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RESUMEN 

Actualmente, gracias a la Inmunología Tumoral se han 
hecho estudios encaminados al reconocimiento y lisis de 
células tumorales por parte de los linfocitos de sangre 
periférica. Asimismo, aprovechando el potencial mi togénico 
de algunas citocinas como lo es la Interleucina-2 (IL-2) y 
con ayuda de métodos de ce-cultivo in vitro, se han logrado 
obtener poblaciones linfocitarias reactivas específicamente 
a células tumorales en una gran proporción, útiles para ser 
aplicadas como terapia (Inmunoterapia Adoptiva). 

El presente trabajo se efectuó con la finalidad de 
establecer un método in vitro de sensibilización de 
linfocitos de sangre periférica (LSP) de donadores normales 
contra células provenientes de tumores de cáncer cérvico
uterino (CaCu). Para ello se establecieron ce-cultivos de 
LSP de donadores sanos con células de cinco estirpes 
tumorales de cacu (CALO, T3,. CRHE, GEPE e INBL) y una 
estirpe normal de cérvix (EN0-1) durante dos 
sensibilizaciones de siete días cada una, tanto en presencia 
como en ausencia de interleucina-2 recombinante humana 
(IL-2rh). 

Las estirpes celulares establecidas mostraron dos formas 
diferentes (típica epitelial y fibroblástica), no obstante 
fue corroborado su origen epitelial debido a que todas ellas 
fueron positivas a la expresión de la proteína desmogleína-1 
(DG-1); proteína característica de las células epiteliales. 
Además se observó una relación inversa en la expresión de la 
proteína DG-1 con respecto al estadio clínico de los tumores 
estudiados. 

Se determinaron los parámetros cinéticos de cada estirpe 
celular, observándose entre éstos gran variabilidad tanto en 
tiempo de latencia (3-20 hrs), tiempo de duplicación celular 
(19-129 hrs) y densidad de saturación (15 000-300 000 
cel/cm ). Las estirpes de morfología epitelial proliferaron 
más rápidamente, asimismo su densidad de saturación fue 
mayor que el de las estirpes con morfología fibroblástica. 
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Al evaluar la citotoxicidad de los LSP mediante ensayos 
de exclusión con azul tripano, se obtuvo que los linfocitos 
presensibilizados con las células tumorales mostraron mayor 
citotoxicidad sobre las células tumorales que los LSP no 
sensibilizados, además la citotoxicidad de los linfocitos 
sensibilizados en presencia de IL-2rh fue aún 
significativamente mayor que éstas, y muy semejante a la 
producida por linfocitos activados sólo con IL-2rh. Los 
linfocitos sensibilizados con células de EN0-1 no mostraron 
un efecto citotóxico significativo sobre esta estirpe. 

Finalmente, las poblaciones de linfocitos 
presensibilizadas con las estirpes celulares de Cacu de 
estadios clínicos menos avanzados en presencia de IL-2rh, 
mostraron mayor efectividad de lisis sobre una línea de 
carcinoma de laringe (HEP), que la de los linfocitos 
sensibilizados con estirpes de cacu de mayor estadio 
clínico. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, se concluye que 
los LSP por sí solos tienen actividad citotóxica sobre las 
células tumorales y que ésta se ve incrementada 
significativamente al estimularlas con células tumorales e 
IL-2rh, asimismo es posible que los tumores de cacu de 
estadio clínico más avanzado sean más inmunogénicos, y que 
poblaciones linfocitarias de donadores sanos 
histocompatibles a las células tumorales que tengan la 
capacidad de reconocer antígenos sobre éstas, puedan 
funcionar como células efectoras con probable aplicación 
terapéutica. 
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INTRODUCCION 

En la actualidad se han logrado importantes avances en la 
terapia del cáncer con técnicas bien establecidas corno son 
la radioterapia, la quimioterapia, la terrnoterapia y la 
cirugia, no obstante estos métodos no han resultado ser 
siempre muy efectivos. Este hecho ha dado corno resultado el 
surgimiento de nuevas áreas de investigación en la búsqueda 
de mejores tratamientos. 

Una nueva área de investigación denominada Inrnunologia 
Tumoral se encarga de estudiar las complejas interacciones 
entre el húesped y el tumor, vislumbrando los posibles 
mecanismos inmunológicos para llevar a cabo una respuesta de 
rechazo. En los últimos años el entusiasmo en este campo de 
investigación ha crecido, ya que por medio de técnicas 
inmunológicas que involucran la generacion de células 
efectoras contra tumores, se ha podido obtener un número 
suficientemente grande de linfocitos activados que 
reaccionan y destruyen células tumorales. 

Los métodos para obtener este tipo de células reactivas 
hasta el momento son básicamente dos; uno de ellos comprende 
la proliferación de linfocitos ex vivo para su posterior 
administración a los pacientes (Inmunoterapia Adoptiva), y 

· el segundo comprende el uso de agentes inrnunoestirnulantes 
corno lo es la interleucina-2 ( IL-2) que hace proliferar 
células inrnunocornpetentes in vitre con las cuales se han 
logrado obtener buenos resultados. 

El presente trabajo fue realizado con la finalidad de 
estudiar la citotoxicidad in vitre de linfocitos de sangre 
periférica (LSP) de donadores normales, sobre la 
proliferación de estirpes celulares derivadas de tumores de 
cáncer cérvico-uterino, mediante previa sensibilización de 
los LSP con las células tumorales en presencia de 
interleucina-2 recornbinante humana. 
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MARCO TEORICO 

CULTIVO DE TEJIDOS 

Una de las formas de llegar a entender los procesos de 
transformación neoplásica, es mediante el estudio del 
comportamiento de las células tumorales in vitre (1). 

La técnica de cultive de tejidos desde su inicio, a 
principios del siglo XIX, ha tenido a través del 
tiempo un sinnúmero de modificaciones e 
implementaciones, con el objetivo de establecer el 
crecimiento, desarrollo y proliferación celular. 

A principios del siglo XIX Schwan describe a las células 
como entes embebidas en material nutritivo llamado 
citoblastoma (2). 

