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RESUMEN 

Uno de los problemas de salud pública mAs graves en 
nuestros dias es, sin duda alguna, el c~ncer. En nuestro 
pa1s el tipo de cáncer mAs frecuente en la poblacion femenina 
es el cérvico uterino <CaCu>. al cual se le ha asociado con 
una posible etiologia viral. Esto último le ha hecho 
aparecer como un buen candidato para ser tratado por 
Inmunoterapia Adoptiva, la cual se basa en la producción de 
células citot6:(icas espec1fi.cas. Ln ult.ro. en un número 
suficientemente grande para que al ser transferidos ln vivo 
puedan ejercer su actividad citol1tica contra el tumor.Se 
plantea, por otra parte, la posibilidad de que el rechazo 
inmune hacia las neoplasias in ·ui\JO no se lleve a cabo con 
eficacia por la presencia de da~os en las células 
linfoclticas que les impidan responder ante el estimulo 
mitogénico ejercido por la interleuc1na-2 <lL-2>, o bien por 
la existencia a nivel sérico de algún factor inhibidor de 
esta respuesta secretado por las mismas celu?c.\S tumorales. 

Con la finalidad de saber si los LSP de pacientes con 
CaCU presentan algún da~o en su capacidad de responder ante 
el estimulo proliferativo de la IL-2, y de conocer si en el 
suero de estas pacientes existe algún factor capaz de inhibir 
tal respuesta, se cultivaron LSP de pacientes con CaCu y de 
donadores sanos en presencia de rhlL-2, con sueros de las 
pacientes, de donadores normales y fetal de caballo. Se pudo 
observar que los LSP de las pacientes proliferaron en 
presencia tanto de los sueros de donadores sanos como del 
fetal de caballo, lo cual indica que no presentan da~o alguno 
que les impida proliferar ante la activación por lL-2. Por 
otra parte, los LSP, tanto de las pacientes como de los 
donadores sanos, que fueron cultivados en presencia del suero 
de las pacientes mostraron proliferación, lo cual nos hace 
sospechar que no existe un factor inhibidor de la respuesta 
mitog~nica ante la presencia de la !L-2.pacientes. 

Para finalizar, se discute la importancia de los datos 
obtenidos ya que permiten conocer que la capacidad responsiva 
de los LSP de pacientes con CaCu a estimulas proliferativos 
naturales se conserva y permite asi su aplicación en el 
desarrollo futuro de una Inmunoterapia Adoptiva. 



INTRODUCCION 

l. CULTIVO DE TEJIDOS. 

En 1878 -e. :s .e'l.n<JA<t apuntó sobre la importancia del 
ambiente interno ( IT~l t (.&U í.nterleur> en la regulac10n de las 
actividades de los tejidos vivos. De acuerda con su 
concepción. el ambiente no es solamente los productos del 
metabolismo del tejido. sino las reacciones en torno a las 
cuales este se desarrolla y regula su ac tividaduo>. 

La veracidad de la idea acerca de las interacciones 
célula-ambiente ha sido plenamente comprobada en nuestros 
dlas a través de estudios de las propiedades funcionales de 
las células. y de como estas afectan y son afectadas por su 
ambiente inmediato. El arma clave utilizada por los 
estudiosos para la obtención de este conoc1miento, ha sido el 
cultivo de tejidos o cultivo de células ln vitro, técnica que 
permite el aislamiento de tipos celulares a partir de un 
individuo y su conservación y propagación dentro de medios 
nutritivos de cultivo, bajo condiciones controladas de 
laboratorio. 

Uno de los problemas esenciales con el que se 
enfrentaron los pioneros en el cultive de tejidas fue la 
falta de un medio nutritivo adecuado para el mantenimiento de 
las diferentes estirpes celulares. En 1941 A. :Flóchui.'"s:,z:. 
propuso el uso de un medio de cultivo sintético. El 
desarrollo de éste corrió por cuenta de !lt. :Ktl.(llt:;' .. 

3 'quien en 
1955 elaboró la formula para un medio mlnimo esencial, qLle 
está constituido por 15 amino~cidos , vitaminas, sales 
inorg•nicas y una fuente de Carbono (Glucosa>, el cual era 
capaz de sostener la supervivencia y proliferaci6n de ciertas 
células de mam11ero, sin necesidad de algün tipo de 
suplemento. 

La obtención de un medio de cultivo sintético representó 
un gran paso en el avance de las técnicas de cultivo de 
tejidos sin embargo, la multiplicidad de factores que 
in+luyen sobre el crecimiento de los diversos tipos celulares 
in uivo hubo de manifestarse al momento de intentar el 
cultivo ln vitro , traduciéndose en requerimientos 
especificas de acuerdo a la especie celular a tratar. Asi se 
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hizo necesario el empleo de suplementas, y con esto, se 
enriqueció el medio esencial propuesto por JJt. ga.gte, ya con 
hormonas indicadas, ya con metabolitos especiales y, de una 
manera mAs generalizada, con el uso de sueros de caballo, 
fetal de bovino o humano- mismos que porveen de importantes 
promotores del desarrollo celular al medio que la5 
soporta. <H> 

~os sueros son substancias de suma complejidad, no 
existiendo una definición completa y precisa de su 
composición. Se conoce, a e~osso aiódo, la presencia de 
hormonas, factores y cofactores que intervienen, ya sea como 
estimuladores o como inhibidores, en el desarrollo celular. 
Su presencia, sin embargo, no resulta constante y varla de 
lote a lote, situacion que debe ser tomada en cuenta cuando 
se realizan estudies sobre las propiedades de componentes en 
el medio de cultiva. 

El establecimiento de las condiciones globales que deben 
ser cubiertas para la generación de cultivos Ln uitro, 
resulto de la recopilación hecha por z. ~IJ,tfl,.<t!t?>a nartír de 
1965, de estudias realizados par O. :t:ew;,:, """y :lt. 
<va.1VL·E;.n • .t:

30
)", tales condiciones pueden ser resumidas de la 

siguiente manera: 
-sustrato o superficie de crecimiento 
-sales inorg~nicas en el media de cultivo, 02 y COz disueltos 
-variables iisicoquimicas, como la temperatura C37ºC>, pH 

(6.8-7.2>, csmolaridad, potencial redox y un sistema 
amortiguador en el medio de cultivo 

-nutrientes esenciales para 1~ biosintesis y el metabolismo, 
entre estos los azúcares, amino~cidos, vitaminas, 
componentes nucléicos y elementos traza 

-factores reguladores y hormonalee para la multiplicación 
celular 

-el uso de antibióticos como Penicilina y Estreptomicina para 
reforiar la esterilidad del medio 

-humedad saturante en el medio de cultivo (107.l y 
-las técnicas de manejo de células durante el cultivo y el 
subcultivo .. 

Una vez e5t•blecidas las condiciones bAsicas para el 
cultiva de células (n uitro se ha podido dar un usa extensivo 
a esta t~coica, siendo ~ctualmente aplicada dentro de un 
campa amp11simo de la investigación cientlfica y tecnológica; 
algunas de las disciplinas que han adoptado esta práctica 
coma una herramienta atil para su desarrollo son: Genética, 
Diferenciación, lnmunolog1a, Endocrino logia, Viro logia, 
Citotoxicalogla, Cultivo de Tejidos Vegetales y en la 
obtención de productos del metabolismo celular (moleculas 
recam~tnantes, substancias con aplicaciones farmacéuticas, 
etc.l • 
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Cada una de estas especialidades del quehacer cientlfico 
posee objetivos y métodos particulares, sin embargo todas 
corren hacia una meta común: el bienestar humano. De aqul 
se desprende el hecho de que una gran parte del esfuerzo de 
los investigadores en cultivo de tejidos sea dedicado a la 
obtención de cultivos celulares provenientes de tejido 
humano; de tal forma, a la fecha, se ha logrado el 
establecimiento de un número muy elevado de lineas celulares 
a partir de diversos tipos de tejido humano. Uno de ellos, 
el tejido conectivo, ha sido motivo para el estudio y 
obtención de lineas de un tipo celular de origen sangulneo, 
importantlsimo desde el punto de vista del buen desarrollo 
fisiológico de los organismos, los leucocitos. 

La historia del cultivo de células leucoclticas se 
remonta al siglo XIX, cuando fueron realizados los intentos 
primarios para lograr mantener vivas las células fuera del 
organismo. Uno de los ejemplos clAsicos lo constituye ::F. :D 
vtH\. ~in4ho-'t..J/.>e.n.<1Zd>, quien en 1866 logró conservar vivas 
células sanguineas de anfibio dentro de un contenedor estéril 
bajo un~ variedad de condiciones a lo largo de 35 d1as. 

Ya en este siglo, J. 96ll¡/77
> completó una serie 

extensiva de observaciones sobre la división de leucocitos de 
anfibio cultivados fuera del ors,anismo por un mes. Tres ar.os 
mis tarde, S. $u.4e y J. gw1.ng 'cultivaron un linfosarcoma 
infeccioso de un perro en la sangre de animales susceptibles 
y resistentes. 

Fue a partir de 1975 que se inició la descripción de 
diversas técnicas para el crecimiento en cultivo de colonias 
de células leucociticas a p•rtir de la extracción de las 
células mononucleadas de sangre periférica humana<'~'. 
Algunos de los primeros intentos fueron realizados en medios 
de cultivo semisOlidos<l96'. Sin embargo, el avance de la 
investig•cion en esta área requirió del empleo de medios de 
cultivo que permitieran un• mayor facilidad en el control de 
l•s condiciones ambientales a evaluar. De tal forma, el uso 
de los medios de cultivo liquidas se ha generalizado y, 
dependiendo de las necesidades de ~da trabaj~~ se utilizan 
modific•ciones del Medio de Eagle(1. '.• o RPMI< '. 

La posibilidad de obtener poblaciones coloniales a 
partir de un tipo celular determinada facilita la labor del 
investigador, al proveerle de un número elevado de células 
que le permiten reali%ar diversos ensayos. El caso de las 
c•lulas linfoides es especial, ya que se ha observado que 
requieren de la presencia de ciertos factores de crecimiento 
o modificadores biológicas para su clonaci6n<!5S,cSZ>. 



El cultiva ln vttro de células linfoides a permitido 
conocer algo más acerca de la participación de este tipo 
celular dentro de Ja respuesta inmune.· Gracias a esto se ha 
logrado el diserio de innovadoras terapias médicas, basadas en 
el poder que estas células poseen para la eliminación de 
cuerpos e:-<tra~os en el organismo, para el tratamiento de 
enfermedades tan graves como el cáncer<"'96·"ª·1 º"·1

"
2

> 
Asimismo, el mantenimiento e inmortalización de células 
linfoides se conserva como un importante legado, tanto para 
los actuales como para los futuros investigadores de los 
misterios que guarda el funcionamiento conjunto de las 
componentes de la sangre as1 como del poderoso e)'~rc l. to de 
defensa del organismo, el sistema inmune. 
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l l. LA SANGRE:. 

El ser humano al través del tiempo ha podido percatarse 
de lo importante y esencial que resulta la sangre para la 
vida. La historia nos habla acerca de la antigua creencia en 
la que se establece que ºsangre es igual a vida·•. Parte de 
esta actitud mistica hacia la sangre persistió aun por mucho 
tiempo, y la encontramos reflejada en un amplio numero de 
actividades humanas. Un ejemplo claro lo tenemos en una de 
las abras maestras de la literatura alemana, el Faustó de 
W.Goet.he <dd>, donde un personaje muy peculiar tMe-físt6feles) 
hace alusión al fluido sangulneo al decJ.r '"Blut t.!it c-1'.n 8ªn;a 
besonderes Sa/t'" -la sangre es un fluida muy singular-. 

Hoy sabemos que tales concepciones son en gran parte 
verdad, ya que conocemos que la sangre es el infatigable 
sistema ds tránsito del organismo, y que cuenta con 
dispositivos especiales para llevar oxigeno de los pulmones a 
las células y el bióxido de carbono de las células a los 
pulmones; para conducir desperdicios nitrogenadas a los 
riNones y los productos de la dígestion al higado; para 
transportar azucares, iipidos y prctelnas a todas las 
células; para llevar iones, hormonas y vitaminas adonde sean 
necesarios y para traer a las reservas de defensa a los 
lug•res da inv•sion por peligros externos..:2

>. 

Cada una de estas funciones es desempenada por algún 
componente esp&clfico de la sangre. El fluido sangulnec esta 
constituido por una matriz lLquida, conocida como plasma 
sanguineo y por una serie de células, muchas veces llamadas 
••elelftentas figurados de la sangre••, a saber: leucocitos, 
eritrocitos y trcmbocitos o plaquetas. Los elementos 
figurados constituyen aproximadamente el 45'l. del volumen 
sanguineo y el plasma liquido el SSX restante'., 

Uno de los descubrimientos mAs importantes que se han 
hecha en este siglo con respecto de las propiedades de la 
sangre tue el realizado en 1901 por el fisiólogo austriaco X. 
La:ndst.eiriE>r-. quien observó la preaencia de factores de 
aglutinación especlficos para los eritrocitos en el plasma 
sangulneor y sus variantes en d1stintos donadores. Tales 
iactores dan lugar a lo que hoy conocemos como grupos 
sangui neos <a> • 

Los grupos sangu1.neas estAn determinados por estructuras 
antigénicas sabre la superficie de los eritrocitos y son 
detectados par reacciones con anticuerpos especificos. El 

6 



fenotipo antigénico estA bajo control genético y se mantiene 
relativamente constante a lo largo de la vida< 4

>. Se habla 
de relatividad porque existe la posibilidad de que se 
presente •n el individuo alguna enfermedad que provoque 
desórdenes a nivel de las membranas celulares, y que 
propicien c~mbios en los fenotipos antig~nicos. 

Los anticuerpos para los antigenos de los grupos 
sangulneos se encuentran en el suero de los individuos y se 
conocen con el nombre de isohemaBlutininas naturales, se 
trata de inmunoglobulinas del tipo IgM que tienen un efecto 
heme 11 tic o «u. 

Se han reportado ~ la fecha un gran número de grupos 
sanguineos, sin embargo el de mayor importancia clinica es el 
descrito por K. Landsteiner, que de acuerdo a sus 
observaciones clasificó a los seres humano dentro de cuatro 
grupos, que dieron forma al sistema ABO <Tabla 1). 

SISTEMA ABO. 

GRUPO SANGUINEO 

o 

A 

B 

AB 

ANTIGENO SOBRE 
CELULAS ROJAS 

Ninguno 

A 

B 

A y B 

Tabla 1. se muealran loe grupo• eangutneo• 
•1.et.ema. ABO. propueet.o por k. Landele\ner, 
a.nl(geno111 pre••nl•• loe erLt.roci.t.o• y loe 
•• encuent.ro.n en el •u•ro de Loe i.ndi.v\duoe 
eangu(neo. CTomado de 80.ck. s. V. 1"9?>. 

ANTICUERPO 
EN SUERO 

Anti-A y 
Anti-B 

Anti-B 

Anti-A 

Ninguna 

que do.n forma o.l 
aai. loe 

a.nli.cuerpo• que 
pGl"a ca.da grupo 
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De acuerdo con la tabla anterior y dada la presencia de 
anticuerpos y antigenos especificas en la sangre se puede 
establecer un patrón de compatibilidad entre seres humanos 
aplicable en el proceso de la transfusión sanguinea 
<Figura 1>. 

Figura 1. 
EL ••qu•ma. 
••l• e•nci.lto 
dLr•cc1.6n cM 

o 

¡ 
ti' o 

" A --+ ' l B .__ B 

" ti' 
AB 

i 
AB 

DIAGRAMA DE COMPATIBILIDAD SANGUINEA. 
de compCLt.i.bLlidod 

dlagra.ma., •l 
lQ9 rtechoa, lo• 

ea.ngu(n•o. 

cual •• 
grupo• enlr• 

pu•d• 
U"ldi.co., 

loa 

r••umi.ra• 
medi.a.r.l• la. 
que puedon 

Como se ha visto, el organismo puede rechazar un paquete 
celular sangulneo que no le sea compatible. De manera 
similar, posee la capacidad de reconocer agentes externos 
potencialmente daftinos y de elimin•rlos a través de la serie 
de mecanismos que dan forma al sistema de protección na~ural 

de los individuos, conocido como Sistema Inmune. 
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111. E:L SI STE:HA 1 NHUNE:. 

