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INTRODUCCION

En la Repfblica Mexicana las enfermedades neoplésicas ocu-
pan el 5°lugar como causa de mortalidad (1). Dentro de ellas -
leucemia, linfomas y céncer cervico uterino constituyen las cau
sas mis comunes de mortalidad (2).

Los procedimientos de cirugfa, quimioterapia y radiacié6nm,
86lo prestan utilidad limitada para el tratamiento del céncer.
Desde hace 90 afios, se han hecho intentos para destruir las -

células malignas por métodos inmunol6gicos; pero los resulta-

dos han sido infructuososo. La inmunoterapia intenta erradi-

car el crecimiento tumoral mediante la induccibn en el organis-

mo de una respuesta inmune de rechazo contra las células tumorales.

La teorfa de la vigilancia inmunolégica postula que las -
células tumorales continuamente surgen en el organismo, pero enm

virtud de ser considera‘las "extranas" son eliminadas en forma

eficiente por el sistema inmune y el cdncer desaparece.

La respuesta inmune est8 gobernada por una serie de facto-

res negativos y positivos. En muchos sistemas la transicién fi-

nal de linfocitos B a células plasmiticas que secretan inmuno-
globulinas s6lo se hace en presencia de linfocitos T y macr6fa-
gos. En otras condiciones, estas mismas células inhiben la -
trasformacién de linfocitos B a células plasmiticas. (5)

Se denominan células supresoras aquellas que deprimen una
serie de fenémenos inmunolégicos como: la competencia antigéni-
ca, la hipersensibilidad retardada, la regulacibn génetica de
las respuestas inmunes, determinan la perpetuaci6én de supresitn
de alotipos y la tolerancia inmunolbgica.

La regulacién que ejercen las =€élulas supresoras en la res-
puesta inmune, involucra una red intrincada de diferentes siste-
mas, los linfocitos B, los monocitos y especialmente las células

T (4), que tienen un papel supresor en las diferentes fases de
la inmunidad.

Algunas funciones supresoras son especificas de la respues-
ta celular del sistema inmune como: la inhibici6én de los linfo-
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citos T efectores, y otras son no especificas eomo la supre-
84i6n de la sintesis del DNA en las células normales de bazo,

la proliferaci6bn de los linfocitos T. A nivel de la respues-

ta humoral, las funciones supresoras no especificas estfn im-
plicadas en la inmunedeficiencia policlonal asociada al mielo-
ma mGltiple y las infecciones por hongos (5).

Las células T supresoras regulan la produccibén de diferen-
tes clases de inmunoglobulinas (6), de una s6la clase de inmu-
globulinas (7) o de un s6lo tipo de ellas (8).

El objetivo del presente trabajo fué: Analizar las impli-
caciones de las c&lulas supresoras de inmunidad en la respuesta
antitumoral segGn lo publicado de 1970 a 1979.

CARACTERISTICAS FUNDAMENTALES DEL SISTEMA INMUNE

El sistema inmune estd constituido por una serie de 6rga-

nos y tejidos m&s o menos bien conformados del cuerpo humano,

Los 6rganos importantes del sistema inmune son la médula
6sea roja, el timo, el bazo, ganglios linf&ticos, Smigdalas Y
las placas de Payer. En estos 6rganos se producen los linfoci-
tos T, B, macr6fagos y polimorfonucleares que circulan en todos
los tejidos a través de la corriente sangufinea. Estas células

cosntituyen el substrato anatomo-hist6logico de la respuesta in
mune celular y humoral.

La respuesta humoral del sistema inmune se manifiesta cn

la produccibn dc anticuerpos, los cuales son producidos por lin-
focitos B y células plasmiticas.

La produccién y la renovaci6n de los linfocitos y anticuer
pos es continua, ya que cada minuto se producen aproximadamente

10 millones de linfocitos y millones de moléculas de anticuerpos

con diferentes configuraciones. La maduraci6n de los linfocitos

procedentes de la médula 6sea se puode realizar de dos formas: -
aquellos que mnduran‘%l timo se denominan linfocitos T y los que

maduran en la médula 6sea roja ( o en la Byrsa de Pabricius en
las aves) se llaman linfocitos B (10). '

”
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Los linfocitos B son los precursores clonales de las cé-
lulas plasm&ticas, especializados en producir anticuerpos.

Los anticuerpos son moléculas de proteinas globulinicas que
constan de aproximadamente 20.000 &tomos y a los que segfn su -
composicién quimica reciben diferentes nombres: las inmunoglobu-

linas G (IgG), las A (IgA), las M (IgM), las D (IgD), y las E
(IgE).

La estructura de las inmunoglobulinas es la siguiente: cua-
tro cadenas de polipéptidos de dos tipos por unidad: las cadenas
H que son cadenas pesadas con un peso molecular de 50.000 y las
cadenas L, con un peso molecular aproximado de 20.000.

Un antigeno o inmunogéno es toda molécula capaz de producir
una respuesta inmune celular o humoral.

Los antigenos son en su mayorfa proteinas, aungue puede ha-
ber ciertos polisacdridos bacterianos, 4cidos nGcleicos, lipovo-
lisacaridos, glucoproteinas altamente polimerizados que pueden -
provocar la respuesta inmune.

Las moléculas de los
ner unos 100 000 sitios o
encontrarse con estos por
l6gica.

Los linfocitos estdn
ficar la produccibn de un

anticuerpos en conjunto,pueden conte-
receptores de antigenos en espera de
diversos mecanismos de accib6n inmuno-

comisionados genéticamente para codi-

nGmero determinado dc¢ anticuerpos, los

que se cxpresan funcionrlmente fuera dc la memebrana del linfo-
cito.

Cuando el antfgeno hace contacto con el linfocito, éste, -

puede estimularse y responder positivamente, o paralizarse y nor
lo tanto responder negativamente.

Rowe (1977), sugiribé que la diferencia entre las respuestas
negativas y positivas de los linfocitos,pueden encontrarsc cn -

sitios roceptores de €stos, y que puede deberse a varias condi-
.ciones: a) Como son presentados los antfgenos al linfocito (si
es sobrc las moléculas o es sobre la superficie de las células)
b) a los sitios de combinacién de los recceptores y
c) a la ausencia o presencia de otros linfocitos que pueden
ayudar o suprimir dicha respuesta.



Los linfocitos se originan de células precursoras de la
médula 6sea roja: que por una parte producen las células T que

pasan a diferenciarse en el timo, pasando luego al torrente

y por otra las células B que secretan moléculas de anticuerpgg?gutn‘°
las células T tienen un papel muy importante por que reconocen

a los antigenos debido a que también poseen receptores de antf- .
genos en su superficie.

Bach, et al (1979) demostraron in vivo que el timo pro-
duce hormonas tfmicas compuestas por péptidos, las cuales inter-

vienen en la maduracibén de los linfocitos T, incluyendo los lin-

focitos supresores. Estos investigadores extirparon el timo de

ratones y observaron que las hormonas tfimicas, una de ellas el

factor timico circulante, no induce la diferenciaci6n de los -
linfocitos T.

Esta funcifn reaparece después que el timo es -
trasplantado.

Por su morfologfa las células T y B aparentemente son iqua-
les y es dificil reconocerlas al fotomicroscopio, sin embargo, -
las pruebas morfolb6gicas y citoquimicas realizadas por Parker, -

et al (11) revelan que existen diferencias expecificas entre los
linfocitos B y T.

Entre las pruebas citoguimicas se encuentran las siguientes:

los linfocitos T presentan nficleos de configuracibn irregqular,

ademds e que los nucleolos son pequeiios y algunas veces estln -

ausentes, la heterocromatina tiene la apreciencia de ser punteada

el citoplasma es escaso y se tifie con &cido peri6dico de Schiff
(PAS) ademés de ser bas6filo. Los linfocitos B tienen distribuf-
da en la periferia la heterocromatina y el citoplasma es abundan-

te y pironinofflico; éstas células no se tifien con PAS y el cito-
plasma es baséfilo.

Las pruebas con cl microscopio electr6nico rcvelan que los

linfocitos T presentan una membrana irregular con prolongaciones

externas, digitiformes. Las células B son m&s redondeadas con

la apariencia de vesfculas en la membrana; los ndcleos son pe-
quefios con vesfculas y los nGcleolos son prominentes (63).



La maduracién de las células T-se debe h la estimulacibén
de los linfocitos indiferenciados por las hormonas del timo e
L3

influyen en la liberacién y produccién de linfocinas en presen-
cia de un antigeno.

Las c€lulas T maduras dejan el timo a través de los vasos

sanguineos y rara vez regresan a éste, se encuentran especial-
mente en ganglios linf&ticos y en el bazo.

Las reacciones mediadas por células T son las de inmunidad

celular como por ejemplo la hipersensibilidad cut&nea tardfa, -
la reaccibn injerto contra huésped y la produccibn de
nas, asimismo la cooperacibn con los maer6fagos en la
cién de los organismos patégenos.

linfoci-
elimina-

Las células B producen los anticuerpos secretando hasta -

2000 moléculas idénticas por segundo. En muchos sistemas, la
transici6n final de células B a células plasmiticas que secre-

tan las inmunoglobulinas, requiere la cooperaci6én de las célu-
las T y de los macr6fagos.

