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F~ESUMEN 

Se sabe que ~xisten c6lulas mononucleadas aan no plenamente 
identificadas, que tienen la característica de reconocer 
antígenos sobre la membrana de algunas c&lulas tumorales, 
provocando la respuesta inmune de rechaza. Se piensa que entre 
las c~lulas mononucleadas que participan en este reconocimiento 
est&n tanto los monocitos como los linfocitos. Se supone que el 
monocito tiene la propiedad de reconocer neoant{genos y 
presentarlo al linfocito, adem&s de lisar directamente e la 
c6lula maligna; mientras que el linfocito por su parte, tiene 
la facultad de inducir la producci6n de anticuerpos así como la 
acti~aci6n de c6lulas asesinas. 

Por otro lado, existen indicios de qua el reconocimiento 
celular est~ directamente relacionado con el tiempo de doblaJe 
IN VITRO que presentan las c¡lulas malignas, 

En este trabaJo con la finalidad de determinar si existe una 
interacci6n selectiva entre leucocitos mononucleados normales y 
c6lulas procedentes de diferentes tumores humanos, as{ como 
para identiticar el tipo de c6lula participante ~n ~icha 
interacci6n, se ce-cultivaron c'lulas de 6 sarcomas y 9 
carcinomas con leucocitos de sangre perif6rica de donadoras 
riormales y se evalu6 el grado de interacci6n medido como el 
porcentaJe de c6lulas malignás con leucocitos adheridos¡ 

Al compar~r el tiempo de saturación IN VITRO con el porcentaJe 
:.';.: <.: ~e intl]ratci6n se ené<Jntró una .. relación directa entre ellos. En 
,;;_.. ·::ej;;t¡;¡'·::·interacción . él n11mero. de . cél1Jlas adherentes se 

)<incrementaba •· éonforme aunientabá el. "tiempo d.e saturación; 
.; · ./}adfim~i;,\ <tl éomparár los datos clínicos ·correspondientes al 

t.·~.J./.·I.'.'.; ·t~.:!'mpo. C:té'iev~luci6n del' t,umor, .se encontró q•Je mientras éste 
" . (~rá'~máyor, el tiempo de saturaci6n fue. rnenor. 

~~ji~¡¡~j¡}iif ~~ªfü;fü!~;~gfü;;~~º:!;h~!;r:::~.,:f :fü:!:~,~~!·.· .. 
. r\tfaY.de. ·linfoc:inas en.los .medios de co'-cr.il tivo. capaces de 

.~íz~.i- ·.~1):1ff.furfinc~ar )infcici tos. · · . 

•)ii{i.~~Att?'.·'.~l'bi•d:i~tÚ.t~ r~:·poi;;ible aplic.actión diagnóstica.·· 
1·ay·cíV·Cte~ ~ .:fntaracci6ri· Ít:l VITRO 'dese ri.to aqu{, al> tomar 

t~~i~~~~t~~ :,,~~~~~~t=~l~}.:·~ •• ~;:ri~• · ·:!~ •• a •.. a:: \: ;: :~,.~ ~· < 

~ - -0:,' ··: , _ _._..,. 

> .. :;:.-~·,.· ... :: .. ~;: __ ._-... i:;~ ' ,:,.;· : ~;,:::r· ·. ·. :.·~- > ·:_·(.:/'. 
•:: ·-.'.~-~ - . ::· ;. "i.' 

·.~~;;_:-/~º·~~~: . ,:_'.J:->:·· -:~;·¡.-:'.: /: ' .... : 

'i~.~;~~fiit~{;,~l;;¡;6-~-~i~~~1~;·~~,~~·+:~~~ :~~ :~-,~!,.~,'·~:,.L. ~ ~ ,_·_L«.~(-~'.~-_,.. 



I N T R o D u e e I o N 

CULTIVO DE TEJIDOSI 

En la actualidad el desarrollo y perfeccionamiento de la 

.técnica de cultivo IN VITRO ha permitido mantener 

6rganos, teJidos y c~lulas aisladas del organismo animal, 

• a.símismo esta técnica de cultivo es una herramienta útil, 

. que. . permite realizar estudios encaminados a un meJor 

entendimiento de los 
'··.\ _·-: .. · ,-· 

procesos celulares básicos. El 
, ~' -

p:rinc ipal problema 
:i:~ '"'. .': -. . ,: . ' . ' '. ': 
~t\:.· ;;. p:rJm.ei'C?S. investiga~p.rt?s .'. en e$te . campo, fué· el enc;'c)nt.rar 

~)ii~mt~1r~~r(::~:r:.~:::::.::·~~:····: ... ::: 
~· .... _ ·¿_. · .... ., •. :'': . . 

al que se enfrentaron . lós 

,'.!} 
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cuales dobJdo a su complcJidad, no permitían observar el 

efecto de una determinada sustancia sobre el comportamiento 

de las c6lulas, por lo que se les llam6 medios nutritivos 

indefinidos. Esto provoc6 que ~e dedicaran mayores esfuerzos 

en la bGsquecia de medios dr: composición conocida, 

que permitieran establecer el efecto de las diferentes 

sustancias sobre las c6lulasl de esta manera en 1912 

Carral estudi6 los promotores Cde baJo peso molecular) del 

crecimiento celular en extractos de embrión de pollo, 

logrando con ello propagar c6lulas nerviosas de anfibio 

durante 34 aRos (3), 

Sín embargo, no fu; sino hasta 19~9 que Beaker utiliz6 medios 

.· semidefinidos, que contenían glicina, ácidos nucl~icos, 

g'l.~tatión y hemoglobina, suplementados con pla:ima humano y 

· ex~~af ~~6· de· embri6n de pollo, en los que logr6 ·1n~nteri~r ·~~;:~~t:.i.! .. '2;.: '. 
1,~:.');_::·· ' >-,-< ... ..:: 
'"'i<'jo ·:en ;érecimiento' · cont!nlio céhilas de, .sarcomas 

,,;;,,,: 
de ratón 

',:{<4> •.. , f'os'ter:forinenter .en 
'··:":·'· 

1959 E¡;igleimplementó el prime1' 

Ó)'ii;~<lik ~fnim9, ésenda1 ,·· 

i';.').'1~~' .. •:(hemerftos t;;111to com~ inorgánicos 
': ·:·<;··:_· .. · ..... :1'. .. , ··.,~:..·· ',. : ·,·: 

cre~iníien\o Ct?~'il~rr entre· los .. cüales se · 

Í2,;de lÓs '20 ámino~.¿¡d~,S esenciales · <S), 

que.como su ·nombre l.o indic.a contiene 

b:Ísicos 

:m'~d;.~;; '~J?·:, de~~}rc;'.li~r.~~ ptrás diferen~es, · con··.~1:. 
''.,·/'.·'·'':i:,_'. 

. ...... ·. Pªt,<l : ·~1 r:: · · }'i 
•¡;io : e1~·b:óraí:ló<· · / 

:·.·.· /.' .. •·,,·¡•_: ,.·~,· ·:.' .' .. ,' 
·;,'.. 

:. . , . ~ 
'-~-":\~-, '?.:.""._,:' 



(7). Cabe <C:lfll'ill' que la mayoría Jos 

investigadores actualmente suplementan estos medios con 

s1.1ero, 

c1.1ales 

ya sea de caballo, humano o fetal de b1wino, los 

contienen promotores del crecimiento tales como 

horm~r.os y protc{nas. 

De esta manera, la t'cnica dv cultivo de teJidos ha 

permitido el mantenimiento IN VITRO de c~l1.1las malignas, lo 

cual es •Jna herramienta pEre el estudio de prc1c:esos 

biol6gicos CB), La primera l{nea celular proveni~ntu ~e un 

tumor maligno, f1.1~ denominuda Hela obtenida en 1951 (91, y 

ha sido mantenida hasta la fecha. Posteriormente, se 

l fo e as de sarccimas y ca re: inomas ( 10}, si onda las 

primeras .menos numerosaE que: laa de carcinoma, dobido a la 

me.nor incidencia de los sarcomas en el humano .(11). 

d;? 1~1 ~écnicá de c1.1ltivo. de te.ji.dos, 

ccindicior)es f{sicas ,Óptimas p¡¡ra el 

iriii tando. lo. m:3s pósibl¡~ las q1.1e 

organismo de los mamíferos • 

. el ?i re; 

• c1Jl tivo 

para 
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CICLO Y DIFERENCIACION CELULARl 

La proliferaci6n celular est6 dada por la duplicaci6n de 

todos los elementos estructurales y capacidades funcionales 

de la cdlula1 Actualmente, la investigaci6n sobre ciclo 

celular se centra en comprender como estos complejos y 

disti~tos ccmpo~entes de la proliferaci6n ast'n ralacionados 

entre si en una forma dnica, integrando un patr6n dentro del 

¿itlo celular y como asto lleva a la divisi6n celular. El 

.entendimiento de como las c6iulas pasan a trav's del ciclo, 
. . . ' 

permitirnos descubrir como su interrupci6n da la 

.· _r~gulaci&n ·de la prol:i.feraci6n celular. 

f. 
mas sobre\:>al ientes, f dci lrnente 

son, l~ repli~aci6n del ADN y la 

permiten\ que ei ciclo sea 

y M. 

y. 
' . . . . . - . 