Antes de que el sistema inmune de los vertebrados 
evolucionara hasta ser lo que hoy conocemos, existla un grupo 
de células especiali~adas en el desalojo de part!culas 
extrarias. En las grandes especies estas c~lulas Jugaron un 
papel vital en la inducción de la inmunidad<U!I>. 

Los actuales vertebrados contamos con un mecanismo que 
nos protege contra algunos factores causales de enfermedades, 
tales como m1croorgan1smos patógenos <llámense bacterias o 
virus>, parAsitos y células que sufren alguna transformación 
maligna. Dicha defensa se desarrolla mediante el 
reconocimiento específico y eliminacion selectiva de 
invasores e~traKos a través de un proceso conocido como 
Respuesta Inmune<?d>. 

La respuesta inmune posee tres grandes caracter1sticas: 
1.respande adaptativamente contra los invasores extra~os, 
2.exhibe una especificidad exquisita, y 
3.mani-fiesta una memoria a largo plazo a partir de contactos 

tempranos con patógenos especificas. 

El desarrollo de la lnmunolog1a (estudio del Sistema 
Inmune> ha contribuido significativamente con la medicina 
moderna en áreas como 1 a transfusión sangul nea, la 
vacunacion, el transplante de órganos y el tratamiento de 
alergias, enfermedades autoinmunes y cáncer, una vez que nos 
permite conocer como la función de los Sistemas de Protección 
natural del organismo y como es ejercida. 

lila. Los SLstemas de Protección. 

El proceso de protección y vigilancia del organismo se 
yergue como un imponente complejo de actividades bioqulmicas 
y celulares, llevadas a cabo bajo estricta cooperación y 
armenia de sus partes. La complejidad que encierra la 
concepción holistica de semejante portento biológico llevó a 
su separAción en dos fragmentos iuncionales, para lograr asi, 
dar un cauce de mayor sencillez a los estudios en este campo. 
Asi fueron designados y diferenciados dos conceptos, primero, 
el Sistema Jnmune Innato y segundo, el Sistema Inmune 
Adaptativo. 

El Sistema Innato o No Adaptativo para la defensa del 
organismo, lo protege contra iniecciones. Los elementos de 
este sistema incluyen la piel, c6lulas defensivas internas y 
protelnas circulan~es <Figura 2>. Colectivamente, estos 

9 



I· 

Pl\TOGENOS 

BACTERIAS 

VIRUS 

HONGOS 

s.nwICIE 
l'PTIELtPL 
(PIEL) 

SISTEMA DE 
DEFENSA INTERNA 

CELULAS 
DEFENSIVAS 

PROTEINAS 
CIRCULANTES 

Fig. 2. SISTEW\ DE DEFENSA NO l\Dl\PTATDXl. 

EXPOSICION 
A LISOZIMAS 

DIGESTION 
Im'RACELULAR 

•• . ~~) 
0->1.~ 

DlGESTION 
EXTAACELULAR 

En esta figura se ilustran la barrera epitelial y dos reacciones 
de defensa contra bacterias. (Tanado ele: Hoocl, 1984) 
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elementos deben servir como la primera linea de defensa 
contra invasores externos ya que el Sistema lnmune, en su 
forma Adaptativa, requiere de tiempo para responder al 
ataque de patógenos .. 

El primer elemento del sistema inmune no adaptativo es 
la piel, que está compuesta por células epiteliales 
queratinizadas que se constituyen en una barrera pasiva para 
la penetración de patógenos. Sin embargo, dicho obstAculo es 
muchas veces salvado por agentes e:<ternos, quienes penetran 
al organismo y son intersectados, inmediatamente, por células 
defensivas de respue~ta inespec1fica .. Estas incluyen a los 
fagocitos 1 

• los cuales digieren la gran mayorl.a de los 
organismos invasores y a las células asesinas naturales 
<Nt~> ~ las cuales reconocen y eliminan rá.pidamente muchos 
tipos de células parasitadas y células transformadas. Dentro 
del grupo de células fagocitarias encontramos a los 
monocitos, macrófagos y neutrófilos polimorfonucleares; al 
igual que las NK, todas estas tienen su origen en la médula 
ósea y desarrollan su ataque a través de procesos llticos 
<citólisis> o inhibidores del crecimiento 
Ccitostasis)<Ut.><Figura 3) .. 

Otro de los elementos formadores del sistema de defensa 
no adaptativa son los factores humorales circulantes, estos 
incluyen prote1nas como la lisozima, la protelna e-reactiva y 
algunas otras con el papel de ligar las superficies 
bacteriales e iniciar las reacciones de eliminación. Algunas 
de estas protelnas humorales están siempre presentes, 
mientras que otras son rApidamente inducibles cuando es 
menester a tacar"70

• 

La protección inmune adaptativa es un sistema dual, esto 
es, se mantiene a través da dos bases de defensa, que de 
manera especifica responden contra muchas substa~cias 
extraNas. Una de ellas, conocida como respuesta inmune 
celular, dada por los diferentes tipos de células de la linea 
linfoide, resulta particularmente efectiva contra hongos, 
parásitos, infecciones virales extracelulares, células 
transformadas <cancerosas) y tejido extra~o; mientras que la 
segunda, la respuesta inmune humoral, defiende en prímera 
instancia contra fases extracelulares de infecciones 
bacteriales y virales. La inmunidad humoral est~ dada por 
protelnas llamadas anticuerpos, que circulan contenidas en 
dos fluidos corporaless el suero, que es el componente 

Fa.gocLlo: d.1. griego pha6ein. comer y .it'Utos, celda.. 

2 
Del 1ngl.é• NalurGl. ICil.1.er. 
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crrosrASIS 

FIGlJRA J. Eequeraa.tizaci6n de las células que dan f"oraa al proceso 
de inmunidad natural o hwnoraL Los neutr6filos, ma -
cr6fagoa y c~lulas NX o asesinas naturales tienen efec
to sobre el antígeno produciendo citolisie o citostaeis 
En este tipo de rcepueeta inmune no se requiere anti -
cuerpos y no se presenta especificidad de ataque. (Toma 
do de : Roitt, 1986) -
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liquida remanente de la sangre una vez que se han eliminado 
las células y el fibrinógeno, y la linfa que es el f·luido que 
baria todos 1 os espacios ti su 1 ares <?ü. Cada uno de los 
procesos de inmunidad antes descritos involucran una serie de 
células con funciones y caracterlsticas morfológicas 
especificas que, en su conjunto son las que dan forma al 
sistema inm1,ne. 

Illb. Composición Celular d~l Sisl&m.a Inmune. 

El sistema inmune est~ caracterizado por una diversidad 
de tipos celulares que interaccionan entre si. <47

> Un 
conjunto de ellas son conocidas como células acc~~~rias, este 
grupo está conformado por monocitos y macr6fagos . Estas 
células se originan en la médula ósea a partir de un 
precursor que sufrira una serie de cambios transicianales que 
lo llevará a una total maduraci.6n<12

•
1º 1

·"'·
05

>. El continuo 
naturalmente establecido para el desarrollo de estos blastos 
es acompa~ado por cambios en composición y metabolismo 
celular, asi como en su arquitectura. 

Dentro de la médula ósea el monoblasto (célula 
precursora> se transforma en promonocito, para dar 
lugar, posteriormente, al monocito, que ya se encuentra en la 
sangre, este sufre nuevas transformaciones para dar lugar a 
un macr6fago inmaduro, el cual, ya dentro de los tejidos 
alcanza su madurez total (conocidos como macr6fagos tisulares 
o maduros) (Figura 4>, estos se encuentran en los espacios 
peritoneal y pleural asi como en las cavidades alveolares y 
en los tejidos. 

Uno de los sucesos m~s importantes que transcurre a lo 
largo de esta secuencia de cambios es el incremento de 
enzimas lisosomales, que incluyen, fosfatasa ~cida, 

e-glucuronidasacf. catepsina, lisozima y 
aril-sulfatasa< .za,!lo,!lt,sz>, lo cual provee al macr6fago 
madura de un poderoso arsenal de enzimas hidrollticas. 

Las células accesorias tienen dos funciones de 
importancia primordial, la primera de ellas es la posibilidad 
de capturar y romper microorganismos y moléculas 
antigénicas solubles en pequenos fragmentos moleculares de 
una medida apropiada para que se lleve a cabo la reacción con 
receptores sobre la superficie de los linfocitos. La segunda 
es la capacidad de sostener fragmentos antigénicos sobre su 
superficie y mantenerlos , por largos periodos de tiempo, 
accesibles a les linfocito• que migran hasta los sitios donde 
han de llevarse a cabo las reacciones de defensa. Algunas 
célul4s accesorias tienen Qliccproteinas especializadas, como 
integrantes de sus prote1nas membranales, llamadas moléculas 
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la, que son muy importan tes para la actividad <t40> inmune • 

secuenc uclear • 
d la aerie -llo de células. ~line, 1970) ia del desarro (Toaado de . Figura 4. í'agoc!tica 110non 
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El otro grupo celular que da forma al sistema inmune es 
el de la familia linfoide, que está a su vez integrada por 
una serie de dos poblaciones de linfocitos que comparten 
caracter1sticas morfológicas, pero que poseen diferentes 
funciones, ciclos de vida y metabolismo. Estas poblaciones 
son conocidas como linfocitos B y linfocitos T9 

La linea de células linfoides traza su origen a partir 
de células tallo pluripotentes en la médula ósea. Estas son 
c~lulas ~ematopoyéticas qu~ se auto-replican y. son<

1
ia:paces ~e 

d1ferenc1arse a células un1potentes comprometidas . As1, · 
la generación de células del grupa linfoide es desarrollada 
por células precursoras 11ntoides compromet1das <Figura 5>. 
La adquisición de compromiso por parte de las células 
precursoras, es probablemente determinado por el 
microambiente en el cual se desarrollan"'ºº>. 

Los linfocitos T y B, se generan, maduran y accionan 
dentro de un sistema de órganos y circuitos llamado sistema 
linfoide. 

El sistema linfoide estA compuesto por órganos linfoides 
primarios (la médula ósea y el tima>, y una colección de 
órganos linfoides secundarios que se encuentran en sitios 
donde la respuesta inmune es iniciada, y que est~n 

interconectadas por un sistema circulatorio compuesto por dos 
redes de flujo, el torrente sanguineo y el sistema linf~tico 

<Figura 6>. Este sistema de circulación tiene tres 
funciones principales: 
a) filtrar y atrapar ant1genos, de todas las partes del 

cuerpo, en los órqano linfoides secundarios, 
b> promover la circulación de las poblaciones de linfocitos a 

través de esos órganos, para que los antigenos sean 
expuestos ante el repertorio de linfocitos 
antigeno-especificos del organismo en un corto periodo de 
tiempo y, 

e> transportar los productos de la reacción inmune, células 
efectoras T antlgeno-especificas y anticuerpos humorales 
al torrente sanguineo y a los tejidos<?s>. 

Los órganos linfoides secundarios son: los nódulos 
linfáticos, el bazo, las_ a~~¡~alas, glAndulas adenoides, 
placas de Peyer y el apéndice • Todos ellos son anAlogos 
en cuanto a la posesión de ciertas estructuras especializadas 
que hacen las veces de puertos, a través de los cuales los 
linfocitos pueden entrar desde el torrente sanguinea, 

L.\.nrocUo • por Bursa. órga.no d•l qu• der\.va.n •n lG9 avea. 
L.L.nfoci.lo T por Tlmo. órga.no •n el cua.l ocurre ma.dura.ci.ón. 
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Fiqura 6. DIAGRAMA DEL SISTEMA LINFATICO HUMANO. 
El siete•• consiste de linfocitos circulantes y 
órganos linfoides, los cuales incluyen al árbol 
de vasos linfáticos y nódulos, la médula ósea -
en los huesos largos, el timo, el bazo, adenoi
dea, amígdalas, las placas de Peyer y el apán -
dice. (Toaado de : Hood, 1984) 



dominios discretos que son espec.iales para células B o T y 
una arquitectura elaborada para maximizar la interacción de 
los linfor.~~os con las c~lulas accesorias transportadoras de 
anti genes • 

Como hemos visto, los antlgenos y anticuerpos son 
elementos fundamentales para el desarrollo de la respuesta 
inmune, por tal motivo resulta pertinente que antes de tratar 
sobre el desarrollo de las células inmunológicas conozcamos 
algo acerca de lo que son y como estAn constituidos los 
anticuerpos, conocidos molecularmente como, lnmunoglobulinas. 

lile. /nmunoá'lobullnas. 

Las inmunoglobulinas <Ig> son mol~culas producidas por 
los linfocitos B y representan la llave para el entendimiento 
del reconocimiento inmune, son moléculas protéicas que portan 
actividad de anticuerpo, es decir, la propiedad de combinarse 
espec1 f ica~1'i'1>te con 1 a subs tan e ia que provocó su formación 
!antigenol • 

Con excepción de los anticuerpos 
anticuerpos se originan como respuesta a 
extra~as que se introducen al organismo. 
moléculas bifuncionales y se ligan de manera 
el ant1geno, iniciando toda una gama 
secundarios, como la fijación del complemento 
de histamina por las celulas cebadas~ que son 
de su especificidad por el ant1geno< "6>. 

naturales, los 
las substancias 

Las Ig son 
espP.clfica con 

de fenómenos 
y la liberación 

independientes 

A pesar de su gran heterogeneidad, todos los anticuerpos 
presentan ciertas similitudes estructurales, todos consisten 
de una subunidad b~sica compuesta por cuatro cadena~ 

polipeptldicas unidas por puentes disulfuro. Dos tienen un 
peso molecular de 53,000 a 75,000 daltones, dependiendo del 
tipo de inmunoglobulina, y son conocidas como cadenas pesadas 
o cadenas H 4 

; las otras dos tienen un peso molecular de 
~2~5?S2~~ltones y son denominadas cadenas ligeras o cadenas 

Teniendo como base sus propiedades generales, asi como 
las caracter1sticas fisicoqu!micas e inmunoqu1micas de sus 
cadenas H, las inmunoglobulinas pueden ser subdivididas en 
cinco clases principales: IgG, lgM, IgD, lgE e lgA. 

!I Ca.dancw L. del lngl4e li.ght., li.gero. 
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Gracias a estudios realizados con la molécula 
r-globulina fue posible la observación de fragmentos 
funcionales de enorme relevancia<tz•>. Uno de el los conocido 
como Fab 6 

, tiene la importante función de ser la pieza de 
unión entre la Ig y el antigeno. Otro de los fragmentos, el 
Fe, regula la fijación de la molécula a las células <cebadas, 
linfocitos y macrófagos, y la fijación del complemento<J.dd>. 

El sistema del complemento, es el mediador humoral 
primario de las reacciones antlgeno-anticuerpo. Esta 
constituido por proteinas séricas diferentes qu1mica e 
inmunológicamente, que son capaces de actuar de manera 
reciproca, tanto una con otra como con el anticuerpo y con 
las membranas celulares. Su actividad consiste en la lisis 
de diferentes clases de células, bacterias y virus, y la 
mediación directa de los procesos inflamatorios. También 
induce la migración dirigida de los leucocitos, la 
fagocitosis ~ la~~~~beraci6n de los constituyentes lisosómicos 
de los fagocitos • 

Illd. Desarrollo y Haduración de las Células Linfoides. 

LINFOCITOS 8. 