Más tarde Claude Bernard en 1878 demostró la importancia 
del medio interno al estudiar las propiedades de las 
células y los factores que afectan su supervivencia (2, 3). 
El empleo de flúidos biológicos (plasma sanguíneo, 
suero, exhudados y extractos de órganos y tejidos) por 
Wilhelm Roux en 1885, F Dvon Recklinghausen en 1886, 
Arnold en 1887 y Ljunggren en 1898, dieron la pauta para 
mantener células fuera del organismo durante un tiempo 
prolongado (4, 5). 

Posteriormente, en 1911 Baker y Carrel observaron que 
tejido de embrión de pollo sobrevivía en solución de 
Lockes suplementada con algunos aminoácidos. En 1926 
estudios más detallados permitieron dar a conocer que 
peptonas, y otros derivados de la degradación de proteínas 
al ser suplementados con suero y plasma, proveían 
nutrimentos esenciales para las células. Estos hechos 
fueron apoyados por Vogelaar y Erlichman en 1933 (5). 
Fisher en 1940, empleando plasma, suero y extracto de 
embrión dializado obtuvo mejores resultados (3). El 
primer dato que se tiene acerca de la fabricación de 
medios de composición conocida, fue el reportado por White 
en 1946 (6). Sin embargo, Margan, Morton y Parker en 
1950 describen estos medios enriquecidos con 
vitaminas, aminoácidos esenciales, ácidos nucléicos y 
factores de crecimiento adicionales para promover 
continuamente la proliferación celular (7). 

De esta forma, a partir de 1958 se empiezan a fabricar 
medios de cultivo definidos, lo que permitió el 
establecimiento de cultivos a largo plazo 
proporcionando poblaciones celulares relativamente 
estables y homogéneas (8, 9). 

El suero como suplemento en los medios de cultivo 
es un elemento indispensable para mantener el crecimiento 
de las células in vitre, sin embargo debido a su naturaleza 
compleja, ya que está constituido por una gran cantidad 
de factores de crecimiento, de transporte, de anclaje, 
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y hormonas, los medios en los cuales se usa suero como 
suplemento no pueden considerarse "completamente 
definidos" (6). Sato y sus colaboradores en 1982 
determinaron la importancia de las hormonas en el 
cultivo de tejidos glandulares, lo que condujo a crear 
medios suplementados con hormonas y de esta manera eliminar 
eventualmente la "caja negra" que representaba el uso 
del suero (10). La principal ventaja de estos medios 
libres de suero, ha sido su selectividad para llevar a 
cabo el crecimiento de tipos de células específicos y 
prevenir el crecimiento de otros tipos celulares (11). 

Por otra parte, se han considerado las 
características que presentan los diferentes tipos 
celulares y sus requerimentos para hacerlos proliferar in 
vitre; en este contexto varios métodos han sido 
implementados para hacer proliferar ciertos tipos de células 
epiteliales como los queratinocitos, epitelio de 
glándulas mamarias, epitelio bronquial, epitelio de 
próstata y epitelio cervical, entre otros. En dichos 
métodos, se han requerido condiciones especiales como 
son sustratos alimenticios (que consisten en capas de 
células inactivas), medios condicionados con factores de 
crecimiento especifico (como el factor de crecimiento de 
células epiteliales) y suplementos especiales (12). 

Los trabajos pioneros para establecer las 
condiciones necesarias para el crecimiento de células in 
vitre fueron hechos por Ham a partir de 1965 basándose en 
los estudios de Lewis y Warren (13), de tal manera que 
en la actualidad las condiciones apropiadas para el 
crecimiento de células in vitre en especial las células 
epiteliales deben cumplir con los siguientes requisitos: 
a) Medio Basal Nutritivo. El cual debe contener sales 
inorgánicas (incluyendo elementos traza), aminoácidos 
esenciales y no esenciales, vitaminas, azúcares, 
lipidos, purinas, pirimidinas, y poliaminas (14). 
b) Suplementos del Medio. 

Estos consisten en: 
Componentes del suero, extractos de tejido, metales 

traza y nutrimentos especiales. El suero (plasmático y 
fetal) ha sido ampliamente usado para promover el 
crecimiento celular in vitre (15-17). 

Factores de crecimiento para células epiteliales. En 
términos generales estos incluyen hormonas y factores 
de crecimiento polipeptidico (18). Entre los más 
empleados estan, el Factor de crecimiento Epidermal (FCE) 
que al ser combinado con el Factor de Crecimiento Derivado 
de Plaquetas (FCDP) aumenta grandemente la proliferación 
celular, y los Factores de Crecimiento Transformante 
alfa y beta (FCT) que juegan un papel importante en el 
control de la proliferación local de las células 
normales y neoplásicas (19-21). 

La insulina también es requerida en el crecimiento de 
varios tipos celulares in vitre, se ha determinado que 
su principal acción es la de inducir cambios metabólicos 

5 



tales como incremento en el transporte de hexosa, 
síntesis de glucógeno, antilipólisis, transporte de 
aminoácidos, síntesis de proteínas y transporte de Mg++, 
ca++, Na+, y K+. Además en algunos cultivos induce la 
proliferación celular, por ejemplo cuando es adicionada 
junto con otros factores de crecimiento como 
dexametasona o hidrocortisona tiene un efecto sinérgico 
en la proliferación celular. Para llevar a cabo sus 
funciones, la insulina se une a receptores específicos de 
membrana que poseen actividad tirosina quinasa y capacidad 
de autofosforilación (22). 

otros factores de crecimiento con actividad 
semejante a insulina (FCI) han sido identificados, se han 
reconocido dos FCI-I y FCI-II y se les atribuye el 90% de 
la capacidad mitogénica del suero, estos actúan 
sinérgicamente con otros factores para promover el 
crecimiento celular (23). 

La vitamina A es un derivado del ácido retinoico, y 
se le atribuye un papel importante en el control de la 
proliferación y diferenciación de células epiteliales (24-
25). 

Componentes Solubles de Matriz. Varios componentes 
solubilizados de la matriz extracelular son indispensables 
para facilitar la adherencia, la extensión y crecimiento 
de células epiteliales sobre la superficie de la caja de 
cultivo. Por ejemplo la laminina y fibronectina pueden 
ser adicionadas al medio de cultivo para facilitar el 
crecimiento de células epiteliales. La laminina y 
fibronectina son mitogénicos y actúan sinégicamente con 
otros factores de crecimiento (26). 
c) Sustratos de soporte. se han diseñado varios sustratos 
para soportar el crecimiento de células epiteliales in 
vitro entre estos destacan la colágena, fibronectina, 
laminina y condronectina así como componentes del suero 
como la vitronectina, factor de expansión del suero, 
epibolina y fetuina y otras proteínas adhesivas (26-
27). 
d) Variables Controladas. Dentro de estas podemos 
encontrar: 

La concentración de gases disueltos en el medio de 
cultivo (o2 y co2), (28). 

