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RESUMEN

Se -sabe que existen chlulas monanucleadas ain no plenamente
identificadas, que tienen la caracteristica de reconocer
antigenos sobre 1la membrana de algunas células tumorales,
provocando la respuesta inmune de rechazo. 8Se piensa gue entre
lazs cé&lulas mononucleadas que participan en este reconocimiento
estdn tanto los monocitos come los linfocitos, Se supone que ol
monocito tiene 1a propiedad de reconocer neoantigenos vy
presentarlo . 8l linfocito, ademis de lisar directamente a 13
célula maligna; mientras gue el linfocito por su parte, tiene

13 facultad de inducir la produccidn de anticnerpos as{ como la

‘activacidn de células asesinas,

Por. otro lado,  existen indicios de que el reconocimiento
‘celular  estd directamente relacionado con el tiempo de doblaje
IN VITRO que presentan las ceélulas malignas,

;En este trabajo con la finaslidad de determinar si existe unsa

-1nteracc1on selectivaentre leucocitos mononucleados normalps ¥

celulas procedentes * de diferentes tumores humanos, asi como

~para identificar el tipo de celula participante en  dichs:
» - 7 N - N
’1nteraccion, se co-cultivaron células de 6 sarcomas y 2

v‘carcxnomas con leucocxtos de sangre pprl?prxca de donadores

normales Ty se evelud el gradao de’ interaccidbn medido ’como el

i:uporcentade de celulas mallgnas con leucocitos adherldo

ze - encuntrn una. relacxon dxrpcta ‘entre: e1l0%. Enfx
e

‘el - nimero. de celulas h adherentes -

1
’tconForme aumentaba'f'l “tiempo de” saturacxon,?*

comparar’, 1os‘datoﬁ clfnlcob, cnrrespond1entes ’alff'

e,evolur16n ‘del tumor, se encontrd que: mlentras este\?
“des qaturéc;an Pue menor.,, :

“ilas celulas ;‘qﬁéfu
'le pvesenc1a




INTRODUCCION

CULTIVO DE TEJIDOS!

En la. actuslidsd el desarrollo y perfeccionamiento ‘de_';é

:té&nica  de"culti§6 CIN VITRO - ha - permitido - mantener '

““S}ganésyiytedido5,-y célulss aisladas del organismo  snimal,

;'}éﬁ;mismof_esta, tdcnica de cdltivo'es‘una herramienta. "dtil,

‘permite realizar estudios  encaminados a  un . mejor.
~'de los proceses celulares  bdsicos. .. El

_prablema ~ al. que se enfrentaron - los ..




cuales debido 8 su complejidad, no permitian observar el
efecto de uns determinada sustancia sobre el comportamiento
de las células, por lo que c¢ les llamd medios nutritivos
indefinidos. Esto provocd que se dedicaran mavores esfuerzos
en la bisgqueds de medios de  composicidn canocida,
que permitieran establecer el efecto de 1ss diferentes
sustancias sobre las células de esta maners en 1912
Carrel vestudié los promotores (de bajo peso molecular) del
- crecimiento. celular en ‘extractos de embridn - de pollo,
»iégrando con -ello propagar células nerviosas de aﬁfibio 

- durante 34 afos (3).

81n embargu, no. Fue sino hasta 1929 que Feaker utilizd medlos

sem1de?1n1d05, . que con:gnlan glicina, dcidos nutléicosp;'
' qlutation y”hémoéldbina{kéupléméntédos-ton' pla;ma‘vhu@anc3-? 
ext ractma ,de  embr:on de 56110{ .énvlps‘qué;ldgné;méhieﬁef»
crEC1m1entc cantfnuo célulac\ déa'séﬁcbmés Zdé : ratanjﬁ‘

9 Eagla 1mplemento el pvlmev}"




hamster (7)., Cabe celarar que  la mayoria de los
investigadores actualmente suplementan estos medios con
GUETO, vya eea de cabsllo, humano o fetal de bovino, los
cuales contienen promotores del crecimiento tasles como

hermonas y proteinas,

e esta manera, 1z téecnics de cultive de tegjidos ha

permitido el mantenimiento IN VITRO de chlulas malignas, 1o

cual  es una  herramienta pzra el estudio de procesos

bialégidos (8>, La primera linea celular proveniente de  un

Ttumor maligno, fue denominods Hela gbtenida en 1951 (9), v

que. - ha sido mantenida hasta la fechs. Fosteriormente, se

~erearon 1fneas de szrcomas y carcinomas. (10}, siendo las-

primeras menos numerosas que - las de carcinoma, debido a la

menor incidencia de los sarcomas en el humano (11).

¢ del desarrallo de 1a L6enica de cultivo de tejidos;

is” condiciones fisicas Gptimas  pars

. imitando. 1o

“los .mamfferos.




CICLO Y DIFERENCIACION CELULARG

La proliferscidn celular estd dada por la duplicacién de
todos  los elementos estructursles y capacidades funcionales
de 1s cédlula, AHctualmente, 13 investigacidn sobre ciclo

eelulsr: se ceptra en comprender como estos complejos 'y

distintos componentes de 1a proliferacidn esthih  relacionados

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

’¢1c103‘celhlan ¥ tomo esto lleva a la divisibn celular. El

uéﬁtehdimiento de como las células pssan a través del ciclo)y

Cpuede:  permitirnos descubrir como su  interrupcion da la-

”y;gILQCiénﬁde;la;prbiiFefacién celulsr,

.procesos’  mis ' sobresalientes, . fdtilmente

son divisian

- 1a replicacidn del amN ¥ 1s



del ciclo celular, en esta fase las células. presentan un
nimero haploide de cromosomas, as{ mismo se da una importante
sintesis prntéica y crecimiento celular. La fase S ge
‘caracﬂé}iza por ser el per{odo durante el cual se lleva a
cabo 13 duplicacidn del materisl gendtico, siendo muy baja la
tasa de sintesis protédica. E1 perfodo 62 presents una serie
de eventos moleculares que conducen a ls divisidn celular,
en este momento la célula presenta un juego diploide de

cromosomas,. La fase M comienza con Ja espiralizacién de  1la

cromatina . integrando- los cromosomas; para su. estudic . se

divide en custro  etapas denominadas profase,  metafase,

canafase y telofase, finalizando esta etapa con la ciiocinesis

‘fv?bbméndoée dos c@lulas. (143,

éqﬂérdp'.cqn estudios " realizados ‘en  cflulas humanas .
provenientes de sdultosy - se ha .observado  que ' 1a duracién =

,}tiemﬁd?




organismo (14), El proceso de difervenciscidn en animales =e
da 8 partir de 1la gastrulacién, etapa embrionaria en 1a que
se constituyen las tres hojas germinsles, de las cusles se
forman los' diferentes te,jidos y brgasnos. Sin embarqo,
‘persisten célnlas indiferenciadas también llamadas
precursorasy que contindan su reproducecidn de tal manera que
la 7 poblacién de células diferenciadas es renovada
‘.constantemente (17), dAhora bien, se han establecido diversas
téorfas Vpara esplicar el fendmeno de 1a diferenciacién
éelularp en donde. se indica que ests es producto de la

transcripeifin . secuencial  de diversas partes del genoma . al

“interactuar  con  determinados componentes del  citoplasma

e,

‘Asimismo, se han .desarroiladp otros modelos para explicar

fendmeno de . difererciacifin,  como el propuesto - por

‘{i???f;  thde‘ establece “que esta  es debida &

~entrinsecos. de programscidn, entre

u1ajin?lnéh;iajd§;céiuléé _colindantes

51 actuar’ sobre. factores

105 cuales msntienen .

e esuaiilides

in el cambip




sino que depende de 1a naturalers de las estructurass

celulares que regulan la divisidn, el movimiento y
- . ,

reconocimiento de célulass, los cuales conducen 3 1la formacidn

de bdrganos y tejidos.

Iebido s que 1la membrana citoplasmica es el principal
componente de la célula en su interaccion con el medio
externoy se ha considerado -que ests ses 13 responsable  de
la  regulscibén de los eventas de diferenciacidn (20), y que
los proceéns de proliferacién , mavimiento y reconocimiento
'celulary sean  coordinados por un ensamblaje de moldculas de
:membrana interactuando entre si (receptores de membrana vy
  95£ructura5 fibrilares submembranales), For otro. lado, ias
‘f‘éﬁicdﬁrqteinas especificas en la supefFicie celularv

_parécen ° desempeRar un papel importante en las cambios

véiétionddos‘ con  1a modulacidn celiylar (rgceptorésk jdé;»?j‘

super?icxe para hormonas, anticuerpos, eic})a Sé cansidéra;

el s;stema de control transmembranal se encuentra en la -

‘a Pstructura Fluxda“ 5abre:“"v'v




dependiera de una regulacidén externa sobre receptores
membranales, entonces una alteracin en la estructura de
estos o un blogqueo en su capacidad de reconocimiento
podr{a ser 1a causa de una proliferacifin descontrolada.
Segﬁn esta ;eorfa los procesos malignos estarian asociados &
alteraciones - membranales y no 2 cambios que invelucren al

.génpma celylar directamente (20).