Bajo ciertas condiciones, la Gltima transicibn de células

B a células plasmdticas puede ser inhibida por células supreso-
ras T y macr6fagos (12).

Recientemente se ha introducido el término células supreso-
ras para describir a las células que particiran en diversas fun-
ciones del sistema inmune, por ejemplo tolerancia inmunolé6gica,
control de las reacciones de hipersensibilidad retardada o bien
limitan la respuesta de 1os anticuerpos a determinados antfgenos.

En las fases diversas de la inmunidad ciertas clases de -
linfocitos B, de monocitos y especialmente de linfocitos T pue-

den temer un papcl supresor y en otras fases promover la respues
ta inmune. (5)
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RELACION ENTRE NEOPLASIA E INMUNIDAD

Bn el caso de las células neopl&sicas que provienen del pPre

pio'btganismo, es muy diffcil que el sistema inmune las reconoz-
ca como extranas.

Debido a que las células neopi¥sicas pueden aparecc
te toda la vida de un organismo, se han postulado varias -orias
acerca del origen de las células cancerosas. Conheim (34/0) (13),
propuso que las neoplasisas se originaban por la proliferacién -
de las células embrionarias que habian quedado “"en reposo® en
los tejfédos normales, otros investigadores (14) han informado -
que hay antigenos en las células neopldsicas con caracteristicas
semejantes a las células embrionarias y fetales y que estos an-
t!genos"%stén presentes en los tejidos normales.

duran-

Foley y Prehn (1963) (14), demostraron que las células de
las neoplasias trasplantables, son portadoras de antfgenos neo-
plasia especificos (ANE) en animales singénicos.

Las células tumorales experimentan una expresién anormal
de los genes que da como resultado cambios antigénicos y el -

desarrollo del cancer. Burnett (1967) (17), postul6 que el -

sistema inmune puede eliminar cualquier célula maligna bajo cier-

tas condiciones, para ello es necesario que este sistema este in
tacto.

En el céncer se pierde la vigilancia inmunol6gica por va-
rias razones:

1) Por le mecanismo de "facilitacién inmunol6gica", el cual
favorece el crecimiento tumoral y es mediado por los mismos an-
ticuerpos. En este proceso los antigenos neoplasia especificos
que estan presentes en el glicocdlix de la célula tumoral, son
liberados a los lfquidos extracelulares, los cuales se unen a
los anticuerpos de rechazo o a los anticuerpos de facilitacibn -
formando complejos solubles, adem&s los ANE solubles se unen tam
bién a los sitios de reconocimiento de los linfocitos y los anu-

lan para desarrollar efecto cit6toxico contra las células cance-
rosas(18,19,20). Ver figuma 1 .



Fioura. 1.
MECAFISMOS D2 INWHIBICION DE LA INFTNIDAD HUMORAL Y

CELULAR HACIA CELULAS WEOPLASICAS .

CELULA NEOPLASICA

LINFOCITO

Ac. R. - ANTICUERPOS DE RECHAZO
Ac. P, -~ ARTICUERPOS DE FACILITACIONR
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2a. Por efecto de las células supresoras que pueden igflu-
ir 86lo en las respuestas inmunes celulares sin un efecto apre-
ciable sobre la inmunidad humoral; otras células supresoras pue-
den influir sobre las ramas aferentes o eferentes de la respuaes-
ta inmune (linfocitos T y B). Y la rama eferente del sistema -

inmune es propiamente la respuesta de éstas células contra el -
antigeno creado.

Recientemente se ha propuesto que las células supresoras y
sus factores pueden debilitar la respuesta inmune, lo que ocasio-
na uan distorsién en la vigilancia inmunolégica.

sin duda, existen situaciones en las cuales la inmunosupre-
si6én produce una elevada incidencia de la neoplasia. La inmuno-
supresi6n puede preceder al desarrollo tumoral o puede acompahar
lo en este Gltimo caso, es de gran importancia para explicar el
hecho de que el tumor no puede recharzarse a pesar de poseer los
antigenos neoplasia especificos (ANE).
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ANALISIS DE LAS INVESTIGACIONES SOBRE SUPRESION DE INMUNIDAD
ANTITUMORAL

LOS MACROFAGOS COMO CELULAS SUPRESORAS

En varios casos en los que se presentan tumores espont&-
neos en humanos y en animales, acompaifados por deficiencias en
el sistema inmune, se desconoce si preceden al crecimiento tu-
moral o si son de naturaleza secundaria a &ste. El trabajo de
Kirchner y asociados (21) fué muy importante porque hizo andli-
sis funcional de las células del sistema inmune en modelos tu-
morales experifmentales, para definir las alteraciones inmuno-
16gicas asociadas con el desarrollo del
detectadas especialmente con pruebas de
uso de mit6genos en cultivo, tales como
(PHA) , constituy6 una té&cnica itil para
de los pacientes con tumor y observaron

tumor. Estas fueron -
inmunocompetencia. El
la fitohemaglutinina -
evaluar la reactividad
una respuesta baja de

La hip6tesis que propu-
es que la reactividad baja a la PHA que se debe a un -

defecto intrinseco de supresibén que corresponde a células di-
ferentes a los linfocitos T.

la PHA en bazos de ratones con tumor.
sieron

Estos investigadores estudiaron bazos de ratones C57BL/GN
que tenfan tumor inducido por virus del sarcoma de Moloney (MSV)
y encontraron en &stos que habfa cuatro veces del nGmero normal
de c€lulas mononucleares que desarrollaban una eclevada sintesis

espontéinca de DNA independiente del mit6geno PHA. El nGmero de

macr6fagos aumenté tres veces y hubo una ligera reducci6n en el
n@mero de linfocitos -T. La respuesta a la fitohemaglutinina en
las células de los bazos de ratones con tumor disminy6 en un 90%

cuando se compar6 a la de los ratones normales.

La formaci6n de
rosetas

con eritrocitos de carnero también disminuy6 a niveles
inferiorcs a 10% en relacifn con los grupos testigo.

Pudo recupersarse la respuesta ala PHA cuando se purifi-
\
caron las células del bazo de ratones con MSV a través de la -

columna de nylon y al quitar a las células fagocfticas con mag-

neto de fierro. La actividad de las células supresoras en ra-

tones con MSV tuvo un marcado deterioro a la respucsta a la PHA,
10 que se demostr® en mezclas da chlnlac An han Aa wain
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tumor con células de bazo de ratones normales singénicos.

TRV Tt Ty T~

Las células de bazo de ratones normales a las gue se tra-
t6 con suero antitheta y complemento, totalmente sin reaccién
a la PHA, no tuvieron esa reaccibn. Las células supresoras pre-
sentes en bazos con MSV fueron insensibles a la activacién con
el suero antitheta y complemento pero podfan removerse con
la col-mna de nylon. Estos datos sugieren que estas c€lulas su-
presoras corresponden a la serie monocito-macr6fago. Hubo evi-

dencias de que las células supresoras pertenecen a la poblacién
proliferativa en bazos con MSV.

El significado de éstos datos es gque aunque los tumores -
estimulan al sistema inmune a actuar pueden ser supresores -

en ciertas funciones por medio de la activacién de las células
supresoras.



LINFOCITOS T COMO CELULAS SUPRESORAS

Guillespie y Rusell (1978) (25), realizaron una invegti-
gacién donde los linfocitos T desarrollan actividad citotOxi-
ca contra tumor, cuando este se encontraba en diferentes es-
tados, es decir, tanto en regresifén como en progresibn.

Se obtuvieron linfocitos T intratumorales después de in-
ducir en ratones BALB/C, el sarcoma de Moloney y extraer de

€éstos durante la progresi6n y la regresi6n del tumor, los

lin-
focitos T.

Se prob6 la capacidad de éstos linfocitos para matar
células del sarcoma de Moloney, mediante la incorporacién
C!Sl que en este caso fué de un 80-95%.

a las
del -

Los sarcomas en progresifén y en regresib6n, mostraron dos
perfiles cinéticos semejantes en la actividad supresora en am-
plitud y duraci6n pero separados oor cuatro dfas. es decir; los
tumores en progresién se manifestaron en los primeros diez dfias

post-induccibn y después de cuatro dfas se manifest6 la regre-
si6n del tumor.

En'contraste,- 1a actividad citolitica de los linfocitos de
los tumores en rcgresién llegé a niveles elevados cuando se ini-
ci6 esta fase.

Se vieron
los linfocitos
ratones,

cambios semcjantes en la actividad citolitica de
T drenados de los ganglios linfdticos de estos

La actividad de los linfocitos T citolfticos es més efecti-

va en los tumores en progresién (primeras etapas del tumor) que
en regresifn realizadas in vivo.

Cuando se cultivaron in vitro por cuatro dfas los linfoci-
tos T mo citotdxicos de los ganglios linfiticos de sarcomas en
progresifn necesitaron de altos niveles de citotoxicidad.

La restitucién sin embargo, era disminufda si el cultivo
se agregaban lisados celulares de tumor de Moloney, macréfagos
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o macr6fagos alimentados con lisados de células tumorales. Los
zesultados demostraron que los linfocitos T y su toxicidad se
pierde durante el crecimiento tumoral como consecuencia de la

supresién in vivo debida quiz8 a la acc i6n de los macré6fagos
o a la de un antfgeno soluble.