Variables fisicoquimicas tal como la temperatura ( 37 
ºC), pH (6.8-7.2), osmolaridad (260-320 mOsm/kg), 
potencial redox, y un sistema amortiguador en el medio de 
cultivo (17). 

Humedad saturante en el medio de cultivo (28). 
El uso de antibióticos como penicilina y estreptomicina 

(28). 
Finalmente las técnicas de 

durante el cultivo y subcultivo (28). 
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PARAMETROS CELULARES 

Mediante el uso de la técnica de cultivo de teji~os, 
se han logrado obtener células aisladas del organismo 
y llevar su cultivo durante tiempo prolongado a tavés de 
varias generaciones. No obstante, se ha observado que tanto 
en tejidos normales como en tumorales existen posibles 
cambios en el número cromosómico durante las diferentes 
resiembras o pasajes, independientemente del tiempo de 
doblaje y tejido de origen. Esto ha conducido a clasificar 
a las poblaciones celulares en base al comportamiento que 
presentan in vitre durante los diferentes subcultivos 
(29) . 

Se ha denominado cepa o estirpe celular a una población 
de células derivadas de un tejido animal subcultivado más 
de una vez in vitre y que carece de la propiedad de 
subcultivarse indefinidamente, además las células 
preservan el número cromosómico que caracteriza al 
tejido de origen. Se ha asignado el termino línea 
celular a una población de células derivadas de un 
tejido animal creciendo in vitre por subcultivos seriados y 
por períodos de tiempo indefinido, conduciendo éste al 
cambio en el número cromosómico que caracteriza a la 
fuente original, el cual puede ocurrir en cualquier 
resiembra (29). 

La variabilidad genomica constituye una importante 
consideración en los experimentos en los cuales se utilizan 
líneas celulares para el estudio de marcadores 
metabólicos y fenotípicos de las células. El uso de 
clones (poblaciones de células derivadas de una célula 
progenitora) como medida de reducción de la variabilidad 
en líneas de células heteroploides es desafortunadamente 
limitada debido a la rápida reemergencia de un intervalo de 
tipos cromosómicos entre la progenie del clon. Por lo que 
para estos estudios es conveniente el emplear células 
lo más cercanamente similares al tejido de origen, es 
decir células de las primeras resiembras (29). 

La primer línea celular proveniente de un tumor 
maligno obtenida en 1951 fue denominada HeLa (30), 
esta línea se estableció a partir de un carcinoma 
cérvico-uterino; desde entonces se han obtenido numerosas 
líneas celulares tumorales para determinar su 
comportamiento in vitre, lo que ha facilitado la 
realización de estudios encaminados a un mejor 
entendimiento de los procesos biológicos de las células 
involucradas (30). 

Por otra parte, uno de los parámetros importantes a 
determinar en cada estirpe celular es el tiempo de 
duplicación de la población celular. Desde hace más de tres 
décadas se ha tenido el interés en determinar el 
crecimiento y la historia natural de los tumores humanos in 
vivo empleando el vernier o cáliper o in vitre mediante su 
cinética de proliferación celular (31). cuando se 
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empezó a estudiar experimentalmente el crecimiento de 
tumores, se observó que en la mayoría de los casos este 
crecimiento mantenía una curva logarítmica que fue 
descrita inicialmente por Gompertz en 1956 (32); 
simultáneamente Collins estudió cuantitativamente el 
crecimiento de metástasis de pulmón no tratada y observó 
que el tiempo de doblaje permanecía constante 
manteniendo una curva exponencial (33). De aquí en 
adelante con el advenimiento de técnicas 
especializadas, como la incorporación de timidina tritiada, 
ha permitido la medición del tiempo del ciclo celular y la 
proporción de células proliferantes de un sinfín de 
lineas celulares (31). 

Estudios recientes en los cuales se han determinado 
algunos parámetros cinéticos en diferentes tumores, han 
mostrado que los tiempos de doblaje estan significativamente 
correlacionados con el tipo histológico y son dependientes 
del ciclo celular, y de la proporción de células 
proliferantes así como la tasa de generación celular (31) . 

El conocer los parámetros cinéticos de las células 
tumorales tiene importantes implicaciones clínicas y 
terapéuticas como el determinar la historia natural del 
tumor y la respuesta de este hacia ciertas terapias. 
Asimismo, los parámetros cinéticos tumorales son de 
gran valor pronóstico en el tratamiento y cura de 
varios tipos de cáncer humano (34-35). 

Considerando los aspectos anteriores, se ha postulado 
que los resultados obtenidos in vitro son de relevante 
importancia para el entendimiento de los procesos 
neoplasicos in vivo (13). 

'UNIONES INTERCELULARES 

Para que los epitelios y otros tipos celulares lleven 
a cabo su función de manera integrada, presentan uniones 
de superficie especializadas que permiten o restringen el 
paso de iones o moléculas entre las células (36). Los 
tres principales tipos de uniones son: las uniones "tight" 
(estrecho), las uniones "gap" (brecha) y los desmosomas 
(37). 

Las uniones "tight" se encuentran presentes en 
células epiteliales del cuerpo de los mamíferos para 
evitar el paso de flúidos a través de la capa celular. 
Las uniones impermeables también llamadas zonulae 
occludens, se encuentran en el lumen intestinal así 
como en el acinus pancreático (38). 

Las uniones "gap" se distribuyen a lo largo de las 
superficies laterales de las células y permiten el 
intercambio de moléculas pequeñas, las cuales ayudan a 
integrar las actividades metabólicas de todas las células en 
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los tejidos, asegurando la participación de metabolitos 
(38). 