‘Mna’ neafarmacion:,
cumulscibnes anormales: de celulasy.
s riormales y

‘Las neoplasias se.dividen en benignas .y

“término empiéédd;b;ré”dégigngr 13’

(23,24),




cépsula. Cabe mencionar que en este tipo de tumores no sdlo
’, L. .

se presentan las células neoplasicas, sino que en

algunas ocasiones también aparecen cflulas fibroblésticas

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

Las neoplasias malignas, presentan  comunmente. células
indiferenciadas con un 3lto porcentaje de mitosis ¥ no
presentan encapsulacidn, se caracterizan por un crecimiento
infiltrativo que destruye por invasividad los - tejidos
: vecinos.: y con. el tiempo puede originar el establecimientb
 de‘»do1onia5 en partes distantes del lugar de origen, E]
16‘  que - se le conoce cﬁmo: metdstanis, o erecimiento
Tf{tdmoral gecuhdario (27); Esta capac1dad es conferida por

glas dlteraciones en los mecanlsmos de prolifevacidn, que’ 195

{permxﬁe’\~ reproducxrse : 1ndePinxdamente en condzcmones"_»'

‘édvefsas' El Penomeno de 1a metastas1s causa en 1a mayorla dei'“'

] muerte del organzsmo; aunque tambzen debemus f




bioguimicas ¢(22),

No todas las caracter{sticas antes mencionadas se encuentran
en este tipo de células transformadas. Ademds estas
altersciones se pueden encontrar en forms muy sutil, de tal
S .
manera que las celulss pueden tener gran semejanzs con  las
del tejido normaly, o la modificacidn puede ser muy grande vy
en tal cdso se pierde tods semejsnza y exhiben en  la
vl . ’ , . .
mayoria de los casos una morfologia comin cuyas principales
~ caracteristicas SON pleomorfismo  celular y nucleary
ndcleo  picndtico  por -gran  scumilacibn  de cromatina oy

preséncia de cblulss gigantes multinacleadas (223,

lo

'“ﬁgbemos ‘fmencionar{ que las propiedsdes alteradss de.

T oy . . R L
cpoblacitn 'de,células cancerosas pueden cambiar con el

Y ‘y~ dér - 1Q§ér.“é' diferéntes estadioﬁ' “en’ ;‘el;‘,

dessrrollo  del :tumqfr (evoluc1on naoplasic&) (26>}§fy que

las celulas *ma;ighéS]y:pbc¢f'

actuan:salo camn Fabrlcaa' ingbberuada"




mecanismo de la transformacion maligna son 2% 1a teor{s de la

supresién de la vretraslimentascidn y 1a teorfa de 1a

alteracidn genética} la primers se refiere a la pérdids de la

facultad de la c8luls para 18 regulacidn de SUS

fupciones normales vy 1la segunda expone que los agentes
V. oL P 4

carcinagenicns provotan la modificacion del genoma

(22,26,29),

' La ‘diferenciacién de las células cancerosas suele ser {ndice
de su nivel de malignidad y grada de proliferscién, En

. ‘general, cuanto mayor sea la diferenciacidn, mis lentamente

11

crecerd 1a neoplasia y a la inversa, poca diferenciacidn

‘s acompafa de crecimiento rdpido. Se piensa que  estas

propiedades estdn relacionadas con la respuests defensiva

‘del organismo, puesto qué,sé\pngtula que mientras_m§s  léniqf

 ud:§hmdr; méyqpves¥.di¢ha respdéstaw{sol.




INMUNOLOGIA

La  inmunologia estudiaz los fendme

las enfermedades relacionadas [=f
antigeno~anticuerpo-complemento, Lo
el el ~estudio de la inmuno

- esencialmente en la observacion de la

combinzrse un antigenc con los anticue

‘:ﬁqfq5nismp viviente, o en cultive d
}és LinQestigacipnes realizadas, se
 ginhunitario‘ es - extremadsmente compl
vdi&érs}dag‘ de‘factividaQEé para . man

¢ﬁ”{tédtq 'lé~saldd. iLa;proteccién i

respuesta que ocurré al
rpos producidos. en
@ células. De acuerdo a
sabe que el
B0y tiene unz’ - gran
bener ia V

nmune es

istema.

‘invasores, ambos sistem

‘pécf?icémeﬁtéfﬁa:ia;distin

‘celular vy humoral quedefir

ande
; ¢
Re. estan

bos - cuerpos”

tos, | las técnicas ¥
Hn las reacciones
5 métodos empleados
logiz  estan  bosades

un
eistems

hnmeoéﬁaﬁié Y.
‘dada. bor‘ un’ .
al brgahismg éﬁ'
 adaptédb5 v9} ‘h$

‘extrafog.

12
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bdsicos relacionados con la funcion de les linfocitos, lo
cual ha coadyuvado para aclarar su papel bioldgico en
procesos como transplantes, tolerancia e inmunidad tumoral

(28).,

Los principales componentes celylares del sistema
inmunitario son los macrdfagos y los linfocitos (28, Los
macréfagos son fagocitos mononucleados gue derivan de
" los monositos ’ de la mddula dsea ¥ desempefan

T actividad . importante en la  inmunidad celular, Enire - sus

‘..principales propiedades funcionales estan? la

‘quimiotanis, el  reconocimiento de particulss extralas,.

‘18 ingestidn  de estas por mecanismos de’  pinocitésis

l;fdé. particulas  en suspensidn) y fagocitdsis (de particulas;
‘mayores de 0.1 m). Ademds  tienen -la capacidad de fijar
'T‘téhtof uéhtiéehqs €omo . ios CDMbleJas antiqeno—éntitderpéi'

présentarlos 5 chlulas ‘linfociticas (28,31,32). Llos =

son célulss’ mononucleadss - provenientes. - de |

iéiméquléw;éﬁear}Y “dﬁ9,:t?mbiéﬁfvdés#ﬁﬁéﬁéh"




El sistemsa linfoide consta de dos poblaciones de células
mor?olégicamente indistingibles, los linfocitos T
dependientes del timo y los linfocitos R derivados de médula
bésea, Cada linfocito en las 2 poblaciones ©s capacitado
para reconécev y responder a una sustancis strana
relacionada, Durante una respuesta  inmune, estas célulss
' primero deben proliferar vy diferenciarse antes gue ellés [s)

sus productos sean capaces de eliminar elementos no propios.

Los linfocitos Ky son los responsables de la respuesta

14

"~ humorals Cuando se  activan por e£1 reconocimiento de:

sustancias extrafas, se diferencian 3 células plasméticas que

-producen anticuerpos, Se caracterizan por ser los productores

de inmunoglobulinasy que son glucoproteinas que  funcionan

‘como. anticuerpos, estas son fdcilmente identificsbles sobre

- 1a superficie de la chlula contra la que van dirigidos. Los =

“anticuerpos reconocen y unen 3 ant{genos por moléculas

obre.uniones enziﬁafgﬁspvatof(doi.

mplementarias, ‘1ss cuales permiten miltiples interacciones

o ‘cavalentes semejsntes a 18s qie  confieren . especificidad .
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rechazurde tumores fud deducido originalmente de los estudios
sobre transplantes de crecimientos tumorales que mostraron
que la respuesta de rechazo era abolida en animales carentes
de células T. Al parecer estas células tienen receptores de
superficie para los fragmentos Fey de la IgB, IgM
{inmunoglobulinas) y posiblememente de la Ighf, La presencis
de receptorves para Fc se ha demostrado por la formacidn de
rosetas con eritrocitos de carnero recubiertos con
anticuerpos purificasdos de IgM o de Igl., hdemi%y de la
kﬁécnica de rosetas, existe la microscopia

inmunofluprecente v la antorradiografi{s, que nos permiten

diferenciar 'y clasificer las subpoblaciones de las células T

2By,

 Lk. poblac1on de‘linfocitcs T produce distintos tipds"de

'celulas efectoraq con dzferentes funciones. - Una de ellas son

=} celulas T  asesinas que eliminan

'celulas ex tnaﬁago' Estas células Son  © muy

la reqpuesta inmune 3 los - tumores; - ya que

el reconocxm:entn,f y . lisis da”ffcelulaq

celulas son vesponsahles de la. demora

células 'auxiliaresﬂf!'V'