El proceso de desarrollo y maduración de los 
B y T involucra dos fases de diferenciación, la 
caracteriza por ser antlgeno-independiente, la 
ser dependiente de ant1genos <Figura 7>. 

linfocitos 
primera se 

segunda por 

Los eventos diferenciadores que ocurren en el feto o en 
órganos como la médula ósea y el timo, en los cuales no 
existe filtración de antigenos, son considerados como 
antigeno-independientes. Los linfocitos que se diferencian 
en estos ambientes se conocen como linfocitos 
Lnm.unocompetentes; en estos sitios las células en desarrollo 
adquieren receptores membranales antlgeno-especlficos y la 
maquinaria celular para responder ante la estimulaci6n 
antigénica, estas células se conocen como li~/ocitos 

u{r~en.es. La diferenciación antlgeno-dependiente de estos 
linfocitos resulta eventualmente en la generación de células 
de memoria y efectores celulares, probablemente, a través de 
una clase de células inmunocompetentes intermedias<?&>. 

d F ab, del Jnglée Fraclion a.nt.i.9en bi.ndi.ng. 
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Figura 7. rases antígeno-independiente y antígeno-dependiente 
en la maduración de linf'ocitos T y B . r1romado -
de: Hood, 1984) 

19 



El termino células pre-B se refiere a los precursores 
del linfocito B. Las células pre-8 mAs inmaduras no e:.;presan 
cadenas pesadas o ligeras de inmunoglobulinas<"°' Las 
células pre-B maduras son capaces de sintetizar cadenas 
pesadas y cadenas ligeras de inmunog lobul inas<."1ó,uo,zi.,oo .. 
Asimismo, estas células, en la médula 6sea, e:<presan, por vez 
primera, proteinas celulares de superficie, como es el caso 
del anti geno de diferenciación Lyb-2 en el ratón<.8!5'. La 
expresión de inmunoglobulinas enlazadas a la membrana es el 
factor común de los linfocitos B, cuando estos no han 
alcanzado su madurez e:<presan moléculas de lnmunoglobulina 
tipo M llgM>, con el tiempo, inician la expresión de 
anticuerpos o inmunoglobulinas tipo O tlgD> y otras 
glicoprote1nas enlazadas a la membrana, como son los 
receptores pa~a los compor~~tes del complemento en la porción 
Fe de los anticuerpos lg6 • 

Uno de los m~s importantes componentes superficiales 
la. 7 E~ta expresado por las células B es la molécula ~ 

protelna polimórfica sirve como elemento de reconocimiento en 
la interacción con células T ant1geno-activadas, y representa 
un requerimiento básico para la activación de células B 
anti geno-inducidas <Bt'. 

Cuando las células B maduras son activadas a dividirse 
por estimulación antigénica y ayuda de células T, algunos 
miembros del clan formado. no continuan su camino 
diferenciador hacia células plasmáticas, sino que conservan 
su m'?rfolpJiJª y adquieren ~apacidad de viv.ir largos perlados 
de ti.empo • Esta población c lonal rec.ibe el nombre de 
células B de memor.ia, y en coordinacion con su contraparte de 
células T se encargan de la respuesta aumentada que resulta 
de una e:.: posición secundaria a un anti geno. 

La etapa final en la diferenciación de las células B da 
lugar a las células plasmAticas maduras. La progresión desde 
linfocito B activado est~ acompa~ada por una pérdida gradual 
de l~s inmunoglobulinas de superficie; sin embargo, y en 
contr~ste con los linfocitos B, las células plasmaticas 
maduras tienen un aparato secretor bien desarrollado y pueden 
producir y secretar miles de inmuno9lobulinas por 
segundo<S> 

7 
1 a •• •l nombre qu• reci.be la. moléieu\.a. 

equLVa.l•n\.e •" humano• •• conoci.da. ieomo 
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LINFOCITOS T • 

Los linfocitos T tienen su origen en la médula ósea, a 
partir de una célula madre pluripotente que se diferencia y 
adquiere compromiso con el linaje linfocitario tipo T. Las 
células tal!o comprometidas migran hacia el timo, donde 
ocurren procesos de diferenciación y proliferación tendientes 
a obtener las caracterlsticas celulares propias del linfocito 
T. La linfopoyesis, en esta etapa, es independiente de la 
estimulación antigénica. Se cree que una hormona, la 
timosina, sintetizada y secretada por las c~lulas epiteliales 
del timo, tiene influencia sobre la maduración de lo~ 

linfocitos T. La muerte 1ntratlmica de las células T 
potenciales es elevada (de cerca del 95X del total de células 
provenientes de la médula ósea), en consecuencia, solo una 
pequef'la porción sale del timo convertida en linfocitos T 
inmunocompetentes('1fl>. 

Antiguamente se manejaba la idea de que las células T 
representaban una población uniforme, capaz de realizar una 
variedad de funciones inmunológicas, incluidas la activación 
y la supresión de la respuesta inmune. De acuerdo con esto, 
ser!an las condiciones externas y el tipo de estimulación 
antigénica los determinantes de la función que el linfocito T 
expresarla. Sin embargo, constantes investigaciones han dado 
por resultado la salida a la luz de una noción innovadora, 
que muestra al grupo de células T como un conjunto de 
subpoblaciones especializadas, cada una equipada para la 
realización de una funcion particular<ci:9

•
22

•
29

>. 

La técnica más efectiva para la identificación y 
separación de subpoblaciones de c~lulas T, se basa en la 
propiedad de adquisición selectiva de glicoprotelnas de 
superficie en la etapa de diferenciación dependiente del 
timo<.••·• 3

> Estos antlgenos de superficie tienen su 
expresión genética exclusivamente durante la diferenciaci6n 
intrat!mica de las células T, y reciben la denominación de 
ant!genos Ly y TL ehnumaneol><.fcs~.tón <algunos tienen moléculas 
equivalentes en •l 

El conocimiento sobre los marcadores membranales en 
linfocitos T es bastante reciente<ªó'. sin embargo, se han 
logrado conocer los sitios génicos especlficos que dan lugar 
A su expresión, asi se sabe que la gliccprote!na o antlgeno 
Ly 1 es codificada por un gene en el cromosoma 19, y Jos 
•n~tgenos Ly 2 y Ly 3 son codificados por genes en el 
cromosoma 6. El segundo tipo de ant!geno t1mico-espec1fico, 
el TL, es solamente ex~resado sobre timocitos y no sobre 
c6lulas T plfrif6ricas" >. 
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Gracias a los conoCimientos antes expuestos, se ha 
podido determinar que, dependiendo del tipo de ant1geno que 
expresen, existen tres subpobalciones de células T: Ly-1,2,3, 
Ly-1 y Ly-2,3. Y que representan el 50, 30 y 10%, 
respectivamente, del total de linfocitos T periféricos<2">. 
La expresión selectiva de productos génicos sobre la 
superficie celular no es un hecho aislado, sino que confiere 
una instruccion genética determinada para cada población. 
Así, las células del grupo Ly-1 están programadas 
genéticamente para inducir o ayudar a otros tipos celulares 
a dividirse y/o diferenciarse, y dada su función son 
conocidas como linfocito T helper o cooperadores (THl; entre 
otras funciones, inducen a las células B a secretar 
anticuerpos, estimulan a los monocitos, células cebadas y 
precursores de células T asesinas a P.articipar en la 
respuesta inmune mediada por células<24

•
75

•
25

•
72
'. 

Las otras clases de células, que expresan los marcadores 
Ly-2 y Ly-.J CLy-2,3), esta.n relacionadas con dos funciones, 
la citotoxicidad, dando lugar a las células T citot6xicas 
<Te), y la supr~7~~ón o regulación, originando a la células T 
supresoras ( Ts) • 

Durante su estancia en el timo, los linfocitos T 
atraviesan por un importante proceso de autorreconocimiento 
de los antlgenos del complejo mayor de histocompatibilidad 
<CMHl. Algunas de las células contenidas en el timo expresan 
en abundancia dichos antlgenos, proveyendo a los linfocitos 
T, en proceso de maduración, de un microambiente que les 
permite el reconocimiento de los antigenos del CMH propio, 
posi~ilitándolos para Ü~>reconocimiento diferencial de lo 
propio y lo extraKo • 

El principio de que el programa genético de cada tipo 
celular especializado combina información para la expresión 
de marcadores especificas de superficie con una función 
fisiológica particular, puede ser ampliado gracias a la 
concordancia existente entre el fenotipo Ly de la célula T y 
su función Xi afinidad especifica por los productos del 
CMH<ce.19

"·
1

'
5

•
1 •>. Los e lonas que expresan el ant1 geno 

Ly-1 (Linfocitos Tu> son espec:ific:os para reconocer los 
productos de la clase 11 del CMH, mientras que los clones que 
expresan ant1genos Ly-2,3 (linf~~~j~~tdJl1c y Ts>, reconocen 
productos de Ja clase I del CMH • 

Las células T abandonan el timo junto con la sangre y se 
instalan en las regiones de ganglios linfAticos, bazo, higado 
y médula osea que guardan cierta dependencia respecto al 
propio timo. Despu~s de haber abandonado el timo hacia las 
formaciones linfoides periféricas, las c~lulas T circulan 
continuamente entre ganglios linf~ticos y otras tejidos 
linfaticos periféricos, bien sea por el conducto tor~cico que 
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desemboca en la circulación venosa, bien sea directamente por 
la circulación venosa a partir de órganos como el baza. En 
la sangre arterial, las células T se distribuyen na sólo en 
las formaciones linfoides periféricas, sino también en los 
tejidos de órganos no linfoides, cuando salen a través de las 
paredes endoteliales de los capilares. Al parecer, estas 
células T ne regresan al timo. Este esquema de circulación 
de los linfocitos aumenta considerablemente la prop¿:~ilidad 
de contacto entre las células T y ant1genos extra~as • 

De 70 a 80% de los linfocitos de sangre periférica, y 
90% o mas de los linfocitos del conducto tarAcico, presentan 
caraclerlsticas de células T<8

'. Estas células T constituyen 
también la variante celular que predomina en el área 
paracortical de los ganglios linfáticos, en las vainas 
linfdticas periarteriales del bazo, y en otras regiones 
dependientes del timo en las formaciones linfAticas 
periféricas. La mayor parte de células T circulantes son 
linfocitos de vida larga o de memoria. En promedio, esta 
vida larga (perlado intermitosis) dura cerca de204.4a~aªs"fll\7i>Y• 
algunas células pueden vivir hasta mAs de 11 

~~s c~:p;r:~!~rilz>l.os 1 infoci tos de vida corta, no suelen durar 

Una de las propiedades m~s importantes que los 
linfocitos T adquieren con su maduración, es la capacidad de 
sintetizar y secretar un tipo especifico de proteina, la 
interleucina-2 (IL-2>, que es una linfocina. Las linfocinas 
son proteinas producidas por células linfoides y se definen 
como factores polipeptidicos, diferentes de las 
inmunoglobulinas, que son secretados por linfocitos activados 
y que tienen gran número de efectos f~siopatol6gicos sobre 
reacciones mediadas inmunológicamente<u >. 

El descubrimiento de las linfocinas se realizó en 1962, 
cuando H. Geor6e y W. Vau8han observaron que algunos 
antigenos inhibian la migración de células mononucleadas 
provenientes de animales inmunizados, subsecuentemente se 
presentó a los macrófagos como células inhibidoras y este 
efecto requiere la presencia tanto de linfocitos como de 
antigenos sensibi lizadosº'a.>. 

Poste'riormente, T. Hor6an en 1976, obtiene y caracteriza 
linfocinas mitogénicas de células T derivadas de macrófagos a 
partir de medios condicionados de cultivos de células 
mononucleadas de sangre periférica, este descubrimiento 
permitió establecer cultivos • largo plazo asi como ta 
extracción clonal y funcional d• células T. Tiempo después 
se logró la caracterización de los factores mitogénicos 
observados por T. Hor6an y ho~ en dia sen conocidos como 
interleucina 1 < IL-1 l e IL-2" º·"º'. 
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El conocimiento de que la IL-2 es secretada por los 
linfocitos T activados surgió a partir de numerosas trabajos 
en las que se muestra al sobrenadante de linfocitos T 
estimulados por ant1genas y lectinas Cfitohemaglutinina, 
concanavalina A, etc.> como fuente original de esta 
1 infocina <tzo.'-• 9 •7 > 

La IL-2 tiene un peso molecular de 13-16 K en humanos y 
de 30-35 K en ratones. Las funciones que desempe~a son 
muchas, all)unas de las más importantes son su colaboración en 
las respuestas inmunes de las células T y B' . .t.U,.t<l·h; 

promueve y mantiene la proliferación de células Ts y y¿
79

' ; 

estimula las respLtestas 1~ a ant!genos y mitógenos 
dependientes de células T<OZ ; estimula el cr~cimienlo de 
timocitos y linfocitos de sangre periférica<27

'
12!:>.·; juega un 

papel importante en la activación de las células asesinas 
naturales<7"·16

'. 

Por otro lada, se sabe que los mediadores biológicos, 
como la IL-1, aumentan la producción de IL-2, realizando un 
trabajo conjunto en el montaje de la respuesta inmune. 

lile. Cooperación Celular y Desarrollo de la Respuesta 
lrunune. 

Las vertebrados reacc.ionamos ante antigenos e:<traf'ios con 
una cascada de asociaciones celulares y moleculares que 
desencadenan las respuestas inmunes humoral y 
celular<•05 ><Figura 8). El requerimiento de la colaboración 

~i!~l=~~:~~!~i~~<t~~ .• 2B,~f>~aci6n de la respuesta inmune ha sido 

La respuesta inmune inicia, generalmente. con el 
reconocimiento del ant!geno por los macr6fagos, seguido por 
la fagocitosis y degradación del ant1geno. En este proceso, 
ciertos determinantes inmunológicos criticas del antia.ene son 
preservados y presentados ante los linfocitos Tuº '.Estos 

:~~~ ~~~:~a'2.,t~.ae~~.Od~~)f.eren~~atnos ª1 intouci tofsormaTH de act~~!~!: 
inciden sobre poblaciones celulares diferente& ayudando al 
montaje, tanto de la respuesta inmune humoral como de la 
celular. 

Las células TH efectoras actúan sobre los linfocitos B 
maduros induciéndolos a proliferar y deferenciarse a c~lulas 

plasmAticas. En seguida, estas células sintetizan y secretan 
anticuerpos especlficos contra el antlgeno que provocó el 
ataque, desarrollAndose asi la respuesta inmune humoral. 
Estudios recientes han revelado que los linfocitos B 
activados pueden ayudar deliveradamente al ataque de las 
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células Te contra virus, en ensayos in uitro<
5 ">. 

Los linfocitos TH activados tienen efecto sobre las 
poblaciones macrofágicas, ya que enlazan el antigeno y las 
moléculas de la clase 11 del CMH sobre la superficie de estos 
activándolos, e induciéndolos a elaborar una protelna 
( linfocina> .• la IL-1. El enlace del anti geno más el efecto 
de la IL-1, estimulan una secuencia de eventos bioqu1micos y 
morfológicos en el linfor.ito TH que resultan en la 
proliferación y diferenciación de estos a linfocitos T 
espec1 ficamente sensibil.izados o activados, con la capacidad 
de producir otra linfocina, la IL-2, entre otras, que 
afectan tanto a macrófagos como a 
linfocitos<!50,!5&,!5".d0·ª2·i27•14ª·15ª'. La presencia de la 
tL-2 en el medio circundante incide a su vez sobre una 
población de linfocitos T que produciran un factor inductor 
de receptores CFIR>, el cual induce la aparición de 
receptores de superficie para esta linfocina. Una vez 
captada la IL-2 se inicia el proceso replicativo de los 
linfocitos T citotóxicos. La concentración de JL-2 es , 
finalmente, la responsable de la regulación de la respuesta 
inmune, siendo el factor modulador y quien da pauta para la 
finalización, mediada por los linfocitos T supresores, de los 
eventos que configuran el ataque inmune celular009

'
26

>. 

Por otra parte, las células T en replicación son capaces 
de secretar un factor conocido como interferón-r <IFN-r>, que 
prom~eve la expresión de antlgenos la y aumenta la capt&~~pad 
funcional de células accesorias que presentan anti genes • 

Como hemos podido observar, los mecanismos de la 
inmunidad son sumamente complejos, y requieren de la 
interacción de un gran n~mero de células y factores 
moleculares. Asi pues, la proteccion del organismo contra 
agentes extranos resulta ser un proceso titAnico y frAgil a 
la vez, que en ocasiones puede verse afectado por mecanismos 
aun no entendidos con claridad. Uno de ellos es la 
transformación maligna, donde las células sufren cambios en 
sus caracter1sticA5 crioinalesque las hacen aparecer ahora 
como ••extrafiasH y que, a pesar de el lo, no son eliminadas por 
el sistema inmune. Todo esto ha llevado al desarrollo de la 
IñmunoloQ1a Tumoral, r•ma tendiente a lograr el entendimiento 
de las complejas interrelaciones huésped-tumor, la expresión 
antigénica, asl como los diferentes mecanismos para generar 
una mayor y mas eficaz respu•sta contra los tumores. 
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pranoa (linfoc.ltoa Te) 1 CO•o una respuesta 11 retarda
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IV. INHUNOLOGIA TUHOP.AL. 