Gl. y G2 son de ,Jos 

. se satfr(coil p ~e~Ísi6n ;; 
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del ciclo celular, en esta fase las c~lulas presentan un 

n6mero haploide de cromosomas, as( mismo se da una importante 

s{ntesi!;·, proti:.::'ica y c1·ecimiento celular. La fase S se . 
caracteriza por ser el período durante el cual se lleva a 

cabo la duplicaci6n del material gen6tico, siendo muy baJa la 

tasa de síntesis prot6ica. El período G2 presenta una serie 

de eventos moleculares que conducen a la divisi6n celular, 

en este momento la c'lula presenta un Juego diploide de 

cromosomas. La fase M comienza con la espiralizaci6n de la 

cromatina integrando los cromosomas; para su estudio se 

divide en cuatro etapas denominadas profase, metafase, 

anafase y telofase, finalizando esta etapa con la ci\ocinesis 

formándose dos células (14), 

~cuerdo con estudi~s realizados en c6lulas humahas 

se ha observado que la du~aci6n 

24 hr~, en donde el ·tiempo 

8 hrs para. Gfr 

la 132 .·to.m6' 

. 'Asímism~, 

en.cu~nt.oa lá 
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organismo <16), El proceso de dife1•enciar:i.Ón en anim."'!les se 

da a partir de la gastrulaci6n, etapa embrionaria en la que 

se constituyen las tres hoJas germinales, de las cuales se 

forman los diferentes teJidos y 6rganos. Sin embargo, 

persisten células ind i fe1·enc: iadas también llamadas 

precursoras, que contin6an su reproducci6n de tal manera qua 

la poblacibn ele c'lulas diferenciadas es renovada 

constantemente <17), Ahora bien, se han establecido diversas 

teorías para explicar el fen6meno de la diferenciaci6n 

en donde se indica que esta es producto de la 

transcripci6n secuencial de diversas partes del genoma al 

interactuar con determinados componentes del citoplasma 

(19). 

· fls!mismo, se han des•rrollado otros modelos para explicar 

fen6meno de d if'e1•enci~cion, cmno propuesto pol' 

L()l?ashi:iv <1977>, donde establece ·que esta es debida 
i~' . . 
'c'ii·,. ,;;,"'.l_-~ 'pf~ii;enda de fact~1·es eHtrfo~ecos de programación, entre 

.~.ifJ~·.i.' .•. ~.~ .. ::_ fd~: qlJe d~s~~cari la influencia dí! células colindantes . e 
·' -':_::,,;-., 

;•",•.', 

'.•;::i.nf1Ueni::'ie1s humorales, que al, actual' sobre he.tares 

ni'f.:.,;r(,~~n!tf•.·.~.•.·:•.• ..• :.: .. ·.····'.····i·.•.: .•. :.•c~.·.·.·~.· .•... :: .. ª>• .. ·.··.·.·,···.i'ac~.~ú,la' (los cuale~. mantienen la ·. establilid~d ~:r: .:' .. :Prb~o~an el. cámbiO del fenotipo <19>, lldem~s, 
i~~ic~.·~ue P~!'ª .m~n.i~nér; ~l estadó.difeÍ•enciado 

i:r~H .. ?~ ·t>~rT'erá¡.1ocart.ia~as en·."11 ·· i:úcip1a·s~i1,.· .. ·· 
·:·\ ., ·;··aci~~~o·de•nÚevos .factores .á~ · prog.ralllac:i.ón··· 