:son




células llamadas asesinas naturales (NK del inglet; natural
Killer) gque tienen una funcidn muy importante en el
rechazo de células tumarales . Las NK fueron descubiertas a
raiz de experimentos en los que se usaba sangre perifdrica
de individuos normales para cultives In VITRG  con
célulés tumorales, observdndose que existian en la ssngre
normal linfocitos capaces de eliminar células malignas

© €31), Estudios recientes sugidren que las NK, +tanto en el

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

R ya que se ha demostrado gue estas células tienen afinidad

:puedan formar rosetas con'gllos; al igqal que  los linfocitos

T  fﬁdeh5S,>1a-mov?o1og{a gue presentan las NK es parecids s

_autores  considersn que estas célulss son en  reslidad  los

de das NK -3y . 8in emborgo, a lakfecha no

“-por. los eritrocitos de carnero y en condiciones dptimss’
‘,iaﬁdeilbs grandes linfocitos granulares (34), aunque algunos

_un.consenso sobre el origen de estas células llegsndo

ensarse  que son células mielomonoc{ticas - inmaduras

16
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atribuids 3 1a ausencia de estas células (37), Hasta
shors, las células NK parecen ser un tipo celular
relativamente heterogéneo con marcadores de superficie
diferentes de los linfocitos B y T, granulocitos y monocitos,
pero existen indicios de gue puedsn ser un  subgrapo de

lzs células T (36),

Por otra pérte; ‘el grupo .de linfocitos T presents una

gran cantidaed de subgripes que tienen funciones muy variadas,

“como pur ejemplo se tiene a law células T auniliares (TA)

que . ayudan. a la proliferscidn de las células citotdxicas, .

las que © provocan  la maduracidn de lag. _ células

i:hlasméﬁitas (TMPY,. -~ las que madura a las  células
' afas"(TﬁS); las . “que tienen ls propiedad  de lisév_. 

TLEY,  aquellas  qiue reclutan vy ayudan a3 los

) réfagos tgo.cervar celiositio de ldnfeccions las que .

| Lwdésérrolib‘ 4lléf?espﬁéstafihmunehzX.!aéfofﬁﬁﬁPQtvf.

~.que son secy

regs células




interaccidn entre calulas linfoides, y no linfoides, asi
como entre amhos tipos celulares. fa actividad de los
linfocitos gue han sido estimulados por la interaccion de
agentes extrafos con los receptores de 1z membrana

linfocitica , provoca la secrecidn de productos solubles

llamados linfocinas (que forman parte de las
interleucinas),. las cuales ne  se almacenan pero son

activamente sintetizadas b4 secretadas durante la
respuesta inmune. Su descubrimiento siguio de ewperimentos

‘realizados en 1962 par George v Vaughan (38, en los  cuales

18

- ‘7 TR . Sl .
se observe que 13 inhibicion de ls migracion de  células’

. mononucleadss - (macrdfages) eon animales inmunizados,  era

N ‘. Y .. " .
-debida 2 la presencia de antigenos, demostrandose qgue @l -

:’efacid" inhibidoﬁ requiere 1z presencis -simultdnes de

antlgenos R de linfncxtos %enﬁzbzli*ado En la actualidéd’*-

este'efecto e ha mastrado pur 13 prueba de la tuherrulor

13 cual 31 1noculav’este antfgenn en 1a plel de antmaléc

p'eyi'mente"lnmuninadaa,‘ se ha observadc qug lcs mBCPOFGQO&f

q1t1a de Id‘anlamaalén por ~3cgi5n del
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En cultivos IN VITRO se puede lograr hacer
interaccionar linfocitosy macré#aqos e interleucinas de tal
forma que se reprodumcan casi  todos los procesos que
constituyen la respuesta inmune, Algunas linfocinas IN VITRO
émplifican este tipo de reacciones inmunoldgicas, entve
estas, cabe destacar 1a induccidn tanto a la proliferacidn
de .otro grupo de linfocitos como a la formacidn de células T
asesinas (31,40,41), Hasts ahora una de las linfocinas

mas . estudizdss es la estimuladora de 1la proliferacidn

de  timocitos, producida por linfocitos T al ser activados
spor  productos de honocitas, llamada interleucina 2 (IL-
,éf'(éi). Esta'molgcula tiene ademéé las funciones de inducir
Ca la broliferacién-de linfocitos B , 1la de produccion Be
ffaﬁiicuerpos de células By, e inducir 3 linFqcif05 
‘U Eip9§6§iéo9 a . desencadenar © una  serie - de rescciones.
1193n espec1?icamente células tumorales (42), También :
a;tor mitogen1co de timécitos producido por 

1lamado - xnterleucma 1 IL-1) (43,400, que.

A'CQh‘ 1a~IL~ 13 propxedad de actmvar a ,celulaa T: 'f
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incluyendo la posible existencia de unsa respuesta inmune
deficiente y 13 presencia de factores bloqueadores quoe
interfieren con los procesos de regulaciéﬁ normales, La
hipétesis de inmunidad tumoral deficiente establece que
los tumores débilmente antigénicos pueden segui
desarrollandose ante la respuesta inmupitarias, va sea por
que  estos tumores inhiben 81 sistemma inmune, o por que
io ~ emplean para facilitar su  crecimiente (28). l.a

. . .
hipotesis de interfervencia por factores blogueadores en

ks v . . N
el huesped, presupong la existencia de sustanciass
circulantes, que parten del tumor hacia 1los fluidos

fcdrporaleé llegando 2 los lugares de reconocimiento

'Bntiqénico' impidiendo ‘el reconocimiento y gteque de la

célula tumoral (48,49,50),

# »pesar de que exlqten tumores que escapan al .control» del:

.sxstema -1nmune, ‘e tiene una qran cantxdad de datos que.

ndican que aste 51stam3 esta actlvamente elimlndndo células
:Y7El ”v"estudxu : de las. cararterfst1cas
que, presentan las célulaq mallgnaQ1visé; hanfk'

IN UITRD:

base @ mouelos tanto IN UIUO como
sfencia de 'neo&nt{geno de

(*8 49).

5 tumgral -

”;st;a. una




celulares (42,51),

El mecanismo de lisis humoral se lleva s cabo por medioc de

la secrecidn  de anticuerpos especificos producidos por
linfocitos B, que sl enlazarse con los necant{genos de las
células malignas permiten la 1{sis de estas por parte del

sistema del complemento. For otro lado, el mecanismo celulsr
piara la destruccion de edlulas tumorsles, ests dado yva cea’
por el ataque de los linfocitos T capaces de reconocer 1os
neoantfigenos de membranas, o por citotonicidad anticuerpo
dépendiente de - los precursores de linfocitos B, o por la
:kaccién de las células NK en base a un patrdn indiscrdminativo
Ly desconocido, o’ finalmente por la 1isis par parte de los
 m3cr6Fggds, los cﬁales en su superficie poseen anticuerpos

éépecfficos“(287. Una de las aplicaciones importantesv

"del"deSCUbrimiéntu de  los neoant{genos asociados a las .

'-icélulas mallgnas y del conac1m1ento de los ‘mecanismos . per o C

de. Clos cuales :~las . celulaq nmunocompetentes"i'

detectan'y‘destruyen a. las celulas tumorales, dio or1qen a la.'




“pechazo de la proliferacion de células melignas, asbriendo

Una nueva area llamadas Inmunologfa Tumoral.

Recidntemente se ha encontrade que existe una  relacidn

directs - entre el grado de intevaccion TN UITRO de células
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provenientes  de sarcomas, con leucocitos obtenidos dal -

torrente sanguineo de donaderes normales y el tiempo de

“‘doblaje (tiempo de duplicacidn relusr) que  presentan estas

,»"‘ ’ N s . i
452), - Ademds como se  menciond anteriormente, . . se sabe

. que . existe uns  cdluls mononucleada adn  no- plenamente’

‘j:ideﬁtificéda. que tiene la propiedad de  reconocer

”éﬂtfgénqs'éobre 1a membrana de la célula tumorsl, para 'f

desencadenar 1s respuesta inmune.de rechazo.

Teniendo como antecedente Io antps expuesio, en este trabagog‘




23

METODOLOGIA

En " este +trabajo se utilizaron uplantes provenientes de

& - savcomas Yy 9 carcinomas, asi como unz 1linea - de

"Fibﬁoblastos. normales prdvenientes de piel humana Y

TR '
“celualas epiteliales normales.