Los desmosomas son estructuras subcelulares que unen 
a las células epiteliales y que se encuentran en los 
epitelios, en el miocardio y la aracnoides (39). La 
adhesión intercelular está mediada por el 
entrecruzamiento de las moléculas con desmosomas que se 
colocan paralelamente en las membranas plasmáticas (40-
41). Los desmosomas se anclan con filamentos intermedios que 
pueden terminar cerca o pasar a través de la submembrana 
desmosomal para ayudar a mantener la union y la 
morfología celular (42). Los desmosomas abundan en 
tejidos epiteliales estratificados expuestos a tensión 
mecánica como ocurre en el epitelio de la piel, del 
cérvix uterino, y de la vejiga, y son producidos en 
grandes cantidades durante la embriogénesis (39-40). En 
los tumores de origen epitelial que están en fase inicial 
de crecimiento, se observan desmosomas que mantienen 
unidas a las células neoplásicas; pero cuando éstas 
pierden desmosomas de manera estructural o funcional se 
separan con mayor facilidad de la masa tumoral, 
originándose así células metastásicas (43). 

Con base en el análisis por microscopia electrónica 
se han distinguido tres tipos de desmosomas: en cinturón, 
en mancha, y los hemidesmosomas (44). Los desmosomas 
en cinturón se encuentran formando una franja de 
adhesión entre célula y célula, mientras que los desmosomas 
en mancha son botones de contacto entre células, formando 
"remaches" entre las membranas de las células adyacentes. 
Se cree que este tipo de desmosomas formen parte del 
esqueleto estructural interno de la célula dándole forma y 
rigidéz. Los hemidesmosomas son morfológicamente similares 
a los desmosomas en mancha, éstos se encuentran en 
regiones de células epiteliales en contacto con la lámina 
basal, y se cree que sean las proteínas extracelulares de 
anclaje para la célula (45). 

Por otra parte, los estudios morfológicos y bioquímicos 
han demostrado que los desmosomas consisten de varias 
proteínas, organizadas en dos dominios estructural y 
funcionalmente diferentes: una placa citoplásmica y un 
centro membranal (46-50). 

La placa citoplásmica morfológicamente aparece como una 
placa discreta debajo de la membrana plasmática (48). 
Bioquimicamente esta placa está compuesta de proteínas 
no glicosiladas (las desmoplaquinas DP) con pesos 
moleculares relativamente aparentes de 250 Kilodaltones (Kd) 
(DP-I), 215 Kd (DP-II), 83 Kd (DP-III también llamada 
Plakoglobina), y de 78 Kd (DP-IV) (51). La placa 
citoplásmica es el sitio de enlace para los filamentos 
intermedios de citoqueratina y se encuentra localizada de 
manera subyacente al dominio del centro membranal (49). 

Por su parte, la composición bioquímica •del centro 
membrana! consiste en glicoproteinas (las desmogleinas 
DG) con pesos moleculares de 150 Kd (DG-I), 120 Kd/ 110 Kd 

9 



(DG-II/ DG-III), y 22 Kd (DG-IV), (4!1, 52-54). También se 
encuentra la calmodulina, con un peso de 240 Kd, que se 
copurifica con los desmosomas. Se cree que el dominio 
del centro membrana! esté involucrado en la función 
adhesiva del desmosoma, en donde el calcio se une a la 
desmogleina, dando a su vez la conformación estructural 
para la formación de los desmosomas (53-54). 

Estudios morfológicos han demostrado que los desmosomas 
se ensamblan rápidamente sobre las membranas plasmáticas 
de las células epiteliales adyacentes, bajo la 
inducción del contacto célula-célula. Además se ha 
encontrado que el ensamblaje ocurre a partir de proteínas 
existentes en el citoplasma y sobre la membrana 
plasmática, sin embargo los mecanismos que regulan la 
biosintesis de los dos dominios y su ensamblaje en el 
desmosoma bajo el contacto célula-célula son aún 
desconocidos (49-55). 

Se tiene reportado que las DP I/II son los dos 
principales componentes del dominio de la placa 
citoplasmática, mientras que el principal componente del 
dominio del centro membranal es la DG-1. La DG-1 presenta 
una microheterogeneidad antigénica, misma que se ha 
determinado mediante anticuerpos monoclonales, señalando la 
existencia de isotipos de la DG-1 que están relacionados 
con la adherencia celular (56-57). También existe la 
posibilidad de que tal microdiversidad esté dada por los 
carbohidratos que forman parte de la DG-1, o tal vez 
el epitope esté formado por el polipéptido y la porción 
glucosidica (58) . 

Se ha estudiado el mecanismo de biosisntesis y 
transporte de la DG-1 y se ha determinado que comprende 
4 estadios: la formación de un conjunto soluble de 
la proteína nuclear glucosilada DG-I en el retículo 
endoplásmico, el transporte de este grupo de proteínas 
al complejo de Golgi para su glucosilación, la 
titulación del complejo glucoprotéico hacia un grupo 
insoluble, y el transporte del grupo insoluble desde el 
Complejo de Golgi hacia la membrana plasmática. La cantidad 
de manosa unida a la DG-1 depende de la actividad del 
complejo de Golgi y se requieren 60 minutos en promedio 
para que la GD-1 sea transportada hasta la superficie 
de la membrana celular y se ensamble con otras 
proteínas para formar los desmosomas. En el trayecto 
desde el complejo de Golgi hasta la superficie de la 
membrana plasmática, se puede localizar esta molécula 
por medio de inmunofluorescencia y por microscopia 
electrónica (59-60). 
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DIFERENCIACIACION CELULAR Y CANCER 

La diferenciación celular es el proceso mediante el cual 
una célula primitiva, aún sin características funcionales 
especificas, llega a convertirse mediante una serie de 
modificaciones progresivas en una célula morfológica y 
funcionalmente especializada (61). 

Por otra parte, existe un proceso al cual se le ha 
denominado desdiferenciación que resulta de una 
profunda y persistente reorientación de los patrones del 
metabolismo, cuando éste se presenta persistentemente 
produce síntesis continua de ácidos nucléicos, de 
proteínas mitogénicas y enzimáticas y otras sustancias 
relacionadas con el crecimiento y división que 
caracteriza a las células que se dividen constantemente 
como las células tumorales (62). Este proceso está 
asociado al curso normal de la vida de todas las 
células bajo condiciones perfectamente controladas, pero 
cuando se modifica con desviaciones, reversiones o cambios 
atípicos en su biología, puede dar lugar a funciones 
patológicas, degeneración maligna o muerte celular (63-64). 