El concepto de vigilancia inmunológica contra células 
cancerígenas fué propuesto al inicio de la segunda mitad de 
este siglo <1.

5 o>, más tarde nuevas observaciones 1 levaron a 
la conceptualización hipotética de que el sistema inmune 
reconoce antlgenos asociados al tumor y destruye aquellas 
células que los e:<presan. El rango de células efectoras 
propuestas para esta ac:t1v1dad no incluye solamente a los 
linfocitos T y B, sino que también a los mediadores de la 

:!::~~!=ª~at:~!~~=l ~·NK~?t~~20 , ~os macrófagos y las células 
Las especulaciones anteriores se basan en algunas de 

las c:arac:ter1st1cas que las células adquieren o pierden 
durante el proceso de transformación maligna. Este proceso 
puede ir acompa~ado por cambios fenotlpicos en las células 
que incluyen la pérdida de componentes antigénicos normales 
de superficie, la formación de neoantlgenos tantlgenos no 
detectables en los tejidos normales correspondientes> y otros 
cambios membranales que influyen sobre las interacciones 
célula-célula en los organismos. De ser real la presencia de 
neoantigenos en las superficies de las células transformadas, 
estos deblan ser capaces de desencadenar la respuesta inmune 
adaptativa. Sin embargo, existe la posibilidad de que 
algunas células no sufran cambios fenotlpicos membranales, en 
tal caso, cabria esperar que el organismo respondiera 
mediante el montage de una respuesta inmune no 
adaptativa º 91>. 

Si la célula neoplásica por el contrario, e:chibe un 
fenotipo membrana! tranfcrmado la respuesta inmune debe 
desarrollarse, y se ha observado que puede ser efectiva o 
inefectiva, lo cual nos habla de que se presenta un ••escape 
inmunológico .. por parte de las células malignas, el cual les 
permite continuar con su desenfrenado ritmo de 
multiplicación. 

EMisten varias posibilidades de e:<plicaci6n para el 
escape inmunalogico de las células cancerlgenas. Una de 
ellas es que el sistema inmune falla en el reconocimiento de 
los nuevos ant1genos. Otra plantea que otros ant1genos de 
superficie. tales como los productos del <CMH> sufren un 
cambio y no es posible el reconocimiento por asociación de 
las células neopl\sicas, a pesar de que exhibieran esos 
nuevos ant1genos<.t 1>. Se habla también de que los tumores 
producen y secret~n •l medio circundante productos solubles 
cap•c•s de generar un efecto depresivo sobre varios aspectos 
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de la inmunidad mediada por células<lOO>. Esta depresión 
podria actuar a través de la inducción de cé~~J>as s~presoras, 
incluidos los linfocitos T supresores ( Ts) , mismos que 
serian capaces de mediar la inh1bic16n de la producción de 
interleucinas<09

). De igual -forma se ha propuesto que los 
factores producidos por los tumores podrlan provocar un 
decremento pn la respuesta proliferativa de los lin-focitos 
mediada por ant1genos o por mitogenos naturales, como la 
IL-2, ya s~a porque las c~lulas linfoc1ticas presenten algún 
dario que les impida responder ante el estimulo de la IL-2, o 
bien porque exista algan factor qie inhiba su prol1ferac10n 
mediada por tal molécula'169

). 

Aün cuando, por alguno de los procesos arriba 
descritos, las células tumorales puedan escapar de la 
vigilancia inmunolóqica, se ha Rrovado que su presencia no 
pasa desapercibida para todas las células 1nmunocompetentes, 
ya que se ha observado que linfocitos T san capaces de 
infiltrar las masas tumorales<º'· 7"·1

!!5•>, el mec~.ni.smo que 
les permite hacerlo no es conocido con certeza sin embargo, 
se ha encontrado que la acumulación de células infiltrantes 
tiene relación con la producción de factores quimiotdcticos 
en sit1.os de reacciones de hipersensibi 1 idad<29

' y donde 
ocurre l" replicación de virus, sitios estos donde además se 
encuent.ran acúmulos de células asesinas naturales <NK><uo> 

Por otra parte se ha observado que los linfocitos de 
sangre periférica (LSP) cultivados tn vttro pueden generar 
linfocitos citotóxicos especlficos contra c~lulas de tumores 
autólagos cuando ambos son ca-cultivados en presencia de 
IL-2<6?,lZl . .tZP>, esto prueba que el sistema inmune es 
potencialmente capaz de atacar células tumorales y 
eliminarlas. Estudios realizados muestran que en el caso de 
los LSP la citotoxicidad no esta restringida por el <CMH>, y 
las células citot6xicas precursoras son derivadas 
prinC::ipalmente de<uf.tcU-.!las que expresan el fenotipo de 
asesinas naturales y son conocidas con el nombre de 
LAK8 (asesinas activadas por linfocinas) en este caso por 
IL-2. En contraste la citoto;·:icidad e::presada por los 
linfocitos derivados de aquellos infiltrados en el tumor 
(TIL>º estA .restringida po~ 1cweJ,0 CMH y cada célula posee 
características de célula T ' • 

La aplicación de conocimientos como los antes descritos 
ha permitido el desarrollo de nuevas pr~cticas terapéuticas 
ccn miras a la cura de enfermedades neoplAsicas. La base 

• LAIC d•l Jngléa Lymphoki.ne AcLi.vo.L•d ICLller. 

O TJL del Jngleie Tumour Inflllra.LLng Lymphocyle•. 
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fundamental de las nuevas terapias se encuentra en la 
potencialidad ya mencionada que el sistema inmune posee para 
destruir tumores. La llamada Inmunoterapia Celular Adoptiva 
pretende la multiplicación y activación de LSP o bien de TIL 
en cultivos Ln vitro, en presencia de IL-2 y de 1as células 
del tumor aut6logo para la generación de clones de células 
citotoxicas especificas que, posteriormente, ser~n inoculadas 
en el paciente para desencadenar un ataque altamente 
especifico y lograr la eliminación de las masas tumorales. 
Se'ha comprobado que la aplicación de esta t~cnica produce la 
regresión de metastasis establecidas en modelos tumorales de 
algunas especies murinas<''·ª"·106

•
139

'. 

La aplicación de la inmunoterapia adoptiva en humanos 
ha sido menos afortunada que en los modelos de laboratorio, 
ya que su aplicacic:m c:llnica han tenido un porcentaje muy 
bajo de é::ito<'3•,tcSZ,t.52

>, a la vez que se han observado una 
serie de efectos tól:icos producidos por la administración de 
IL-2 a los pacientes. Todo la anterior nos lleva a pensar en 
la necesidad de establecer protocolos de investigación 
tendientes al esclarecimiento de los puntas obscuros que no 
permiten aun la aplicación correcta de la inmunoterapia, como 
son, la secreción de factores inhibidares de la función de 
células inmunol6~icas"'60 , producción de 
interleucinas002

·'
5
•'

6
'
70¡95:Je,. asi como la generaci6n de 

respuestas citotóxicas 
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V. CANCER CERVICO lffERINO 

El cáncer c~rvico uterino <CaCu> se ha convertido en un 
grave problema de salud pública en nuestro pa1s, pero dada la 
posibilidad de cura ante una detección temprana se ha dado un 
despliegue de campa~as preventivas por parte de los sectores 
gubernamentales y privados ocupados de la salud que ha 
intentado, en las últimas décadas, proporcionar mayor 
información a un conjunto cada vez más amplio de la población 
con potencialidad de sufrir esta enfermedad. 

Sin embargo, a pesar del esfuerzo realizado por los 
profesionistas e instituciones involucradas en este problema 
se sabe que existe un alto porcentaje de muertes provocadas 
por tal enfermedad<t9 o>. Esta situación hace necesario el 
desarrollo de programas de investigación tendientes a 
encontrar una terapia efectiva para el control y erradicación 
de la enfermedad en estadios avanzados. Los conocimientos 
que se tienen al respecto del carcinoma de cérvix son 
amplios. más no completos. No se ha determinado con exactitud 
su etiolog1a, sin embargo algunos estudios epidemiológicos 
sugieren que este tipo de cancer estA relacionado con agentes 
transmitidos seHualmente(195

•
89

•VP,dO>. 

E:-:isten, por otra parte, evidencias de que un subgrupo 
de papovavirus, conocidos como papilloma virus humano <HPV> y 
algunos oncogenes celulare~ <incluidos el c-myc y el e-ras) 
pueden contribuir a la génesis de tumores humanos, y en 
especial de los tumores de c:érvia<U.!5&>. El estudio 
molecular del CaCu ha permitido establecer que existe una 
fuerte relación entre esta enfermedad y algunos tipos de HPV, 
los cuales de manera general son capaces de infectar un tipo 
celular humano especifica, el epitelio escamoso, donde se 
sospecha puedan estar relacionados con la formación de 
tumores, tanto benignos como malignosu•.59•'2·64>. 

Existe una amplia clasificación de los tipos de HPV que 
han sido estudiados, sin embargo se sospecha que son algunas 
clases especiales las que intervienen en la generación de 
tumores cervicales. Algunos de ellos han encontrado 
asociados t~nto con ne~lasias intraepiteliales cervicales 
<NICl como con el cacu< •41·••1>. En particular el HPV tipo 
16 es el de mayar prevalencia en este padecimiento y su ONA 
genómico ha demostrado tener la habilidad de trans~ormar e 
inmortalizar in vitro células humanas epiteliales 
normales<t.?o,s59•129> <Cuadro 1). 
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TIPO 

ba-f 

11a,b 

lb 

18 
31 

33 

34 
35 

LESIONES GINECOLOGICAS ASOCIADAS CON HPV 
C Papi. ! !onia virus humano ::> 

LES ION 

Candi loma acuminado 
NlC 1,11,111 
NlV I,II,lll 
Candi loma acuminado 
NlC l, 11, III 
Condiloma acuminado 
NIC 1,11,lll 
NIV I,II,Ill 
Papulosis Bowenoide 
Carcinoma de C&rvlx 
Carcinoma de Cérvix 
NIC 
Carcinoma de Cérvi>< 
Papulosis Bowenoide 
NIC 
Carcinoma. de CérvJ.>< 
Papulosis Bowenoide 
NIC 
Carcinoma ''e Cérvi>C 

HPV del inglés Human Papillama Virus. 
NIC Neoplasia lntraepitelial Cervical. 
NIV Neoplasia Intraepitalial Vaginal. 

Las lesiones descritas en esta tabla fueron estudiadas a 
partir de sus células constitutivas, las cuales 
fueron aisladas de la biopsia correspondiente a cada 
una. 
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La posible relación entre el CaCu y los HPV mencionados 
convierten a esta clase de neoplasia en un candidato 
atractivo para la aplicación de la inmunoterapia adoptiva, ya 
que es probable que las células transformadas que tienen 
integrado el genoma viral exhiban en su membrana superficial 
ant1genos virales (fuertes), lo que facilita su 
reconocimie~to y eliminación por parte de las células 
linfocltic:as citotó:<icas especificas generadas in vil.ro. 

Desde el punto de vista cl!nico y citol6gic:o el CaCu se 
inicia en las capas intraepiteliales del cérvix, estado 
conocido como preinvasor, que se diagnostica comunmente en 
mujeres de 30 a 40 a~os de edad , siendo sobresaliente que 
que la mayor1a de las pacientes con diagnóstico de carcinoma 
avanzado tienen de 40 a 50 a~os. En el grueso de los casos 
con carcinoma se requieren de 5 a 10 ar.os para penetrar la 
membrana basal e invadir tejidos. Después de la invasión 
habitualmente ocurre la muerte en 3 a 5 anos en pacientes sin 
tratamiento o que no han respondido a éste<B?>. 

En general~ los tumores malignos del cérvix tienen un 
desarrollo gradual, sus precursores preinvasivos pueden 
e::istir en una fase reversible y de superficie, o en un 
estado in sit~ por varios a~os, durante los cuales puede ser 
completamente asintomático. El término usado para definir 
las anormalidades tempra~as de las células epiteliales 
cervicales es NIC y puede dividirse en tres grados: 

NIC l. En los dos tercios superiores del epitelio se 
presentan algunas anormalidades en los núcleos 
celulares, mientras que en la capa baja se observan 
irregularidades en la maduración normal de las 
células <pérdida de la polaridad de las células). 
Las figuras mit6ticas son normales. 

NlC l l. La parte baja de la capa epiteli;;il muestra también 
las anormalidades dRl NlC I. 

NlC 11 l. Se obse-rvan lesiones cubriendo todo el espesor 
de la capa, llenándola de células no estratificadas 
e indiferenciadas. =~0~~=~=~~~2;:leomorfismo nuclear 
y figuras mit6ticas 

El paso de un NIC a un carcinoma invasor, puede llevar 
de 8 hasta 20 a~os. Algunas pacientes sufren esta transición 
en poca tiempo, sin embargo en algunos casas no es necesario 
el desarrollo total de un NIC para llegar a un carcinoma 
invasor, puede ocurrir que de un NIC temprano se pase a un 
inva&or directamente<t.IZ>. 

La clasificación de las siguientes etapas del CaCu fue 
desarrollada en 1973 y comprende dos divisiones base, el 
carcinoma preinvasor y el carcinoma invasor, cada una con sus 
subdivisiones <Tabla 2>. 
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CUADRO 2 
CARCINOMA PREINVASOR. 
ETAPA O Carcinoma in situ, carcinoma intraepitelial, 

CARCINOMA INVASOR. 
ETAPA 1 Carcinoma estrictamente limitado al 

la 

lb 

uterino. 
Carc:inoma 
temprana). 
Lesiones de 
anterior. 

micro invasor <invasión 

mayores dimensiones que 

cuello 

estrómica 

la etapa 

ETAPA 1 I El carcinoma se e:< tiende mas al la del cérvi:< pero 
sin llegar a la pared pélvica. El carcinoma 
afecta a la vagina pero no al tercio inferior. 

l la No hay afección parametrial evidente. Hay 
invasión de la vagina pero no del tercio inferior. 

llb Afección parametrial manifiesta. 
ETAPA 111 El carcinoma se ha extendido hacia la pared 

pélvica. El tumor afecta al tercio inferior de la 
vagina. Todos los casos con hidronefrosis o rinón 
no funcional. 

lila Involucra el tercio inferior de la vagina, no 
llega hasta la pared pélvica aunque puede tomar un 
parametrio. 

IIIb Involucra uno o ambos parametrios, se extiende 
hacia la pared pélvica. Ocurre obstrucción de 
ambos uréteres. 

ETAPA IV Carcinoma que se extiende mas alla de la pélvis, o 
bien invade la mucosa del recto y de la vejiga. 

IVa Diseminación del tumor a órganos adyacentes. 
IVb Diseminación del tumor a órganos distantes. 

c1.ciai.ti.c:oc:Lón de 1.cia •Lo.pa.a •voluL\.vcia del Cocu 0.eQrrollGdo. 
y aceptada en t0?9. CTomoda. de: ICruup. M. A. t09Z> 
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La etapa terminal del cancer se caracteriza por la 
invasión a otros órganos y el consecuente bloqueo de su 
función. Dentro de los distintos tipos de cAncer se sabe que 
los carcinomas (tales como el cervico uterina) están más 
capacitados para diseminarse inicialmente, por invasión 
a los nódulo~ linfáticos, los cuales se cree constituyen una 
barrera inmunológica, y posiblemente mec:~nica, para la 
diseminación del tumor. Cuando el proceso invasivo se 
presenta se observa una reacción hiperplásica por parte de 
los nódulos linfáticos adyacentes, la cual sugiere una 

. respuesta del<t~r>fermo contra las células tumorales o contra 
sus productos • Pero, a pesar de el lo, la invasión se 
concreta dando par resultado el establecimiento de una 
metAstasis. 

