••••••••• 

L-Lisina, HCl..,., ....... , •• 

L-Fenilalanina.,,, •• ,, •••• 

L-Serina ••..•••. • 
1 
•••• • · •••• 

L-Treon1na ••• -~ •• ;-••••• 

L-Val~na •••••••••••••••• -. 

Vitaminas 

D-ca Pantotenato ••••••• 

Cloruro de Colina •••• ;;. 

Acido F6lico .••••• ,.,; • .,. 

Concentración 
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Piridoxal ••••••••••••••••••••••••••••• -~; ••• ; ••• -•••••••••••••• -- ___ ,4.00 

Riboflavina •••••.••••••••••••••••••••• :. ; .; :;· •• ·;;-. ;; ••••• ;-, • ;; 0;40 

Tiamina ............................... · ••• · .... · ~ ••. ~ )~···~' .. -~ ~:·:>·f ~ <~\·. •:•. / ··, 4.00 

Sales Inorgánicas · - · · '.<;<'.::}:r.::-,~.. , "-'· ' 

::E: : ::::º~:~.;;;;;::::::Ai;¡~:?!f i~W! i,~:~ 
Sulfato de Magnesio Anhidro ••••••••• :·:····J·}';·;:'fi~fr~fü,.';c;<. ;'. -97,57 

Cloruro de Sodio ........................ '.:.:·~ ~--•. ·~:::>.;:~·:·~:::-~~~-::r:;t~::-,;~--~--~, '~:·5400.00 
Fosfato Monosódico monohidratado ...... ~;. ·• :~ ~--. -.;~:.~;~ ~-:~:-:;:._'-.:-.·-~·:·-.---::>:·.· 125~00 · 
Otros Compuestos 

: -:<· . -.:·· 
L-Clucosa ................................... ~-:~. ;--.·. ~ ;:;·,; .... • -•• ---.·.; ••••• : -:·4500.00 

Rojo Fenol ......................................... ; ........... o ....... -•• 15.00 

APENDICE 2 

DESACTIVACION DEL SUERO FETAL DE BOVINO (SFB) 

Se toma una.botella de suero fetal de bovino (Gibco, U.S.A) y se col~ 

ca en baño de agua a temperatura ambiente para que éste quede en estado lí­

quido, posteriormente se pasa a un baño de agua a 57ºC durante 30min, con -

el prop6si to de eliminar algunas proteínas de bajo peso molecularen el sue­

ro y que interfieren el inhibir la proliferación celular en los cultivos. 

En seguida es transvasado en frascos más pequeños 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 Concentración 

(g/l) 

Cloruro de Sodio............................................. B.00 

Fosfato de SOdio Monobásico ....................... ·••••••• ••••• 2.16 

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

Clo<"UrO de Potasio........................................... 0.20 

Una véz disueltas las sustancias, se ajusta el pH a 7.2 con ácido .-.. 

clorhídrico y se esteriliza la soluci6n por medio de autoclave, ~O lb pdl" 

20 min. 
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APEND!CE 4 

PREPARAC!ON DE VERSENO 

A 800 ml de a¡ua bidestilada, se adicionan las siguientes sustancias: 

Compuestos Concentraci6n 

(g/l) 

Tris Base ••••••••••••••••• , ••••• ,.,.,,.,,.,,, ••••••••••• ,,,.. 3.04 

Cloruro do Sodio............................................. B.00 

Cloruro de Potasio •• ,,,,,,,,,,,,,,, •• ,,,,,,.................. 0.40 

!:til<!n-diam!n-totra-ac~tico (EDTA) ••••• , •• , •• ,,.............. 0.20 

Posteriormente se a¡itan perfectamente los compuestos con el agua y 

se afora a ltcon agua bidestilada, ajustándose el pH a ?·7 con ácido clor, 

h!drico 10 N y se esteriliza por medio do autoclave a 20 lb durante 20 min. 

APENDICE 5 

PREPARACION DE LA SOLUCION DE COLAGENASA 

La soluci6n do cola¡enasa al 0.125" se prepara disolviendo o.12Sg de 

Collaganase Type IV (Si¡¡ma Chemical U.S.A) y O.lg de Glucosa Anhidra en 100 

ml de verseno. La soluci6n final se ea'teriliza mediante f'il';ro de membrana 

milipore 0.22 u, Para facilidad de manejo, la soluci6n estéril se distribu­

ye en tubos pequei'\os y se almacena a temperatura bajo cero para evitar su -

autodi¡esti6n. 