Para definir el efecto del crecimiento tumoral in vivo en
las interacciones que ocurren entre los macr6fagos y los linfo-
citos T en cultivo, Elgert y Connolly (1978) (26), realizaron

una investigacién para detectar los cambios entre estos tivos
celulares.

Se emplearon ratones BALB/C a los que se indujeron tumores

con metilcolantreno. Estos animales fueron sacrificados para -

extraer en forma aséptica el bazo. De este se obtuvieron sus-
pensiones celulares de linfocitos libres de eritrocitos a los

que se fraccioné en columnas de nylon para obtenr suspensiones

de linfocitos T. Estas suspensiones se marcaron como linfoci-

tos reacecionante: o de respuesta obtenidos de ratones cepa -
BALB/C y los linfocitos estimuladores se obtuvieron de ratones
cepa C3H (al6genica) pero tratadas con mitomicina.C.:

Se hicieron cultivos mixtos de linfocitos T reaccionantes
y de linfocitos T estimuladores para hacer ensayos de blastogé-
nesis por medio de la incorporacién de timidina. También se -

prob6 la viabilidad de los linfocitos con la técnica de exclusién
del azul de tripén.

Se obtuvieron macr6fagos de la cavidad peritoneal de los

ratones, se colocaron en placas de cultivo y se inactivaron
con mitomicina C.

Después de 45 minutos de incubacién y a 37°C se lavaron y
se agregaron a las poblaciones de linfocitos, entre 2x103 cGlu-
las en 0,05 ml. (poblaciones de.linfocitos al 1%) hasta 1.6x104
c@lulas cn 0.05 ml. (poblaciones de linfocitos al 8%).

Por otro lado, se prepar6 sobrenadante de macr6fagos y se

agregaron a microplacas de cultivo. )

Se disefio un experimento para determinar de gque manera el
crecimiento tumoral afecta la capacidad de las subpolbaciones -
esplénicas para la blastogénesis en tres condiciones:



2.- Pobiaciones no adherentes (células que se sdbaran de
las columnas de nylon después de lavado ligero)
3.- Poblaciones adherentes a la columna de nylon.

La reactividad a la PHA de las células no adherentes (lin-
focitos T) a la columna de nylon fué marcadamente alta (5%) por
sobre la reactividad de los linfocitos normales, en cambio las
células adherentes (linfocitos supresores) a la columna presen-
taron una estimulacién baja a la PHA)

Las poblaciones totales de bazo con tumor de una semana
aumentaron en un 80% la blastogénes comparadas con las poblacio-
nes celulares de bazo normales, mientras que hubo una depresi6n
del 55% en la blastogénesis en las poblaciones de bazo con tumor
de dos semanas. Las poblaciones celulares de bazo adherentes
de dos semanas tanto normales como con tumor, no tuvieron blas-
togénesis apreciable, en cambio los linfocitos T de una semana

con tumor, tuvieron un aumento del 25% en el desarrollo de la -
blastogénesis.

La reactividad de los linfocitos T en presencia de macr6-
fagos se manifest6 asfs sin macr6fagos, los linfocitos T norma-

les y de dos semanas de tumor presentaron una respuesta muy ba

ja (last6génesis deprimida), en cambio cuando los linfocitos-T
normales y de una semana de tumor reaccionan en presencia de ma-
cr6fagos no hay depresi6n en la blastogénesis.

Los linfocitos no adherentes de la cepa BALB/C con tumor, -

reaccionaron contre las células alogéncias dc ratones C3H en au-

sencia de macr6fagos. Esate hecho, fué interpretado como debido

a la activacién que los macr6fagos producen sobre las células T
in

vivo, lo quc ademds coincide con lo propuesto por Paranjpe
et

al (27), Batnagar et al 928) y Jurdin y Suit (29).

Los macr6fagos de ratones normales y con tumor tratados con
suero antiheta y complemento en concentraciones hasta del 24%,

no lograron inhibir a las poblaciones de linfocitos T no adheren-
tes al nyion.

Durante la fase inicial del crecimiento tumoral, se aument6
mucho la reactividad de las células T con la presencia de macr6-

ey



fagos® normales o procedentes de ratones con tumor.

En la fase final del crecimiento tumoral, se observ6é muy
poca reactividad antitumoral en los linfocitos T expuestos & ma-

cx6fagos de ratones normales y con tumor. Este hecho es atri.

bufdo a la activacién in vivo de las células T provoceda por
los macr6fagos del tumor.
que las
tumores
(Holden

Varios investigadores encontraron
células T pierden su reactividad en ratones que tienen

de Moloney, y que este, estd regulado por macr6fagos -
et al , Veit y Feldaman y Kirchner y Fembart 30,31,32).

En este trabajo se encontraron inhibici6n in vitro de las

células T por macr6fagos, sin embargo, losautores proponian de-
sarrollar una investigacién para determinar hasta que punto es-
t&n involucrados los macr6fagos en reducir la respuesta inmune
de las células T durante las Gltimas etapas del crecimiento tu-
moral.

En esta Gltima parte, Elgert y Connolly (26) coinciden am-
pliamente con la investigaci6n de Gillespie (25). w ambos opi-
nan que los macr6fagos influyen en la generacién de la respues-

ta de los linfocitos efectores T. .

En
bazo de
ron una
cultivo

un estudio de Argyris, et al (1977) (33), las células de
un mastocystoma (p-815) en ratones cepa C57B1/6, tuvie-
respuesta baja en presencia de linfocitos mezclados en

y se sugiri6 que la inhibici6én de esa respuesta fué de-
bida a células supresoras.

Posteriormente Argyris, et al (1978) (34), trataron de de-

mostrar la naturaleza de esas células suprcsoras y que, la mez-
cla de células tumorales de bazo en ratones sensibles con linfo-

citos normales, suprime Ta proliferaci6bn dc las células efecto-

ras o inhibieron in vivo la formacibén de células citotxicas. -

Ademis las células amupresoras correspondieron a la linea celular
de los linfocitos T.

Se utilizaron ratones DBA/2 (donde el tumor fué manteni-
do) y transplantado el tumor a ratones CS57BL/6;

éstos fueron -
sacrificados 15 difas después de la inoculacién.

El bazo y gan-
glios linf&ticos fueron extirpados asépticamente y las células



sanguineas se obtuvieron por centriugacibn, se lisaron y se
prob6s su viabilidad con azul de tripan.

Los linfocitos obtenidos se mezclaron con mitomicina C -
en una dosis adecuada para inhibir la mitosis y la 1ncorpbra-
cién de 3H timidina; los resultados se expresaron en la rela-
ci6n existente entre los linfocitos de animales singénicos y
alogénicos.

La prueba de lisis se realiz6 cinco dias después del cul-
tivo in vitro en contra de células blanco tumorales marcadas
con cxol,

Ademds de utilizarse el método de separacibén celular vor
la columna de nylon, de donde se obtuvieron linfocitos T y a las
células separadas se les adicion6 mitomicina y una mezcla de =
linfocitos normales.

La rpimera prueba consisti6 en inmunizar ratones C57BL/6
con el mastocystoma y después de quince difas, las células de ba-
zo y ganglios linf&ticos se probaron con liefociytos tratados
con mitomicina, obtendios de ratones DBA/2 normales. En presen-
cia de cultivos mixtos de linfocitos hubo una respuesta muy ba-
ja gontra las células tumorales: en ganglios fué del 48% y en
bazo del 0%, lo que demuestra la presencia de células supresoras
T.

Ahora bien, la actividad citot6xica reqresa a lo normal
después de 75 dfas de la inmunizacién con el tumor y ademds hay
una alta incorporacién de timidina debida a que el tumor sique
creciendo activamente en el bazo.

Para demostrar que la actividad supresora varfa seguln la

cantidad de células tumorales, se adicionaron diferentes concen-

traciones de @stas células a cultivos inactivados de linfocitos
normales tratdos con mitomicina. La citotoxicidad disminuye mien
tras mis baja es la concentraci6n de la mezcla de linfocitos

Al implantarse células tumorales a bazos sensibilizados du-
rante el primero y segundo dia de cultivo, la reactividad de los
2infocitos se suprimi6 totalmente y al adicionarse células supre-
soras al tercero y cuarto dfa hubo una variaci6n, primero del -
14V y al cuarto dfa no hubo efecto, 1o que sugiere que las célu-



las supresoras tienen mayor actividad en los primeros estadios
de proliferaci6n tumoral. Por otro lado se aument6 el nGmero

de células estimuladoras de bazo a los bazos antes sensibili-
zados con tumor, dando como resultado un aumento de la actividad
supresora, dato que permitié pensar en la posibilidad de que

las células supresoras se activan en presnecia de células esti-
muladoras, sin embargo, la actividad permanece ain cuando las
células estimuladoras son eliminadas del cultivo.

Se obtuvieron subnoblaciones de bazo inmunizados con el
tumor para conocer la naturaleza de las células supresoras. Pri-
-mero se demostr6 que eliminando las células adherentes al vidrio
de los bazos de ratones inmunizados con el tumor, €stos no pier-

den actividad supresora y que las células que son adherentes -
tienen menor actvididad supresora.