Los esfuerzos por encontrar una manera de dar alivio al 
sinnúmero de sufrimientos que acarrea consigo el cáncer han 
sido muchos, y a partir de la década de los 70's los estudios 
relacionados con la respuesta inmune y con el rechazo tumoral 
se han centrado en el desarrollo y establecimiento de una 
técnica que permita activar , hacer responder y proliferar de 
forma especifica a los linfocitos citotó:<icas del paciente en 
contra de su propio tumor. El proceso de proliferación y 
activación de los linfocitos se realiza in vitro en presencia 
de interleucina-2, ya que se supone que una de los caminos 
por media del cual las neoplasias evaden al sistema inmune es 
por una posible falla en el mecanismo de proliferación 
leucoc!tica, o bien por la existencia de algún factor 
inhibidor producido por el mismo tumor. En consecuencia, el 
objetivo primordial de la lnmunolog!a Tumoral Adoptiva es la 
producción in tJi tro de células ci tot6:-cicas espec! f icas en un 
número suficientemente grande, para que al ser inoculadas in 
vivo puedan ejercer su actividad citol!tica. 

Dado lo anterior, y con la finalidad de determinar si 
los leucocitos de sangre periférica de pacientes con cáncer 
cérvico uterino presentaban algún da~o que les impidiera 
proliferar ante el estimulo provocado por la IL-2, y asi 
mismo conocer si las células de este tipo de cAncer 
secretaban al torrente sangu1neo factores inhibidores de la 
respuesta proliferativa leucoc1tica por IL-2, se cultivaron 
leucocitos de sangre periférica, tanto de pacientes con 
c~ncer cérvico uterino como de donadores sanos en presencia 
de sueros de pacientes con este tipo de cáncer y de donadores 
sanos, empleando como mitógeno inteleucina-2 humana 
recombinante <rhIL-2). 

Cabe aclarar que se eligió el carcinoma cérvico 
por que se sospecha que tiene una etiolog1a viral, y 
tanto pudiera ser manipulado inmunol6gicamente, a mAs 
el de más elevada tasa de mortalidad de la mujer en 
pais. 

uterino 
por lo 
de ser 
nuestro 



METODO 

El material biológico utilizado en el presente trabajo, 
consistió de muestras sanguineas de donadores normales y de 
pacientes con CAncer Cérvico Uterino, estas últimas fueron 
obtenidas en la cllnica de Ginecolog1a y Obstetricia No.4 del 
Instituto Mexicano del Seguro Social, en el Servicio de 
Ginecologia Oncol~gica. 

Los reactivos empleados, a menos que sea indicado, 
fueron de grado reactivo. De la misma forma, el material de 
cristaleria fue de marca Pyrex y para su esterilización se 
utilizó autoclave a 21 libras de presión durante 20 minutos, 
y posteriormente se introdujo en estufa a 100ºC durante 20 
minutos para su secado. 

08TENCION DE HUESTRAS SANGUINEA5 

Las muestras sanguineas fueron tomadas en condiciones dp 
esterilidad con una jeringa conteniendo O.tml de Hepar1na 
(Rickercab/NCB, U.S.A.l a 1000 U.l./ml como anticoagulante. 
Se extrageron, en promedio, 2úml de sangre por paciente. 

Dichas muestras fueron transportadas dentro de la 
jeringa en la que se tomaron y ésta, a su ve:, colocada en un 
recipiente aislante conteniendo hiela, para mantener una 
temperatura baja hasta su recepción en el laboratorio. Nunca 
se mantuvieron en dicha condición por mas de 5 horas. 

5EPARACION DEL PLASHA 

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a JOOg 
durante 15 minutos. El plasma fue separado del paquete 
celular con una pipeta y colocado en un tubo de vidrio, se le 
adicionaron 0.1 ml de Clorhidrato de Protamina 1000 IF. 
Hoffmann. La Roche~ Cie. S.A. Suiza), antagonista de la 
Heparina, que permite la coagulación y la separación del 
suero libre, mismo que se obtuvo rompiendo el ca~gulo formado 
y transfiriendo el liquido restante a un tubo de vidrio. 
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DESACTIVACION DEL SUERO. 

La desactivación de los sueros se llevó a cabo 
colocándolos en un BaMo de Maria a 57ºC durante 30 minutos, 
con el propósito de eliminar algunas proteinas de bajo pesa 
molecular, que pudieran interferir inhibiendo la 
proliferación de las células en cultivo. 

SEPARACION DE LEUCOCITOS 

Al paquete celular~ una vez separado del plasma, se le 
practicó un lavado, adicionando 10ml de Medio de Eagle 
lE.M. : del inglés Eagle Medium> (Apéndice 1) y centrifugando 
a 3t)Qg por 15 minutos, se desechó el sobrenadante. Se 
adicionó, entonces~ un volumen de E.M. equivalente a la 
cantidad de sangre contenida en el tubo y se resuspendió 
suavemente. 

Esta mezcla fue vertida en tubas de vidrio que contenian 
2ml de la solución de Ficoll-Paque (Apéndice 2>. En cada uno 
de ellos se adicionaron 5ml de dicha mezcla, haciéndola 
resvalar muy lentamente por las paredes del tubo. Se 
centrifugó a 300g durante 30 minutos. La interfase de color 
blanco, · formada por células mononucleadas, fue separada 
cuidadosamente con una pipeta y trasladada a tubos para 
centrifuga, a los cuales les hablan sido adicionados 2ml de 
E.M., procurando banar las paredes para evitar que las 
células se adhirieran a ellas. Se centrifugó a 375g por 10 
minutos, se desechó el sobrenadante y el botón celular se 
resuspendi6 en 5 ml de RPMI <Apéndice 3l. 

Las células se contaron en una Cámara o Hemocit6metro de 
Neubauer <American Optical, U.s.A.> para ser distribuidas en 
las cajas de cultivo. 

Todos los medios nutritivos y soluciones empleadas en la 
técnica descrita, fueron calentados a 37°C en Barto de Maria 
antes de ser usados. 

Todas las soluciones utilizadas para el cultivo fueron 
previamente esterilizadas por medio de filtros de poro de 
0.22 micras <Millipore, Type GS, U.S.A.l. 
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SICHBRA DC LCUCOCITOS 

La siembra de las células se realizó en Hicrocajas de 
Cultivo de 9b pozos de 0.32 cmz de ~rea de crecimiento 
<Costar. Cambridge, U.S.A.) en los cuales fueron 
adicionados, según el caso, el número indicado de células 
suspendidas en RPMI, 10'l. de suero y 1000 U/ml de lnterleucina 
2 Humana Recombinante <rIL-2> <Cetus Corporation, U.S.A.> 

CONDICIONCS DC CULTIVO 

Los cultivos celulares contenidos en las microcajas, 
fueron mantenidos en incubadora <Forma Scientific, Division 
of Mallinckrodt, lnc. U.S.A.) a 37°C, en una atmósfera con 
101. de Bióxido de Carbono y un ambiente saturado de humedad. 

TCCNICA DC CRIOPRCSCRVACION 

Para preservar las células obtenidas de las muestras 
sanguineas, que no fueron utilizadas en un ensayo inmediato, 
se empleó la técnica de criopreservación, que consiste en lo 
siguiente: 

Las células fueron centrifugadas y resuspendidas en una 
solución compuesta por suero aut6logo o por un suero da 
donador sano suplementado con 10% de Dimetil Sulfóxido. 
Inmediatamente después, se repartieron en allcuotas de lml 
(con una cantid•d no menor de txlúd células> en ampolletas de 
2ml (Cooke Laboratory Products, U.S.A.l. 

Estas ampolletas fueron 
congelación a -70ºC de 24 a 72 
fueron trasladadas a Nitrógeno 
-190ºC aproximad~mente. 

colocadas rápidamente en 
horas. Después de este tiempo 
liquido, a una temperatura de 

Para descongelar las células y poder emplearlas en 
posteriores ensayos se procedió de la siguiente manera: se 
sacó la ampolleta del Nitrógeno liquido y se colocó en 
un Bano de Maria a 37°C hasta que la muestra quedó 
completamente liquida. A continuación la ampolleta se 
centrifugó a 500g durante 5 minutos, el sobrenadante se 
desechó y el boton celular se resuspendi6 en RPMI para su 
distribución en las microcAJas de cultivo. 
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COl>{['eOS CeLULARES 

Tanto el número inicial ccmo el número de células 
después de 7 dias de cultivo, iueron· evaluados mediante su 
conteo directo en CAmaras o Hemocit6metros de Neubauer 
!American Optical, U.S.A.). 

Todos los ensayos fueron realizados por duplicado y un 
mínimo de dos veces. 

E:VALUAClON Del lNDlCe HlTOTICO 

Con el fin de evaluar el número de células en proceso de 
división, como una evidencia mas de la proliferación, se 
prepararan placas de l•s células el mismo d1a en que estas 
fueron sometidas al conteo. Una vez que las células fueron 
colocadas sobre la placa de vidrio, se las fijó con 
Alcohol Metilico puro durante 5 segundos, se enjuagaron con 
agua destilada y se secaron, posteriormente se pusieron en 
contacto con la solución 1 del Hemocolorante Rápido <Sigma, 
U.S.A.) por 10 segundos, se lavaron y secaron nuevamente para 
ser colocadas en la solución 2 del Hemocolorante RApido 
(Sigma, U.S.A.> por 10 segundos, finalmente fueron lavadas y 
secadas para ser observadas al microscopio . Las células en 
franca mitosis pudieron ser distinguidas perfectamente, a un 
aumento de 100~, por su caracteristico aumento en el tama~o y 
deformación del núcleo, que adopta una figura estrellada 
t1pica en estados iniciales de la división, o una disposición 
cromosómica evidente para los estados mas avanzados de la 
mitosis. Se contaran un total de 500 células, por cada 
placa, anotando cuantas de ellas se encontraban en división y 
se aplicó la fórmula par~ el cAlculo del Indice Mit6tico 
<Apéndice 4>. 
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RESULTADOS 

PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA 
PACIENTES CON CANCER CERVICO UTERINO, EN PRESENCIA DE 
AUTOLOGOS Y DE DONADORES NORMALES E INTERLEUCINA 2 
RECOHBINANTE. 

DE 
SUEROS 
HUHANA 

Es ampliamente conocida la capacidad de Jos LSP a 
proliferar ante la induccion producida por la IL-2 en 
cultivos in uitro. Sin embargo, surge la duda acerca de si 
los LSP de pacientes con cáncer conservan esta potencialidad, 
o si la han perd.ido por causa de procesos generados por esta 
enfermedad neoplAsica. 

Por otro lado es conocido que en el suero humano existen 
anttgenos especificas de acuerdo con el tipo sangu!neo que el 
individuo presenta. Además se sabe que estos anttgenos son 
capaces de interactuar con anticuerpos presentes en las 
membranas de los linfocitos. En consecuencia, cuando se 
emplean sueros heterólogos como suplemento de medios 
nutritivos en cultivos in uitro de LSP se podr!a esperar 
alguna interacción antigeno-anticuerpo que pudiera alterar la 
respuest• de estas células. Por tal motivo, resulta 
importante evaluar el efecto que produce la presencia de 
sueros heterólogos, de diversos tipos sanguineos, sobre la 
proliferación de LSP inducida por la interleucina 2 humana 
reccmbinante <rhIL-2>. Para poder evaluar si en nuestros 
exp•rimentos el tipo sanguineo pudo tener algún efecto 
inhibidor a la proliferación de los LSP, en el presente 
•n••vo se determinó el tipo sanguineo de las pacientes y de 
los donadores sanos de suero. Encontramos que cinco de las 
pacientes presentaron tipo sanguineo O con factor Rh positivo 
(Q+), una de ellas tipo A+ y una m~s tipo B+, mientras que 
p•ra el caso de los donador~s sanos se encontraron cuatro con 
tipo O•, uno can A+ y dos can 8•. 

Dado lo anterior, y con la finalidad de determinar la 
capacidad proliferativa dR los. leucocitos de sangre 
periférica <LSP) d• pacientes con C~ncer Cérvico Uterino 
<CaCul se cultivaron in vitro 2 x 101 LSP de siete 
diferentes pacientes en presenci• de sueros de donadores 

39 



sanos !heter6logosl y de rhlL-2 1000 U/ml como mit6geno. 
Para evaluar este efecto de inducción el número de células 
fué determinado a los siete d1as de cultivo y comparado con 
los sembrados en ausencia de este factor. 

Los resultados muestran que al suplementar el medio de 
cultivo con los diversos sueros en presencia de rhIL-2, 
siempre se presentó proliferación de los LSP, 
independientemente del grupo sangutneo del donador del cual 
provenia el suero utilizado <Tabla 1). La evaluación, 
realizada mediante el conteo del número final (Nf> de células 
al termino del cultivo y la determinación del indice mitótica 
<IM>, revela que los valores mln1mos correspondieron a los 
LSP de la paciente numero 2 , con un Nf de 3.5 x 105 y un l.M 
de 0.3, mientras que los más elevados a los LSP de la 
paciente número 4 con Nf de 6.5x10' y un IM de 1 .. 3. Los 
valores de prol1feraci6n e lM intermedios resultaron ser muy 
heterogéneos • Es interesante hacer notar que para estos 
experimentos un bajo ldice de proliferación correspondió, 
como era de esperarse, un bajo IM. 

Es importante resaltar que los tres valores de 
proliferación m~s elevados correspondieran a casos en los que 
los tipos sangu1neos de las pacientes eran a~ y diferentes a 
aquellos de los donadores de suero sano. Sin embargo, se 
observó también que dos de los valores de proliferación más 
bajos correspondieron a casos en donde se presentó el mismo 
tipo sangu1nea (Q+ > entre los del donador de suero y de la 
paciente. Aunque no hay que perder de vista que los efectos 
de proliferación aqui descritos pudieran estar relacionados a 
la capacidad proliferativa de los distintos LSP, nuestros 
resultados parecen mostrar que no existe inhibición a la 
proliferación mediada por l~ rhIL-2 relacionada con el tipo 
sanguineo de los donadores de LSP y del suero. 

Puesto que en todos los ensayos se encentro inducción a 
la proliferación de los LSP provenientes de las pacientes con 
CaCu, nuestros resultados parecen indicar que los linfocitos 
preveniantes de estas pacientes no han perdido su capacidad 
de responder al estimulo mitogénico de la IL-2 

PROLlFERACION DE LSP DE PACIENTES CON CaCu Y DE DONADORES 
NORMALES. INDUCIDOS POR rhIL-2 EN PRESENCIA DE SUEROS DE 
DIFERENTES PACIENTES CON CaCu Y DE DONADORES NORMALES. 

Puesto que hemos encontrado que los linfocitos de 
pacientes con CaCu no han perdido su capacidad proliferativa, 
la falta de una respuesta inmune eficaz asociada a estas 
pacientes (158), podrla quizA estar relacionada con la 
presencia a nivel sérico d• un factor inhibidor de esta 



TABLA l. 

PROLIFERACION DE LrUCOCITOS or SANORr PrRIFERICA DE PACIENTES CON 
CANCER CERVICO tJTrRINO , EN PRESENCIA DE INTERLEUCINA 2 HUHANA 
RECOHBINAl'<fE CON SUEROS DE DONADORES SANOS. 

No.DEL PACIENTE CON TIPO SANGUINEO DEL 
Ca Cu DONADOR DE DONADOR DE SUERO 

L S P SANO CON CaCu Nf IM 
Cx!O'> 

o o 450 0.4 

2 o o 350 0.3 

3 o A 400 0.2 

4 B o 650 1.3 

5 B o 600 o.a 

6 A o 600 1.0 

7 o B 400 0.3 

NOTA1 EL númor-o lni.clol d• cé\u\.o.tJ fue d• 200 so1 • 

Nf- Número ti.no\ d• c•tul<:i• o Lo• 7 d'a. 
IM Indico Mi.Lót\.co 
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proliferacú'.Jn. Estos factores inhibitorios se han encontrado 
son producidos por las propias células tumorales (111> y por 
tanto se esperar1a encontralos en el torrente sangulneo. 