CONDICIONES DE CULTIVD DE LAS LINEAS CELULARES.

”k  se colocaron en platos de cultlvo (Luw bc:entiflci

‘Goixfia mm agregando S5ml de medzn de cult:vo

cual sé} preparo “con | 80/ de medlo de Eagle"'"

(ﬁpend1ce 1) suplemantado con 307 de fuerof

prevzamente"

,7‘17(Glb(201 U SQAO)



plate y se agregaron 2 ml de verseno (Apéndice 3) lavdndo

suavemente, con el de fin quitar desechns celulares,

N 14 M B
residuos de proteinss y cargas divalentes, posteriormente
el wverseno se desechd y se adicionaron 2 wml de una

solucidn dé tripsina 8l 0,025% (en verseno) a8 un pl 7,7
'(ﬁpéndice 4) y se incuban 8 37 °C por 5 win. Despuds de la
incubacidn, 13 solucidn conteniendo a las células se
centrifugo 8 500g durante § min, al término de este tiempo,
la tripsina se vdesechd y el botor celular se resuspendid
en una pegueia cantidad de mec. y se colocaron
aprodimadamente 300 000 células por plate de cultivo
 Haqregandw la cantidad de m.c, necesaria para completar 5 oml y

wse procedid @ incubarlas (530,

W

e ei a5 Y‘qgéjésﬁefqétila‘entre 4 - 15 dfaa."

‘ng deben exceder de %0, ya - .que las ¢

‘s& gabe que las resiembras que soportan los

24

de “scuerdo 31 tiempo. de sasturacidn parae cada una o

transformsr . sus carscteristicas por el tiempo.



por 80%Z de m.c. suplementado al 10%Z con suero fetal de
bovino (desactivado) b4 10% de dimetil sulfdnido.
Inmedidtamente despues se repartieron alfcuotas de 1 ml
de la solucidn celular en ampolletss de 1 ml (costar
UsSiA)e Las ampolletas correctamente cerradas y etiquetadas
se colocaron en congelacidn 3 =70 °C por 24  hrs,
posteriormente - se +transladaron a nitrdgeno liquido a una

temperatura de -196 °C, en donde pueden permanecef por

~varios asfos. Las célulss que se colocan en criopreservacion

“{para tener una reserva de ellas) no deben de exceder del
‘ quinto subcultivo (despuds dé obtener 1a linea celular)s pars
,vasegurar asi que : las ecéliulas no sufran  transformaciones

';provocadas por el cultlvo prolongadn.

~disponer . de las células Tque  se 'encuentran en

se . ffamo 'una ‘ampolleta del: natrogenof

25

‘ae colaco en un bamo 3 J7°C haqta que’ el{ﬂf‘

808 IQStBUOvllquidcg> en: Jeguida la ampolleta se‘
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contuviera de 0,1 =~ 0.4 ml de heparina (Rikercab/NC b3
UeBehv) 3 1,000 ULT./ml. Fosteriormente, 13 sangre se
virtid en tubos de ensaye (colocsndo en cads tubo § ml de
sangre) mezclandnse con cantidades iguales de solucion
salina amortiquadora (ﬂpéndice 59 suplementads con  glucosa
3l 0.1% y un pH de 7.4, Una ver que la solucion se mezcld
perfectamente, se separo en tubos de ensays conteniendo 2

ml de ficoll-paque (Ficoll 400 Finechemical Suecia)

’(ﬁpend1cp 4), con una densidad de 1.077 gr/ml, 2 cada tubo se

lefagrego S ml de la mezcla de sangre, lo cual debe hacerse
con mucho cuidado, resbalando por la pared del tubo vy

céntrifugando a8 4004 durante - 30 min, - Después . de

E transcurrido  este  tiempoy, la  banda blancs de celulass

"~ ‘menenucleadas | gue se Forma entre los  eritrocitos . v el

L4 . _'
s extraJo cu1dadosament9 lavdndose 3 veces . con

;sallna amort:quadora, en el ltimo lavade' se -

;1355 celulas en un suln tubo y ge dio un ;1avadb‘:”

as‘celulas. r1 sobrenadantp se ~fdesecho

para resqupnder el boton cé}dléﬁ;a
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CO~CULTIVO DE  LAS CELULAS MONONUCLEADAS CON LAS  DIFERENTES

LEINEAS CELULARES,

 Para la  obtencidn de células (de lss diferentes lineas
'celularas) 8n co-enitivo con  linfocitos de sangre
‘ﬁ@riférica G0 llevd a2 cabo el siguiente método! Se
qvﬁiciermn suheuliivos con 2% 000 ckiulas por plato de cultivo

de ~‘35 st 15 wm (Costar UW.5.A), los cuales sea

'méhtuvieron 3 diss en incubascidn.  Transcurrido este tiempo,

SR . . '
LLse-. agregd 3 cada plato 1 x 10" cdlulas mononucleadas de

L ssngre.periférica vy se dejaron en incubacidn por 24 hrs

k'“bliojdiaé;depéhdiendo del experimento.

las -leucocitos

‘ 135 dlferentes 1£ness _celulares, fué

u@ descrlbp.; daspuesydév~ﬂé,,hrsv*deﬁ

«anntinuacipn

J vere" coh

'si*r.éis .

ﬁpéndxce 7) v se t‘ueron usando la e

ngI qrado de interacrxon »EntFEf”
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asinismo, 56 utilizaron medios condicionados de 184 -

4 . -
lineas celulares, colocdndo estos en plates de cultive 35 o

X [ ’
1% mmy en los que se colocaron 1o 10 celulas
i N
mononucleadas por plato dejandalas incubasr por 10 diss,
¢ .o ’ i !
despuds  de  esto, se titeron las celulas en suspension

‘usando la técnica May-Greenwald-Giemsa.

IDENTI?IChCION LE LINFOCITOS R Y T,

3P3ré"13.identificsc;dn de lipfocitos T se empled 1a  tincion

RO A L R : R o
; hzﬁtoqu1m1ca «le pararrmsanlllna que' congiste an lo

gu1ente.‘ Se prpparo un frétis de co luIaS'en porta  obJepo5,

1quetados) :'y ' se dejaron. secar & temperatura

posterxormente "se ?idaron'fen fovmol céléicovn_



! .

sguellos en los que aparecian en s citoplasma manchas de
/ - . .

color cafe-ro,jizo, Las células B pueden diferenciarse de

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

citoplasma y nicleo,

Otra tincion histogquimica empleada fu€ 1z denominada
fds?atasa dcida para linfocitos T (ﬂpéndice 10), Para la cual
se prepar6 un  frotis de celulas en un porta objetos
‘(etiquetaﬁo) y se dejaron secar a temperatura ambiente, en
jéégdida —fueroh' colocados durante 30 seg en una smluciénr de

,cithato»écetpna, sekenduagaron con agua destilada y de,jaron

“se;ér al aire. Fosteriormente fueron incubados a 37 °C en

: éﬁsﬂridad durante 1 hr en una solucién de Nafftol AS-BI

 Si§ma Chemlcal Cas 'U.S.ﬁ.), finalmente se enjuagaron - las

29

preparaLlones con agua destllada v tem1da con hemétoxilina"

Mayer por -5 mJn. Lnan 11nPoc1toa T sa pueden

1Ferencxar por que en ellos Se ahservaréh qranulos de colnr

: u_ml:x;aqps_ .para el
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. . ¢ L s
l.os reactives utilizedos, & menos (ue asl se indigue, fuaeron
1 |

del grado reactive Q.F. de S\ T, Reaker, Mémico, El material

. ’
de cristalerfa fue FPyran.




RESULTADOS

;INTERACCION‘HE LEUCOCITOS DE SANGRE FPERIFERICA HUMANA - NORMAL
CUN FIERORLASTDS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SUEROD FET&L

CDE RBOVINO EN ELL MEDIO E CULTIVO.

o o / , . )
'&@;~ﬂembraron 2,5 10" cdlulas en presencia de medio- de

31

'cultzvo conteniendo 0.3, S g 204 de suero fetsl de bovingy -

con coolar o finslidsd  de obtener diferentes cinéticas -de

 .': : L
prol;ferac:on‘ en cada concentracion,

valuacian de las czneticar de pralx?eracxun 5 11nvo .a"“

metlm de ‘cnnteas rada 72 “hrs (Flgura :jfi;f

paptir de eﬁtaq,“ los txempos de dablade. 95& 

madida‘que dlsmlnuyo la concentra:;on de Juaro, b




o ——e oo

. -
_-m—-..-
-
'.ﬂ-~
-
o
-
o
—— ;
- .
g, .