Ademds al separar las células por la columna adherente al
nylon, se observé que no hay pérdida de actividad supresora. En
cambio al tratarse las célylas de bazo de tumor con anti suero
theta y complemento, si se elimin6é la actividad supresora tanto
con linfocitos mezclados, como la prueba in vitro,- y con anti-
inmunoglobulinas no hubo efecto aparente.

De acuerdo a los datos obtenidos de la prueba de aBlherencia
al nylon, se demostr6 que las céluals supresoras pertenecen a
la misma subpoblaci6n de linfocitos citot6xicos T.

Por otro lado, en las c6lulas de bazo de ratones C57BL/6
sensibles al tumor P-815, mediante un proceso de adsorcifén so-
bre monocapas de céluls de bazo de ratones DBA/2 tratadas con
mitomicina C, se observ6 que hay una marcada reduccién de la -
acctividada citot6xica, y en los controles (sobre monocanas C57
BL/6) permaneci6 la actividad citot6xica.

Al probar las poblaciones celulares de bazo sensibles al
tumor tratadas con cortisona, se observaron rcsultados muy inte-
resantes: hay una respuesta baja cuando estas c€lulas de bazo -
son mezcladas con linfoicitos en cultivos mixtos y la actividad
citot6xica disminuye considerablemente, por lo que se deduce que
las c@lulas citot6xicas son sensibles a la cortisona y son resis-



tentes a las células supresoras.

8in embargo Scheter y Feld-
man (1978) (56) mencionan que la cortisona es capaz de eliminar

c6lulas supresoras cuando afinestas no estdn maduras.
Algo similar ocurrié cuando las mismas c€lulas de bazo sen

sibles, son irradiadas con rayos X. Tanto in vitro como in vivo
la actividad citot6xica disminuye.

Se ha sefalado en este estudio, las siguientes concluisio-
nes: ) Hay una marcada inhibici6n de las células citot6xicas

cuando son puestas en cultivos de bazos con tumor y -
tratadas con mitomicina.

2) Las células supresoras que causan esta inhibici6én pueden

separarse-de las mismas cé€lulas citotoxicas que corres-
‘ponden ambas a la misma linea celular.

3) La actividad supresora es mds alta en los bazos de ra-

tones con tumor que en los ganglios linf&ticos, mientras

que en timo no se detect6 actividad supresora. Sin em-

bargo no se conoce con certeza a que se deba dicha su-re

sién.

Se ha sefialado por otros autores (3/), que en algunos tumo-
res la supresifén puede ser causada por la accibn de virus o al
rechazo in vivo de los trasplantes alogénicos: esto no sucede

en este experimento, debido a que los tejidos de los ratones no

tuvieron igual inhibicién. Hay una tendencia a considerar que

la inhibici6n de los linfocitos efectores sc debe a factores blo-
queadores (Helstrdm et a8l 1976 (36), que son producidos por las
células eupresoras, que en este caso el tumor P-815 liber6 oro-
ductos celulares que activaron a las células supresoras, Asf{
también en el caso del sarcoma de Moloney la inhibici6n se pro-
duce por productos liberados al exterior (extracel8larmente)
segln Kirchner, et al (21).

La actividad de las c€lulas suvoresoras in vivo se demostr6
en tumores alogénicos donde se inhibi6é el cfecto de linfocitos
mixtos de células de bazo normales, resultados similares a los
obtenidos por Rich y Rich, 1976 (37), donde hay activaci6n de -

células supresoras T in vivo por células alogénicos no malignas.
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También se ha experimentado con células de bazo de rato--
nes DBA/2 con tumor P-815 singénicos y que tienen hiperespues-
ta a los cultivos de linfocitos mixtos, ademds con el trabajo
de Takei, et al (38' se nogS la presencia de c€lulas supreso-
ras en estedos avanzados. de tumor.

Con base a los datos cinéticos obtenidos: sensibilidad a
la cortisona, sensibilidad a los anticuerpos, y los resultados
de adsorci6n, se concluye que las células supresoras correspon
den a los linfocitos derivados del timo que son diferentes a =
linfocitos derivados también de timo.

Ademis se sabe que existen otra clase de linfocitos llama

dos células asesinas, que juegan un importante panel en la re-

sistencia a los tumores in vivo. Estas tienen receptores para

la porci6én Fc de las moléculas de las 1gG, que pueden ser célu-
las T, B o corresponden a una tercera poblaci6n celular (Hell-
strom, 1974, 36).

Lo importante de estos hallazgos es que en los seres huma-
nos se han encontrado células asesinas naturales contra células
tumorales demostrables por diferentes mecanismos. (61).

Kaplan, et al 1978 (42), utilizaron dos antisueros hetero-
géneos que son citbtdxgcos para linfocitos sanguincos, el HTLA
(antigeno linfocitico humano T) y HBLA (antfgeno linfocitico -

humano B), de tal manera que las células asesinas normales re-

accionan contra los antisuero. Esta técnica 1~ utilizaron con

el propbésito de facilftar el trabajo.

Los antisueros fueron obtenidos de conejos inminizados con
linfoblastos T o con linfoblastos B hasta obtener los antisueros
que posteriormente se probaron con la linea celular opositora.
La especificidad de las células T y B, fué probada de acuerdo
al efecto del complemnto y a la citotoxicidad medida contra cé-
lulas mononucleares sarguineas, timocitos y las células linfo-
blastoides. La citotoxicidad se expres6 como portentaje de via-
bilidad celular

Los linfocitos se obtuvieron de sangre periférica y se -
mantuvieron con anti-HTLA+C 6 HBLA+C para permanccer inactivos



Las c6lulas testigo se incubaron s6lo con suero normal de cone-
jo. ‘

Las células tumorales se obtuvieron de un paciente con laey
cemia miel6gena crbnica de la linea celular K562; posteriormente
el esnayo de citotoxicidad fué probado con la técnica de libecra
ci6én del 0251 para determinar el portentaje de lisis celuls

De los resultados obtenidos para conocer el efecto de .s
células asesinas contra tumor se concluy$ lo siguiente: los -
experimentos se realizaron por separado, en uno se orobaron los
linfocitos periféricos sanguineos, en otro los timocitos y en
otros dos las células T y B; cada uno de estos experimentos con
los antigenos linfociticos humanos B y T. S6lo hubo actividad
con el antisuero T para todas las pruebas utilizadas, por lo
que concluyen que las células asesinas (NK) son células T.

A .las subpoblaciones celulares T humanas se les han iis-
tingyido receptores Fc asi, las células Tm que llevan recepto-
res Fc para IgM tienen actividad cooperativa. Las células Tg -
receptores Fc para IgG y tienen actividad supresora (Mo-
et all977 (43). Esto indica que las c€lulas naturales -
asesinas (NK) pertenecen a la subpoblacién celular Tg. Ahora -
bien, este hecho permite afirmar que las células asesinas y
las células supresoras son idénticas.

llevan
retta,

Queda por investigar -
c6mo y cuando se genera la diferencia en la actividad de es-
tas cflulas (efectoras y supresoras) si es seqgln la edad, teji

do, afinidad, etc. de las personas, o bien puede responder a -
otra circunstancia.

Las células de baxo de animales inmunizados al tumor muri-
no rindieron un alto n@mero de linfocitos citolfticos (CTL) des

pués de incubarlos in vitro con células tumorales irradiadas cn

un cultivo singénico secundario con mezcla de leucocitos y -

células tumorales (Sec-MLTC). Siete dias después de iniciado el

cultivo se notd la actividad citolftica m&xima, que disminuy6
después lentamente.

Se ha sugeriod la existencia de un mecanismo de memoria

en los estados de respuesta inmune para tumores inducidos por

sarcomas murinos. Se encontr6 que la rcspuesta de los linfoci-

tos citoliticos T, generada cn cultivos secundarios con mezcla
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de leucocitos y c€luls tumorales (Sec-MLTC), con células de ba-
zo de animales que tuvieron rechazo a tumor muriro, fué diez ve
ces mayor que la respuesta generada de células normales de bazo
bajo condiciones similares. La mayor actividad citolitica fué
al séptimo dfa de iniciado el cultivo. Esto sirvi6 para conocer
la naturaleza de las células precursoras T en un gran perfodo
de inactividad y puestas en un sequndo cultivo.

Un trabajo realizado por Plata y Jongeneel (1978) (44), tu-
vo como objetivo mostrar la gran actividad de los linfocitos ci=-
toliticos T que se generaron en estimulacién singénica MLTC ter-
ciaria y cuaternaria, con antigenos tumorales especificos.

Se utilizaron ratones cepa BALB/C (n-zd) a los cuales se
les trasplant6 el sarcoma murino por inyeccién intramusmular,
Una vez que las células de bazo entraron en la fase prolifera-
tiva, los leucocitos fueron extraidos para preparar los culti-
vos Sec-NbTC junto con células estimuladoras tumorales.