APEND!CE 6 

PREPARAC!ON DE LA SOLUCION DE TRIPSINA 

La aoluci6n de tripsina o.025" se prepara colocando 0.02Sg de Tripsi­

na (Sigma Chemical U.S.A) en 100 ml de verseno si se requiere al 0.25%, se 

disuelven 0.25¡ de la Tripsina en 100ml de verseno. La solución final se e! 

teriliza mediante !iltro de membrana milipore de 0.22 u de poro y se distr!. 

buye en tuboa pequei'\os paro. su mejor manejo y se almacena a temperatura ba­

jo cero para evitar su autodigestidn. 

APENDICE 7 

PREPARACION DE LA SOL!JCION SALINA Al>IORTIGUADORA (SSA) 

Solución A 

En 500 ,':'ll de agua dest;ilada se d!suelven las siguientes sustancias: 



Compuestos 

Cloruro de Sodio ................................... , ............... . 

Cloruro de Potasio ................................ · .••. ··~··•·.••;~: •••••• 

Sulfato de Magnesio 7H2o •••• • • •• • •• • • • · ·;; •.• • · -'• •. • • · • • • • • • • • • 
Fosfato de Sodio .......................... • ••• · ....... , •• • .......... . 

Fosfato de Potasio ..................................... :.·~• •••••••••• 

Solucl6n B 

Se disuelven en 500 al 

Soluci6n C 

Glucosa •••••••••••• •:-. ........ •••• 

se disuelven en 10 Jal 

les de soluci6n A más B. 

Soluc16n D 

Rojo-Fenol. •••••••••••••••••••• , ••••••• • •• • ••• · •• • ••• • •• • • • • • • 
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Concentraci6n 

(g) 

s.oo 
0.40 

0.20 

o.045 

o.oso 

0.002 

Se disuelve en lQ._ ml de agua destilada y se affade a la mezcla previa: 

A+B+C+l>;Q 

Soluci6n E 

Tris Base ............................................................. . 19.10 

Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7 .4 después de 

mezclar partes iguales de la solución E con la solución Q. La esteriliza-­

ci6n se hace utilizando un filtro milipore de 0.22 u. 

APENDICE B 

PREPARACIO!I DE FICOLL-PAQUE 

La preparación de Ficoll para llevar a cabo la separaci6n de leucoci­

tos mononucleares, se hace de la siguiente forma: 

Se prepara una soluci6n de Ficoll (Ficoll 400, Farmacia Fine Chemi­

cals, Suiza) al 9% en agua destilada. De esta soluci6n se toman 24 ml y son 

mezclados con 10 ml de una soluci6n Hypaque {Winthrop Products U.S.A) al -.=.. 

34% en agua destilada. Estas dos soluciones se mezclan perfectamente, que=-
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dando con una densidad final de 1.07 g/1111. La esterilización de esta solu­

ción se lleva a cabo por medio de autoclave a 10 lb de presión durante 15 -

min. 

APENDICE 9 

PREPARACION DEL COLORANTE MAY-GREENVALD 

En un recipiente, se disuelven 100 ug de Eosinato Azul de Metileno -

(Harleco Co. Méx.) en 50 ml de alcoh61 metílico puro. Se dt!ja reposar una -

semana antes de usarse. de preferencia se guarda en un frasco ambar para e­

vitar su descomposición por luz directa. 

APENDICE 10 

PREPARACION DEL COLORANTE GIEMSA 

Para tinciones normales, generalmente se emplea una dilución del col2 

rante Giemsa (Sigma de Méx. S.A) en proporción 1:10 con agua destilada. En 

seguida se distribuye en el recipiente adecuado y se efectúa la tinción. 

APENDICE 11 

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR POR RANGOS O PRUEBA H DE KRUSKAL-WALLIS 

La prueba de Kruskal-Wallis o análisis de varianza por rangos consid~ 

ra la magnitud de cada observación con relación a las otras observaciones y 

nos sirve para probar la hipótesis de igualdad de parámetros de posición -

(de tres o más medianas}. Los pasos a seguir son: 

a.- Las observaciones n
1

, n
2

, •••••• , "ic de las k muestras se combinan en -

una sola muestra de tamaño n= n
1 

+ n
2

+ ........ + ~ y se arreglan en orden de -

magnitud (considerando su identidad dentro de cada muestra) desde la más P!!, 

queña hasta la más grande. Las observaciones son entonces, reemplazadas por 

sus rangos del 1 hasta el n. Si dos o más observaciones tienen el mismo· va­

lor (están empatadas) se les asigna la media aritmética de los rangos co-­

rrespondientes a las observaciones empatadas. 