-~~ef~~;.:~~ p~~~e··~r>:;.~~iar, .s~·;c0iisidS1'~ que -:el: .. ·., ·, ,· 

-~,'ú/ra~: \:(l(i•. es•: .. ~e~ul·t.ado .; de , :,· 

~~~'.;{~~·~?:niª ~~;Elnt~\ ei. de~a~r~l:lo• ·· , . · .. 
;;_{' 1'? ::!/{·: .. ·, ··:~·~ ;').'. ' .:-·"'';:: .-.. 

::?·¿:, .. :·,, .,, ·.. .. ·'.:j);;~;~;;) :;. 
,;. -·-:: ~:.-:~·:: .:zL_; -~y~:=·:.-. ···f:.: :·'· .,. . ,, -. ·;';: ··;:~·:_; 

:i:L".·:·_·,,;-.' '.· ~.}.~/' '? , :·~·:'·.~·[;;;/:! ,_, ~···: ~.:.) ;,~/~~'.:.<L,_º;;~;·;:.:\: ;;3~j:~~'.;~;.ú 



sino que depende de la naturaleza de las estructuras 

celulares que regulan la división, el movimiento y 

reconocimiento de cilulas, los cuales conducen a la formaci6n 

de Órganos y te,jidos. 

Debido a que la membrana citopl~smica es el principal 

componente de la cblula en su interaccibn con el medio 

externo, se ha considerado que esta sea la responsable da 

la regulaci6n de los eventos de diferenciaci6n C20J, y que 

los procesos de proliferaci6n , movimiento y reconocimiento 

celular, sean coordinados por un ensamblaJe de mol6culas de 

membrana interactuando entre si (receptores de membrana y 

estr~cturas fibrilares submembranales), Por otro lado, las 

glicoproteínas espec:i'.fi.cas en la superficie celular 

desempeÑar un papel importante en los cambios 

con la modulaci6n celular <receptores de 
hormonas, anticuerpos, et¿,1, Se considera 

de canirol transmembranal se encuentra en la 

con una ~structuri fluidi sobra 

se pueden mover. 

Y proliferación 

alteraciones 

asi. 
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dependiera de una regulaci6n externa sobre .1·ec epto 1·es 

membranales, entonces una alteraci6n en la estructura de 

estos o un bloqueo en su capacidad de reccrnoc i.micrnto 

podr{a ser la causa de una proliferaci6n descontrolada. 

Seg~n esta teoría los procesos malignos estarían asociados ~ 

alteraciones membranales y no a cambios que involucren al 

genoma celular directamente <20>. 

·neoplasia es una n eofo.rmC1c i ón 

anormales de cGlulas, 

los. t.e,Jidos normales y 

1rnop1a51as se dividen en 1:ienf9nai¡¡ 

Gltimas cáncef. El'l 

~mpleado para designar. 

B 



c~psula. Cabe mencionar que en este tipo de tumores no sdlo 

se presentan las células neoplásicas, sino que en 

algunas ocasiones tambi6n aparecen c6lulas fibroblSsticas 

que proliferan por un fen6meno de tipo inflamatorio (25,26), 

Las neoplasias malignas, presentan comunmente c6lulas 

indiferenciadas con un alto porcentaje de mitosis y no 

presentan encapsulaci6n, se caracterízan por un crecimiento 

infiltrativo que destruye por invasividad los te.J idos 

vecinos y con el tiempo p•Jede originar el establecimiento 

de colonias en partes distantes del lugar de origen, a 

lo que se le conoce como met~stasis, o crecimiento 

tumoral secundario C27), Esta capacidad es conferida por 

ias• alteraciones en los mecanismos de proliferaci6n, que les 

reproducirse indefinidamente en condiciones 

El ~eri6meno de la met,stasis causa en la mayor!a de 
. . . 

la 111uerte del organismo, aunque también debemos 

la. localización de las neoplasias,. ya que 

una 11eopJa~d:a benig1ia cause la muerte 
.,· ·. : ·. -,. ' 

.u obs.truc:ciél'n de un 
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bioquímicas (22). 

No todas las caracter{sticas antes mencionad<Js se enc•.tentran 

en este tipo de c6lulas transformadas. Además estas 

alteraciones se pueden encontrar en Forma muy sutil, de tal 

manera que las c~lulas pueden tener gran semejanza con las 

del teJido normal, o la modificaci6n puede ser muy grande y 

en tal c•so se pierde toda semejanza y exhiben en la 

mayor{a de los casos una morfologÍ<.i com1.Ín cuya:; principales 

características son: pleomorfismo celular y nuclear, 

n•~cleo picn6tico por gran acumulaci6n da cromatina y 

presencia de c6lulas gigantes multinucleadas <22), 

l'.tf.!bemos mencionar, que las propiedades alteradas de 

úr\a población de células cancerosas pueden cambün' con el 

y dar lugar a diferentes estadios en el. 

del tumor <evolución neoplásica> C26), y que 

.parte. de las . células malignas poco 

d.ebido a que .no tienen fúnci6[1 

parte; la tr.ansfor~acihn de una 

el . posterior 

ya que no toda alteraci&n 
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mecanismo de la transformaci6n maligna son 21 la teorle de la 
. , 

supres1on de la retroalimentaci6n y la teoría de la 

alteración genética; la primera se refiere a la pérdida de la 

facultad de la para la regulaci6n de 51..lS 

funciones normales y la segunda expone que los agentes 

carcinogénicos provocan la modificación del genoma 

(22,26,29). 

La "diferenciaci6n de las células cancerosas suele ser Índice 

de su nivel de malignidad y grado de proliferaci6n. En 

general, cuanto mayor sea la diferenciaci6n, más lentamente 

.~recer6 la neoplasia y a la inversa, poca diferenciación 

se acompaFía de crec:imien-t.o rápido. Se piensa que estas 

propiedades es~~n relacion¿das con la respuesta defensiva 

.del. organismo, puesto que se. post•Jla que mientras má's lento 

mayor es dicha respu~sta (30), 

ll 



INMUNOLOGil'I 

La inmunologí'a estudia los fenóme11os, . las técnicas y 

las enfermedades relacionadas las reacciones. 

ant(geno-anticuerpo-complamento, Lo; métodos empl1rndos 

bas<idos el estudio la inmunoloc3Ía están 

esencialmente en la observaci&n de la respuesta que ocurre al 

combinarse un antígeno con los anticuerpos producidos en un 

·organismo viviente, o en cultivo di c&lulas. De acuerdo a 

las investigaciones realizadas, se sabe que el s{stema 

_inmunitario es extremadamente compl1Jo y tiene una gran 

diversidad de actividades para manl:.ener la homeostasis y 

~tarito la salud. La protacci6n i1mune es dada por un 

celular y humoral que defi"nde al organismo en 

ambos si•temas est~n adaptados y 

distinl:.os cuerpos extraÑos. 

del. si'sté'ma inmune es su 

st¡¡:i'er,ficie de que · no 

12 



básicos relacionado~; c:c>n la función da loe linfocitos, lo 

cual ha coadyuvado para aclarar su papRl biol~gico en 

procesos como transplantas, tolerancia e inmunidad tumoral 

<28). 

Los principalt!S componentes cel•Jlares del sistema 

inmunitario son los macrdfagos y los linfocitos (28), Los 

macrÓfagos son fagocitos mononuclaados que derivan de 

los monor~ i tos de la mcidu 1 a Ósea y dfJsempeÑan 

actividad importante en la inmunidad celular. Entre sus 

principales propiedades f•rncionales están: la 

q•Jimiota;d s, el reconocimiento de partículas axtraNas, 

la ingesti6n de estas por mecanismos de pinocit.6sis 

(de partículas en suspensi6n> y fagocitósis (de partículas 

mayores de 0.1 m>. Además tienen la capacidad de fijar 

tant~ .antígenos como los compleJos andgeno-ant.icuerpo 

presentarlos a cél•Jlas linfocíticas <28,31,32). Los 

·son células mononucleadas provenientes de 
la médul.a ósea y que tambi~n deaemperlan 

·en .la respuesta inmune~ 

la citotoHi~id~d 
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El sistema linfoide consta de dos poblaciones de cblulas 

morfoldgicamente indistingibles, los linf(Jcitos T 

dependientes del timo y los linfocitos B derivados de m~dula 

6sea, Cada linfocito en las 2 poblaciones es capacitado 

para reconocer. y responder a una s•Jstanc L'" e;:traÑa 

relacionada. Durante una respuesta inmune, estas células 

primero deben proliferar y diferenciarse antes que ellas o 

sus productos sean capaces de eliminar elementos no propios. 

Los linfocitos B, son los responsables de la respuesta 

humoral: Cuando se activan por el reconocimiento de 

-sustancias eNtraNas, se diferencian a cblulas plasm6ticas que 

producen anticuerpos, Se caract•rlzan por ser los productores 

de inmunoglobulinas, que son glucoprate!nas que funcionan 

como anticuerpos, estas son fácilmente identificables sobre 

la su~erficie de la cblula contra la que van dirigidos. Los 

reconocen y unen a antígenos por mol6culas 

las· cuales permiten m1.Íltiples interacciones 

semeJantes a las qaa confieren especificidad 

en diversas 

de. una 

con. funciones dÍférentes •. 
;·· ' , .. 

e>ttra~as ·.·. que alte1•ar\. 
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rechazo de tumores fuJ deducido originalmente de los estudios 

sobre transplantes de crecimientos tumorales que mostraron 

que la respuesta de rechazo era abolida en animales carentes 

de c~lulas T, Al parecer estas c~lulas tienen receptores de 

supe1·f'i.cie para los fragmentos Fe, de la IgG, lgM 

linmunoglobulinas> y posiblememente de la IgA. La presencia 

de receptores para Fe se ha demostrado por la formaci~n de 

rosetas con eritrocitos de carnero recubiertos con 

anticuerpos purific:ados de IgM o de IgG. Adema's, de la 

técnica de rosetas, existe la mic roscop la 

inmunofluorecente y la autorradiografla, que nos permiten 

diferenciar y clasificar las subpoblaciones de las F~lulas T 

(28). 

pobladÓn de linfocitos T produce distintos t.ipos de 

con diferentes funciones. Una de ellas son 

o células T asesinas que eliminan 

c6lulas extraNa~. Estas células son muy 

la respuesta inmune a los tumores, ya que 

el reconoci~iento y lÍsis de células 

$00 responsa~l~s de la demora 

proliferación dé células Br y otras 
de· la. diferenciat::tó'n y 

supresoras 
_, ·--: -,, ;-·-- . 
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c~lulas llamadas ast~sinas nat•Jl'ales <NK del inglt•!;; natural 

Killer) que tienen una funcidn muy importante en el 

rechazo de c6lulas tumorales , Las NK fueron descubiertas a 

raíz de e:.:pel'imentos en los que se usoba sang1·0 ¡H•1•i.fé'1·ica 

de individuos normales para cultivos IN VITRO con 

cél•Jlas tumorales, obse1·v;:índost! que e;dstÍclll en la r.1mg1·e 

normal linfocitos capaces de eliminar c6lulas malignas 

C31>+ Estudios recientes sugi6ren que las NK, tanto en el 

rat6n como en el hombre, pueden ser del grupo de linfocitos 

T, ya que se ha demostrado que estas c¿lulas tienen afinidad 

por los eritrocitos de carnero y en condiciones 6ptimas 

pueden formar rosetas con ellos, al igual que los linfocitos 

T. Además, la morfologÚ1 que presentan las NK es parecida a 

la de los grande& linfocitos granularas C34>, aunque algunos 

aut6res consideran que astas c~lulas son en realirlad los 

de las NI\ <35), Sin embargo, a lr.i fecha no 

consenso sobre al origen de estas cdlulas llegando 

q~e 19n cdlulas mielomonocfticas inmaduras 

.·susceptibilidad 

··•contra 

sug~ridoi 

de c>:t.r<is. 

16 



atribuida iJ ln atJsencia de 1:.•stas cél1Jlas (37), Hasta 

ahora, las c&lulas NK parecen IJíl tipo cel•Jlar 

relativamente heterogéneo con marcadc¡res de superficie 

diferentes de los linfocitos B y T, grantJlocitos y monocitos, 

pero e:dsten indi.cios dP que ptJed.:m .s1~r 1Jn subqr11po de 

las c~lulas T C36), 

F'or otra parte, el grupo de linfocitos T presenta una 

gran cantidad de subgrupos que tienen funciones muy variadas, 