Los cultivos sec-MLTC fueron preparados con células de ba-
zo viables en regresibn con células tumorales. Los cultivos tet
ciarios se cultivaron c€lulas reaccionantes de los cultivos -
sec8ndarios de 14 a 20 dias después de la iniciaci6n del culti-

vo. Los aultivos.cuaternarios se iniciaron con cédulas via-

bles de los cultivos terciarios.
Esto indica que en los cultivos terciarios se van obtenien

do linfocitos citolfticos de los cultivos anteriores con una ma
yor capacidad citotoxica.

En cambio cuando los cultivos terciarios son puestos con
cultivos tumorales que previamentc fueron irradiados, la acti-
vidad citolftica de los linfocitos aument6 a 10 Lu/lo6 célu-
las (Lu= Unidades liticas), actividad mucho mis elevada que en
les cultivos anteriores,

Ademés se not6 que las células inmunes al tumor murino, -
cuando se cultivaron células normales de bazo CS7BL/6,

fueron
no activos en todas las veces que se probaron.

La actividad citolftica fué mejor en los cultivos secunda;

rios donde la cantidad-de antfgenos tumorales necesarios fué

menor que en los cultivos terciarios. Esto pucdiera interpre«.

tarse que la naturaleza de las células precursoras de CTL pre-
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ssntes en los bazos inmunes al tumor y en los cultivos secunda
rios son diferentes.

Be obtuvieron suspensiones celulares libres de células T
por medio de la incubacifn con suero anti 8 y complemnto de co
nejo. La liberacién del 51Cr se utiliz6 para marcar a las cé-
lulas blanco (tumorales) en términos de unidades liticas.

Se probaron células de bazo de animales inmunes al tumor
murino in vitro para estimular la generaci6n de los linfocitos
citotoxicos cuando hubo reestimulaci6én con células del linfo-
ma RBL-5. La estimulacién MLTC secundaria se estableci6 cuando
se pusieron en contacto células de bazo respondedoras inmunes
al tumor e irradiadas con células estimuladoras RBL-5. A es-
tos cultivos se les prob6 el maximo de actividad citolitica al
canzada al séptimo dia, pero ademds esta generaci6n citolfti-
ca cuando se desarrolla en los cultivos secundarios, depende
de la presencia de antigenos tumorales asociados al sarcoma
de Moloeny obteniéndose una actividad citolftica no muy alta.

Cuando los cultivos secundarios fueron recultivados con
células normales de bazo singénicos, se obtuvo también poca ac
tividad de los linfocitos citolfticos, en cambio cuando fueron
incubados con células irradiadas RBL-5, se not6 una actividad
detectable de los linfocitos citoliticos (CTL).

Las c€lulas T aumentan en nGmero cuando los cultivos se--

cundarios son estin 1lidos con células del linfoma RBL-5, aumen=
tan@o también su c.'»toxicidad.

De todo lo antcrior sc pudo concluir que los linfocitos ci

tolfticos T pueden ser gencrados in vitro en presencia de an-
tigenso asociados al tumor murino y que esta actividad aumenta
cuando las células dec cultivos mixtos MLTC son estimulados per
ri6dicamente con células tumorales (cultivos sccundarios, ter-
ciarios y cuaternarios).

Hay que resaltar aquf la actividad especifica y selectiva
de los linfocitos T que ocurrié en los cultivos secundarios, -
es decir, los linfocitos T estan dotados dc una "memoria®” que

los hace mucho mis activos bajo ciertas condiciones, debdia qui

28 a la naturaleza de los precursores de linfocitos presentes

en los cultivos. Para los cultivos secundarios, las células -



efectoras actuaron con altas dosis de antigeno tumoral. Este
también parece indicar que hay c€lulas diferentes a las precur-
soras, pero tamboén con propiedades proliferativas que tienen
un efecto supresor, comparando con los cultivos terciarios y -
cuaternarios.

Se report6 anteriormente (Plata, et al (45), que los lin-
focitos CTL especifices pudieron ser generados en los cultivos

primarios (MLTC), pero las células recuperadas de estos culti-

vos ya no pudiero-n responder a una estimulacifén secundaria in

virtro con antigenos tumorales, lo que sugiere que existen cé-
lulas supresoras que modifican la actividad esperada, pero tam-
bién puede ser la pérdida de una ayuda esencial celular como la
reporta H des, et al 1974 (46).

Se conoce a las células supresoras por su actividad en -
multitud de reacciones inmunes como: contacto con agentes qui-
micos , la respuesta a las Ig, como células implicadas en la -
tolerancia a antigenos solubles y en la supresifn de su activi-
dad como células efectoras.

Se han encontrado también células supresoras en los ensa-

yos realizados in vitro en sistemas tumorales simgénicos comc

los sarcomas murinos y adenocarcinomas mamarios en ratén.

De las investigaciones realizadas con células supresoras T
también se han econtrado factores solubles producidos por estas
mismas células. El factor soluble es un antfgeno espefifico que
no es una inmunoglobulina, es adem&s extractalle del timo de
animales sometidos a una cierta inmunizacibn, tiene identidad
ganética al ser asociado con las subregiones I-A e I-B del -
complejo Ir (Taniguchi, et al 1976 (47).

Ya Kirchner (21), estudiaron precisamente el efecto supre-
sor soluble de un factor en-los sistemas tumorales murinos, que
por algGn mecanismo particular liberan estos factores a los 1f-
quidos extracelualres de los sistemas en cuestién.

Takei, et al (1978) (48), estudiaron precisamente el efec-
to supresor de ese factor soluble sobre la genceracibn de células
citotéxicoas in vitro del tumor P-815.

Usaron ratones DBA/2 inoculados con el mastocistoma P-815,

de los que se extrajo el bazo, doce dias después del contacto
eon las células tumorales.
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Para los ensayos de citotoxidad se incubaron células de
bazo y células inmunes con céluas tumorales tratadas con mito-
micina C in vitro, probdndose la citotoxicidad por medio de la
liberacién del cr-!

También se obtuvieron los timos de ratones normales y de
ratones con tumor para obtener los extractos respectivos, vy
aislar a las c€lulas supresoras. El extracto timico supresivo
de los ratones con tumor fué preparado por la inyecci6én de cé-
lulas tumorales P-815 ocho dias antes de la extracci6n.

En uno de los experimentos realizados con extractos de ti
mos crudo normal y extracto de timo llevapdo tugor P-815, so-
metidos a varias concentraciones de células linfoides inmunes,
ge not6 que en el timo con tumor decrecif la generaci6én de cé-
lulas citot6xicas contra tumor, es decir, hubo efecto supresor
y no efector de dichas células. Debido a esto se plante6 la pre-
gunta: los factores solubles son especificos para suprimir la
respuesta de las células citotoxica8 Se obscrvé que los ex--
tractos suprimen la generaci6n de las células cito€bxicas del
tumor P-815 pero no de otro tumor, ademis dc quec es mis supre-
sivo el efecto durante los primeros dias del cultivo.

Para conocer algunas propiedades del factor soluble, se -
realiz6una prueba con inmunoadsorbentes. Las columnas de inmu-
adsorbentes, se hicieron con membranas de células P-815 y célu-
las del tumor L210. Los extractos normales y con tumor fueron
parcialmante purificados por medio del electroenfogue dsoélec-
trico y fueron pasados a través de esas columnas. Se prob6 la
actividad supresora del material que se traslad6 de inmediato,
obteniéndose que casi no hay actividad supresora, s6lo un poco
en la columna con membranas de células L1210, de lo que se de-

dujo quec quiz8 exista especificidad antigénica para esta prucba.
Los resultados que encontraron Takei et al(48), muestran

algunas de las propiedades de 1o que s un factor soluble encon-

trado en los timos de ratones con mastocistoma P-815 segln las
distintas pruebas utilizadas.

El estracto de timo se obtuvo al octavo dfa de la inocfla-
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cubn de células tumorales, cuando los tumores son palpables.

8in embargo, aunque el factor soluble result6 efectivo pa-
ra suprimir la generaci6n de células citotoxicas del mastocis-
toma P-815, no lo fué para las células leucemis L1210, se nota
una especificad en la actividad del factor soluble supresor.

Otro hecho que destaca es que el factor soluble tiene ma-
yor actividad en los estados tempranos del cultivo, lo que sig-
nifica que hay un efecto supresor sobre la proliferacién y dife-
renciaci6bn celular de las cé€lulas citot6xicas. Por otro lado
se promueve la respucsta secundaria, es decir, es mds efectiva
fila respuesta de las células citotb6xicas después de dos dfas de
cultivo, en donde si hay generaci6n de cé€lulas citotéxicas.

La naturaleza de las céluitas supresoras se ha estudiado en

multitud de sistemas tumorales. Asi in vivo se han podido rea

lizar algunos trabajos para conocer mds detalladamente el fun-
cionamiento de tales células,

Elgert y Farrar en 1978 (49), determinaron las caracteris-
ticas de las células supresoras durante el crecimeinto tumoral
y el efecto de los productos solubles de dichas células supreso-
ras. Para esta investigacién, utilizaron ratones BALB/C, a los
gue les fué inoculado un fibrosarcoma (MBF-1) para trabajar en
sistemas in vivo e in vitro una vez que los tumores alcanzaron
un centimetro de difmetro.