Par tal motivo, y con el propósito de conocer si en el 
suero de pacientes con CaCu esta presente algún factor 
inhibidar df. la proliferación de los LSP, se realizaron tres 
diferentes ensayos de inducción a la proliferación de LSP en 
pr~sencia de sueros de diferentes pacientes con CaCu. En 
cada ensayo se incluyó un cultivo con suero autóJogo y otro 
con suero de un donador normal como control. Se cultivaron 
con este fin 2.0 x 101 LSP, tanto de pacientes con CaCu como 
de donadores sanos y la evaluación de la inducción a la 
praliieración fué llevada a cabo a tos s1ete dlas de iniciada 
e 1 cultivo. Hay que hacer notar que en todos los 
experimentos se util1zó el m1smo tipo sanguineo del donador 
de LSF' normal y de la pac l. en te con Ca Cu. 

En la primera serie de experimentos se ob~ervó 

proliferación tanto de Jos LSP del paciente como del donador 
sano con todos los sueros ensayados <Tabla 2) •. Al evaluar 
los Nf correspondientes a los LSP de la paciente se encontró 
un valor mj,a:imo de a.o x to' para los sueros de las pacientes 
números 12 y 13, aún mayor que el obtenido con el suero 
autólogo. El valor mlnimo de Nf correspondió al suero de la 
paciente número 11, con un valor de 5.5 x 101

• Nuevamente 
encontramos que a mayor Nf se obtuvo también un mayor IM. 

Por otra parte los LSP del donador sano mostraron una 
respuesta uniforme, tanto en los Nf como en los valores de 
I .M, observ~ndose un Nf máximo de 7.5 x 109 con un I .M de 
1).9 para la prueba con suero autólogo y un Nf mlnimo de 6.0 x 
1(1' con un I .M de 1).7 para el suero heterólogo de la paciente 
nWmero 11 CTabla 21. 

En la segunda serie de experimentos <Tabla 3), obtuvimos 
para los LSP de la paciente con CaCu un Nf semejante cuando 
se utilizó suero autólogo que cuando se empleó el suero del 
donador sano C7.Q x 101

), mientras que Jos IM aunque los más 
altos de todo el ensayo fueron significativamente diferentes, 
3.6 con suero aut6logo y solo 1.3 con el del donador sano. 
Por otro lado, aunque el minimo Nf correspondió al suero de 
la paciente nomero 8 con 6.0 x 10' en general no hubo 
diferencias muy grandes entre los diferentes sueros. Cabe 
hacer mención que en est• serie de experimentos los IM más 
bajos no correspondieron a los menores Nf. 

En forma análoga los LSP del donador sano proliferaron 
de una manera muy homogénea ante la presencia de los 
diferentes sueros empleados. Es significativo el hecho de 
que el mAximo Nf observado de 7.5 :< 101con un 1 .M de 0.8 
correspondiera a sueros heterólogos de las pacientes 8 y 9 y 



TABLA 'l. 

EFECTO DE SUEROS DE PACIENTES CON CANCER CERVICO 
PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA 
CaCu V DE DONADORES SANOS, EN PRESENCIA DE 
HWfANA RE:CON81 NANTE, 

UTERINO SOBRE LA 
DE PACIENTES COH 

1 NTERLEUCI NA "' 

DONADOR DE SUERO DONADORES DE LSP <O.,.) 
PACIENTE Ca Cu DONADOR SANO 

SUERO Tlf'O Nf IM Nf IM 
SANGUINEO (X 10') <xlO'> 

cae u º ... 750 0.9 650 0.7 

ca cu 11 º ... 550 0.6 600 0.7 

CaCu 12 A.,. BOO 1.0 700 O.B 

Ca Cu 13 B.,. 900 1.3 700 0.7 

Sano º ... 650 O.B 750 0.9 

NOTA: EL núm•ro \.ni.el.al de célula.e rue de 200.000, para lod..:ia 
Loa 

Nf Núm.aro d• ~1'lulGa ., loe ? d(a..e 

IM Indice WLlóLLc:o 



TABLA 3. 

EFECTO DE SUEROS DE PACIENTES CON CANCER CERVICO UTERINO SOBRE 
LA PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERirERICA DE PACIENTES 
CON CaCu Y DE DONADORES SANOS, EN PRESENCIA DE INTERLEUCINA 2 
HUHANA RECOHBINANTE. 

DONADOR DE SUERO DONADORES DE LSP (01') 

PACIENTE CaCu DONADOR SANO 

SUERO TIPO Nf IM Nf IM 
SANGUINEO Cx10'> Cx10'> 

Ca Cu 2 º.,. 700 3.6 600 1).6 

Ca Cu e º"' 600 1.2 750 o.e 

Ca Cu 9 A"' 650 o.e 750 o.e 

CaCu 10 º"' 650 o.e 550 0.3 

Sane II º"' 700 1.3 70() 0.9 

NOTA1 El nUmero i.ni.ci.al de célulaa ru. de zoo.ooo. para lodo• 
loe 

Nf Número et. ciélulo.a a loe 7 dLoe 

1" Jndi.c• Wi.l6li.co 



no como era de esperarse al suero autólogo, donde se obtuvo 
un Nf de 7 x 10'. Cabe también mencionar que en un caso se 
obtuvo un IM muy bajo, de solo 0.3, y can el menor Nf, de 
solo 5.5 " 10•. Nuevamente el valor más alto de Nf no 
correspondió al mayor IM. 

En la tercera serie de experimentos <Tabla 4) nuevamente 
se obtuvo proliferación de todas los LSP empleados. Vale la 
pena hdcer notar que en este caso, al igual que en los 
anteriores, se tomó la precaución de utilizar los LSP de un 
donador que tuviese el mismo tipo sangu1neo que los 
provenientes de la paciente con CaCu. Esta selección de 
donador tuvo como finalidad la de eliminar la posibilidad de 
diferencias en los resultados atribuibles a la posible 
existencia de anticuerpos en los sueros. Nuevamente tanto en 
el suero autólogo como en el normal los LSP de las pacientes 
tuvieron valores semejantes de Nf (7 x 10'> y de lM 1.0 y 1.3 
respectivamente. También en esta serie de experimentos se 
obtuvo que el suero heterólogo de una paciente dio lugar a 
valores bajos de Nf e IM ( 6 :< 10' y 0.3 respectivamente>. 

En forma an~loga los LSP del donador sano proliferaron 
en mayor grado con el Suero autólogo con un Nf de 7.5 x 10~ y 
un IM de 1.2 y valores muy bajos para uno de los sueros de 
las pacientes con CaCu con Nf de 5.5 x 10' e IM de solo 0.2. 

Al completar estas tres series de experimentos se pudo 
observar que en los sueros de las pacientes ensayados ne 
existe un factor que inhiba completamente la proliferación de 
los LSP, tanto de donadores sanos como de pacientes con CaCu. 
Sin embargo, la respuesta proliferativa ante cada suero no 
fué la misma; el aumento en el número celular varió de caso a 
caso, y este hecho queda reflejado en la actividad mit6tica 
encontrada en cada prueba. Asi, la respuesta m~s favorable 
se dió, generalmente cuando se utilizó el suero autólogo. 
Por su parte, la respuest• con los sueros heter6logos aunque 
por lo Qeneral fue clar•mente inductora a la proliferacion, 
ocasionalmente ocurrió una disminución importante de esta. 
Podemos asimismo constatar que el tipo sangu1neo de los 
don•dores, tanto de LSP como de suero, no interfirió 
negativamente en la inducción • la proliferaciOn de los 
linfocitos, tal y como ya se habla encontrado anteriormente. 

EFECTO DE SUEROS DESACTIVADOS Y NO DESACTIVADOS DE PACIENTES 
CON CaCu Y DE DONADORES SANOS, SOBRE LA PROLIFERACION DE LSP, 
EN PRESENCIA DE rhIL-2. DE PACIENTES CON caeu y DE DONADORES 
SANOS. 

De acuerdo con lo observado hasta este punto, tal parece 
que no existe algún factor en el suero de las pacientes con 



TABLA 4. 

EFECTO DE SUEROS DE PACIENTES CON CANCER CERYICO UTERIHO SI08RE 
LA PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE: SANGRE PERIFERICA DE 
PACIENTES CON CANCER CERVICO UTERINO Y DE DONADOltES SANOS. EN 
PRESENCIA DE l HI'ERLEUCl NA 2 HUHANA RECOHBI HAHI'E. 

DONADOR DE SUERO DONADORES DE LSP <AB•I 
PACIENTE cacu DONADOR SANO 

SUERO TIPO Nf 111 Nf 111 
SANGUlNEO (X 10'1 <x10•1 

Ca Cu 3 AB• 700 1.3 bOO 1.0 

cacu 14 O• bOO 0.3 550 0.2 

CaCu 15 A• 650 0.1 bOO o.5 

Ca Cu lb B• bOO 0.5 650 O.b 

Sano 111 AB• 700 1.0 750 1.2 

NOTAI El nú.mero inicial de c4\uloa ru. • zoo.ooo. pares todoa 
loa ca.aoaNf Nú-.ro de célu\09 a. loe 7 cKaa 

U1 lndi.c• MU.6t\.co 



CaCu que tenga la capacidad de iQhibir la proliferación de 
los'LSP tanto de estas pacientes como de donadores normales. 
Sin embargo, es digno de reflexión el hecho de que para la 
realización de la técnica de cultivo por nosotros empleada, 
el ~uero es sometido a un proceso de desactivación en Bano 
de Maria a S6ºC durante 30 minutos. Esta desactivación tiene 
como finalidad la de eliminar protelnas del complemento 
sangulneo presentes en el suero las cuales se sabe tienen una 
interferencia negativa en el cultivo celular sobre todo 
cuando existen anticuarpos. Cabe pues la duda de si entre las 
proteinas eli~inadas por desnaturalización tér•ica a 56ºC se 
encontrara algún factor inhibidor de l• proliferación de los 
LSP in uLuo, y que por tanto no haya sido detectado in vitro. 

Con la finalidad de conocer si existe en •l suero de las 
JNCientes con CaCu algún factor inhibidor de la proliferación 
de los LSP con la caracter1stica de ser termolabil, se 
llevaron a cabo tres ensayos. En estos ensayos se cultivaron 
1.5 x to• LSP de pacientes con CaCu y de donadores sanos , el 
.. dio fue suplementado ya sea con suero de la paciente, con 
suero del donador sano o con un suero heter6logo sano. Estos 
sueros s• agregaron tanto en su for•a natural coma después de 
haber sido sa•etidos • una d•s~ctivación térmica de 56ºC 
durante 30 min. Ade•~s, fué colocado un control negativo en 
el que Be eli•ino la presencia de suero. Se usó, en todos 
los c•sos 1000 U/ml de rhlL2 como mit6geno dur•nte 7 diAs. 

S• procuró que en todos los experi.entos se contara con 
un donador del mismo tipo sanguineo que de aquel de la 
paciente con CaCu y aderU.s, ca~o se experimentó con sueros no 
desactivados térmica.ente, se agregó un suero AB• con la 
finalidad de •liminar, en caso de resultados diferentes entre 
el su•ros bajo experi•entación, la pasible inhibición debida 
a las •nticu•rpos present•s en las sueros. 

Los resultados -..•stran que sw pr•sent6 proli~araci6n 

en todos los ensayos, •~cepto an aquellos en los que no se 
adicionó suero al IM!dio de cultivo <Tabl•s 5,6 v 7>. Adem~s, 

no .,,contr.mos diferencias significativas entre el efecto 
porliferador inducido por la rhlL-2 en los LSP en presencia 
d• •u•ro desactivada y no desactivado. En las tres series de 
ensayos las valores de Nf e IM resultaron ser muy homog6neos. 
En consecu•ncia pode~ concluir que el tratamiento t6rmico 
qu• nar•Almente &e le d• ~ los sueros para ser empleados en 
cultivo de tejidos y eli•inar al sist ... de comple .. nto, no 
contribuyó a eliminar • posibles mol*<:ul•• inhibidor•s de la 
proliferación de LSP inducida por rhlL-2. 
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EFECTO DE SUEROS DESACTIVADOS Y NO DESACTIVADOS DE 
CON CANCER CERVICO UTERINO Y DE DONADORES SANOS, 
PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA DE 
CON CANCER CERVlCO IJTE:RINO Y DE DONADORES NORMALES EN 
DE 1 NTERLE:UCI NA-2 HUHANA RECOHBI NANTE:. 

PACIENTES 
SOBRE LA 
PACIENTES 
PRESENCIA 

TABLA 5 

DONADOR DE SUERO 

SUERO 

Ca Cu e ... No Desact. 
Ca Cu e ... Desactivada 
Sano 9 ... No Desact. 
Sano 9 ... Desactivado 
Sano AB"' No Desact. 
Sano AB.,. Desactiva.do 
Libre' de Suero 

TABLA 6 

DONADOR DE SUERO 

SUERO 

CaCu º"' No Desact. 
CaCu º"' Desactivado 
Sano º"' No Desact. 
Sane º"' Desactivado 
Sano AS"" No Desact. 
Sano A8"" Desactivado 
Libre de Suero 

TABLA 7 

DONADOR DE SUERO 

SUERO 

Ca Cu º"" No Desact. 
Ca Cu º"" Desact.ivtada 
Sana º .. No Desac:t. 
Sano º .. Desactivado 
Sano AB .. No Detiac:t. 
Sano A8 .. Desactiv•do 
Libre da Suero 

NOTA: l:l núm•ro Lnlcta.\. de 
loa c..-oe 

Nf Núm•ro d• c4tula.• o loe 
111 Jndlc• Mllóllco 

DONADORES 
PACIENTE CaCu 

Nf 11~ 
(KlO') 

300 0.2 
250 0.2 
300 0.4 
350 0.5 
400 o.5 
350 0.4 
50 o.o 

DONADORES 
PACIENTE CaCu 

Nf IN 
tx10•1 

350 0.4 
400 o.e 
350 0.7 
400 o.a 
350 o.a 
300 0.5 
100 o.o 

DONADORES 
PACIENTE CaCu 

Nf IM 
1><10'1 

450 0.5 
350 0.3 
400 0.4 
350 0.3 
300 0.1 
400 0.4 
50 o.o 

DE LSP 
PONADOR SANO 

Nf IN 
(><10'1 

300 0.2 
250 0.2 
200 0.1 
300 0.4 
300 0.4 
350 0.4 
100 o.o 

DE LSP 
DONADOR SANO 

Nf 11'1 
( ~10•1 

450 0.4 
400 0.9 
400 0.9 
350 o.e 
450 0.4 
350 0.3 
100 o.o 

DE LSP 
DONADOR SANO 

Nf 111 
<><10'> 

550 0.7 
550 o.5 
600 2.3 
600 2.0 
600 1.5 
550 1.0 
100 o.o 

c4lut09 fu• de t5o,,.ooo. paro \.Qdoa 

7 d(o.• 



PROLlFERAClON DE LSP DE PACIENTES CON CaCu, ACTIVADOS 
CON rhIL-2 EN PRESENCIA DE DIFERENTES LOTES DE SUEROS FETALES 
DE CABALLO. 

La finalidad de la inmunoterapia adoptiva para el c~ncer 
cérvico uterino, es la creación de poblaciones clonales de 
células efectoras en grandes cantidades y con la 
caracter1stica de ser especificas contra las células 
mali9nas. Como primer paso para la obtención de un número 
suficiente de cálulas efectoras se requiere del empleo de 
t~cnicas de cultivo in vitro. Por lo general, para obtener 
un• buena proliferación de LSP oon estas técnicas se requiere 
sumplementar los medios de cultivo con algún suero sanguineoe 
Idealmente es conveniente la utilización de un suero 
singénica o cuando menos de la misma especie que el de las 
c•lulas en cultivo, sin embargo no siempre es pasible 
disponer de cantidades suficientes de estos y se emplean por 
tanto sueros comerciales de animales como los ovinos, bovinos 
y caprinos. 