como por ejemplo se tiene a las c6lulas T auxiliares <TA> 

ayudan 

que 

plasmáticas 

supresoras 

a la proliferación de las células citot6Nicas, 

p revocan la maduración de las células 

<TMP>, 

<TMS), 

las que madura a las 

las que tienen. la propiedad 

células 

de liSBI' 

CTLC>, aquellas que reclutan y ayudan a los 

a . cerrar el .si ti.o de infección, las q•Je 

de la-respuesta inmune, y las NK entre 

17 



interacci.Ón entre c6lulas linfoides, y no linfoides, 

como entre ambos tipos celulares. La actividad de los 

linfocitos que han sido estimulados por la interacción de 

agentes eHtraÑos con los receptores do 1 ¿¡ 

linfodtica provoca la secrnci6n de productos solubles 

llamados linfocinas (que fo1•man parte de las 

interle•~cinas), las cuales no se almacenan pei•o son 

activamente sintetizadas y secretadas durante 

respuesta inmune. Su descub r·imiento siquiÓ de e:·~perimentos 

realizados en 1962 por GeorQe y Va•Jghen (38)' en lo5 e tia les 

se observó que la inhibición de J. ¿1 
. , 

mi g 1•ac HHl de cél•Jlas 

mononucleadas <macrÓfagosl an animales inmt.1ni<:ados, era 

debida a la presencia de ¡¡ntÍgenot1, demosti·cinctose q•Je i;tl 

efecto inhibidor requiere la presencia simulthneR de 

.y de linfocitos sensibilizadas. En la actualidad 

se ha .mostradci par la prueba de la tuherculosia, 

al .inocular aste ~rit{gano en la piel da animale& 

,inm1.1nizado5, se ha observado qt.ie los macrÓf'agos 

el sit:iá de la inflamaci6n poi· acción 

la migracion CFIM> <33) • 

~glicoprot~inas . de 
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En c:ul ti vos IN VITRO se puede lograr hace1· 

interaccionar linfocitos, macr6Fagos e in~erleucinas de tal 

forma que se reproduzcan casi todos los p1·oc:eso~J que; 

constituyen la respuesta inmune;, Algunas linfocinas IN VITRO 

amplifican este tipo de rc;acciones inmunol6gicas, entre 

estas, cabe destacar la inducción tanto a la proliferación 

de otro grupo de linfocitos como a la formación de cdlulas T 

asesinas (31,40,41), Hasta ahora una de las linfocinas 

m~s estudiadas es la estimuladora de la proliftlración 

19 

de timacitos, producida por linfocitos T al ser activados. 

por pt·oductos de monocitos, llamada interleucin~ 2 <IL-

2> <411. Esta moldcula tiene adem~s las funciones de inducir 

a la proliferación de linfocitos B , la de pPod•JcciÓn de 

anticuerpos de células B, e inducir a linfocitos 

dtotóxicos a desencadenar una serie de reacciones 

que lisan espec{ficamente células tumorales (42), Tambi~n 

exist~ un factor mitogdnico de timocitos producido por 

lla111ado interle~cina 1 <IL-1) <43,44>, que 

con la· IL-2 la propiedad de activar a células T 

(45,46,47), 

un i ~istema inmt11Íe altatnerÍ .. te i::ompleJp . y 

·es la de proiege1' 

la p1•egunta Cie 

la lloineost.a5is. · 



incluyendo la posible existencia da una respuesta inmune 

deficiente y la presencia de factores bloqueadores que 

interfieren con los procf)S05 de regulació'n normale~;. La 

hip~tesis de inmunidad tumoral deficiente establece que 

los tumores débilmente antigénicos pueden 

desarrollándose ante la respuesta inmunitaria, ya sea por 

que estos tumores inhiben al sistemma inmune, o por 

lo emplean par;' fncilHi3r su crecimiento <201. 

hip6tesis de interferencia por factores bloqueadores en 

el huésped, presupone la e;dstencia de sus tan e i ;Js 

circulantes, que parten del tumor hacia los fluÍdos 

'corporales llegando a los lugares reconocimiento 

antigcfnico · impidiendo el reconocimiento y ataq• .. w de lo 

c~lula tumoral C4Br49,50), 

A pesar de que existen tumores qua escapan al control del 

sistema inmune, se tiene una gran cantidad de datos que 

que este sistema est: activan1ente eliminando c6lulas 

El de las. características 

que presentan las c~lulas malignas, se han 

como IN VITRO, 

eHist.encia. de neoant{genos 

c1hula t11m,9ral C29,49>. 

establecl\'r tp.ie existía.· 

>1nrn;~nócompetentes 
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celulares (42,51>. 

El mecanismo de !{sis humoral se lleva a cabo par medio de 

la secreci6n do anticuerpos espec{ficos producidas por 

linfocitos B, q1H? al enlazarse co11 los neoant{gonos d11 las 

cdlulas malignas permiten la lÍsis de estas por parte del 

sistema del complemento, Por otra lado, el mecanismo celular 

para la dr~st1'ucciÓn clE? cél1Jlas tumo1'ales, está dado ya ~ea 

por el ataque de los linfocitos T capaces de reconocer los 

neoant{genos de membrana, o por citotoxicidad anticuerpo 

dependiente de los precursores de linfocitos B, a por la 

acción ele las células NK on base a un pstrón indi~;cr.iminstivo 

y desconocido, o· finalmente por la lÍsis por parte de los 

macrÓfagos, los cuales en su supe1'ficie poseen snticuerpos 

especÍficos (28), 

del descubrimiento 

Una 

de 

de las aplicaciones importantes 

los neoant{genos asociados a las 

·c6lulas malignas y del conocimiento de los mecanismos por 

inmunocompetehtes de los cuales las celulas 

y destruyen a las células tumorales, di.o origen .a la 
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una nueva ~raa llamada Inmunología Tumoral. 

Recién temen te se ha encontrado que existe una relaci&n 

directa ent!'e el g1·Bdo de inte1·acc:'iÓn TN VlTf{() de células 

provenientes de sarcomas, con leucocitos obtenidos d(!l 

torrente 
, 

sangu1neo de donadores normales y Pl tiempo de 

doblaJe !tiempo de duplicacidn celuar) que presentan estas 

(52>. fldemás como se menciono' anteric¡rmente, se sabe 

que existe una c~lula mononucleada a~n no plenamente 

identificada, que tiene la p rop ied<;d de rE!COílOCE11' 

.. ·~n't{gen.os sobre la membrana de la cél1.lla tUmo1~<3l, para 

respueata inmune da rechaio. 

<'-re~iéndo como antin:edente lo ant.es empuesta, tm este ·~raba.jo 

c~ltilas'~rovenient~s ~e sarcoma& y c•rciho~as 

leucocitqs de sangre -pedférH:a 

determinar si al ig<.rnl quci 

csrdnomas . se • en~ontra~a 
inte1•accíétn y la. cini!t.ica 

pilra · tráta.r de identific:a.r 
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M E T O D O L O G I A 

En este trabajo se utilizaron explantes provenientes de 

6 sarcomas y 9 carcinomas, así como una l{nea de 

f'ib~oblastos normales provenientes de piel humana y 

c~iülas epiteliales normales • 

. CONDICIONES DE CULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES. 

Las c¿l~lai se colocaron en platos de cultivo <Lux Scientific 

de 60 x 15 mm agregarido 5 ml de medio d~ cultivo 

el cual se prepar' con ,BOX de medio d~ Eagle 

,Htmico> (Apé'ndice 1> s•Jplementado con 2or. de s1.rn1·0 

(~ibco, U,S,fl, > previamente ··desactivado 
... , 

' y i;e incubaron ,a 37 ºC en un.a atmósfera. de 5 

en un ~mbi~nt~. 
contenían 
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plato y se agregaron 2 ml de versono IApdndicD 3) lav~ndo 

suavemente, con el de fÍn quitar desechos celulares, 

residuos de prote{nss y cargas divalentos, posteriormonté) 

el versen<l se desechó y se adic:1onal'o11 2 ml de 1Jna 

soluc:i6n de tripsina ¡;¡} 0.025% (en Vfll'~)(.'11()) a un p~I 7.7 

<Apéndice 4l y 5t1 incuban a 37 ºC por 5 min. Dc~sp1.if:$s <fo 1., 
inc•Jbación, la solución conteniendo é) lBS células SP 

centrifugd a 500g durante 5 min, al t~rmino de esta tiempo, 

la tripsina se desechCÍ y el botar: ce1.1Jla1· 'H1 1'C!.;usprrndiff 

en una cantidad coloc;non 

ap ro:d.m<;damente 300 000 c~lulas por plato de cultivo 

agregando la cantidad de m.c, necesaria para completDr 5 ml Y 

se prccmdid a inc1Jbarlas <53), 

tdp-:;inizaciÓn para cad¡:¡ lÍnea celular 

de acuerdo al . tiempo de s•turacidn para cada una 

que .este oscila entre 4 ·~ 15 días, 

se sabe que las resiembnlS que sopor•tari lo~ 

e~:ceder de SO, ya que las 
. . 

sus cara~t~~f~~~c~~ ~or·e1 

; ' 
celiJ;las. 
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por 80Z de m.c. suplementado sl lOZ con suero fetal de 

bovino (desactivado) y 107. de di metí l sulf<Ú:ido. 

InmeclicÍtam€mte después se repartieron al icuotas de 1 ml 

de la soluci6n celular en ampolletas de ml (costar 

u.s.A,), Las ampolletas correctamente cerradas y etiquetadas 

se colocaron en congelación a -70 °C por 24 hrs, 

posteriormente se transladaron a nitrógeno lfquido a una 

temperatura de -196 o e, en donde pueden permanecer por 

varios a~os. Las células que se colocan en criopreservaci6n 

<para tener una reserva de ellas) no deben de exceder del 

quinto subcultivo (despu~s de obtener la línea celular), para 

asegurar así que las cél•Jlas no sufran transfo'rmaciones 

provocadas por el cultivo prolongado. 

de las c6l~las que se encuentran en 

se tomó una ampolleta del nitro!Jeno 

·se colocó en un baÑo a 37 °C hasta que el 

en. seguida la ampolleta 

5 min, el 
... · ' , . ' 

. Íi-f.':~~suspendid en m.c. 



contuviera de 0,1 - 015 ml da heparina CRikercab/NC P 

U.S.A,) a 1,000 U,I,/ml. F'os t(~r i o rmen te, la sangre> se 

virti6 en tubos de ensaye (colocando en cad~ tubo 5 ml de 

sangre) mezclándose con cantidadc>s iguales 
I 

de solucion 

salina amortig1Jildo1'a <ApC:ndíce 5), s•.1pl1:mentadn con glucosa 

al o.1r. y un pH de 7,4, Una vez que la solución se mezcló 

perfectamente, se 

ml de ficoll-paque <Ficoll 400 Finechemical Suécia) 

CApdndice 6), con una densidad de 1.077 gr/ml, a cada tubo se 

le agreg~ 5 ml de la mezcla de sangra, lo cual debe hacerse 

con m•..tcho cuidado, resbal<mdo por la pared del tubo y 

centrifugando a 4009 durante 30 mino Desp•H~s de 

transcurrí.do este tiempo, la banda blanca de células 

monon1..1cleadas que se forma entre los 1?ritrocitos y al 

plasma, se e){trCÍ,jo cuidadosamente lavándose 3 vecer, con 

salina amortigua~ora, en el Jltimo lavada se 

.las c~hulas en •.m solo t•..1bo y se diÓ un lavado 

todas tas cdl~las. El sobrenadante se d~sech¿ 
.. - . . -

de 111.c;. para res1..1s¡jender el botan celülal'; 

células . en un 
, ' .' 

hemocitometPo Neubauer 

F'ara la identif'icac:ion 
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CD-CULTIVO DE LAS CELULAS MONONUCLEADAS CON LAS DIFERENT~S 

LINEAS CELULARES, 

Para la obtencidn de c6lulas Cde las diferentes líneas 

celulares> ca-cultiva con linfocitos do s.anq 1'E-~ 

p01rif1~rica llevó a c;:rbo el siguiente mJtodo: Se 

hicieron subcultivos con 25 000 c~lulas por plato de cultivo 

de mm <Costar LJ,s,A,J, los cual<?s se 

mantuvieron 3 d{as en incubaci6n. Transcurrido este tiempo, 

se agregó a cada plato 1 :-: 10
11 

células mor10n1.1cleadas de 

sarigre perif~rica y se deJaron en incubaci6n por 24 hrs 

o 10 días dependiendo del experimento. 

torma a~~que se evalud la interacci6n da las leucocitos 

de lss difer>entas líneas cel1.llares, flJ~ 

Se 

los 

d.escribe! desp1Jés de 24 nrs de 

platos se lav¡:¡ron 3 ver.es con PBS 

7) y se ti"íeron· usando la 

grado de interac:d.6.n entre.· 

l~s cél.úlas de .las Úneas.; 
. ' 

a~· ndmera de linfocitos· 

cual se r;:onside1;d' como una 