Las células linfociticas se obtuvieron por extirpacién del
bazo, ganglios y timo. Estas células fueron sometidas a centri-
fugacibén para separar linfocitos de otros grupos celulares. Tam-
bién se us6é la columna de naylon para separar a las células su-

presoras que son adherent-es a la columna y linfocitos T no adhe
rentes.

El antisuero theta-1, se utilizé para eliminstla respues-

ta de la fitohemaglutinina (PHA), se utiliz6 para la generacifn
de linfocitos T; este antisuero mat6 a los linfocitos T de los
cultivos de bazo, pero no a los B.

Se compararon bazos de ratones normales y con tumor en -
cuanto a su poblacién celular y se encontr6 que en los bazos de

ratones con tumor, el porcentaje de macroffgos fué quince ve-

ces mayor que en el de bazos normales. En igual porporcién se



encontraron células mononucleares. La sintesis de DNA aument6
un 508 en los bazos de los ratoens con tumor, y cuando estos
bazos fueron estimulados con PHA, se redujo la sintesis de DNA
no asi en los bazos normales.

Es notorio que cuando aumenta el tamafio y peso del tumor,
aproximadamente 30 dfas después de la inoculaci6n, hay una -
respuesta mayor para la concanavalina A (Co A) no asf para la
PHA.

Las poblaciones celulares no adherentes a la columna de -
nylon (linfocitos T), mostraron mayor estimulacién a la PHa, -
que las poblaciones adherentes (células supresoras). Se not6
que conforme crecfa el tunor, el nGmero de macr6fagos espléni-
cos aumentaba progresivamente.

Durante las primeras etapas del crecimiento tumoral, los
linfocitos T son sensibles a la acci6n de la PHA, sin embargo,
cuatro dfas después de la inoculacibn, baja considerablemente
su actividad celular. Esto sugiere segGn Elgert y Farrar (49)
que hay cierta hiperactividad de las c€lulas T en los estados
tempranos del tumor, y que al progresar dicho tumor, hay un -
blogueo originado por la presencia de células supresoras cuando
el tumor progresa..

La actividad de la PHA baja considerablemente en los esta-
dos avanzados de tumor; sin embargo, esta respuesta de la PHA
empeor6 cuando las células de bazo con tumor fueron mezcladas
con células de bazo normales en presencia dc la PHA.

De acuerod a lo anterior, se traté de conocer aGn mis

el efecto supresor del mitégeno, para esto sc mezclaron célu-
las 1o adherentes con células tumorales y macr6fagos con célu-
las de bazo .normal en presencia de la PHA todas tuvieron in-
hici6én de la respuesta del mit6ge-no.

Pero ademds se prob6 que los macr6fagos normales y de ori-
gen tumoral, mantienen de forma Optima las condiciones in vitro
para no dejar actuar al mit6geno sobre las células de bazo nor-
males y con el tumor. Sin embargo, los macr6fagos tumorales en
presencia de suero antitheta -1, mostraron una estimulacién no-
toria para la PHA in vitro. Lo mismo se observ6é cuando los macro

fagos de ratones con tumor se adicionaron a las poblaciones dc
linfocitos normales y con tumor.
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Para conocer la relacifén existente entre linfocitos T
y macr6fagos, se realiz6 otra prueba en la que se mezclaron
linfocitos T normales y de tumor con macr6fagos, con respec-
to a la activacién con PHA, se observé inhibici6n en la --
actividad de ésta, misma que fué erradicada con la accién del
suero antitheta-1. Esto sefiala la presencia de una interre-
lacibén supresora entre los linfocitos T y macr6fagos presentes
en los bazos de ratones con tumor. Sin embargo, los macr6fa-
gos no son las Ginicas células que se comportan como inhibito-
rias para la activacién de la PHA as{ lo demostraron Elgert y
Farrar al quitar de los cultivos‘hormales y con tumor a los -
macr6fagos, notando que los linfocitos supresores T tienen tam-
bién un efecto inhibitorio.

Al tratar a los linfocitos con tumor con hidrocortisona-
en dosis que son liticas para trimocitos y para las células T
también eliminan la actividad supresora, pero s6lo cuando los
sistemas estuvieron libres de macr6fagos.

Elgert y Parrar demostraron la presencia de dos tinos ce-

lulares supresores: linfocitos supresores T y macr6fagos en -

sistemas bien caracterizados in vitrc. Estas células pueden
actuar independientemente una de la otra en condiciones simila-
res o diferente. Un dato muy importante es que el experifmento
con hidrocortisona, nos conduce a pensa que los linfocitos T
llegan a ser resitentes a la inactivacién del esteroide por los
cambios de madurez que ocurren timo, por ejemrlo los timocitos
corticales son m&s sensibles que los de la médula (49). AdemSs
Schechter y Feldman (56) retizaron
cortisona afercta a los linfocitos
se encuentran en estados tempranos
La falta de desarrrollo de la

un trabajo donde la hidro-
supresorcs T .cuando estos
de formaci6én celular.

inmunidad contra tumor, no
se debe exclusivamente a la pérdida total de la respucsta inmu-

ne del huésped, sino a la presencia de mecanismos que inhiben
de hecho esta inmunidad.

Entre los mecanismos inhibitorios, ha destacado la presen-
cia de linfocitos suprcscres T, factores blqueadores formados
por los propios tumores.

Fujimoto, et al 1978 (50), recalizaron una investigacibn
que trat6é de describir las propicdades de las células supreso-
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ras T y las citot6xicas contra los tumores sing€nicos,en la ra
ma aferente de la respuesta inmune.

vtilizaron ratones A/J de doce semanas, a los que se les
indujo sarcomas L1117, ademds se trabaj6 con los tumores S1509
y Sal. 8e extirp6 el bazo y los ganglios linfdticos para rea-
lizar cultivos con células linfoides tratadas con mitomina C.
Las células estimuladoras tumorales tamién se trataron con mi-
tomicina C y las células linfoides se usaron como células efec-
toras citotbxica.

La citotoxicidad fué medida por medio de la liberacibn e

incorporacibn de Cr51 en términos de lisis celular. También se

utilizé el antisuero theta 1-2 para los ensayos de actividad -
supresora. En un primer experimento, las células del bazo y gan
glios linffiticos de ratones A/J se cultivaron por cinco dias

con mitocina C y con células tumorales L1117, observandose uia
citotoxicidad marcada de linfocitos T contra las cé&lulas tumora-
les L1117. Ademés las células de bazo con tumor L1117 son supre

soras para la accibén del Cr51. Es decir, se bloquea la libera-

cibn de éste cuando se mezclan en un cultivo con células T cito-
tbéxicas y recuperan su actividad con anti theta 1-2 y complemen-
to. Ahora bien, segGn Fujimoto, et al las células de bazo con
tumor reaecionanron de forma especifica, esto es, que los lin-
focitos citotoxicos T se ven inhibidos por efecto de los linfo-
citos T supresores, pero s6lo para este tumor (L1117), Con otros
tumores no se da esta reaccién (S1509 y Sal). Dicho de otra ma-
nera, las células supresoras T del tumor L1117 reconocen deter-
minantes antigénicos y suprimen especificamente la reaccibn ci-
tolitica para este tumor,

Eb el caso de los sarcomas Si509 y Sal que son muy pareci-

dos en funcién de su origen celular, tienen distintos tipos de

determinantes antigéncios. El primero es reconido por las cé-

lulas citot6xicas T contra el tumor y el otro s6lo es reconoci-
do por las células supresoras.

Por otro lado se ha observado que las c€luls T supresoras,
actGan sobre la rama aferente de la respuesta inmune. Asi, en
otros estudios, se ha demostrado que las c€lulas del bazo y de
timo con tumor inhiben el rechazo de un segundo inplante tumoral.



Menss, la interaccifn de células citot6xicas y supresoras
tiene un papel especifico en los estados tempranos de la fase
efectora de accibn citotbxica, es decir, la reaccifén se verifi-
ca dentro de los primeros diez a veinte minutos después de la
exposicién a las células citotb6xicas T.

Una propiedad de los linfocitos citot6xicos T, es la recu-
peraciébn funcional de €stos cuando previamente estuvieron somec-
tidos a altas temperaturas. (43°C).

Mc.Donald, et al en 1978 (54), experimentaron con linfoci-
tos citolfiticos T de bazos con tumor murino in vitro a ios que
sometieron peri6dicamente a temperaturas mds altas que 37°C, no-
tando que a medida que la temperatura aumentaba, los linfocitos
se inactivaron. Esta actividad se recuper6 cuando se expusieron
a la temperatura de 37°C, sin sufrir cambio aparente. Un dato
m8s es que el efecto a temperaturas altas (hipertermia) act@a

segn el estado de diferenciacibn de los linfocitos citolfticos T.
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LINFOCITOS B COMO CELULAS SUPRESORAS

Gorczynsky (1974) (24), realiz6 una serie de investiga-
ciones con el objeto de demostrar la actividad supresora en el
crecimiento tumoral ejercido por poblaciones celulares con ca-
racteristicas de linfocitos B. Para esto, emple6 bazos inocu-
lados con el virus del sarcoma de Moloney. Las poblaciones de
bazo fueron centrifugadas a diferentes velocidades que las se-
par6 de acuerdo a sus diferentes tamanos:las células grandes -
y las pequefias reaccionaron positivamente al ser sometidas a
pruebas definidaé de inmunidad migracibn-inhibitoria de ma--

crb6fagos, ensayos con fitohemaglutinina (PHA), tratamiento con

suero antitheta y anti Ig. Estas poblaciones celulares coin-

cidieron con caracteristicas con las descritas en un trabajo
previo de Miller y Phillips (1969).