}g;feracxon de F:brublagtus

traexonea de Suero Fetal.

ixenpo (axas)
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donadores cada vez. Al realizar la evaluacidn se enconbhrd que
en general el grada de interaccidn variaba desde muy alto
para la concentracion de 0.%%, hasta valores bajos pars la
concentracion de 20X, en tanto las concentracidn de 5% mostrd
una interaccidn intermediz (tabla 1. Sin esbarvgoy se observo
una gran variascidn  en  los resultados de 1z cindtics de
prolifevacidn, ya que el tiempo de doblaje para la
concentracidn de 20% de suero fetal, varid desde 48 hasta 192

hrg.

" INTERACCION - DE LEUCOCITOS DE SANGRE FERIFERICA DE  DONADORES
NORMALES  CON. CELULAS FROVENIENTES DE SARCONAS Y  CARCIADMAS

“HUMANDS,

‘ant@rio%és se habfa gncontrado que 1in#ocito§l'Y

itos: de uangre perxferxcay nran CapaCﬂb de wdherirﬁe IN o

las m'lxgnar provenmenter dp SHTCOmMDS humanOSVQi”‘

135 calulas blanco 'di minu1agﬂ

08 que de exxstlr a;guna relacian entrﬂ 91 uqradu{

celulaa’

 ¢on~



Concentracion de Tienpo de Tipo de Interaccion (%)
suero fetal de -
hoving (%) (hvsg Dékil Fuerte
8.9 N 8 ]
sa 58 35 4
R % 3,

TRBLR

'»;“ INTERRCCION DE FIBROBLASTOS COH LEUCOCITOS DE SAMGRE PERIFERICQ‘ |
Hﬂﬂﬁﬂﬁ f DIFERENTE$ CONCENTRACIONES DE SUERS FETAL DE BOUINO,

e



carcinomas humanos realizdndose subcultivos por tres
ocasiones para posteriormente proceder a la evaluacidén del
grado de interaccidn entre estas vy leucocitos de sangre
periférica humana, Simultdneamente se recopilaron los datos
clinices del expediente de los pacientes procedentes del
Hospital de 0ncologfa del Centfo Mddico Nacional. Faor idltimo,
para determinar i la interaccidn con las células procedentes
de los tumores humanos, era diferente a la obtenida con

. < R
células normales en todos los experimentos de intevrsccion, se

incluyeron cultivos de células normales de fibroblastos para’

los sarcomas Yy epiteliales en el caso de 1os carcinomas.
De.los experimentos . realicados, se encontro que en los
“carcinomas también se presenta interaccibn con leucocitos - de

 ‘ks§ngre perifdrica, AL analizar los resultados obtenidos con

35

 1§5' ¢61u1és‘ proVeniehtés de los carcinomas (tsbla ), se

,observo que a1 1gual que con. los 5a3rcomas (tabla 3) xiétianf

gradus de interacc16n con 1euc:c)c1tor de sangr&f,f

Esta 1nteraucién varzéba desde muy deb11 pera elﬁg

tzrozde : (CTP 2) -con solo un 1"2 de :celula

hasta : Qné




Tipo de [Interaccion (%)

Tipe Celuwlar

Déhil Fuente
. Epiteliales Normales (ENO-84) 36 9
f <j\.Carc1nnna de Tivoides (CTP-2) 12 @
~ Cancinoma Adenoideo Esnahnso (CAE-2) 13 b
jf;f[fffarcxnnna fidenoideo Quistice (CA0-2) v 1
 Carcinoma Musoepiderwoide (CGH-1) 2 R |
 Carcinowa de Tivoides (CTH-L 30 1
 Carcinoms de Dneia (QDE-L) e Ly
inowa Menoides Quistioo CCNF ¥ 14
‘Adenoideo Escarose (CAE-1) B
;crnonazde Labio (CIA-1) . 47 SR 20

f*f— INTERQCCION D LﬂﬂCﬂClTOS BE SEHCTE PER?FER Ch AN CON- CELHLRS
s e PROUENIE?TES DE CARCINGHAS HUH&HOS |



Tipo de Interaccion (%)

Tipo Celulap

Dékil Fuente
~ Fiboblastos Norwales (UC-2) 19 g
Condrosavcona (COR-2) | 12 g
 Savoowa Wulleviano (SAHD) 25 2

705teasarcona (054-3) e ~',‘.‘ 30 | 8
ndrosarcons. (con«n T R T T
Melwowa E 43
wicsavcoma (RB-B) 7 T

_LQ;"Q = INTERGCCION DE LEUCOCITOS DE SANCRE PERIFERICH HiLHANA CON CELﬂLﬁS

PROUENIENTES DE SARCOMAS HUMANCS. u

<
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La evaluacidn de la interaccidn con las células provenientes

de sarcomas tambidn mostro grandes variaciones, presenténdose

desde interacciones muy débiles en el caso del condrosavcoma
.

(COR-2 con solo 12% de interscciones débiles, hasta mu?

fuertes como la mostrads por rabdomiosarcoms (RAE-84) que

presenbaba un 627% de intersccidn de las cuales 8l 15% era con

abundantes leucocitos, Fera este caso a diferencia de. 1o

observado con las colulas epitelisles normales, se encontrd

‘que’ los fibroblastos normales tenian una interaccidn muy baje

con sole un 19% de interaccidn débil,

.ﬁl' comparar los datos de edad y sexo de 108 pacienteﬁ,"asi"

'fcomu el tamamo v thmpo dp evelucidn del tumor; deméq de s

d:agnoqtico h15tupstulog1co (tabla 4) con: los vesultados ”dé 

'nteracczén,‘ encontramos qu@ tanto para. 108 svrcomas comp’

carcincmar hubo una relac1on miry dlrecia con el

ya que lof pacl@nt@s que[v

lcalf

de« entre

evoluc1on,

'Itarcn ser 105 de interacc;on%



Diagnostico Histopatologico Fdad y Sexo  Tipo Celular Tamahe | Evelucién

Encia Normal 1 - Hasc KNO-84 1xd b Wees

%nndwoéarcgna blenﬁdxierﬁzcnado 62 - Few COR-2 14x18 36

 Tuwor Hesodérsico Mixto Utering : . "
tHullepiana) 54 - Fem a4 28x38 18

%;Eﬁona Ostecybnico Osteobldstico 16 - Few 08%-3 16xi9 &

| ahdowiosarcona Enhrionariv hluin 2t - Fom RAE-84 2 xls B

" Condvosarcoma hien difevenciade 52 - Fenm COR-1 19%89 I

He l&nuna Haligng 98 - Few HE -1 Bxd 3 "

~Ca. Papilap de Tipeides 49 - Yo CIp-2 6x6 g

. ,A[Ea adin?ldEG E;caaugu 43 - Yew CAE-2 343 o

~ o Cas Medular ieoides con . ‘ , : "

- Perweacidn Linfdtica 33 - Ten (TH-1 90 !

 Ca. Rdenoiden Fscamoso 41 - Fem CAE-1 3%z 13"

o Cay Micoepidemoide a7 - Tew CeM-1 2.axld g

o Ca,Adenotden Quistico 29 - Fem Chd-2 2 g

o Gay Epiderwoide }nvasaﬁ 33 - Hasc . Cla-1 0% g

o Lae ﬂgenﬁlﬁﬁﬁ Quistico 73 - Tem (801 4%3 5

",'¢;Ca. Evidersoide de Encia 68 - Few (D~ nad "

TABLA 4.~ DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES DF. QUIENFS SE OFTUVIERON BLOPSiAS.

W
o
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de los pacientes, Los tumores de los pacientes con edades de
52 y 26 afios tuvieron interaccidn bastante fuerte., Por otro
lado no se encontro ninguna relacidn entre la interaccidn,

el tamafo y tipo histoldgico del tumor.