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Así.mismo, medios condicionedos do 1 i3~; 

líneas celulares, coloc~ndo estos en platos de cultivo 35 

15 mm, en los quo se coloceron 

mononucleadas por plato de,jándola•; incubar por 10 d{;;;s, 

en fi1Jspenuié>n 

usando la t~cnica May-Greenwald-Giemsa. 

IDENTIFICACION DE LINFOCITOS B Y T. 

la identificacidn de linfocitas·T se empled la tincJ6n 

que consü;te en lo 

Se p reparcf un frÓtis do c~lulas en porta oh.Jetos 

y se- de,jaron sec:ar tempe1'atu 1•a 

. )ciste~iormenta se fijaron en formol cÍlcico 

6,7 a 4°C por 10 min y se lavaron 

a temperat•Jra ambient.e .por .20 min\ 
:_ . ·. ·, _ .. 

contenia,40 

0;067 ·· ml 
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aquellos en los que apareclan en su citoplasma manchas de 

Las c6lulas B pueden diferenciarse de 

las T por que las primeras presentan un color azul en su 

citoplasma y n~cleo. 

Otra tinciÓn h istoq•JÍmic a empleada f'ué la denominada 

fosfatasa ácida para linfocitos T <Apéndice 10). Pa!'a la cual 

se pl'epar~ un fr6tis de células en un porta ob,jetos 

<etiquetado) y se dejaron secar a temperatura ambiente, en 

seguida fueron colocados durante 30 seg en una soluci¿n de 

citrato-acetona, se enJuagaron con agua destilada y dejaron 

secar al ail'e• Posteriormenta fueron incubados a ~7 ºC en 

obsÜT'idad du!'ante 1 hr en una solucidn de Nafftol AS-BI 

<Sigma Chemical Co. u.s.ti. >, finalmente se en,juagal'on la~; 

con agua destilada y te~idas con hem~toxilina 

por 5 min. Los linfocitos T se pueden 

ellos se obse!'varÍn granulas de color 

los expel'imentos .realizados en este .trabajo, 

m{nimo dedos yec.~s y siempre por duplicado• 

utllizaciotl para el cultivo 

fuero~ previamente calen.tados a 
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Los reactivos utilizados, a menas que as{ se indique, fueron 

del grado reactivo Q,p, de J,J, 

de cristalería fu: Pyrex. 
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R E S U L T A D O S 

INTERACCION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA HUMANA NORMAL 

CGN FIBROBLASTOS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SUERO FETAL 

DE BOVINO EN EL MEDIO DE CULTIVO, 

SE! membraron 2,5 }: 1.o'l cé'lulas en presencia de medio de 

cultivo conteniendo o.5, 5 o 20% de suero fetal d~ bovino, 

con la ~inalidad de obtener diferentes cin~ticas de 

proliferaci6n en cada concentración, 

las c:inéticas de prolif'eraciÓn se llevó a 

de cont.eos cada 72 hrs (fig•.1rc1 l); 

estas, los tiempos de doblaJe. Se 

de dobl•Je p~ra los fibroblastos se 

COOcentraciÓn de s1Jero1 

de doblaje de 48, 58 y 72 h rs para las 

.s y o.sr.·r~spect.!vamente. 
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donadores cada vez, Al reali:ar la evaluacidn se encontrJ qua 

en general el grado de interacción variaba d1~sde m11y <Jlto 

para la concentracion de 0,5%, hasta valores baJos par2 la 

concentracidn de 20%, en tanto la concentraci6n de 5% mostrd 

una interacción íntcrrncclic: < tebla 1). ~>in e11;ba1'90, :w obsm,vc: 

una gran variaci6n en lon resultados de 13 cin6lica de 

proliferación, ya que el tiempo de doblaje para la 

concentración de 207. da suero fetal, varü.{ desde 48 hasta 192 

hrs. 

INTERACCION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA DE DONADORES 

NORMALES CON CE LULAS F'nOVENIENTES DE SARCOMAS Y CARCI r~OMl'IS 

HUMANOS, 

~nt•riores se habla encontrado qua linfocitos y 

·sangre periférica, •iran capacr.rn de <ldherirse .tN . . . 

'á É6.iulas mpÚqna!l> pl'ovenientoi:; df.1 s<ircomas human.os. 

~s!mismo, ~ue est~ interaccidn aumentaba mié~tras 

doblaJe de las· c~lulas blanco disminuí•· 

le1JC:oc i tos rnono'nuc:leadós c:on células 

datps cl_ínicos 
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:·~:;: ~ .. , 

.:,··· , ........ 

c¡ncinomas realizándose subcultivos por tres 

ocasiones para posteriormente proceder a la evaluaci6n del 

grado de interacción entre estas y leucocitos de sangre 

periférica humana. Simultáneamente se recopilaron los datos 

clínicos del expediente de los pacientes procedentes del 

Hospital de Oncología del Centro Médico Nacional. F'or •Jltimo, 

para determinar si la interaccidn con las cdlulas procedentes 

de los tumores humanos, era diferente a la obtenida con 

cél•Jlas normales en todos los e:-tpel'imentos de interacción, se 

incluyeron cultivos de cdlulas normales de fibroblastos para 

los sarcomas y epiteliales en el caso de los carcinomas. 

De los experimentos realizados, se encontró que en los 

~arcinomas también se presenta interacci6n con leucocitos de 

sangre perifdrica. Al analizar los resultados obtenidos con 
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,Ii/: las c6lulas provE>nientes de los carcinomas <tabla 2), se 
~~·;:?/;:·,. 

.J~~~A<¡.-·:·, 
F~·'·' CIÚerentes 

,~,,,.;'1'"·. 

;.":,';/ :.·•·•c_.:.P· e~i.f4rica, 
-~"' 

"-: ..... ' 
observo q~1e al ig•Jal que con los sarcomas <tabla 3) existían 

gradas de interacción con leucocitos de sangre 

,._·:.·-.. . ' 

V j · ci~rÜnoma de tiroides CCTP-2> con .solo un 12X de Celulas 

.,,, ·:.

1 

~"~~peo con escasos leucoéi tos adheridos, has.ta una 

~:~}·~~lri{,~t~cdJn:IÍÍUy intensa para Ei1 carc:~noma d.e labio <CLt\".'1) 
}_·~:.~:;~'.:t~'.-·\,_--'.>';(:/.-..,~~-.' _·; ·---->~: _·.. -'. _:' '' ,· . - ·-.. ,, 
~'..jj()n~e .. tiubo .casi /,in 701. da inte,racc::ion 1 de la' cuál el :toi de 

:':>:}~~~.::~~~~·-/,-:/tj,~:.\·::>>: ~ .-,._ ,':>":.·_:-, -é.·:- ' .•--. - ... ''·:. - .. ; ·. -~ -

''.las· celulas blanco pN!$entaban i1bundantes leucocitos.· E:,r 

· ·~'.';1~1Úx~~',.,r ¿~~; ' ¿é'{~.f.~~::,, ~~/í~ÚaÍ~~· . hOrmáles ·· <EN0.;;a4 >. . se 
':,-:'~-:·.-:.~ .... :~:~--,-:.",·':' .-.·:·'.,·:·-:><··.:.::º~';."\·:;~>::.-··_:·:_:· / •·' ,, . - .- --·---< -·" ~··:.<:: 

.l!n gfado,de···~n.téf'.ócci91). m¡:iy9r 1 que ·.1aLm.ó.~t.rád~ i>ara6 

g~;,jrf ~~';',¡:!:.;··.:.~ ... : .• , •. •.~ .•.... :.: .....•. ~.e.·.······'··.:.·.~·;.:.·.~.•.:.i· ... $· •. •.·."·: .. ~.·.r········:··.~.i•.•.•.·.:·.···.·~·····:.:.•·.'.·]·b.·~.·.~.': ~~~. it• ·45x .· ~.~ ~~ú i.;<t; ti{ • ~. •·••·· ••• · •.. ·.:.· ·~ '" ~ ' • .• " •• - •• ·, 1 • ·.:.::;/:.~.~('J~· ;'':; ;• .. -. ., <.<:.:, ~ . . 
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Está interacci6n Variaba desde muy débil para el 



Tipo Ce lulaxi 

Epi tel fales HoriMal es \EN0-84) 
Ca~cinoMa de Ti~oides {CTP-2) 
Ca11cinona ~d~noideo Esca~oso CCAE-2) 
Ca:Pcin.oMa iid\knoideo Quístico CCAQ-2) 

· .. Ca11cin0Ma Hu(:oepideri~oide <CGM-1) 
· Cal'cinoMa de Tirioídes (CTM··1) 

• •l ·'.• •• •• 

·.. .. "·. · .... -_ '·. .·.r 
CaxacinoMa tle Emaa CCDE-1) 
:~a~cino~a ~denoideo Quístico CCAQ-D 

-, :cáiioi1109'a Ad~noi·d~o· Esca~osea CCAE-D 

Tipo de Inte~acción {/.) 

Débil Fu~~te 

36 
1'.) 

1:1 

13 
19 
22 
30 
39 
3'/ . 

41 
47 

9 
0 
6 
1 
l 
1 
3 

14 
15 

:>·'>x; C~P.bindMade L~iO· (CLA-1) 

:?\>>' . TABLÁ '2 .-~ lNfERRCCION DE LEUCOClTOS DE SRHGRE PERiFERICR HUM~NA CON CELULAS 
:~·. '\' . . . . .. · . . PROUEHIEriTES DE CARCINOMAS HUM~NOS. 
r:·'·::.- .. ,,__·_. 

;;o,;'~.c.._. ;,I 

w 
"' 



Tipo Celula~ 

Fih~oblastos No~Males (UC-2) . . 

Cond~saJICOMa CCOR-2) 

. Sa:rcot\a Ml(ll~riiano CSAH-4) 

Osteosa:rcofta <OS~-3) 
- .-. ' -- .·. ,· . 

Condro salle o M.a e COR-1 > 
'·.,:.. '·; .. - , .. · 

"elanoMa CME-1> 

'. - . . 

Iipo d.e Inte~acción (Y.) 

Débil Fuek'te 

19 0 

12 0 

25 2 

30 0 

38 10 

41 3 

4? 15 

.... INTERRCCION DE LEUCOClT-'S DE SRHCRE PERl'FERICR HUM~NA CON <:ELULAS 
PRO~ENIEHfES bE SARCO~~S HUMANOS. w 

-.J 



La evaluacidn de la interacci6n con las c6lulas provenientes 

de sarcomas también mostró grandes variaciones, presentándo~;·~ 

desde interacciones muy d4biles en el caso del condrosarcoma 

CCOR-2> con solo 12% de interacciones d6biles, hasta muy 

fuertes como la mostrada por rebdomiosarcoma IRAB-84) que 

presentaba u11 62/. de interi3cci<fo df: las cuale,,., el 15:Y. era con 

abundantes leucocitos. Para este caso a diferencia de lo 

observado con las c6lulas epiteliales normales, se encontr6 

que los fibroblastos normales tenían una interacci6n muy baJa 

con solo un 19Z de interacci¿n ddbil, 

Al comparar los datos de edad y sexo de los pacientes, así 

como el tamaRo y tiempo de evolucidn del tumor, adem•s de su 

diag~dstic~ histop~tol6gico (tabla 4) con los resultacios ~e 

in.tera2ci15n·, .encontramos que tanto para los sal'comas comP 

una relación muy directa con el 

tumores, ya que lbs pacientes_que 

tiempos de evolución ,entre los 

rasuHaron. ser los de 
... - ; 

interaccion 

tieinpo 

pres en ta ron la 

38 



Dia nóstico Histo atol6 ico Edad Sexo Ii o Ce l ulai,'I TaMañc Evolución 
En e i a tfo l"Mal 1 - Mase EH0-84 lx~ ,¡_, 6 Me!litkS 
Cond~osa~coMa bien diferenciddo 62 - Fe~ COR-2 14:d9 36 11 

TtUi\Ok.' Hes o dé riHi co Mixto U tei,'I i no 64 - Fe~ SfiM-·4 20x30 10 11 

(Hulle~i.\\OO) 
Sareo~a Osteo~énico Ost.eoblástico 16 - Fe~ OS~·-3 10x10 6 11 

Rabdotilio:s:arcotta EMhraionaxiiü n lveo- 26 - F . RP.B-84 20x1~ 6 11 
h.r:·. 1 ell'A 

Cond~osarcoRa hien diferend4<lo 52 - Fei~ COR-1 18x25 "> 11 .... 
Melan0tl\a Mal ismo 52 - Fe~ ME -1 ax~l 3 11 

Ca. PapilaP a~ Tüoiaes 49 - Fes~i CTP-2 6x6 i'.iO 11 

. Ca. Adenoideo Escat1oso 45 - Fer.i CiiE-2 3x3 ~J4 11 
•• 

. ca. Meduh.P.J~ qllo~d~s con 33 - Felff C1H-1 5x6 23 11 

PetMeac1 n L1nfat1ca 
Ca. Adenoideo EscaMoso 41 - Fet'I CriE-1 3x2 13 il 

Ca. Mt\co'!pidel'l!\Did~ 27 ·• Fell'¡ CGM-1 2. 5x1.5 10 ;i 

Ca. Adeno1~.eo Qt,f s ti co 29 - Fel'I CRQ-2 3x2 8 11 

· ca. Eaidek\ltloide ¡nvasol\ 33 - Mase CM-· 1 5x3 3 11 

Ca •. A ~noiaeq Qt, s tico, 75 - Fe" CAQ··l 4x3 6 11 

Ca. EP1deN1101de í~e · Enc1a. 60 - Fetfi CDE--1 5x3 6 11 

TABLA 4. - DAf OS CLIHICOS DE LOS PACIENTES DF. QUIEHES SE OBTUV I F.R H BlOPsrns 1 

w 
ID 



de los pacientes. Los tumores de los pacientes con edades de 

52 y 26 aNos tuvieron interaccidn bastante fuerte. Por otro 

lado no se encontró ninguna rel<iciÓn entre la interacción, 

el tama~o y tipo histoldqico del tumor. 

EVALUCION DE LA PROLIFERACION in vitro DE SARCOMAS Y 

Cf\RCINOMAS 

,La evaluacidn se efectu6 por observaci6n directi de la 

prolifera~i6n de los diferentes tipos celulares, tanto de los 

explantes primarios como de las resiembras celulares, par~ 

ello se determind el tiempo en d!as en que las c6lulas · de 

sarcomas y carcinomas saturaban el sustrato de cult~vo (tabla 

Los tiempos de saturacidn para las célul~s 

provenientes de sarcomas variaron desde 8 días para 

40 

_;'•, _. 

;¡¡;;L ,. f,~~rpblastos 
;~·'' ~ .. 

normales vc-2, hasta 22 días para el 

~~'<?' ,,,\:•.,r~~domic;sarc:oma · · RAE"·a4. 
,_· "~:..-::,v' 

::¡;:,,, >satJ riii~'ii5n ~ · con. los f~su.1 ~adós obten ido'~ de la interacddn 
'' ... ;,<,·1·'.', ' . '·, .,.. 

~ii;.i;;~_,;,~,;¡ b ... º.·•·.· .. ·.·,·.º.· .. · .• ·'.·.), ~~i;ot itbs 'd ~ • .. ,i;lri.9 re. . p er.~fé rica en el mismo tipo e el uh r, 
~~~:,;;;;i;;.~~(:);~t'•~·:;. e 