La poblaci6n de células de tamafo intermedio suorimié la
sintesis de proteinas inducidas mediante la fitohemaglutinina
en la superficie de estas células supresoras, donde se encon-
traron moléculas de inmunoglobulinas, lo que indica que son
linfocitos B.

Cuando la poblaci6n de células supresoras se sometif a sue-
ro antitheta y a suero anti Ig se obtuvieron resultados que su-
gieren que la supresién se debe a células con inmunoglobulinas
en su superficie. Ademds, se demostr6 que la induccibén en la
sintesis de protefnas en las células T en rcspuesta a la fito-
hemaglutinina, también es suprimida por células B .

De acuerdo a lo anterior, Gorczynski sugiere que las cé-

lulas B también se pueden comportar como células sunrgsoras de
la respues inmune antitumor.

En los tumores mamarios inducidos por virus murino (MuMTV),
se ha destacado la presencia de linfocitos capaces de crear in-
munidad especifica contra dichas células tumorales in vitro, -
debida a la formaci6n de antfgenos especificos contra los tumo
res murinos. Sin embargo, también se han encontr ado c€lulas
supresoras que bloquecan el efecto de los linfocitos, atribu--

yéndose esto a la accién supresora de células pertenecientes
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a la serie monocito-macr6fago (49,21), a células B (24) y cé-
lulas T (50).

Rudczynski y Mortensen 1978 (51), realizaron un trabajo
cuya finalidad fué conocer el tipo de cé€lulas supresoras que
se encuentran en sistemas tumorales mamarios murinos.

Para esto, se utilizaron ratones C3H, con el tumor MuMTV,
a estos ratones se les adicion6 altas cantidades de antigenos
tumorales en su dieta y las células tumorales se hicieron reacc
ionar con antisuero especifico MuMTV de conejo por inminofluo-
resencia indirecta.

Los linfocitos se extrajeron y se c¢ ultivaron, nosterior-
mente se separaron por la técnica de fraccionamiento sobre la-
na de vidrio obteniéndose noblaciones adherentes y no adheren-
tes a este material. También se determiné las poblaciones de
células T y B, a sf como de macr6fagos.

Con base a que los linfocitos T presentan u:a respuesta
baja a los antfigenos tumorales y alos mit6genos como la conca-
navalina A (Co A), en algunos estados de tumor, se probaron los
linfocitos T pero en bazos con tumor MuMTV, para conocer la na-
turaleza de su actividad en donde se encontr6 que la respuesta
es similar gquye en en otros estados tumorales. También como
antecendentes, sabes que la actividad de los linfocitos T suore
sores se recunera al pasarlos por la columan de nylon (51).

Al pasar los linfocitos supresores de los tumores MuMTV
por dicha columna, se recuper$ en 11% la cantidad de linfoci-
tos no adherentes (linfocitos T), en los bazos con tumor y en
un 30% de los ratones con tumores libres, al evadir a los lin-
focitos adherentes (c€élulas supresoras) de tal maenra que sf{
se recuper6 la actividad de los linfocitos T al reaccionar con
la CoA. Esto sugiere que las células suprcsoras ejercen una
actividad bloqueadora para los linfocitos efectores T en gran
n@mero o llegan a activarse en ratones con tumor MuMTV.

Se mezclaron células de bazo no fraccionadas de -atones
con tgmor murino con linfocitos de bazo normal en presencia de
CoA, notdndose que la respuesta de la Co A bajé marcadamente
comparada con la blastogénesis de los controles.
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También Rudczynski y Mortensen, analizaron el porcenta-
Je de células T,B y macr6fagos en los bazos no fraccionados de

los ratones con tumor en las poblaciones adherentes como en las
no adherentes.

Para las poblaciones no fraccionadas y no adherentes a
la columna de nylon, de ratones con tumor, la proporcién de
células T y B es m&s o menos igual. En las poblaciones celu-
lares adherentes se observ6 que las células gque se encontraron
en mayor cantidad fueron linfocitos B.

De lo que los autores concluye que las células supresoras

que actfian en los tumores MuMTV pertenecen a la linea celular
linfocitos B.



ALGUNAS TECNICAS UTILIZADAS PARA LA IDENTIFICACION

DE LAS CELULAS SUPRESORAS.

El efecto de los mit6genos estimuladores de linfocitos en
la actividad citolitica contra tumer, ya ha sido discutido an-
teriormente (Kirchner, 1974 , Gorzynski 1974).

En otro trabajo realizado por Réme et al en 1978 (59), se
utiliz6 a la concanavalina A (Co A), para reaccibn citolitica
contra antigenos asociados al
duce de manera especifica una
mor mediada por linfocitos T.

sarcoma de Moloney, la cual pro-
respuesta secundaria co-ntra tu-

Se not6 que la actividad citolitica de los linfocitos T -
fué mbs efectiva en ratones alogénicos que en ratones singéni-

cos que habfan sido inmunizados previamente.

Para este experimento se utilizaron tres diferentes cepas
de ratones; C57BL/6 (B6), B10A (4R), BLOA (S5R), HTI y BALB/C
a las cuales les fué inducido el sarcoma murino para posteriormen
te extirparles el bazo y obtener neblaciones de linfocitoe.

Los mtt6qenos.uti11zados fueron la fitohemaglutinina (PHA),
la concanavalina (Co A), y lipopolisacaridos (LPS).

Se prob6 la lisis celular por medio del marcaje de las cé-
lulas tumorales con SICr.

Los mit6genos seialados anteriormente, estimularon las cé-
lulas de bazo con tumor murino de ratones B/, observ&ndose lo
siguiente; la actividad citolitica es mayor cuando los linfoci-
tos estan en presencia de PHA en una dosis de S0Oig/ml., siquien-
do en efectividada la COA con una dosis de Sog/ml. Sin embargo,
se hizo un scgundo experimento para medir el %fecto de recupe-
racién celular siendo més satisfactorio con la Co A (22%) con

la PHA (14%), ademds la actvididad citolftica fué anulada por
suero anti theta 1-2 y complemento.

Se realizé ina curva de dosis de respuesta que most6 la -
concentracién mfs eficaz y el timpo para logqrar la mejor activa-
cibn de los linfocitos T en presencia de CoA, concluyéndose que
la concentracién Optima es de Sug/ml. al séptimo dfa de reesti-
mulacién de los linfocitos T de bazo con tumor murino in vivo.



‘La prueba anterior constituy6 b&sicamente la respuesta
primaria in vivo, es decir, después de 9-10 dfas de la inocu-

laci6én del tumor. Ahora bien, reestimulando con CoA, a los

linfocitos T citolfticos in vitro, aproximadamente hasta S0
dfas después de la respuesta primaria, se observ6 una gran
actividad citolitica de los linfocitos T, 6ptima al dfa 17 -
postinoculacién, decreciendo conforme el tiempo transcurria.
Para probar la especificificidad de la CoA, se prob6 -

in vivo , con linfocito T inmunizados, siete dias desoués de

la estimulacién del tumor. Se observ6é lo siguiente: cuando el

combinante antfgenico es H-2, se observ6 una restriccién en -
la actividad de CoA, de tal manera que la CoA no es un estimula
dor igual para todas las cepas, en las que el combinante es-
distinto.

Se encontr6 una respuesta primaria inmune anti-tumoral cuando
se cocultivaron linfocitos de bazo no inmunes (cepa B6), con
células del linfoma viral B6 irradiadas y en presencia de CoA
con células del tumorales singénicas. Sin embargo, se demostré
que la CoA indujé una respuesta secundaria dc¢ los linfocitos
contra el tumor, probablemente debida a una mayor'especifici-
dad antigénica promovida por la CoA al darse la respuesta se-
cundaria.

De esta manera la conclusién de este trabajo es que los
mit6genos fihemaglutinina y concanavalina A son especificos -
segln la cepa de ratones con la que se este experimentando.

Los macréfagos como células citot6xicas contra el tumor

han sido estudiados recientemente, sin embargo, todas las prue-

bas realizadas in vitro necesitan de largos perfodos de culti-

vo para obtener resultados evidentes.

Sharma, et al 1978 (60) utilizaron una técnica que requie
re de un perfodo corto de tiempo (seis horas) in vitro para -
boservar la citotoxicidad mediada por macr6fagos.

Se utilizaron reactivos con caracteristicas cspeciales,
uno de ellos la prolina (Ha), que actub junto con la linea tus
moral llamada hepatoma, se meecld con células efectoras que -
fueron linfocitos tratados para activar a los macr6fagos dando
un factor activador de macr6fagos (MAF).
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Para este estudio se utilizaéon cobayos, y como reactivos
a la prolina (H3), leucina y iodoxiuridima (IudR).