EUBLUCION DE LA FROLIFERACION in vitro DE  SARCOMAS Y

CARCINOMAS

~La 'evaluacidn se efectud por observacion directs de ' 1a

;prollferac1on de log diferentes tipos celulares, tanto de los

plantes pr1marzos como de las resiembras celulares, ;paha
'ello' s@ determxno el tlempo en dizs en que las célulés"dé;
«Jsarcomas Y- carcznomas satursban el sustratn de cultxvn (tablaf'i
- “‘~}fLos : tiempos T de satgracxpn para las celulasff :f
provenientes.  dg“4u5arcoma9':§§fi3ran desde fé> d§a§]“’p§namf
1broblastos ﬁné%ma}éé, UC—Q. nﬁasta; 22Q;d1é§ _ipé}§f?<§1%

‘ﬁl comparar estcs fi?ﬁﬁdSiff




Fibro-  Condro-  Sarcoma Osteo-  Mela-  Condro-  Rahdo-
hlastos sarcoma lulleriano sarcoma  noma  Sarcoma  mio -

SAPEOMA
- (Ue-2) (C0R-2)  (3AM-0) (08X-3) (ME-1) <(COR-1} (RAB-84)

o :PPOIIFEPaGIﬁn
o celulapen 0§ 12 19 16 5 18 22
L 5uhcu]tluos v | :
e (dlas)

" ,}Prol|Perac1dn R e o
s"-‘*f’S»’gﬁ%ﬁti" 8 0® B M5 %6
f?prlnarlo - | |
tdias).

,,mm‘ 5 .- EVALIACION DE L Pnomrnnncmn EN SARCOMS.

v

fND:;f Ne Detern1nadu -




Epiteliales Carcinoma Carcinona Carcinoma  Carcinowa
Napuales de Tiroides  fAdenoidec Gd?noldeo Hacoepidey-

Escanoso ulstice Koide
(ENO-84) (CTP-2) {CAE-2) (CAG-2) (CGH-1)
i Proliferacifn ‘
o celulap en 8 ) i 9 ND
suhcu1t1v05 |
- ldias) '
,ii“?’Pro%x{eracxﬂn S » | |
o ocelulapen o | | i

ykw>wprxnav10
,~(dfas)

 'TﬂBLﬂ 6 .j; EUﬂLUﬁCIOM DE 1A PROLIFERQCION EN CRRCINGFQS

4



Carcinoma  Carcinoma Carcinona Cavcinoma  Carcinoma
de Tiroides  de Encia Adenoideo fidengideo  de Lahio
| Quistico Escanose

(CTH-1) (CDE-1) (CaR-1) (CAE-1) (Cla-1)
’f{;j»wProleeraGLOn |
S celular en 13 i2 15 19 27
-~ subcultivos , L
S (dlas)
flﬁProlnferacxdn B Wt B | .
.,g---cg}{;;}ggtg" 1 1 18 9 19
‘primario - g | |
o (dias) A
TABLA 6 .- CONTIMUACION,

134



mayor interaccion (tabla 2,5) Al tomar en consideracidn  los
tiempos de saturacidn de los explantes primarios de los
diferentes sarcomas, encontramos a excepcicn del melanoma ME-
1 (con 5 diss) que las células de interaccidn débil fueron
las wmds rdpidas (condrosarcoma COR-2, 32 dias) y las mds

lentas correspondieron a aquellss que presentaron mayor

interaccidn (RAK-B4, 45 dias).
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For otro ladoy observamos - que aunque los tiempos de

: saturacidn para las células epitelisles vy fibroblastos

normales fud semejante, la intersccidn con leucecitos de’.

sangre  periférica  fué mucho mayor  con las - celulas

_epiteliales. Siendo ‘que ya se habia encontrado que ‘exist{a

- dna ‘relascidn ‘directay entre el grado de interaccidn de las
~célulss provenientes de sarcomas con leucocitos de “sangre

peﬁifé?ita y{,él’@iempo de doblaje de estss, se procedid é

determ:nar 1a°1 c1netica de ‘ pPOllFPPah\ah tanto f'ﬁe.

1b_nb1astoq y epitelxalea nnrmales. cnn el F1n de enﬁontféhf

tre: estaa eyxstma dlfprencma xmportante en su- tlpmpm, def

f£ib oblastuﬁf y 69 hre para 1as epztellalns normales ENO 84




= Oy P == oy
& o
e
& -5
< CDE"M
B o T Y o
o o M"O“S‘l
T T T T T

f 9 flﬂl. B 11
{Flgupa 24 Curuns de Prgllferafnén de ~ Tiems iz
| Dxferenteq LGeas C@Eulareﬁ fNItluadas. B

-1



46

(CLa-1)y Al coumparar estos resultados con el grado de
interaccidn con  leucocitos de sangre periférica para cads
tipo celular, nuevamente encontramos uns relacidn directa
entre ellos. Obtuvimos pera el carcinoma adenoideo escamoso
{CAE~2) el menor tiempo de saturacidn, con una interaccidn
baja, presentaniio un aumento progresivo en el tiempo dé
saturacidn los demds tipos celulares hasta  llegsar al

carcinoma de lengua (CLA-1), que fud el que presentd un mayor

tiempo de saturacidn y tzmbidn una maver interasccidn, Al

“tomar  en consideracidn los tiempos de saturacidn de los

oxplantes primarios de los carcinomas (tabla &),  encontramos

una  gran variacidn en estos desde 12 dfas para el ‘carcinoma
Ldet enc{a’ (CLE~-1),  hasts de 4% paras el carcihqma
;vhﬁqoeﬁidermoide (COM-1), FPara estos casos, no se da’ una
glécidn: directa, entre el tieﬁpoy de saturacidh Y la

ht'bBCCién‘ de leucocitos ‘de. sangre perifdrica como la

pncon rada en. laa celulas subcu1t1vadas, pues én‘estos casds'

tiempo de saturacaon, no correspondin la mavovwf*

:mayqr

¥ 'Cfnq1derando que tanto el carcinoma de ‘&nCla:a;

couo 135 celulas epitelxales,(ENO 84), pre entaron‘J

an y un tie‘ ovde saturacidh samedante,




IDENTIFICACION DEL TIFO DE LEUCDCITO ADHERIDD A LAS CELULAS

MALIGNAS

Fara identiflcar el tipo de leucocitos que participas en 13
interaccidn de células malignass y célules mononuclesdas IN
VITRO, se decidid hacer cultivos con células de la 1inea
HRBU-40, la cual se carécteri:a por presenter un 3lto grado de
iinteraccién (51>, Fara ello se hicieron co-cultivos con

células de .este tipo (con 72 hrs de incubacidn previa) vy

leucocitos de "sangre periférica, Al evaluar el grado. de

interaccidn encontramos que esta fud elevads llegando a ser

 hesta un 6%,

":Para dlferenc1ar a los linfocitos T de los ¥ se utilizé - 1a
-técnina de hexa 0t1.ac1on con pararrosanxlxna, con la que los
llnfocmtnr T presentan arenq temldas de color cafe»roleo CEn

:'A;k'realizar los cqnteas en las celu]aq de
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7/? de lpé 11nFoc1t05';

1 aO un e»perimentoicon 1eurocitos; depletandog‘
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, Tipo de Intepaccidn ()
Leucecitos

[ntepractuantes : . Huy
Déhil Fuapte Buerte

- Células Monpnucleadas 1

Tntales af £d

A,Celulas Mononugleadas R | , L
§in Monocites - 37 1L

e jﬁ,\ Células Mononueleadas B TR g | 0
Gy fSln Células ﬁdherentes S A |

o Tm; 7.~ TNIERACCION DX CEULAS HONOMICLEADAS DE SANGRE mwmm AUk
o CONCELULAS PROVENIENTES DE HISTIOCTION |

€%
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“ACTIVACION DE LINFOCITOS EN CO-CULTIVO POR DIFERENTES TIFDS .

CELULARES MALIGNOS Y FIRRDRLASTOS NORMALES.

“Es conocido que de la interaccibn entre células -de origen

‘maligno: con leucocitos de sangre periférica, en particular

lqs lanoritas T se  producen  moleculas denominadaé-

llnfocznar (39),y en consecuencia se espersria que estas  se

iencuentren presentes en nuestros co~cultives., Fara

:determ1ndr su’  presencia se realizaron co-cultivos con

"leucocitOS; y células - de tres lineas celulareé 2

Tostensarcomas 05X-1 ', DSX~° y el histiocitoma HEY- ~601, 'aéi

50

como~cun ?Lbrablastos nnrmales» La evaluacion de la presencis':

'nchinas 88 hago mediante la determ;nacznn del ndmero de

 1eucn¢1t05‘€1otantas_a Ios 10 dxas de co*cultivo.» Para ello,_

onﬁlderacion o las £1u135 que presentaban upa-




histiocitoma (tabla 8).