:~,;~t;¡;t·ri~c>~ un'a r~laci6n· dtl'ecta; ?ar!" el· caso .deltifi1'!lP:4· tiE! ',· . •:·;'./ 
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,., "' ¡~e'{\ilieri'b1-,t;í~nÍp'ti ,de s.kturáción r• ... •· 1á~>· ~ey'~~@f ·, \,~ 
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tÜ comparar estos tien1pos de 



Plio ur e l'aci ó n 

Fih~o- Condro- Sa~cfrMa Osteo- Mela- Cond)'.lo- R~lxlo-
hlastos sa~coMa t·lulle~iano sal'.lco"'a no~a sarcotita MIO -

savitoMa 
(UC-2) C(OR-2) CSAM-4) COSX-3) CME-D <COR-U <RAB-84> 

ce lltlaxi en 8 
suhculli vos 

12 19 16 5 18 22 
(tl1as) 

8 33 28 ND 5 36 

. TABtA 5 ,- EU,LUñCION DE Lñ PROLlfERRCION EH SñRCOMRS. 



Epiteliales ea~cino~a Ca~cinoMa 
No~Males d~ Ti~oiaes Adenoideo 

P1101 irell~ción 
celular en 
suhcttl ti vos 

(d1as) 

P110 I irer.rtcüfn 
celulall. eíl 
~xpl~n~e 
l?l'IMalll O 

. (dfas) · 

Esc~noso 
(EH0-84) (CTP-2) {CAE-2) 

ND 

40 27 21 

Ca:Pc iliotta 
~d~noid~o 
Qurs tico 

(CAQ··2) 

9 

. TABLll 6 • - EUALUACIOH DE LA PR<>LIFERACIOH EH CARCINOMAS, 

CarecinoHa 
~ilmoepitle:t'­

t1oide 
CCGfl-1) 

HD 

45 

.... 
N 



Carcino~a earcinoMa Ca~cinoMa Ca~cino~a 
de IiPoide:s: de Encra 

<CTM-1) (CDE-1> 
Ad~noid~o de Labio 
Esca1~osl) 

\CAE-1) CCLA-D 

Proliferación 
celular en 13 i2 15 19 27 
suhcult i vos 
. (~la:S:) 

Pr-o li re t'ac i dn 
celuh.l' en 28 12 18 19 19 ·expJan~e 

Pl'lMal'lO 
(dfas) 

IABLA ' .- CONTINUA<!IOO. 
... 
w 



mayor interacci¿n (tabla 3,5) Al tomar en consid~racicin los 

tiempos de saturacidn de los explantes primarios de los 

diferentes sarcomas, encontramos a eKcepcidn del rnolanoma ME-

(con 5 días) que las célul.1s de intera<:cicin débil fueron 

las m•s rdpidas Ccondrosarcoma COR-2, 33 días) y las m~s 

lentas correspondieron a aquellas que presentaron mayor 

interaccidn CRAB-84, 45 días), 

Por otro lado, observamos que aunque los tiempos de 

saturacidn para las c6lulas epiteliales y fibroblastos 

normales futl semeJante, la intoraccidn con leucocitos de 

sangre periférica fud mucho mayor con las células 

epiteliales. Siendo que ya se había encontr~do que existía 

~na rela~i6n directa, entre el grado de interaccidn de las 

provenientes de sarcomas con leucocitos de sangre 

y ól tiempo de doblaJe de estas, se procedi6 a 

la e inética de proliferación tanto da 

epiteliales normales, c:on el fin de encontraf 

existía (!Herencia, importante en s•J, tiempo, , de 

observJun tiempo de ~oblaJe de 33 hrsypara los 

69 hrs,par~las epi~elialas normales EN0-04 

indican una vez m,ás que, ,;¡ 

44 
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CCLA-1), Al comparar estos resultados con el grado de 

interaccidn con leucocitos de sangre perif6rica para cada 

tipo celular, nuevamente encontramos una relaci6n directa 

entre ellos. Obtuvimos para el carcinoma adenoideo escamoso 

CCAE-21 el menor tiempo de saturaci6n, con una interacci6n 

baJa, presentan~o un aumento progresivo en el tiempo de 

saturación los demls tipos celulares hasta llegar al 

carcinoma de lengua CCLA-11, que fu' el que presentdun mayor 

tiempo de satura~idn y tambiin una mayor interacci6n, Al 

tomar en consideraci6n los tiempos de saturacidn da los 

explantes primarios de los carcinomas (tabla 6), encontramos 

•1na gran variación en estos desde 12 dfas para el carcinoma 

de 
, 

enc1a CCDE-1>, hasta de 45 para el carcinoma 

mucoepidermoide CCGM-11. Para estos casos, no se da' una 

directa entre el tiempo de saturación y la 

~inter~ccidn de leucocitos de sangro perifdrica como la 

en las cél•.íl.as subcultivadas, p•les .en estos casos 

de sat,úraci6n, no correspondió la mayor 

que tantd el carcinoma de 
, 

enc1a 

epiteliales <ENO-B4>r pre~entaron 

un tiempo .de si;\turaciórí sameJariter 

46 
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IDENTIFICACION DEL TIPO DE LEUCOCITO ADHERIDO A LAS CELULAS 

MALIGNAS 

Para identificar el tipo de leucocitos que participa en la 

interaccidn de c'lulas malignas y c6lul2s mononucleadas IN 

VITRO, se decidid hacer cultivos con c6lulas de la línea 

HBV-60, la cual se caracteriza por presentar un alto grado de 

interacci6n (51), Para ello se hicieron ca-cultivos con 

c6lulas de este tipo (con 72 hrs de incubacidn previa) y 

leucocitos de sangre perif6rica. Al evaluar el grado de 

interaccidn encontramos que esta fud elevada llegando a ser 

hasta 1Jn 561. , 

Para diferenciar a los linfocitos T de los B se utiliz6 la 

hexazotizaci6n con pararrosanilina, con la qu~ los 

T presentan .Ír<?as teFHdas de color café-roJizo en 

, ci'fop1~sma. 1'11 realizar los conteos en las células, de 

se observó,· que i;l 777. de los linfocitos 

ellas aran T !figura 3Ji Con esta.misma lÍnaa 

con ¡eucocitos, depletando 

c,6lulas que se adh~r!an , al 

caso se ~ncontrti una 

interacción ya qua. 