Para los casos de cultivos con células de origen humano, 
el suero aut6logo seria por tanto el más conveniente, sin 
embargo es obvio que el estado cl1nico general de las 
pacientes con CaCu impide la toma de grandes cantidades de 
muestras sangu1neas para la extracción de suero. Una segunda 
opción para suplemento de cultivo podria ser el suero humano 
proveniente de donadores normales, sobre todo de tipo AB+. 
Se prefiere suero tipo AB+ para evitar los problemas de 
anticuerpos existentes en otros tipos sanguíneos y que se 
sabe reconocen antigenos en leucocitos. Sin embargo, por lo 
poco abundante de este tipo de sangre en Mé:<ico también SLl 

disponibilidad es poca. 

Debido a la dificultad de obtener suero humano para la 
producción de células efectoras en grandes cantidades 
consideramos que una opción digna de estudiarse es la de 
determinar la potencialidad de proliferación de las células 
humanas en medios suplementados con sueros animales. Aunque 
es conocido que sueros animales pueden ser utilizados para la 
proliferación de células de origen humano, esta seria la 
primera ocasión en que se utilizaria para células efectoras y 
para un• posible aplicación terapéutica. Por tal motivo, en 
este ensayo se evalu6 la capacidad proliferativa de LSP de 
pacientes con CaCu en un medio de cultivo suplementado con un 
suero no humano de origen fetal. Se cultivaron 2.0 K 10° LSP 
de cuatro pacientes en presencia de cuatro lotes diferentes 
de suero fetal de caballo <SFC> <lotes A,B,C y Dl y de 1000 
U/ml de rhlL-2. La proliferación inducida por esta molécula 
fué evaluada a los siete dlas de iniciado el cultivo, a 
través del conteo del número final de células !Nfl. 

Los resultados muestr•n, como era de esperarse, una 



TABLA B 

PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE: PERIFERICA DE PACIENTES 
CON CANCER CEFVICO UTERINO, EN PRESENCIA DE INTERLEUCINA 2 
HUHANA RECOHB!NANTE CON SUEROS FETALES DE CABALLO. 

LSP DE 
PACIENTE 
CON CaCu 

2 

2 

2 

3 

4 

F E T 

L O T 
s u 

A L DE 

E 
E 
c 

A 

B 

A 

c 

B 

E 

D E 
R o 
A B A L L O Nf 

600 

700 

600 

400 

900 

450 

NOTA• El número LnLci.a.l do célula.¡¡ fue d.a. 200,000, para Lodoa 

loa CQGIOSI 

Nf 
IN 
SFC-A 
SFC-B 
SFC-C 
SFC-E 

Número d.-. c..:Lula.lil a. loa ? di.a.a <xt.0 3
J 

Jndi.c• 
suero Felal 
S:uGro Fola.l 
Suero Fela.l 

Suero F'•Lal 

MHóLi.co 
de ca.ba.lto 
de Caballo 
de Ca.ba.Llo 

d• Ca.bollo 

lo lo .. 
Lot.• B 

lo lo e 
lot.e .. 

IN 

1.4 

1.9 

1. 1 

0.6 

1.5 

0.4 
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inducción a la proliferación celular en presencia de todos 
los lotes de SFC empleados <Tabla 8). Sin embargo, no todos 
los SFC presentaron el mismo poder inductor. El lote B 
indujo la mayor proliferación en los LSF' de las pacientes 2 y 
3 c:on Nf de 7.0 • 10' y de 9.0 x 10' e IM de 1.9 y 1.5 
respectivamente, mientras que las menores valores observados 
correspondieran a los lotes C y o, el primero en la paciente 
2 con un Nf de 4.0 x 105 y un IM de 0.6, el segunda en la 
paciente 4 con un Nf de 4.5 x 105 y un IM de 0.4. Aunque el 
lote A mostró una capacidad inductora a la proliferación muy 
similar en las dos pacientes en que fue probado con un Nf de 
6.0 x 10" e IM de 1. 4 y 1. 1, con el suero B hubo diferencias 
significativas. 

EFECTO DE LOS SUEROS.DE PACIENTES CON CaCu, EN DIFERENTES 
ESTADOS DE EVOLUCJON, SOBRE LA PRDLIFERACION DE LSP DE 
PACIENTES CON CaCu EN PRESENCIA DE rhlL-2. 

Como hemos podido observar, la capacidad responsiva de 
los LSP de pacientes con CaCu ante el estimulo proliferador 
provocado por la IL-2 , se conserva a pesar de que se 
sospecha que estos han perdido parte de sus propiedades 
inmunorreguladaras asociadas a dicha enfermedad. Sin 
embargo, hemos notado que esta respuesta proliferativa no es 
completamtente homogénea entre las diferentes pacientes, pues 
en ocasiones es menor a la encontrada con LSP normales y en 
otras mayor. Se sabe, por otra parte, que e:<iste un 
deterioro progresivo en el estado de salud general de la 
paciente a medica que el cancer avan=a. Cabe entonces 
preguntarse si este cuadro degenerativo incluye a las 
propiedades proliferativas de los LSP de las pacientes. Si 
asi fuera, esperariamos disminución progresiva en la 
respuesta proliferativa de los LSP, ante el efecto mitogénico 
de la IL-2, al aumentar el estadio de avance en el qL1e su 
enfermedad se encontrara. 

Con el fin de conocer si el estado de evolución del 
padecimiento afecta la capacidad proliferativa de los 
linfocitos de la paciente se cultivaron 1.5 x 10~ LSP de 
siete pacientes, en presencia de los sueros aut6logos , suero 
de un donador sano y Suero fetal de caballo <SFC>, usando 
como un control negativo un medio sin suero, y en presencia 
de rhIL-2. La selección de pacientes fue hecha de tal manera 
que quedaron representadas las etapas evolutivas tlpicas del 
Cáncer Cervico Uterino <Cuadro 2>. La evaluación de la 
proliieraci6n inducia por la rhlL-2 fué evaluada a los siete 
dias de iniciado el cultivo. 

Los resultados muestran que la 
se presentó en todos las casos, 

respuesta proliferativa 
excepto lógicamente, en 
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aquellos ensayos en los que se eliminó el suero <Tabla 9). 
Los valores de Nf observados fueron los esperados, seg~n lo 
demostrada en experimentos anteriores, tanto para el suero 
sano como para el SFC. Esta capacidad proliferativa de los 
LSP nos muestra, nuevamente, la potencialidad real de uso que 
este tipo de sueros tiene en cultivos Ln vltro de LSP. En 
cuanto a l¿ respuesta ante los sueros autólogos, notamos que 
en dos ocasiones los valores de Nf fueron más bajos que los 
obtenidos en los cultivos con SFC y suero sano, sin embargo 
los valores de IM nos muestran que si se presentó 
proliferación celular, aunque en uno de los casas <paciente 
Ilb) fue muy reducida, esto debido posiblemente a errores de 
manipulación. 

Por otra parte, en ninguno de los ensayos fué posible 
observar un decremento en la capacidad proliferativa, que 
fuera directamente proporcional al avance de la neoplasia. 
Asi, los valores de Nf e IM para el suero de estadio IVa (el 
m~s avanzado en nuestra prueba) que se espararla fuera el 
menor, llegaron a ser tanto o mds elevados que los 
correspondientes a sueros de estadios tempranos CTabla 9). 
Los valores mlnimos se observaron en las células de un 
paciente estadio lllb, tanto para el suero autOlogo como para 
el normal y el SFC la cual puede reflejar mAs el estado 
general de los LSP que el del estadio de la enfermedad. 

Una vez demostrado que no existe algún daFto en la 
capacidad proliferadora de los LSF' en respuesta al estimulo 
provocada por la rhIL-2 y que, además, esto no tiene relación 
can el estadio del cáncer, creimos conveniente evaluar si 
existe en el suero de· las pacientes con mayor avance de su 
enfermedad algún factor inhibidor de esta proliferación. Para 
ello se cultivaron LSP de un donador sano con rhIL-2 en 
presencia de siete sueros de pacientes con CaCu, procurando 
nuevamente que los 4 diferentes estadios de la enfermedad 
estvieran representados. Como control positivo se emplearon 
también el suero aut6logo sano y el SFC, y como control 
negativo un cultivo sin suero. Al igual que en los otros 
experimentos la evaluación de Nf e IM se efectuó a los 7 dias 
de cultivo. 

Nuevamente nuestros resultados indican que en ningún 
suero se pudo detectar actividad inhibidora de la 
proliferación de LSP inducida por la rhIL-2 <Tabla 10). En 
efecto, en este experimento obtuvimos valores muy semejantes 
de Nf e IM para todos los ensayas. Aunque sabemos que para 
generalizar nuestros resultados se tiene que ampliar el 
número de muestras, las resultados aqui expuestas indican que 
no detectamos factores inhibidores de la proliferaci6n da LSP 
en sueros de pacientes con CaCu. 
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TABLA 9 

PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES CON 
CANCER CERVICO UTERINO EN PRESENCIA DE /NTERLEUCINA 2 HUHANA 
RECOHB/NANTE CON SUEROS DE PACIENTES CON CaCu EN DIFERENTES 
ESTADOS DE EVOLUCION. 

ESTADIO 
DEL 

DONADOR 
LSP 

lb 

lb 

!lb 

llb 

Il lb 

II lb 

!Va 

s 

AUTOLOGO 

Nf IM 

450 1.9 

350 1.0 

400 1.2 

250 0.4 

200 0.4 

400 1.2 

300 0.9 

u E 

SANO 

Nf IM 

400 0.9 

450 1.5 

550 2.0 

500 1.2 

450 0.8 

500 1.1 

500 !.O 

R o 

SFC 

Nf IM 

400 0.9 

450 1.3 

400 I.O 

500 1.9 

350 (1.6 

400 0.7 

300 0.5 

LIBRE 
DE SUERO 

Nf IM 

73 o 

90 o 

75 o 

60 o 

70 o 

30 o 

20 o 

NOTA: El númQrO i.nLcLal do eólulaa (uo do 150,000. pata Lodoa 
lo• 

Nf Númoro de célulat1 a loa alel• dí.o.a do culhvo ex .1.0 1i. 

IM Jnd\ce Mi.lóLi.co. 
SFC Suoro F•la.l de Caballo. 
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TABLA 10 

PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA DE IX>NADOR SANO, 
EN PRESENCIA DE ll{TERLEUCINA 2 HUHANA RECOHBINAl{TE , CON SUEROS 
DE PACIENTES CON CARCINOHA CERVICO lffERlNO EN DIFERENTES ESTADOS 
DE EVOLUCION. 

SUERO EMPLEADO Ni Nf IM 

Ca Cu Ib 150 400 0.9 

Ca Cu lb 150 450 1.0 

Ca Cu IIb 150 550 2.0 

CaCu !lb 150 500 1.2 

Ca Cu l l 1 b 150 450 o.e 

Ca Cu Ilib 150 500 l. 1 

Ca Cu !Va 150 500 1.0 

SANO <AUTOLOGO) 150 550 1.4 

SFC-E 150 450 0.7 

LIBRE DE SUERO 150 145 o.o 

Ni Núm•ro i.nici.ol d• célule18 O< tO.ll 

Nf NÚrnQrO d• célul..:ia a. loa ? d(<1Q d• cultivo '" 10'1 

lM Jndice WLLót.i.co 

SFC-E suero F•Lol de caballo tole E. 



DISCUSION DE RESULTADOS 

Resulta notable el grada de avance que la lnmunologia ha 
alcanzado en décadas recientes y la sólida vinculación que se 
ha establecido con diversas ramas de la actividad cient1fica. 
Gracias a estas relaciones la posibilidad de aplicaciones se 
ha extendido al campo de la salud, dentro del cual se abren 
nuevas perspectivas terapéuticas para enfermedades tan 
terribles como lo es el cAncer. Una de estas aplicaciones es 
en la Inmunoterapia Adoptiva, cuya factibilidad aplicativa se 
basa en la potencialidad de ataque de células 
inmunocompetentes contra células malignas, probablemente 
mediante el reconocimiento de antlgenos tumorales que se 
expresan sobre la membrana superficial de éstas. 

Dentro de los diversos tipos de cáncer que se conocen 
existe uno de gran importancia en nuestro pais, ya que es el 
de mayor incidencia en la población femenina, y causa de gran 
número de defunciones por a~o; el Cáncer Cérvico Uterino 
<CaCu). Como este tipo de cáncer ha demostrado ser resistgnle 
a las diferentes formas de terapia existentes hoy en dla, la 
aplicación de la inmunoterapia adoptiva representarla para 
las enfermas que lo padecen una nueva oportunidad de 
tratamienmto. Evidentemente la aplicación de este tipo 
novedoso de terapia para el CaCu requiere de conocimientos 
previos acerca del estado y la potencialidad funcional de las 
células inmunológicas involucradas, a saber, la familia de 
células linfoides. 

Los linfocitos intervienen de manera esencial en la 
respuesta de defensa del organismo contra cuerpos extraNos, 
contra células da~adas o infectadas y probablemente contra 
células transformadas. Sin embargo, aunque existiera un 
reconocimiento de células transformadas por el sistema inmune 
resulta evidente la incapacidad que este manifiesta para la 
eliminación de aquellas que forman las masas tumorales in 
vivo. 

La razón que explique satisfactoriamente la ineficiencia 
de este sistema de defensa natural en contra de los tumores 
malignos, no se ha establecido con seguridad. Se hipotetiza 
entre muchas otras posibilidades la secreción al torrente 
sanguineo por parte de las células transformadas, de un 
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factor inhibidor de la proliferación de los linfocitos. La 
potencialidad proliferativa de los linfocitos contenidos en 
los LSP ante el estimulo con IL-2,. ha <?jfdo observada en 
cultivos in vi tro desde hace 1 argo tiempo • Sin embargo, 
tal potencialidad en los LSP de pacientes que sufren una 
enfermedad del tipo del CaCu se ha puesto en duda, ya que 
existe la posibilidad de que la serie de procesos 
involucrados en el desarrollo de la neoplasia, traiga como 
consecuencia un daKo a nivel celular que produzca 
deficiencias en el reconocimiento de la IL-2

1 
lo que a su vez 

limita el proceso proliferador de los LSP<.1
®. 

Por otra parte, también se considera la e~<istencia de 
posibles danos a nivel celular que imposibiliten la 
activación a la proliferación de los linfocitos mediada por 
la IL-2, y por tanto bloqueen su participación en los eventos 
tendientes a la eliminación del proceso maligno<s.OO>. 

En este trabajo se presentan evidencias que invalidan 
las dos hipótesis anteriormente descritas, ya que en general 
los resultados muestran que en el suero de las pacientes con 
CaCu no se detectó algún factor que inhiba la proliferación 
de linfocitos de sangre periférica mediada por IL-2, y a su 
vez, que estas células no presentan un daNo que les impida 
responder ante la activación a la proliferación inducida por 
la molécula mencionada. Sin embargo, hay que tomar en 
consideración que nuestros resultados provienen de 
e:<perimentaci6n in vi tro y que por necesidad se tienen que 
corroborar in uluo antes de ser generalizados. 

Nuestro argumento para afirmar que no existe dario en la 
capacidad de los LSP de pacientes con CaCu para ser activados 
a proliferar en presencia de la IL-2, se basa en el hecho de 
que al realizar un cultivo de estos en presencia de sueros de 
donadores sanos, la proliferación inducida por la IL-2 estuvo 
presente" en todos los ensayos, y fue semejante a la obtenida 
con LSP de donadores normales. No dudamos que el proceso 
maligno lleve consigo una serie de transformaciones que 
pudieran afectar a los lin~ocitos y sus funciones dentro de a 
cascada de eventos desencadenados por una reacción de 
inmunidad, sin embargo según nuestros resultados esta 
afectación no parece estar en la capacidad de responder a la 
inducción mitogénica de la IL-2. 

Es conocida la presencia de anticuerpos especificas del 
sistema ABO en el suero humano dependiendo del tipo sanguinea 
de cada individuo. Aunque estos anticuerpos tienen sus 
ant1genos en los eritrocitos de individuos no compatibles y 
no los comparten con leucocitos, se han descrito otros que 
parece si reconocen ant1genos en células blancas"'>. Es por 
esta última razón que los experimentos de producción de 
células efectoras, para ser empleadas en la inmunoterapia 

56 



adoptiva del cáncer, utilizan tanta suero del mismo tipa 
sangulneo que el paciente o de tipo AB. Al utilizar este 
suero carente de anticuerpos A y B se garantiza el no 
transplantar, Junto con las células, efectoras ant!genos que 
pudieran danar los eritrocitos del paciente. 