Para los fibroblastos se pudo observar un porcentaje bajo de

células activadas, siendo para este caso de 9%7 hay que

destacar que no se presentaraon mitasis a diferencia de lo

obﬁervada con’ laq 3 lineas celulares ma]lqnaq. For otro lado,

‘el popcentaje de. CPlHlB: miertas fue el _mayer con.un ué/ }
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_ Colulas Células Células Células Células
Tipo Celular  Aetivadas Plasmdticas  $in fetivan  In Hitosis  Muerias

(7) ) () ) ()

mﬁ;l:i";’l’ il ¢ 39 b 5

| - ST 13 5 1
" '5,‘ﬂSﬁ§%ﬁgﬂEf“a 59 12 " | ) ,

- 'TﬂBLﬂ g .- EUALUQCION IE 1A QCTIUQC]ON IE LINFOCITOS BN CO- CHLTIUG CON  DIFE-
Bl RENTES TIPS CELHLHRES HALIGNOS ¥ FIBROELASTOS NORMALES o L0S
18 DIAS,
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nI&sECUSION

Hoy en dia los esfuerzos por dar alivio @ los padecimientos
del céancer han provocado que las investigaciones encaminadas

8 establecer tratamientos adecusdos sean mds favorecidas.

Los tratamientos mis comunmente empleados son la cirugla, la-

~radioterapia vy 13 gquimioterapia. HNo obstante, poco -a paco
'han §urgido nuevas*técnicas para mejorar dichos tratamientos
como,‘son entre otras, la termoterspis,  ls terapis de

‘ miﬁfoondas, la de resonancia de elecﬁrones y-la inmuhptevapia

‘fla‘“cﬁal pafecé'tener m3yor posibiiidades de aplicé:iéh; *“1”’

‘5;Se f:hanl obtenido  resultades. . positivos al ”apl;car'"la -Mv"

nmunoterdpia  sobre todo en algunos casus. en donde  las -

esiones =~ eran . de fdcil acceso,  sin embavgoy en la oo

“'los casos no se obtiene respuesta ‘satisfactoris

puede atri ““heterogeneidad de

térodéneﬁ&?d?,i"



entre las cdlulas malignras y la respuesta exitosa
sl tratemiento, Si la infiltracién linfoide al tejido
tumeoral se llevse =2 cabo mediante la existencia de un
macanismo de reconocimiente entre linfocitos vy ¢élulss
neoplédsicas .(57,58). entonces suponemos qgue una  Torme de
evaluar 1la posible respuesta a un tratamiento inmunoldgico,
seria mediante el estudio IN VITRO de la interaccidn de

leucocitos de sangre periférica  normal  con  células

;panenientes del = tumor en estudio, En este trabajo se

" interaccidn, usande células tanto de sarcomas  como . de

. carcinomas  en  interasccidn  con  leucocites - de  sangre

este trasto se encantro una

relac;on]
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désbribe' up ensayo en el .cual se evalud IN VITRO  ésta

Fpe%iféviéa * humana “de donadores normsles. E1  hecho . de
ﬁabér Jehtontrado; una. sensibilidad difehente para cada
S"hétﬁ pensar que prnbablemente tengamus‘~ uns

h rramienta que ayude a evaluar la respuesba de lorimeienteS”.'
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su velocidad proliferativa con bajas concentraciones de suero
(figura 1), nos indica que el grado de interaccidn medido
no es resultado de la manifestacion de antigenos tumorales,
si° no de una variacidn de las propiedades cinéticas de 1la
celula que ve alterada su velocidad normal de

proliferacidn por diversos mecanismos (viral, quimico, o

fisico), la cual  es detectada per el sistema inmune

desencadenando un mecanismo de defensa inmunoldgico (28,59).

'Sin embargoy, no hay que perder de vista que para el coso de

los fibroblastos 8l bajar su velocidad de proliferacién
aumentd . su interaccidn con leucocitos, aunque estd  nunca

“:fué tan intensa como 1la encontrada en células malignas

‘de proliferacidn lenta (tabla 1,2,3), Esta diferencia se

ﬁueqe4 a£fibuir'~ 'al‘ estado de diferenciacién:en que:  se
entran ;55. . chlulas malignas sl  momento de
nﬁérahgiéhéf;rb Ser{a pdes 'coﬁvgﬁientek trabajar qéh'
Tl ?éybmiémé; egﬁibﬁé 1en' diferentésf'éétgddsfyde:;ff}

n&fa"ﬂ'déﬂermiharx‘,fsi«u:'é»iéte] ~alguna

entre este vy 1o intensidad de interaccidn:
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a diferencia de casi todas las celulas tumerales a excepcidn
de las células ME-1 provenientes de un melancmo. Lgté
comportamiento general nos hace pensar que IN VITRO 1las
celulas tumorales tardan mas que los cédlulas normzles  en
acostumbrarse: 3 135 condiciones experimentales, probablemente

debido 3 la susencia de los factores trensformadores que

dieron origen a8 las células neopldsicas,

El  tiempo de saturacidn encontrado en los  explantes

primarios Pué,muy superior al de las linsas celulares, 197 R
© cual inos ‘muestra uns ven s, que existe un  periodo dé
adéptacién ‘de  las diferentes cdlulas s  condiciones

' amb1entdles nuevas, Las células ME-1 fucron las dnicas gue

 'presentaron sltos grados tanto de interaccidn Scon

JllnFocxtos, como  upe. alts capacidad de saturacién de los

‘Culpzvbﬁy loAtual;nps hace penser en la ewistencis de. un.

tbans?bbmaddr‘di?eiEniép Es ,nv1denhe que no podemas

en hste momento que todas los demés tumores tuv1erun ‘

et ologlca

_semedante, ;sihfe embargoé;;;_sep1a‘;g ;

~loons 11neas celulares _previament

:tantu qufmicas y“f;éi;dsfl&oqu

te : unto._'
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contra de lo que sucede con los explantes primarios de
sarcomas (tabla 3,5), las células epiteliales transformadas
ca adaptan mds f&cilmente & ser cultivadss fuera del
crganisma. Eata facilidad de proliferscion puede ser
debida a que cn el caso de las celulas epitelislesy; existen
Ehiones desmosomales intensas y en los fibroblastos (26)
no, en consecuencia, - una transformacion malignga puedek ser
interpretads como una disminucion de este grado de anclaje en

2 4 .,
favor de una proliferacion mnis rapidas,

El hecho de haber obtenido - una mayor interaccién de

‘linfocitos con células epitelisles normales en comparacion .

';ﬁbn fibrobiastos normaies;‘puede ser debido a que pfesehﬁen

; ’propxedades proliferativas = (24,3264), 0 histoldgicas

_ diferentes. Al efectusr el clculo  del  tiempo - de.

oﬁlade de estaf dos 1£neas celulare (Figuha 23y éhcdntrémos ﬂ,”

fen"las cnlulas de orxqen ep1tel1al, "io:

} una vea mas nuestra hxpotes1s que la

lin#oc1tos aumenta jcuando; dlsmlnuye la:'

e(las relulas blancu IN UITRO.




For otro ladoy se debe aclarvar gue el grado de saturacion
seme,jante presentado por los fibroblastos ¥ células
epitelisles normales (tsbla 5,6), no corresponde 2 tiempos de
dablaje semejantes (figuras 2), por lo tanto  suponemos
que pars tener una  evaluacidn i ET correcta del
estado proliferstivo de las células tumorales, es necesario

la evaluscién de sus tiempos de doblaje.

“As{  mismo, se encontrd una gran variacidn en los grados  de

interasccidn con linfocitos ¥ las diferentes lineas celulares

(tabla 2,3), la cuzl iba desde up 10% hasta rcasi un  70%.

En consecuencia “si  existiers alguna conexidn entre el .

:t1empo de doblaje y el grado de-diferenciacidn de una célula
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’maliqna, entonces 18 interaccidn con linfocitos normaieS'

'”"nos prnporcxonarla de un ensayo muy sensible para evaluar elﬁ SR

gradolde dxferenciaczon celular,

“entre los parametras cllnxcos ebtudzados (tabla 4), solo

‘acxén entre Ia evolucian del tumor f~'él

ya que 8 g maycr tlempo e

'roven{an de los tumor s),

vintepacq;an




.
obgervacion,

Debido & la propiedad de reconacimiento de antigenos que
tiene el linfocito T (54,60,61), se cree que este ,juega un

papel importante en el proceso de interaccidn con cédlulas

malignas, En consecuencia consideramos que era de esperarse

el que en nuestros ensayos hasts un 774147 de este
"tipo de células interscecionaran  con las de origen

tumoral - {(figura 3, La variscidén estdndard encontrada

de ‘14% indica cierta heterogeneidad de reconocimiento por

‘”ylps linfocitos T, 1o cual creemos es debida s  que las
’k:célulag " blanco e encuentran en diferentes etapas de’ su
ciclo celulary presentando por tanto diferentes antigenos

;membranalésa B ﬁunque - el - monoeito. se encontraba

partic;pando Pn aprox1madamente un 107 de las intehacqiones,

59

las celulas blanca, pdrece ser que su pre encxa no fES"

‘,fnecgsar;a _pars que nell Fennmeno Soode

ﬂ;liﬁvé B tébo.' pues segun nuestrQS”‘

emove a esta celula la 1nteracc16n Fup




una gran actividad mitogénica (57) vy de diferencizcidn
hacia  sguellos linfocitos que no se adherion & dichas
céilulas., Encontrando que mientras mayor ers ol grado de
interaccidn, mavor era 1la activacibn de las células en
suspensién, ‘llegando hasta més de un  70% cuando 56
utilizd a las células provenientes de un histiocitoms
: maligno (tabla B), For su cuents los medios condicionados por

fibroblastos. normales casi no presentaron activacidn.