El proceso de diferenciación celular está ligado 
a la biología de todo organismo, y es fundamental en el 
mantenimiento de la vida. En un organismo adulto gran 
parte de las células están constantemente degenerándose y 
muriendo. El organismo y los tejidos para compensar esta 
pérdida, continuamente están produciendo nuevas células que 
sustituyan la función de las células que desaparecen, 
pero cuando existen expresiones orgánicas de nuevas 
formas tisulares, originadas a expensas de un grupo 
celular localizado en una área determinada de tejido, por 
aumento absoluto de las células debido a una 
multiplicación progresiva y aparentemente autónoma del 
control tisular, se da lugar a una neoplasia (65). 

Las neoplasias de acuerdo a su comportamiento 
pueden ser benignas o malignas. Las neoplasias malignas 
llamadas comúnmente cáncer, contrario a las benignas, son 
células que crecen invadiendo las estructuras y tejidos 
circundantes incluyendo vasos sanguíneos y conductos 
nerviosos; dichas células están pobremente diferenciadas, 
presentan una proliferación rápida, con altas tasas de 
mitósis y su crecimiento autónomo da lugar al proceso 
conocido como evolución del tumor y además producen 
metástasis (transferencia de la enfermedad desde un órgano 
afectado a otro, no directamente conectado con éste) , ( 66-
67) • 

El estado de diferenciación de las células cancerosas 
suele ser índice de su nivel de malignidad y grado de 
proliferación. En general, cuanto mayor sea la 
d~ferenciación, más lenta crecerá la neoplasia, y 
visceversa. Se piensa que estas propiedades se encuentran 
relacionadas con la respuesta defensiva del organismo hacia 
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la neoplasia, puesto que se postula que mientras más 
lento crece un tumor más lenta es dicha respuesta (68). 

Actualmente se trata de asociar la transformación 
maligna a diferentes factores como son los físicos 
(radiación), los quimicos (agentes carcinógenos) y los 
biológicos (virus). 

Las neoplasias asociadas a virus son pocas, siendo 
una de ellas el carcinoma cérvico-uterino. 

CANCER CERVICOUTERINO 

En la actualidad se han incrementado los 
avances en las investigaciones en el campo epidemiológico 
del cáncer cérvico-uterino (CaCu) , lo cual ha llevado a 
la aparición de nuevas hipótesis acerca de su etiología 
(69-72). Se ha discutido el papel que juega el cigarro, el 
uso de anticonceptivos, las deficiencias 
nutricionales, los factores dietéticos e higiénicos, el 
comportamiento sexual, así como la inmunosupresión asociada 
a la neoplasia (73-75). El cacu se ha asociado 
estrechamente con la etiología viral, pués ya desde 1966 
se efectuaron estudios que relacionaron a agentes 
virales con este tipo de cáncer (76-77). Entre estos 
agentes se encuentra el Papillomavirus, el Herpesviridae 
y en menor grado el Citomegalovirus (78). De la 
familia de los Papillomavirus se han clasificado más de 
60 tipos en el humano (HPV-1,HPV-60) (Human Papilloma 
Virus) de los cuales 23 han sido detectados que puedan 
infectar al hombre y a la mujer, pero los más 
frecuentemente asociados con mucosas genitales son los HPVs 
11, 16, 18 y 31 que especialmente inducen transformación 
de células epiteliales del cérvix así como las del 
cuello del útero denominadas NIC (Neoplasia 
Intraepitelial Cervical) , su etiología se ha confirmado 
mediante estudios citológicos e histológicos de 
tejidos infectados, tales como condilomas o epitelio 
cervical (79-93). 

Los Papillomavirus son virus cuya estructura está 
compuesta por una doble cadena de DNA que contiene 
aproximadamente 7800-7900 pares de bases; y son 
caracterizados por presentar un virion no envuelto, una 
cápside icosahédrica, y replicación dentro del núcleo de las 
células infectadas. El genoma viral puede dividirse en tres 
regiones: una región tardía que codifica para proteínas 
estructurales requeridas para el ensamblaje de partículas 
virales infecciosas, una región temprana que codifica para 
proteínas que juegan un papel en la replicación viral y 
tienen propiedades transformantes (oncogénicas), y una 
región región regulatoria URR (Upstream Regulatory Region) 
que se sitúa entre las regiones temprana y tardía (77). 
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En todos los papillomas la region tardía contiene dos 
grandes marcos de lectura abierta ORF (Open Reading Frames) 
designadas Ll y L2. Las regiones ORF no poseen codones de 
terminación y son potencialmente transcripcionales. Las 
proteínas derivadas de Ll y L2 no son detectadas en la 
mayoria de cánceres cervicales. Por otro lado, la región 
temprana de todos los papillomas contienen cinco diferentes 
ORF, designados como El, E2, E4, E6, y E7. Los E6/E7 han 
sido los segmentos del HPV más estudiados debido a que han 
sido implicados como genes transformantes (oncogenes) en 
HPV-16 y HPV-18 (91). 

La región E2 codifica al menos para dos proteínas 
que proveen las principales funciones regulatorias de los 
papillomavirus: la transactivación (la capacidad de 
estimular la transcripción del DNA) y la transrepresión (la 
capacidad de reprimir la transcripción del DNA). En células 
transfectadas, las proteínas derivadas de E2 aparentemente 
regulan la transcripción mediante un mecanismo de 
retroalimentación; cuando éstas se encuentran expresadas en 
grandes cantidades, el promotor E6 es reprimido. La 
represión es relevada cuando el factor de transcripción 
funcional CE II se encuentra presente. Este factor es 
funcional en líneas celulares de carcinoma humano de origen 
epitelial, pero no es funcional en keratinocitos humanos de 
prepucio (91). 

El HPV produce un gran número de proteínas regulatorias 
y toma ventaja de los factores del huésped para sostener una 
productiva infección del tejido. Cuando la replicación del 
DNA es interrumpida, la integración del DNA viral en el 
cromosoma del huésped puede resultar, en consecuencia hay 
pérdida de los RNAs que codifican para los represores y se 
desreprimen los RNAs que codifican para las proteínas E6-
E7. La multiplicación de las proteínas E6 y E7 en las capas 
basales del epitelio causa hiperproliferación de las células 
(formación de cilocitos), manifestándose clínicamente como 
neoplasia intraepitelial (NIC). Varias evidencias se tienen 
de que las proteínas E6 y E7 actúan de manera conjunta con 
otras proteínas oncogénicas (oncogenes Ha-ras, c-myc, p53, 
SV40, RB, etc) para producir la pérdida del control del 
crecimiento celular. Recientemente se ha demostrado que las 
proteínas E6 y E7 derivadas de HPVs oncogénicos se enlazan a 
productos gene supresores p53 y plOS-RB (91-93), (91). 