'i.i:iter~c<'.ió~ 'débil (tabla 
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Leueoci tos 
1 n teractuantes 

e~ lul a:s: MúílOnl\C 1 eaaas 
fil tales 

C~lulas Mnnon~cleaaas 
Sin Monocitos 

C~lulas Monom\cleaaas 
Sin Cé lttlas Aal1e11entes 

28 

17 

Tipo de In te raed ón (/,) 

56 

5'1 

Muy 
Fue Me 

24 

11 

TABLR 1 .- ItUERRCCION DE CELULRS. MONONUCLEAl'JAS DE SANGRE PERIFElUCA HUM~Nfi 
CON CELULAS PROUEHIENTES DE HISTIOCITOHA, 



ACTIVACION DE LINFOCITOS EN CD-CULTIVO POR DIFERENTES TIPOS 

CELULARES MALIGNOS Y FIBROBLASTOB NORMALES, 

Es conocido que de la interacci6n entra cdlulas da origen 

maligno con leucocitos de sangre perif6rica, en ~articular 

los linfocitos T se producen molÓculas denominadas 

linfocinas C39J, en consecuencia ae esperaría que estas se 

encuentren 

determin<1r 

leucocitos 

presentes en nuestros ca-cultivos. Para 

su presencia se realizaron co-c1.1lti-vos con 

y células de tres líneas celulares (2 

OSX-2 y el histiocitoma HBV-60), así 

normales. La evaluación de la presencia 

mediante la determinación del ndmero de 

'flotanfos a los 10 dfos de .co-cúltivo. Part! f;llo, 

a-¡as ~61ulas que presentaban 

con un citoplasma 

de. 

so 



histiocitoma (tabla 8), 

Para los fibroblastos se pudo observar un porcentaje baJo de 

c~lulas activadas, siendo para este caso de 9%; hay que 

destacar que no se presentaron mitosis a diferencia de lo 

observado con las 3 líneas celulares malignas. Por otro lado, 

el porcentaJe de c6lulas muertas fu~el mayar con un 56Z • 
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C~ltths Células Células <:é lul{\S Células 
Tipo Celuh~ Acti\ladas Ph.sMáticas Sin ActitJ3.:r In Hitosis Mti.el'.ltas 

(Y.) (l.) (Y.) (J.) (X) 

Fi bPohl as tos 9 35 56 No~Mal es ( UC-2) 

OsteosarcoMa 62 12 15 5 6 ( OSX-1' 

ós teosarcoMa 59 12 21 2 Cf)SX~2) 

HistfocitoMa 68 6 22 . CHBV~60) 

TABLA 8 .- EUALUACIOH DE LA ACTIUAC10N DE LINFOCIT()S EN CO-CULTIUO CON DIFE-
RENTES f IPOS CELUURES M~LIGNOS ~ FIBROBLASTOS NORMALES A LOS 

10 DU1S. 

U1 

"' 



D I S C U S I O N 

Hoy en día los esfuer~os por dar alivio a los padecimientos 

del c6ncer han provocado que las investigaciones encaminadas 

a establecer tratamientos adecuados sean más favorecidas. 

Los tratamientos m's comunmente empleados son la cirugía, la 

radioterapia y la quimioterapia. No obstante, poco a poco 

han surgido nuevas t6cnicas para meJorar dichos tratamientos 

como son entre otras, la termoterapia, la terapia de 

microondas, la de resonancia de electrones y la inmu~oterapia 

la cual parece tener mayor posibilidades de aplicaci6n. 

Se han obtenido resultadoh positivos al aplicar la 

sobre todo e~ algunos casos en donde las 

eran de f&cil acceso, sin embat•go, en la 

los casos.no i;e obtiene respuesta satisfactoria 

heterogeneidad de. 
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entre las c~lulas malignas y le respuesta e>:i tosa 

al tratamiento. Si la infiltraci6n linfoide al teJido 

tumoral se lleva a cabo mediante la existencia de un 

mecanismo de reconocimiento entre linfocitos y c~lulas 

neopldsicas (57,58), entonces suponemos que una forma de 

evaluar la posible respuesta a un tratamiento inmunoldgico, 

sería mediante el estudio IN VITRO de la intoracci6n de 

leucocitos de sangre periférica normal con cél1.1las 

provenientes del tumor en estudio. En este trabaJo se 

describa un ensayo en el cual se evalud IN VITRO 

int.erac:ci15n, usando célula5 tanto de sarcom<Js como de 

carcinomas 

pe1·iférica 

en interacción con leucocitos 

humana de donadores normales. El hecho de 

encontrado una sensibilidad diferente para cada 

nos hata pensar que probablemente tengamos una 

q~• ayude a evaluar la respuesta de las .pacientes 

i~ 'tin .. t1:atam:[ento inm•rnnlÓgico. 

este tr~baJO se encontró una relac fÓn 
. . 
fouc:odt.os noi;msles 

ei· tiempo de satüraciÓn de 

nos hace pensar que . los· túmores 

fohracción, .. 
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su velocidad proliferativa con baJas concentraciones de suero 

(figura 1), nos indica que el grado de interacción medido 

no es resultado de la manifestacion de antfgenos tumorales, 

si no de una variación de las propiedades cindticas de la 

célula que ve altel'ada SU velocidad n C>l'lllél 1 de 

proliferacidn por diversos mecanismos <viral, químico, o 

físico>, la cual es detectada por el sistema inmune 

desencadenando un mecanismo de defensa inmunol6gico 128,59), 

Sin embargo, no hay que perder de vista que para el caso de 

los fibroblastos al baJar su velocidad de proliferación 

a•Jmf.mtó su interacción con leucocitos, aunque est~ nunca 

fui tan intensa como la encontrada en c6lulas malignas 

de proliferación lenta <tabla 1,2,3), Esta diferencia se 

.. puede atribuir al estado de diferenciacidn en que se 

las c6lulas malignas al momento de 

interaccionar. Sería pues conveniente trabajar con 

misma estirpe en diferentes estados 

para determinar si eHis.te 

:.[;·~¿;:cf'RJ~:iaci6:, entre este y la intensidad de int¡n-acción 

· .·c.on le•Jcoc ttós, 

'.-:.:. ·, -

/\tif~o ladQr tsnto< en los· f;c:Jrcomas. _como en 

:el>Úidi,~dos, ·se. e~cbntró q•.ie. hab !~ una 

en;f·e ;~- .. g~adÓ ·~ d~. int~rai¿ü~ éle 
.. ~;· f .:·,;>·::.;. ·' .<.; . :< .. ·:· ·,. --.· ; ' :'· -.~ .. " . . :, ::_-;.°' ._: 

;:t\.im~~~~~~· •·Y : e~: .. ·.·t.ieÍ!'pt1 .. de-satura(:ión <tabl,a 
.· .. -·· ... ·.,, __ . ,•, '.·-.;,_,, -· -- .·; .... 

"···;,{';_9W~~~(,:,: ae· ,-~~Wra~Jó_n • fii~:: ·menor·.· tanto 
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a diferencia de casi tod,35 las céJ.11las tumorales a e:·tcepción 

de .las células ME-1 provenientes d~ un melanomo. Lste 

comportamiento general nos hace pensar que IN VlTRO las 

celulas tumorales tardan m~s que las c~lulas norn1~l0s en 

acostumbrars~ a las condiciones experimentales, probablemente 

debido a la ausencia de los factores transformadores que 

dieron origen a las células neopl6sicas. 

El tiempo de saturación encontrado en los e:·:p l antes 

primarios fu~ muy suderior al de las líneas celulares, lo 

cual nos muestra una ve= m~s, que existe un periodo de 

adap tac i Ón de las diferentes a condicion<1~; 

ambientales nuevas, Las cél1Jlas ME-1 flJQ ron las 1Jnic:a5 que 

pres en ta ron altos grados tanto de intriracción con 

linfocitos, como una al t.a capacidad de sat1.1 rae iÓn de los 

tul ti vos, lo cual nos hace pensar en la e:tísténcia d~~ un 

transformador ~iferente, Es evidente que no podemos 

~:iste momento. que todos los demás t1Jmores ttJvíeron 

st?meJ ante, sin embargo; 

con l!~eos crilul~~e~ previamente 

tanto,qu!micos y fÍsiCQS 

pünto. 

epi tefiales 
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contra de lo que sucede con los explantes primarios de 

sarcomas <tabla 3,5), las células epiteliales transformadas 

eo adaptan más fár.ilmc:mte a ser cultivada!; fuera del 

organismo. Esta facilidad de proliferaci6n puede ser 

debida a que en el caso de las c¿lulas epiteliales, existen 

uniones desmosomales intensas y en los fibroblastos (26) 

no, en consecuencia, una transformaci6n maligna pueda ser 

interpretada como una disminuci&n de este grado de anclaJe en 

favor de una proliferación más rápida. 

El hecho ele haber obtenido una mayor interacción de 

linfocitos con células epiteliales normales en comparación 

cbn fibroblastos normales, pueda ser debido a que presenten 

propiedades proliferativas (24,26), o histológicas 
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diferentes. /\1 efectuar el cálculo del tiempo de. 

dobl,aJe d.e estas dos l!neas celulares (T'igura 2>, encontramos 

mayor en las c'lulas de origen epitelial, io 

IJna vez más nuestra hipotesi~ que la 

linfoéúos aumenta cuando di~~inuye la 

blanco IN VITRO• · Análogamente, 

de<proliferación, d.e 

gi'ed,o de i,ntera.ééi&n' 



Por otro lado, se dr.ibe aclaPar que el qraclo de ~>at111'ación 

seme,jante presentado por los fibroblastos y células 

epiteliales normales <tabla 5,6>, no corresponde a tiempos de 

dobla.je semejantes Cfi91.1ra 2), por lo t,,3nto suponemos 

para tener más c.01'recta del 

estado proliferatiYo de las c61ulas tumorales, es necesario 

la evaluaci6n de sus tiempos de doblaje. 

As{ mismo, se encontr¿ una gran variacidn en los grados de 

interaccidn con linfocitos y las diferentes líneas celulares 

(tabla 213), la cual iba desde un lOZ hasta casi un 70Z, 

En consecuencia si existiera alguna conexidn entre al 

tiempo de doblaje y el grado de diferenciaci6n du una c&lula 

maligna, entonces la interaccidn con linfocitos normales 

nos proporcionaría de un ensayo muy sensible para evaluar el 

gl'ado de difel'enc:i.ación celular. 
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los parámetros clínicos estudiados <tabla 4), solo · 

ró una 1'el~dón entre la. avol1Jción del tumor y el 

. ya que a un . mayor tiempo . de 

célula!> que pr13venían de los tumores), 

VITRO tanto una. ·menor inter~ccidn con 

como un mayor · g l'ado. ·.de 

~unque no ~eneinos una 

p•les pafot:el'Ía ~er, 
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observación. 