Nuestros resultados muestran que en los sueros de 
diferentes tfpos sanguíneos no existen anticuerpos contra 
antlgenos leucocitarias que pudieran interferir en la 
actividad mitog~nica de la IL-2 en linfocitos. Esta 
observación estA basada en que la suplementación del medio de 
cultivo con sueros heterólogos trajo como consecuencia una 
visible activación a la proliferación de los LSP de las 
diferentes pacientes con CaCu semejante a la obtenida can 
sueros autólogos. En consecuencia los resultados aqui 
eHpuestos pueden apoyar el desarrollo de una técnica de 
producción de células efectoras en presencia de cualquier 
tipo de suero humano, siempre y cuando se tome la precaución 
de cambiar a un suero AB o del mismo tipo del paciente antes 
de que estas células sean inoculadas. 

Por otro lado, nuestra afirmación de que en el suero de 
las pacientes no fue detectado algún factor que inhiba la 
proliferación de LSP mediada por IL-2, está apoyada en el 
hecho de que al suplementar los medios de cultivo en los que 
se sembraron, tanto LSP de pacientes con CaCu como de 
donadores sanos, se pudo observar proliferación ante la 
presencia de rhIL-2. El hecho de no encontrar dariado el 
poder proliferador de las células en cultivo, ante la 
inducción promovida por la rhIL-2, indica que no habla en el 
medio un factor inhibidor de tal respuesta, y por tanto que 
probablemente no se encuentra en el suero de las pacientes. 

De manera general, las respuestas proliferativas más 
favorables se encontraron en los medios suplementados con los 
sueros autólogos. Esta respuesta resulta lógica pues se sabe 
que las células del organismo están continuamente en contacto 
con el suero que se encarga no únicamente de proporcionar las 
condiciones fisiológicas adecuadas, sino también de hacer 
llegar las seNales reguladoras adem~s de acarrear los 
desechos celulares. En consecuencia era de esperarse que los 
LSP no exhibieran alguna caracteristica que pudiera provocar 
una respuesta inhibitoria por la simple presencia de su 
propio suero. 

En nuestro trabajo la proliferación de las células 
sembradas no fué evaluada únicamente mediante el conteo de 
estas en función del tiempo de cultivo con la IL-2, sino que 
se evaluó la cantidad de mitosis observadas durante el mismo 
periodo. Sin embargo, en contra de lo que se esperarla, no 
siempre los más altos valeres de proliferación 
correspondieron a los mayores indices mit6ticos. Creemos qu~ 
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este fenómeno puede estar relacionado con el hecho ya 
mencionado de que las células en cultivo tienen diferentes 
propiedades de sobrevida dependiendo de la compatibilidad del 
suero uti 1 izado<SB>. Hemos también de considerar que las 
fases constitutivas de los ciclos celulares no se presentan 
de manera sincrónica en nuestras condiciones de cultivo in 
vttro Ytziue no todas las células son activables por la 
rhlL-2 • Por tal motivo, no resulta extraf'io encontrar 
que en nuestros ensayos no se haya observado un indice 
mitótico mayor al 4 7.. 

Ahora bién, tal parece que no se presenta en el suero de 
las pacientes con CaCu algún factor inhibidor de la 
proliferación de LSP, sin embargo, debe ser tomado en cuenta 
el hecho de que el proceso empleado en este trabajo para la 
realización de los cultivos in vltr-o, involucra la 
desactivación térmica de Jos sueros Ca 56°C por 30 min.), 
este proceso bién podr!a provocar la desnaturalización del 
supuesto factor inhibidor. La prueba reali=ada para detectar 
la factibilidad de la anterior idea, reveló, nuevamente, la 
ine:<istencia de tal factor, pues hubo una respuesta 
proliferativa positiva para cada uno de los diferentes LSP 
~nte los sueros ensayados. Aún más, los valores de 
proliferación v número de mitosis resultaron muy parecidos en 
sueros desactivados y no desactivados. 

No descartamos la idea de que las células tumorales sean 
capaces de producir factores inhibidores de la función inmune 
de los linfocitos, asi mismo, consideramos posible que la 
secreción a nivel local provea a las masas tumorales de un 
medio circundante altamente concentrado de estos factores, 
tales cantidades podr1an bloquear la funcionalidad 
linfocltica, sin embargo creemos posible que las 
concentraciones a nivel sangu!neo no son las suficientes para 
lograr semejante inhibición. 

Por otra parte, un aspecto más a discutir es la 
posibilidad de encontrar daf'ios celulares en los LSF' de 
pacientes con un mayor grado de avance en su eniermedad, o 
bién de presentarse en su suero algün factor inhibidor de la 
proliferacion de estos en cantidades biológicamente activas. 
Las anteriores suposiciones están basadas en el hecho de que 
a medida que avanza el cancer, se presenta en las pacientes 
un agotamiento general y una di~icultad creciente para la 
realización de las funciones corporales normales, esto podrla 
hacer pensar que también algunas de las iunciones de los LSP 
se han visto afectadas , por ejemplo la capacidad de 
proliferación ante el estimulo por IL-2. Ademas, resulta 
lógico pensar que si las células malignas secretan un factor 
inhibidor de la proliferación de los LSP, un mayor nOmero de 
ellas producirá una concentración más elevada del supuesto 
tactor, aumentando asi su nivel en sangre y adquiriendo la 
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capacidad de bloquear a los LSP. 

Los resultados obtenidos mostraron que la proliferación, 
mediada por la rhIL-2, en los LSP de las pacientes con c~ncer 
en estados más avanzados fué igual o hasta superior, en 
algunos casos, a la observada para los LSP de pacientes con 
cancer en estadios tempranos. Esto nos hace suponer que el 
cuadro cl1nico presentado por las pacientes no involucra 
da~os a nivel de la función proliferadora de los LSP. Por 
otro lado, y en cuanto a la presencia de cantidades 
biológicamente activas de algún factor inhibidor de la 
proliferación de LSP, secretado por las células malignas, les 
resultados obtenidos mostraron que aún en los estadios 
provados m~s avan=ados ocurrió una respuesta proliferativa 
positiva ante la presencia de la rhlL-2. 

Hemos discutido acerca de la potencialidad funcional de 
los LSP de pacientes con CaCu, sabemos ahora que no sufren de 
algún da~o que les impida proliferar, ante el estimulo de la 
rhlL-2. Sabemos, también, que el suero de estas pacientes no 
contiene, o por lo menos no en cantidades biológicamente 
activas, algún factor que inhiba tal proliferación. De tal 
forma, la situación resulta alentadora, pues abre la 
posibilidad de aplicación futura en inmunoterapia de los LSP 
de esta clase de pacientes oncol6gicas. 

El primer paso para la aplicación de la inmunoterapia, 
es la proliferación ln uítro de células linfoclticas de la 
paciente con CaCu, para esto debe tom~rsele una muestra 
sanguínea, de la cual se obtendrán tanto las células 
mencionadas como suero. Debemos entonces considerar que el 
estado general de estas pacientes es deplorable y no es 
recomendable e:ttraer ·sangre varias veces (posibilidad 
contemplada para la obtención de cantidades adecuadas de 
suero para suplementar los cultivos celulares). Adem~s, es 
importante mencionar que existe dificultad para la obtención 
de sueros humanos de donadores sanos , por lo tanto es 
necesario conocer si es posible la utilización de sueros no 
humanos en esta fase proliferativa de las células 
linfoc1ticas. La prueba reali=ada con este fin demuestra que 
los sueros de origen fetal de caballo son adecuados para la 
sumplementacion de medios proliferadores de LSP. Sin 
embar90, bas~ndonos en los datos reportados, nos damos cuenta 
de que algunos lotes de suero producen mayores niveles de 
proliferación que otros. Este hecho es debido a la 
heterogeneidad de elementos que conforman los diferentes 
lotes de suero. A pesar de esto, una ensayo sencillo de 
proliferación ,en presencia tanto de IL-2 como de los lotes 
de suero a probar, pueden proveernos de un buen suplemento 
para los medios de cultivo empleados en la multiplicación de 
liniocitos, y salvar asi la dificultad que representa la 
obtención de sueros humanos. 
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No debe pasar desapercibido el hecho de que el suero 
fetal de caballo debe ser oportunamente substituido por suero 
autólogo en los cultivos terminales a ser empleados en 
inmunoterapia. Esto debe hacerse antes de llegar al periodo 
en que los LSP proliferados y activados especificamente 
deber~n ser transfundidos a la paciente de origen, de no ser 
asi se dese~cadenarian una serie de reacciones de rechazo 
hacia los antigenos presentes en el suero extra~o, que le 
acarrearian aan mas problemas de salud. 

60 



CONCLUSIONES 

Las conclusiones a las que hemos llegado mediante la 
realización de este trabajo son las siguientes: 

-No existe da~o a nivel celular en los LSP de pacientes con 
CaCu, que les impida responder ante el estimulo 
prolifer•tivo de la rhIL-2 en cultivos (n vitro. 

-La capacidad proliferativa de los LSP de pacientes con CaCu, 
~nte el estimulo de la rhIL-2, no se ve modificada al 
avanzar el c~ncer. 

-No detectamos la presencia de algún ~actor inhibidor de la 
proliferación de los LSP, inducida por rhIL-2, en el suero 
de pacientes con CaCu aun en los estadios mAs avanzados. 

-Es posible la obtención ín u(tro de poblaciones clonales de 
LSP de pacientes con CaCu utilizando medios de cultivo 
suplementados con suero humano autólogo, heterólogo sano o 
suero fetal de caballo. 
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APENDICE !. 

APENDICES 

PREPARACION DEL MEDID DE CULTIVO 
EAGLE MEDIUM (E.M.> 

Se mide un volumen de agua bidestilada 57. menor al 
volumen de media total deseada, utilizando para ello dos 
matraces. Se adicionan 13.4 g/l de E.M. en polvo <Dulbecco•s 
Modified Eagle's Medium, Sigma, U.S.A.> agitándose 
suavemente, se agregan 3.7g de Bicarbonato de Sodio, 100 U/ml 
de Penicilina y100 U/ml de Estreptomicina. Se completa el 
volumen deseado con agua bidestilada, se ajusta el pH entre 
0.2 y 0.3 menos del ideal, que es de 7.2, empleando para 
esto Acido Clorhldrico diluido y se esteriliza por filtración 
con membrana de poro de 0.22 micras 

COHPOSICION DEL HEDIO HINIHO ESENCIAL DE EAGLE. 

Ami.nodcidos 

L-arginina 
L-cistina 
L-glutamina 
Glicina 
L-histidina HCl, H O 
L-isoleucina 
L-leucina 
L-lisina, HCI 
L-metionina 
L-fenilalanina 
L-serina 
L-treonina 
L-triptofano 
L-tirosina (sal dis6dica> 
L-valina 

Concentración 
C-/U 

84.00 
62.57 

584.00 
30.00 
42.00 

105.00 
105.00 
146.00 
30.00 
66.00 
42.00 
95.00 
16.00 

104.20 
94.00 
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Vi. taminas 

D-Ca Pantotenato 
Cloruro de Colina 

·Ac:ido F6lic:o 
Inositol 
Nicotinamida 
Piridoxal 
Riboflavina 
Tiamina 

Sales lnortJdni.cas 

Cloruro de Calcio Anhidro 
Nitrato de Hierro 111 nonhidratado 
Cloruro de Potasio 
Sulfato de Magnesio anhidro 
Cloruro de Sodio 
Fosfato Monosódico monohidratado 

Otros Compuestos 

L-glucosa 
Rojo Fenal 

APENDICE ;1. 

PREPARACIDN DE FICOLL-PAOUE 

4.00 
4.00 
7.20 
7.20 
4.00 
4.00 
0.40 
4.00 

200.00 
0.10 

400.00 
97.67 

6400.00 
125.00 

4500.00 
15.00 

La preparación de Ficoll para llevar a cabo la 
separación de c~lulas mcnonucleadas por medio de un gradiente 
de densidad se reali~a de la siguiente manera: Se prepara 
una solución de Ficoll <Ficoll 400, Farmacia Fine Chemicals, 
Suiza) al 9% en agua destilada. De esta solución se toman 
24ml y son mezclados con lOml de una solución Hypaque 
!Winthrop Produc:ts, U.S.A.l al 34% en agua destilada. Estas 
dos soluciones se mezclan perfectamente, obteniendo asi una 
densidad final de 1.07 g/ml. La esterilización de esta 
solución se lleva a cabo por medio de autoclave a 10 libras 
de presión durante 15 minutos. 
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APENDlCE ~ 

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO 
RPMl - 1640 

Se mide un 901. del volumen final requerido de agua 
destilada y desionizada y se coloca en un recipiente de 
tamano lo más cercano posible a la medida del volumen final a 
preparar. La temperatura del agua debe ser de 15-20ÑC• Bajo 
agitación lenta y constante se adiciona el RPMI-1640 
IRPMI-1640 MEDlUM, Sigma, U.S.A.) hasta su disolución, no 
debe aplicarse calor al agua. Con un volumen menor al 5% del 
volumen total de agua se enjuaga el paquete que conten1a el 
Medio en polvo para remover cualquier traza de este que 
hubiera quedado adherido y se adiciona al recipi.crite. 

A la solución obtenida se le adicionan 2.og de 
Bicarbonato de Sodio o 26.7ml de solución de Bicarbonato de 
Sodio al 75% por cada litro de volumen final de Medio a 
prepararse. El medio en su presentaci6n comercial contiene 
ya el amino.\cido L-glutamina, sin embargo, el cultivo de 
células linfoides requiere de una mayor concentraci6n de 
este. Por tal motivo, en esta etapa de la preparación se 
adiciona L-glutamina (Sigma, U.S.A> en una concentración 2mM. 
La agitación es útil para la total disolución de 
estos compuestos. 

Se ajusta la solución a pH 7.2-7.4 a 20ÑC usando, para 
este fin, una solución concentrada de Hidróxido de Sodio. Se 
adiciona la cantidad de agua requerida para completar el 
volumen final y se esteriliza la solución filtr~ndola con 
membranas de poro de 0.22 micras. 

COHPOSICION DE:L RPNI-1640 

Sales 1 norttdnicas 

Nitrato de Calcio 4H O 
Sulfato de Magnesio anhidro 
Cloruro de Sodio 
Fosfato DibAsico de Sodio anhidro 

Con.cent rae ión 
(tf/L) 

o. too 
0.04884 
b.O 
o.e 
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Amlnod~tdos 

L-arginina 
L-asparagina 
L-ácido aspArtico 
L-cistina 2HC1 
L-Acido glutamico 
L-glutamina 
Glicina 
L-histidina 
L-hidroxiprolina 
L-isoleucina 
L-leucina 
L-lisina HCl 
L-metionina 
L--fenilalAnina 
L-prolin;a 
L-serina 
L-treonina 
L-triptofano 
L-tirosina 
L-valina 

VI'. ta.minas 

D-biotina 
Cloruro de Colina 
Acido Fólico 
Myo-lnositol 
Niacinamida 
Acido p-Amino Benzóico 
Acido D-Pantoténico 
Piridoxina HCl 
Riboflavina 
Tiamina HCl 
Vitamina B-12 

Otros 

O-glucosa 
Glutation Reducido 
HE PES 
Rojo Fenal 

0.2 
o.oso 
0.20 
0.06S2 
0.02 
0.300 
0.010 
O.OIS 
0.020 
o.oso 
0.050 
0.040 
O.OlS 
O.OIS 
0.020 
0.030 
0.020 
0.005 
0.02883 
0.020 

(1.0002 
0.003 
0.001 
0.03S 
0.001 
0.001 
o.0002s 
0.001 
0.0002 
0.001 
0.00(1005 

2.(100 
O.C>OI 
5.958 
0.0053 

et 



APEND!CE i 

INDICE MITOTICO 

El cálculo del Indice Hitótico se lleva a cabo mediante 
la aplicación de la siguiente fórmula: 

donde: I .H 
NCd 
NCt 

NCd 
I .H X 100 

NCt 

Indice Mi t6tic:o. 
Número de Células en división. 
N~mero de Células total. 

92 
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