Los antígenos y lo(s) determinante(s) antigénico(s) 
que son compartidos por todos los Papillomavirus 
probablemente están localizados en la superficie 
interna del virion (estructura infectante del virus) y 
son disponibles como inmunógenos después de la 
fragmentación de la cápsula (94). Mediante pruebas 
inmunoquímicas que emplean suero género-específico se 
ha demostrado el patrón de distribución del antígeno de 
las partículas virales descritas en los estudios 
epidemiológicos y serológicos (96-97). Finalmente, la 
detección del ARN viral en algunos tipos de cáncer y 
líneas celulares derivadas de cacu hace sugerir que para 
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que se manifieste este cáncer debe expresarse 
continuamente el gene viral (98-99). 

Como se había mencionado anteriormente, otro de los 
virus involucrado en la carcinogénesis del cacu es el 
virus Herpes Simple tipo-2 (HSV-2) (Herpes simplex Virus) 
miembro de la familia Herpesviridae humana (99). sin embargo 
se tiene evidencia directa de que el HSV-2 tiene 
potencial oncológico para producir neoplasias en 
animales, dado que se ha observado la presencia de 
antígenos específicos del virus en la membrana de células 
de tumores cervicales en estos animales (100-101). La 
mayoría de los estudios actuales consideran que el HPV es 
el principal agente etiológico del cacu, además se ha 
propuesto un papel sinergistico del HSV con el HPV en el 
desarrollo de la neoplasia (102). 

En conclusión existen evidencias moleculares, como 
es la presencia de antígenos virales (HPV y HSV) , 
que apoyan la hipótesis de que muchos companeros 
sexuales y una edad temprana de actividad sexual, son 
factores que pueden contribuir al desarrollo de una 
neoplasia cervical debido a que el paciente está expuesto 
a múltiples infecciones genitales. Se ha demostrado que los 
virus implicados alteran el comportamiento celular mediante 
la activación de genes celulares por mutación o 
carcinogénesis de manera similar a la carcinogénesis por 
sustancias químicas (103). Por otro lado, es conocido 
también el papel que juega el sistema inmune en la 
lucha de las infecciones producidas por virus. De tal 
manera, se ha puesto gran énfasis en el estudio de la 
interacción existente entre varios tipos de células 
efectoras como los linfocitos, macrófagos y células 
asesinas naturales o NK (Natural Killer) entre otras, que 
intervienen en el rechazo de las infecciones virales (Fiq. 
1). 

INMUNOLOGIA TUMORAL 
1 

a) Sistema Inmune 
Actualmente, aún se debate acerca de los 

acontecimientos celulares que ocurren en el cáncer, así 
como los mecanismos inmunológicos para llevar a cabo su 
rechazo. 

Se conocen principalmente dos mecanismos inmunológicos 
para destruir al tumor, uno es innato y el otro es 
adaptativo. El sistema innato (Fiq. 2) formado 
principalmente por células fagocitarias: monocitos
macrófagos así como neutrófilos polimorfonucleares, 
que junto con las células asesinas naturales destruyen 
antígenos y células tumorales de manera inespecifica. 
Todas la células que forman parte de este sistema tienen 
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IN~"LAMATORIA 

FIGURA l. ACCION DEL SISTEMA INMUNE 
SOBRE INFECCIONES VIRALES. 

Las linfocinas act.ivan a los macrófagos 
y a las células NK. Los macrofagos acti 
vados, localmente producen componentes
del complemento, los cuales están invo

POLIMOR~"ONUCLEAR 

LINFOCINAS 

lucrados en el desarrollo de la respuesta inflamatoria. C3a es citolítica y quimotáctica para neu 
trórilos, mi.entras que C3b induce la liberación de enzimas por el macróCago. Las células K son ar 
madas por anticuerpos provenientes de células B específicas a tumores. Tomada ,fo ref. ( 104). 
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CE LULA 
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NATURAL 

NEUTROFILO POLil40RFONUCLEAR 

MACROFAGO ACTIVADO 

FIGURA 2. CELULAS PARTICIPANTES EN LA INMUNIDAD NATURAL O INNATA Y SUS MECANISMOS 
DE ACCION. La inmunidad natural es mediada por macrófagos activados, neutrófilos 
y células NK. Su acción puede ser citolítica, causando la lisis del antígeno o ci 
tostática, inhibiendo su crecimiento. Este tipo de inmunidad no requiere anticucr 
pos y no actúa sobre antígenos específicos. Tomada Je ref. (104). -
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su origen en la médula ósea y atacan a los agentes extraños 
mediante lisis (citólisis), o inhibiendo su crecimiento 
(citótaxis), (104). 

Cuando el sistema innato fracasa en su intento por 
detener la invasion de los antígenos o de la 
proliferación de las células tumorales, se pone en marcha 
el sistema inmune adaptativo (Fig. 3) caracterizado por la 
especificidad celular y generación de memoria para 
contrarrestar el efecto en un segundo ataque. La 
especificidad se basa en la generación de anticuerpos por 
parte de los 1 infoci tos B (respuesta inmune humoral) o 
mediante el ataque lítico efectuado por los linfocitos T 
por medio de secreciones y moléculas con gran 
potencial lítico (inmunidad celular). Los linfocitos T 
constituidos por varias subpoblaciones contribuyen a 
modular la respuesta celular, ya sea amplificando o 
suprimiendo la respuesta. Las linfocinas son sereciones 
celulares que tienen gran importancia en la modulación de la 
respuesta inmune (105-111). 