El factor MAF se obtuvo por medio del sobrenadante de los
ganglios linfSticos estimulados con CoA.

Los resultados fueron los csperados, el factor activador
de macré6fagos se comport6 citot6xicamente contra las células
tumorales, pero como las células tumorales fueron premarcadas
con prolina, los resultados se obrtuvieron de seis a venticua-
tro horas después de iniciado el cultivo.

Hay maracadores radiactivos que se han utilizado: en otras
pruebas de citotoxicidad como El 51Cr, iodoxiuridina y timidi-
na. Sin embargo, el uso de la prolina (HJ), en este estudio tie
ne varias ventajas: una es que las células tumorales absorven en
gran cantidad el radioisotopo sin ocasionarle toxicidad.

En otro ensayo se utilizé timidina para marcar células -
blanco junto con macr6fagos efectores, obteniéndose resultados
similares con la orolina, pero s6lo cuando se alcanzaron las
rpimeras seis hora, después la prolina fué mds efectiva.



IMPLICACIONES DE LAS CELULAS SUPRESORAS EN LA INMUNOTERAPIA
HUMANA .

Bl conocimiento de las células supresoras puede ser en do-
terminados casosuna ayuda para la inmunoterapia.

La quimioterapia, radiaci6n y cirugfia pueden en ciertos
casos beneficiar a los pacientes con tumor, debido a que tie-
nen un efecto indirecto sobre las células supresoras.

En la quimioterapia algunos agentes quimicos limitan el
efecto de las células supresoras, y por lo tanto, aumenta la
inmunidad humoral del huésped; tal es el caso con 6-mercapto-
purina y la cyclofosfamida (62).

Las radiaciones ionizantes pueden aumentar in vivo la -

respuesta inmune por medio de la eliminaci6én de la depresitn
inmune de las células supresoras.

Como se ha mencionado anteriorment(25), algunas células
supresoras pueden ser relativamente de vida corta en algunos
sistemas tumorales. En algunos casos las cé&lulas supresoras -
pierden su actividad funcional o mueren r§picdamente después dc
extirpar quirurgicamente el grueso del tumor.

La extirpacién
otorga beneficios al huésped como es alterar el balance de la
inmunoregulacién sin erradicar completamente la neoplasia,
Las células supresoras tienen un panel muy importante en
el desarrollo del tumor, de manera que su estudio desde el

pun
to de vidta terapefitico es de suma importancia.

Asi, el cono
cimiento de los marcadores antigénicos de las células supreso-

ras T, los I-J, productos codificados en ratonas BALB/C promuc
ve el desarrollo de los anticuerpos dirigidos contra la activi-

dad 1-J por lo que son capaces de eliminar la actvidad supre-
sora de las células T en humanos.

Se ha observado que el factor tfmico circulante que estd
compuesto de péptidos ayuda en 1l- restitucibn dc los linfoci-
tos T. Ademds que este producto es eficaz en la eliminaci6n
de cicrtos clnceres de pul6n y en algunas infccciones virales,
cuando es usado en forma natural de extractos do timo de rato-
nes y de productos sintétizados en el laboratorio (61).
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Los agentes inmunoterafiticés como Corynebacterium parvum
o BCG, pueden aumentar la vigilancia inmune y la citotoxicidad
en pacientes con cfncer, sin embargo, no es Gtil en todos los
casos, por ejemplo Kirchner et al (21), menciona que el uso de
la BCG deprime la inmunidad celular contra tumor acompanada de
laactividad de los macr6fagos como células supresoras. Esto
se puede explicar como la reacci6n propia del organismo a eli-

minar microorganismos extrafios y por lo tanto agravar un esta-
do tumoral existente.

La BCG se ha utilizado en casos donde hubo que combatir
infecciones virales y bacterianas, pero también en estudios -
recientes, su uso se ha extendido a la funcibén que tiene para
desarrollar resistencia a tumores en ratones con sarcomas FSI
y FS6.

Esta resistencia de los ratones, una vez que fueron ino-
culados con BCG y cuyo efecto, se detect6 tres dfas después -

para alcanzar un méximo de dos a cuatro semanas, se ha atri-
buido a cuatro causas:

1) Presencia de macr6fagos en la cavidad peritoneal, la

que desencadena actividad citot6xica contra tumor sin
forma especifica.

2) Formacién en la cavidad peritoneal de granulomas indu-

ducidos por la BCG.

Aumento en la circulacién de los "factores bloqueado-
res" inducidos por el sistema reticuloendotelial.
Auemnto en el nGmero de células citot6xicas efectoras
formadas por los antigenos tumorales.

3)

4)

Parr, et. al. 1978 (55), inyectaron ¢l BCG a los ratones
B51BL/6, previament-c inmunizados con sarcomas FSI y FS6 por -
via intraperitoneal, observindose que el cfecto contra el tumor
es mis eficiente de esta forma que por otra via donde s6lo se
obtuvo reaccifn local.

Bn esta investigacién, las células que manifestaron mavor
capacidad citotBxica contra tumor, fueron los linfocitos T, eli-
mninando la posibilidad efectora a los macr6fagos que no la mani-
festaron,

Asf el pretratamiento con BCG en ratones inmunizados con



comparando tanto con otros ratones no pretratados con BCG -
pero si inmunizados con el sarcoma, y comparando también la
citotoxicidad de los linfocitos T con otras células con pro-
piedades citot6xicas contra tumor.

Ahora bien, existen agentes bloqueadores de la respuesta
inmune antitumoral de dos tipos:

1) A nivel humoral, anticuerpos, antfgenos y complejo -

antigeno-anticuerpo.

2) Las interacciones celulares en los linfocitos que pro
ducen supresi6én de la respuesta inmune celular y humo-
ral, de tal manera que les linfocitos pueden llegar a

suprimir de manera parcial o total la respuesta inmune
contra tumor.

En pruebas preeliminares, se ohserv6é que en receptores sin
génicos, después de la inoculacibén de linfocitos T precursores
de células supresoras, se conviertieron a linfocitos T "supre-
sores promoviendo el crecimiento tumeral.

Schechter, et al 1978 (56), realizaron un trabajo donde
se busc6é la posibilidad de eliminar a los precursores de los
linfocitos supresores que en apriencia pudieran ser citot6xi-
cos con la subsecuente inhibicién del crecimiento tumoral.

Trabajaron con hidrocortisona (HC), la cual afecta alos
precursores de linfocitos supresores T, y no a las células en

etapa de maduracién, Ademds, tiene un efecto diferencial en

las subpoblaciones de linfocitos y crea una rcacci6n del hués
ped contra el tumor.

Estos investigadores usaron ratoncs cepas CS7BL/6 y C3H

a los que les fué trasplantado el carcinoma de Lewis, un tu-
mor con propiedades de matdstasis.

Se utiliz6 el bazo para la obtencibn de lan suspensiones
celulares mediante centrifugacién.

Ademés los ratones fueron tratados con radiaciones gamma,
para despufs ser sometidos a la inyeccibén de células tumo #les.

Se hizo ademds un ensayo de citotoxicidad, mezclando cé-
lulas tumorales y células de bazo experimentales, en el cual
las células tumorales se marcaron con leucina.
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De este experimento se obtuvieron resultados evidentes
en relaci6én a la actividad de la HC. Cuando la hidrocortisona
(AC), se va agregando poco a poco a bazos de ratémn experimen-
tales, se observ6é que el crecimiento tumoral se redujo en un
24.% comparédndolo con el testigo que fué de un 13%, deducien-
do que hay actividad citolitica debida a la deficiencia de
células supresoras.

Una prueba que mostr6 el efecto transitorio de la hidro-
cortisona fué cuando se aplic6 esta a donardores de linfocitos
normales y con tumpr, en un lapso de dos a catorce dfas dando
como resultado lo siguiente: en los primeros dfas s6lo hay un
aumento ligero de la citotoxicidad, sin embargo, del dia sie-
te al dfa catorce después de la aplicacibn de la hidrocorti--
sona hay una recuperacién celular, lo que sugiere que entre
estos dfas hay un efecto protector del corticoesteroide.

Esto se se debe a que en las primeras fases del tumor, los
linfocitos precursores ayudan protegiendo al tumor, en cambio
de siete a quince dfas después, los linfocitos pretratados con
HC tienen un efecto citot6éxico contra el tumor 12'!1!3.

Para conocer el efecto de la hidrocortisona in vitro,
se realiz6 una prueba de actividad citotb6xica; se mezclaron
cantidades conocidas de HC a donadores de c€lulas de bazo nor-
males y con tumor y se observ6é que dos dias después de la apli
caci6én de la HC, hubo citotoxicdad apenas visible, a los cua-

tro dias desapareci6 ésta, y a los siete dfas f{ueron mis cito-
toxicos. Estos resultados son diferentes a los obtenidos in
vivo y se deben quizd a las condiciones del experimento.

DE todo este trabajo, se conluye que la HC afecta s6lo
linfocitos inmaduros (precursores) cuyo efecto es mayor entre
el 3o y 5o. dfa debido a que es la ctapa proliferativa de las
células supresoras, lo que al pasar el tiempo va creando citoto-
xicdad y regenracién de 6rganos linf&ticos.
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