Debido a la propiedad de reconocimiento de ant{genos que 

tiene el linfocito T (54,60,61), se cree que este Juega un 

papel importante en el proceso de interaccidn con c&lulas 

malignas. En consecuencia consideramos que era de esperarse 

el que en nuestros ensayos hasta un 77t14X de este 

tipo de células interaccionaran con las de origen 

tumoral (figura 31. La , , I var1ac1on est~ndard encontrada 

de 14% indica cierta heterogeneidad de reconocimiento por 

los linfocitos T, lo cual creemos es debida a que las 

células blanco se encuentran en diferentes etapas de su 

ciclo celular, presentando por tanto diferentes antígenos 

membranales. Aunque el monocito se encontraba 

participando en apro>dmadamente un 107. de las interacciones 

blanco, parece ser que su presencia no es 

.necesariá para que el fenómeno . de 

se lleve a .cabo, pues 
, . 

segun nuestros 
;-· __ ·.· : ,. 

. . 

··.!'•mover a .esta c1hu1a. la interacd&n f~u{ .muy 
. . . 

del c.ontrol., ·Sin embargo al· repetí r el ens<lyo 
·:: ... .. :-. :. :'. ,» -,_:- ... , 

t.ocJ.~;; aqu,elln e.e lulas se adhieren a·. 

la capacidad 

del>e a 



una gran actividad mitog~nica 157) y de Jiferenciici6n 

hacia aquellos linfocitos que no se adherían a rJic:has 

c:él•Jlas. Encontrando que mientras mayor era ol grado de 

interaccidn, mayor era la activaci6n de las cdlulas en 

suspensi6n, llegando hasta m~s d~ un 70% cuando se 

utilizó a las c•lulas provenientes de un histiocitoma 

maligno (tabla B>. Por su cuenta los medios condic:ionadbs por 

fibroblastos normales casi no presentaron activaci6n. 

Asímismo, el hecho de haber encontrado resultados semeJantes 

en dos líneas de osteosarcoma, nos hace pensar que tienen 

un grado 

~ecretar al medio de cultivo un mismo tipo de linfocinas que 

.;:.:i;:_i:>y<:can el;mismo efecto mitogénico t:m los linfcicitos en 

podríamos . . decir que el co·-cul\',iyo de 

que facilita el estudio df~l 

el sÚte~a i~ínune y 
, '. ,,-" -,_ / . :. ·". ·~·, 

t¡;¡mb i6r; 'tener · •J.n¡¡ 
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tumoral y su interaccidn con leucocitos normales, lo cual 

sabemos esta estrechamente ligado al grado de diferenciaci6n 

celular. 
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e o N e L u s I o N E 8 

1.- El ensayo de interacci6n de cdlulas mononucleadas con 
fibroblastos normales, a diferentes concentraciones de 
suero fetal de bovino, para inducir diferentes tiempos de 
saturación, indica 9ue la interacci6n no es resultado del 
reconocimiento de ant1genos tumorales, sino de la presencia 
de algun receptor normal. 

2,- El hecho de haber encontrado IN VITRO una relaci6n 
directa entre el grado de interacci6n de leucocitos normales 
y cdlulas malignas con el tiempo de saturaci6n, nos 
hace pensar que los tumores lentos pueden ser tratados 
inmunolÓgicamente. 

3.- Se confirmd la hipótesis de un aumento en la 
interacción conforme la proliferación cr~l•ll<ir disminuye, 

los datos clínicos para cada tumor, se encontrd 
·entre la avoluci6n dal tumor y al tiempo de 

.,as{ como con la interaccidn con leucocitos 
Lo que puede ser una herra~ianta en el 

del grado de difere~ciaci6n de tumo~~-

el q~e interacciona 
.malignas. 

d~ culti~o obs•rv~•os que el 
indispansa~le para que ia 
y· que deb• existir un 

· y atatar a l~s 

int~rd~cldn de 1eucacitos da 
.• con "cél•Jlás ·.malignas. ce .. 
ten el' capacidad df! ad.ivac i.c)n. 

; . ' Esta acHvaCión ··• er<ii . ina·ipr para. 
presentaron interacción íhtén~á; 
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AF'ENDICE 1 

Preparacidn del Medio de Cultivo: 

Se mide un volumen de agua bidestilada 5% menor al volumen 
total de medio desecado, Se adicionan 13.4 g/l do media de 
E~gle en polvo <Microlab M~xico>, agit6ndose suavementeJ se 
agregan J,7g da bicarbonato de sodio, 100 u/ml de penicilina 
y .100 g/ml de estreptomicina. SQ completa el volum~n desoado, 
se ajusta al pH entre 0.2 y 0,3 manos del requerido que es 
de 7+29 Cu~ando 6cido clorhídrico) y se eateriliza por 
filtraci6n con bi6xido de carbono, pas~ndolo a trav~s de una· 
rt1f.:1mbrana ccm po1•c de 0+22 µ, 

Com¡)osiciÓn del Medio Mínimo Esencial de Eagle. 

A11INOACIDOS CONCENTRAC I.DN 
Cmg/l) 



SALES IHORGANICAS 

Cloruro da Cdlcio Anhidro 
Nitrato rfo Hiel'ro 111 Nonhicln1t<:;lc• 
Cloruro da Pot2sio 
Sulfato da Magn~sio A~hidr~ 
Cloruro de Sodio 
Fosfato Monosdclicu Monohidrut~do 

OTROS CONPUESTGS 

L.;.Gluc:osa 
Ro,jo Fenol 

200.0 
0.1 

400.0 
97.67 

6400.0 
l ::s' f) 

4500;0 
15-tO 
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t"IF'ENDICE 3 

F'raparaci6n de Varseno: 

Para prepar el verseno se agregan a 800 ml de agua bidestilada, 
las siguientes sustancias, 

COMPUESTOS CONCElffRl\C ION 
(g/l) 

Tris Base------··------·-------- 3,0•\ 
Cloruro de Sodio -----·---.---- s.oo 
Cloruro de potasio 0.40 
Etilen-diamin-tetra-ac~tico IEDTA> 0,20 

Posteriorment~~ se mazclan y agita, se afora a 1 lt con agua 
bid~~tilada, ajust~ndose ~l pH a 7,7 con dcido clorhídrico 1DN 
y se esteriliza por medio de autoclave a 20 lb duran't.e 20 min, 
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AF'ENDICE 5 

Preparaci6n de Solucidn Salina Amortiguadora: 

Solución A 
Clorur•o dE! Sodio t •• t •• f t ••••••• t •• s.oo g 
Cloruro de Potasio • t ••••• f + ' ... f f. t 0.40 g 
Sulfato d~· Magnesio .7 H () • t ••••• t 0.20 !J 
Fosfato de Sodio ••••• t •• t •••• t t 1 •• O. 0•15cJ 
Fosfato el f~ Potasio • t •• t ••••••• f t •• o.o60g 

Estas s•.1stancias se disuelven r.~n 500 m.l de a9•1<J destilada. 

Solución B 
CaCl .2H O ,. ..... , .. , , .... , ........ 0.1",7g 

Irisolvi~ndolo en ~;oo ml de <J(J•Ja dest.ilad<1. 

e 
Glucosa ,• •••••••••••••••••• , •• , , • , •• 1 • OOg 

en 10 ml de agua destilada, se mezcla con partes. 
soluci6n A m6s e. 

D 
~OJ6~fenQl•i····•i •1•~···••••••••••••• ~-¡002tj 
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AF'ENDICE 6 

Preparación de Ficoll-Paq~e: 

Se prepara una &oluci6n de Ficoll CFicoll 400, Fine Chemicals 
Suiia> al 9X.en agua destilada, De esta soluci6n se toman 24 ml 
y ·son mezclados con 10 ml de una solucidn Hypaque CRiKer 
u.s.A.> al 34% en agua destilada. Estas 2 soluciones se mezclan 
perfactamente, quedando a una densidad final de 1,07 g/ml. Se 
esteriliza en autoclave a 10 lb de presi6n durante 15 min, 

AF'ENDICE 7 

· Preparación de Solución Amortiguadorii de Fosfatos CPDS>: 

··En· ;1. lit'rode ag•.1a bidestilada, r-.;e disuelven las 

8, O:Og. 
2.l6g 
0.209. 
0>2Qtj ·. 

se aJüSta ·el pH 
. fa soluci61f< por 
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llPENriICE 9 

Preparacidn de pararrosanilina dio:oexotizada: 

Sol•JtiÓn A, 

Parar1•osanilina <Sigma Chemical U.S.A> •••••••• •••••• 1g 

Se disuelve en 20 ml de agua destileda mbs 5 ml du ~cido 
clorhfdrico, enfriar y almacenar a 4 e E!O l;; obw::•.lf'i(:olcl, 

ociució~ a. 

,p~epa~~r una solucidn al. 4% de nitrito de sodio en agua 
destilida <Preparar al momento), 

Se , m!zclan e~ part~~ igu~le~ la solucidn A y B, agitando por 
~~cos~segundbs hast' q~~ ~dquiera un color imhar. 

flF'ENIJICE . 1 O 

·~--~-

r 
. I 



Solucidn conteniendo el sustrato 2. 

Se toman 2 ml de una soluci6n de Naftol AS-DI ~cido 
fosf6rico a una concentraci6n de 12.25 mg/ml en NrN 
Dimetilformamida, se mezclan con 2 ml da una soluci6n 2.5 
M de acetato <•> y se adicionan 46 ml de agua 
destilada. Una vez preparada esta soluci6n, se agregan 15 
mg d• sal Rdpida de Garnet GBC, se mezcla bien Y se filtra 
p6r papel Watman No, 54. 

I*) Estos reactivos vienen preparados en el Kit. 386 para 
fosfatasa ácida de Sigma Chernical Co. U,S,A, 
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