La interleucina-2, también conocida corno factor de 
crecimiento de células T fue primeramente descrita corno una 
linfocina capáz de promover el crecimiento a largo plazo 
in vitre de células T activadas con antígenos y/o 
mitógenos (112-114). Actualmente es una de las 
linfocinas de gran uso en la proliferación de 
linfocitos T aplicables en inmunoterapia (115-120). 

b) Estructuras 
reconocimiento 

de 
tumoral. 

membrana involucradas en el 

A principios del siglo, durante los primeros estudios 
llevados a cabo sobre el transplante de tumores en 
ratones, se observó que las células tumorales expresaban 
antígenos no detectables, en comparacion a células no 
malignas, y además de que el sistema inmune del receptor 
era capaz de responder a esos antígenos. Aunque en las 
últimas dos décadas ha habido un gran progreso acerca del 
reconocimiento de antígenos tumorales, los mecanismos 
involucrados en el control del crecimiento tumoral y en el 
desarrollo del tumor aún no han sido resueltos (121). 

En los últimos años, se ha realizado una gran 
cantidad de experimentos con el fin de dilucidar la 
respuesta del huésped hacia el tumor, esta respuesta 
ha sido detectada por medio de reacciones de piel del 
tipo de hipersensibilidad tardía, inhibición de la 
migración de leucocitos in vitre, estirnulación de linfocitos 
y citotoxicidad mediada por linfocitos (112). 

Dos importantes descubrimientos en las últimas dos 
décadas han conducido a nuevos conceptos en la inmunología 
celular. El primero establece la participación de 
productos genéticos del Cornplej o Mayor de 
Histocornpatibilidad (CMH) en la interacción entre 
efectores y células blanco; el segundo ha revelado 
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FIGURA 3. ESQUEMA DE LA INMUNIDAD ADAPTATIVA O MEDIADA POR CELULAS. 
La respuesta inmune mediada por células sigue la presentación del an
tfgeno y activación de las células T. La activación es regulada por 
células supreso·'.'a.S y auxiliares. Ciertas células T (células activadas 
por el macrófago) elaboran linfocinas las cuales activan a los macró
fagos para aumentar sus funciones fagocíticas y bactericidas. Las cé
lulas T citotóxicas son activadas por antígenos y reciben ayuda de -
las células T auxiliares. Las células auxiliares también cooperan con 
las células B en la producción de anticuerpos las cuales pueden armar 
a las células portando receptores Fe (v.g las células K). Las células 
NK no actúan específicamente, particularmente contra células blanco. 
Tomada J" rd. (104). 
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que la citotoxicidad puede ocurrir de manera 
indiscriminada, por ejemplo cuando la historia de los 
donadores de linfocitos no indica sensibilización con 
antígenos presentes sobre las células blanco (112). 

Se ha sugerido que la "ci totoxicidad natural" es un 
importante mecanismo antitumor y se basa en el 
reconocimiento de estructuras de membrana "alteradas" 
relacionadas al estatus maligno de las células tumorales. 
La distinción importante para la naturaleza de la 
interacción citotóxica es cuando la función efectora es 
mediada por un proceso de reconocimiento que involucra 
el receptor antigeno clonotípico de linfocitos T (Ti) y su 
relación con productos del CMH (104). 

El CMH humano está localizado en el brazo corto del 
cromosoma 6, esta region codifica para glicoproteínas 
de superficie altamente polimórficas, su función es la 
de permitir que las células del sistema inmune 
discriminen lo propio de lo extraño (122). 

Las moléculas clase I del CMH llamadas antígeno HLA-A, 
B, e (Human Leucocyte Antigen-A, B, C) se componen de 
dos subunidades: una cadena, la cual es codificada dentro 
del CMH con peso de 45Kd y consiste de tres dominios 
extracelulares (N, Cl y C2), un dominio transmembrana 
Y un componente citoplásmico (123). Los epítopos 
reconocidos por anticuerpos monoclonales para antígenos 
clase I se encuentran en los dominios N, Cl y C2, 
mientras que aquellos reconocidos por linfocitos T 
citotóxicos (LTC) están sobre los dominios N y Cl. La 
segunda cadena (B2 microglobulina) de 12Kd es codificada 
por un gen diferente al CMH, localizado en el cromosoma 15 
(121). Los antígenos del CMH clase I están expresados 
sobre todos los tipos de células nucleadas (123-124). La 
región del CMH también controla la expresión de moléculas 
clase II (DR o Antígenos Ia). Los antígenos clase II 
consisten de dos cadenas asociadas no covalenternente 
(alfa y beta; 33-34Kd y 27-JOKd respectivamente) ambas 
codificadas dentro de la región O o I del CMH (125). Estas 
cadenas tienen dos dominios extracelulares, una 
porción transmembrana y una parte intracitoplásmica. Las 
moléculas clase II humanas son referidas corno antígenos 
HLA-D y son divididas en tres subgrupos principales DP, 
DQ y DR. Las moléculas clase II tienen una distribución 
más restringida en los tejidos en cprnparacion a las 
moléculas clase I. Ellas están presentes en algunos 
componentes del sistema inmune, incluyendo células B, 
células del linaje monocito/macrófago (incluyendo células 
epiteliales de Langerhans y células dendríticas) , epitelio 
timico y células T activadas. Las moléculas clas II también 
son expresadas sobre algunas células tumorales (121, 124-
12'5) • 

El 
ser la 
sistema 
células 

papel principal del antígeno clase II parece 
mediación de interacciones entre las células del 
inmune (células T-macrófagos-linfocitos B y otras 
presentadoras de antígenos) que son necesarias 
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para la regulación de la respuesta inmune. Los antigenos 
clase II también juegan un papel crucial en la estimulación 
de la proliferación de células alogénicas en cultivos 
mezclados de linfocitos (121-124). 

Los antígenos del CMH clase II son co-reconocidos por 
células T auxiliares con fenotipo CD4+ junto con antígenos 
mostrados por las células presentadoras de antigenos. 
Similar co-reconocimiento de antígenos y productos del 
gene CMH existe para linfocitos T citotóxicos (LTC), ellos 
reconocen epitopes de antígenos junto con epitopes de 
moléculas clase I del CMH. Este reconocimiento dual es 
la base de la restricción inmunológica de los LTC. Las 
estructuras CD4 y CDS determinan cuando los antígenos 
clase II o clase I respectivamente, están involucrados 
en el reconocimiento antigénico (104, 112, 126, 130). 