&simismo, el ‘hecho de haber encontrade resultados semejantes

“en dos lineas de osteosarcoma, nos hace pensar gue  tienen
uptegrado.  de difervenciacién semejsnte que les  permite

“‘secretar al medio de cultive un mismo tipo de linfocinas que

vecsn el mismo efecto mitogenico - en. los linfocitos” en

‘suspensidny

pbdfﬁém@é' ~decir que ¢1 co-enlt Gd? ‘de

'sangre periférica con célulss neapldsicas,’. .

.-aﬁklitﬁ"91 'feéﬂgaiof{dg
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tumoral ¥y su interaccidn con leuwcocitos normales, 10 cual

sabemos esta estrechamente ligado 3l grado de diferenciacidn

celular.




CONCLUSIONES

1= El ‘ensavo de interaccidn de células mononucleadas con
fibroblastos normaslesy a diferentes concentracionas . de
suero fetal de bovino, para inducir diferentes tiempos de
‘saturacidn,  indica que la interaccidn no es resultado  del
reconocimiento de sntigenos tumcrales, sino de le presencis
de algun receptor normal,

24~ El hecho de haber encontrade IN VITRO una relacidn
directs entre el grado de intersccidn de leucociteos normales
©y cédlulas malignas con ¢l  tiempo de saturacibn, nos
hace pensar = que los -tumores lentos pueden ser  tratados
‘1nmunolog1camente. i

3= Se conFirmo 1z hipdtesis de un aumento en la
—interaccidn conforme la proliferacidn celular disminuye.

4.~ Con los dstos clinicos pars cada tumor, se encontrd
ans relagxun entre ila evolucxon dal Lummr y el tidmpo - de
“qaturac1on. casi como con la interaccidn con ledcdcitos
tmononucle 059 Lo que ‘puede ' ser una herranients ‘en -8l .
‘diagndstico del | avado de diferenciacibn - de  bumores ool

. Se: uncnnfro que el linfoczto T.es el que iﬁteraqéi@név:xf,u
minante ente ron celulas mal;gnas., ' : ‘

el
‘1ndlsp nsable .para que“la .
que’ debe lsbir' Suns

’ ; apévV de“reconacer y afacar a lés,“" 
en culfivo IN UITRO-~'1. B T

de 1a interacc16n de"‘“
celulas : malignas Ao
s de.sctivacion’
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AFENDICE 1

Freparacidn del Medio de Cultivo!

Se mide un volumen de sgua bidestilada S% menor al . volumen’
~taotal - de delO desecada, Se adicionan 13.4 g/l de medio - de
Ezgle en pulvo (Microlab Méwico), agitdndose suavemente,. se
,agrngan 3.7g de hicarbonato de sodio, 100 u/ml de penicilina
100 g/ml de estreptomicing. Se completa el volumen deseado, o
"e ajusts el pH entre 0.2 y 0,3 menos del requerido que ' es L
de 7.2%9 (usando. dcido clorhidrice) v, 5@ ,esterlll z8 powr &
L filtracidn con bidnide de carbono, pasidndoleo o través de una
‘membrana con-pore de 0.22 ¢,

:Compoea 1on del HPle Minlmu Esenc1a1 de Eagle.

.ﬁ INOﬁClDD“ LDNCENTR&CIDN

Amg /L)

42 57
f-sea.o,
30,0




_SALES INORGANICAS

- EGloruro
CNitrato
Cloruro
Sulfato
Cloruro

de
de
de
‘de
de

Cdlcic Anhidro

Hierro 131 Nonhidratedo
Fotasio

Megnesio Anhidro

Sodio

Fosfato Monosddico Monahidratado

OTROS COMPUESTLS: -

L*Giuépsa

RbJo’Fend1 “
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AFENLICE 2

Freparacidn de Verseno!

Para prepar el verseno se agregan s 800 nl de agua bldGStlladBv
ldS siguientes sumtdnc1as.

-COMFUESTOS . 7 ) CUNCENTBACIDN
: ) : . (g/l)
Tris Base __ : ' 3,04
Cloruro de Sodio : . ‘B8.00°
Cloruro de potasio ' 0,40

”Etllen dxumzn—tetra~acét1co (LHTA) - . 0,20

.Fasterlormentv'.se mezclan y dgltd, se aFora a-1 1t con agua
,bidest1lada.' dJUatandose el pH. 8 7,7 eon deido” clorhidrico 10N
¥ 8e E%t?rlll 3 poromedio de sutoclave a 20 1b durante ”0 mxn.
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AFENDICE G

Freparacidn de Solucidn Salina Amortiguadora
Solucidn A
Cloruro de Sodio sisvsesvessrrasses 8,00 [}
‘Cloruro. de Fotasio sveserrsssrssvrer 0440 q
Sulfato de Magnesio +7 H O veserses 0420 g
-Fosfato de Sodio cresssiannvnvervires O 045g
Fosfato de Fotasio vivieerevseries 00600

Estas sustanciss se disuelven en 500 ml de agus destilada.

“Solucidn R .
Cacl 0:2:"'0'lb.l"‘.ié'tl.d‘biliclOr 001"1‘70

;DiSGIViéndulo'eh 200 ml de agua destilada,

v801uc16n c :
S U Blucosa ,............;...oo...;.....'1.009,

Y;stuelth en 10 inl de’agua

destilada, s
1guale= de colurzon A-mbs B‘

e mezcla con. partes.
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AFENDICE 6

Freparacidn de Ficoll-Feque!

Se prepars una solucién de Ficoll (Ficoll 400, Fine Chemicals
.Suiza) al 9%.en a2qus destilada., De esta splucidn se toman 24 ml
“y cgon mezclados - con 10 ml de una . solucidn  Hypagque (RiKer
Je8vAs) al 34% en squa destilada. Estas 2 soluciones se mezclan
.operfectamentey quedando a una -densidad F:nal de 107 g/ml.v Se:
. eﬁterxll ra en autoclave a 10 1b de presidn durante 13 m1n.

AFENIICE 7

reparac1an de Saluc1un hmortiguadara de: Fnrfatns (PBS)'»f

: 1 11tro de agua bidegtilada,,,ﬁe dxsue;ven ‘Ia sigu;entes
5ustanc1as.ﬁ S LR

i “'kthot!'!t'to’ﬁlt’i"v'!lo 8 OOg
Fosfata de sod‘o*mnnobaqico .....,.‘....] 169{
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APENDICE @

Pveparacidn de pararrasanilina diozoenxotizadal

Solucidn A.
Pararrosaniline (Sigma Chemical UsS.A) vuerrvieavrvis 1g

Se  disuelve en 20  ml de dgua deﬂuvln a més S5 ml  de acido
,c]orhzdrzco; enFP:ar vy almacenar a 4.0 en 1 vbszupidad, ‘

fboluc1on B

Freparar ‘una. solucidn  al 4% de nitrito de sodio en agualfoi
desbxlads (Preparar al momento). S R LT

Juales la sbluc1on ﬂ’y By agiiapdd S por




‘golucidn conteniendo el sustrato 2.

Be -toman 2 ml de wuna solucién de Naftol = AS-DI - dcido
fosfdrico. a  una concentracidn de 12,25 mg/ml en Ny N
‘Dimetilformamida, se mezclan . con 2 ml de uns solucibén 2.5
M .de ascetato (XD % se adicionan 46 - ml de  -agua
destilada. Una ves preparada ests selucidn; se sgregan 19
‘my de sal Répida de Barnet GKFC, se mencla bien v se filtra
por. papel Watman Na. 34, -

;(*)’ Estos feactiQos vienen preparados en el Kit. 3R para
fosfatasa scida de Sigma Chemical Co. UsBithy : ‘

SR
e
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