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

tra por separado, dando orí gen a l< sumas. 

c.- Se calcula el estadígrafo H por la f6rmula: 

H=_g_ ~ 
o(n+l) i=l 

- 3(n+l) 
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donde: k• es e L número de mues tras o tratamientos. 

ni• es el nWnero de observaciones en la muestra i. 

n• •• el número total de observaciones • 

Ri• ea la suma de Los rangos de la muestra 1. 

d ... Cuando hay tres muestras con cinco o más observaciones cada una, la si¡ 

nlf1c~c16n de H estl distribu!da aproximadamente como x2 con k-l grados de 

libertad. 

Paro. determinar una si¡nificancia es necesario plantear una hipótesis 

nula (Ho) en la que nos indica que los grupos de observaciones no difieren 

en lo que se desee determinar. 

La hip6tes1a nula será cierta si los rMgoa están bién distribuídos -

entre loa ¡rupos anal1zado11 y en consecuencia, la suma de los rangos de los 

¡rupoe deben eer proporcionales a sus tamaños de muestra¡ si esto no ocurre 

el eatad{¡ra!o H será muy grande y por lo tento se rechazará la hipótesis -

nula cu.ando el valor de H aea mayor que el valor critico, 

APEND!CE 12 

PRUEBA DEL RANGO PARA MUESTRAS INDEPENDIENTES O PRUEBA U DE MANN-1'/HITNEY 

La prueba U de Mann-Whitney sirve para probar hipótesis acerca de dos 

medias de dos muestras independientes cuando lea datos no alcanzan a ser de 

tipo cuantitativo sino cualitativo (ordinales o nominales). 

En esta prueba, primero se arreglan loa valores de las muestras en º!: 
den creciente desde l a n

1 
+ n

2 
(donde n1 es t-l tamai\o de la muestra l y n2 

es el tamai\o de la muestra 2), conservando cada valor dentr? de su propia -

muestra. La sutr.a de loa ran¡os de la muestra l ea llamada R1 y la suma de -

los ran¡os de la muestra 2, R2 • 

Lue¡o, os aplicada una do las si¡¡uienteo f6rmulas: 

Una vez calculado cualquiera de las doa u1 6 u
2

, se obtiene otro va--

lor. 
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donde U es u
1 

6 u2 calculado anteriormente. 

Luego, es comparado el menor de los valores calculados U 6 U .. con el 

menor de los valores críticos para los tamaños de muestras n1 y n2 correS­

pondientes y el nivel de signif'icancia (o<.). Si el valor calculado es menor 

que el valor crítico se rechaza Ho: ;41 ,. l2· 

APEllDICE 13 

ANALISIS DE VAR¡ANZA DE UN FACTOR CON BLOQUES ALEATORIOS COMPLETOS 

POR RANGOS DE FRIEDMAN. 

Cuando se requiere de una prueba análoga al análisis de va:-ianza de -

un factor con bloques, dado que no se cumplen los supuestos o porque se ne­

cesitan resultados con ur¡encia, Una prueba no pararn~tr-ica para estos casos 

es el anális\s de varianza por rangos de Friedman. 

Para llevar a cabo la prueba, primero se les asigna un .:-ango a cada -

uno de los datos de acuerdo a un orden creciente. Luego, los .~angos sen su­

mados en cada columna (tratamiento). Estas sumas son R
1

, a
2

, •• , R
0 

dependie!! 

do del númei"o de tratamientos que se tengan. Considerando el número de blo­

ques (filas o grupos de muestras que se estén analizando), el estadígrafo -

de Friedrnaii. x2 
r se calcula por: 

x; = ¡:¡¡-M;rr i!1 (Ri ¡2 - 3r (k+ll 

donde: rs es el número de filas (bloques 

ka es el número de columnas (tratamientos). 

Los va;ore~ críticos para X~ 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 pu!_ 

den usar valores críticos de x2 con 1<-1 grados de liber.tad. 
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