En un sistema autólogo, cualquier antígeno tumoral 
puede ser inmunogénico, sólo si este es reconocido junto con 
la molécula del CMH ( 127) . La expresión de antigenos del 
CMH (clase I) varia entre los tumores humanos. En efecto, 
se han observado diferencias entre células no malignas, 
entre tumores benignos y malignos de los mismos 
tejidos y también entre tumores primarios y metástasicos; 
asimismo se ha observado que la ausencia de antígenos 
del CMH clase I está asociado con el potencial 
metastásico del tumor (128, 132-133). De igual manera, la 
presencia de antígenos DR se ha sugerido que esté 
relacionado con el grado de diferenciación tumoral y el 
grado de la enfermedad (132-133). 

Por otra parte, se ha observado que la falla en la 
expresion de antígenos de histocompatibilidad ocurre por 
diferentes formas: ya sea que las células carezcan de 
la expresión de B2-microglobulina y no puedan presentar 
moléculas de la cadena del CMH clase I sobre la superficie 
celular; que la expresión de los alelos de HLA pueda 
estar específicamente alterada; también que los cambios 
en la expresión de CMH y otras moléculas importantes de 
superficie de las células epiteliales puedan ser 
consecuencia de infecciones virales que influyen 
directamente en el perfil inmunológico de las células 
tumorales y por tanto en su inmunogenicidad (134-139). 

e) Inmunoterapia Tumoral 

ciertamente, los objetivos de la inmunologia del tumor 
son los de dilucidar las complejas interrelaciones entre 
el huésped y el tumor y así manejar éstas con el 
propósito de diagnosticar, prevenir y tratar el cáncer 
(105). 

La Inmunología Tumoral depende casi en su 
totalidad del estudio de los cambios antigenicos que 
puedan ser identificados, tanto en el interior,como en 
la superficie de las células cancerosas. No obstante, 
además de estudiar las interrelaciones del huésped y el 
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tumor así como la expresion antigénica, también estudia 
los diferentes mecanismos para generar una mayor y más 
eficiente respuesta contra los tumores (140). 

A través del tiempo, el entusiasmo ha crecido en este 
campo, lo que ha permitido llevar a cabo 
manipulaciones clínicas para proveer linfocitos 
activados que reaccionan contra el tumor de pacientes con 
cáncer, ya sea por la proliferación de linfocitos in 
vitre con IL-2 e infundiéndolos a los pacientes, o por 
la administración sistémica de IL-2 para la activación in 
vivo de los linfocitos. Evidentemente, los primeros 
tratamientos de tipo inmunológico se hicieron en 
animales de experimentación y por medio de técnicas in 
vitre (141-149). 

La reactividad antitumoral se ha basado en el uso de dos 
tipos de células inmunocompetentes. Una de ellas, las 
células T antígeno-especificas, las cuales reconocen una 
gran variedad de antígenos sobre células tumorales, 
pueden ser generadas in vitre: ya sea por el cultivo de 
linfocitos de sangre periférica con células tumorales, 
cultivo denominado MLTC (Mixed Lymphocyte Tumor Culture), 
(160-166); por el cultivo de linfocitos infiltrantes 
en el tumor o TIL (Tumor Infiltrating Lymphocytes), (161); 
o por medio del cultivo de linfocitos heterólogos llamado 
MLC (Mixed Lymphocytes Culture), (156). Todas estas 
técnicas usualmente requieren IL-2 para la proliferación 
celular. Además se ha reportado que los linfocitos por 
si solos son capaces de lisar a las células tumorales en 
un 20% de los pacientes y que al ser clonados 
previamente por alguna de las técnicas mencionadas, su 
capacidad lítica aumenta hasta en un 75% en los pacientes 
tratados (141). 

El segundo tipo de células se refiere a una 
población de células efectoras que destruyen al 
tumor de una manera no especifica, sin reconocer 
antígenos sobre las células tumorales, como lo hacen las 
células asesinas. Las poblaciones más usadas para estos 
tipos de respuesta son las células NK y LAK 
(Lymphokine Activated Killer Cells) estas últimas células 
son generadas por la activación con linfocinas, 
específicamente IL-2 (162-165). 

Desde hace ocho años, la técnica de Inmunoterapia 
Adoptiva ya ha sido aplicada en los primeros ensayos 
clínicos en algunos grupos de pacientes con cáncer en 
estadios muy avanzados (cáncer metastásico), obteniéndose 
desde resultados de completa curación, hasta una regresión 
parcial del tumor (164-167). En estas pruebas clínicas se 
han presentado diversos cuadros sintomáticos muy agudos, 
producidos por la administración sistémica de IL-2, sin 
embargo éstos han sido reversibles en su mayoría (164). 

Es claro, que éstas complicaciones han conducido a 
encontrar nuevas alternativas metodológicas para la 
generación de linfocitos citotóxicos específicos a tumores, 
sin la administración exógena de IL-2. Por lo tanto el 
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cultivo de MLTC tiene potencial para ser utilizado en 
Inmunoterapia, principalmente en aquellas enfermedades en 
las que se sospeche de la existencia de antígenos 
tumorales fuertes, que en ocasiones están asociados en 
neoplasias, como ocurre en el cáncer cérvico-uterino. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Es conocido que el carcinoma cérvico uterino (Cacu) es 

más frecuente en paises subdesarrollados que en paises 

altamente industrializados, lo cual se puede atribuir al 

nivel socioeconómico y estilo de vida. En México esta 

enfermedad tiene gran importancia como causa de mortalidad, 

ya que dentro del total de las enfermedades neoplásicas 

ocupa el primer lugar con un 40 % de incidencia. Aunque 

existen importantes avances en su tratamiento, 

desafortunadamente todavía el indice de mortalidad es muy 

alto, lo cual nos lleva a pensar que los mecanismos 

fisiopatológicos y de rechazo inmune no estan aún bien 

entendidos. Es aquí donde la inmunología tumoral juega un 

papel importante 

interrelaciones entre 

para 

el 

comprender 

huésped y el 

las 

tumor, 

complejas 

con el 

propósito de diagnosticar, prevenir y tratar el cáncer. En 

base a lo antes expuesto, el objetivo del presente trabajo 

es la obtención de linfocitos citotóxicos dirigidos contra 

células de cacu, así como el de estudiar su citotoxicidad 

sobre estas células. 
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HIPOTESIS 

Se sabe de la capacidad que tienen los linfocitos T 

citotóxicos de la sangre periférica para reconocer antígenos 

virales y eliminar a las células que los portan; además, se 

tienen suficientes evidencias que indican que el cáncer 

cérvico-uterino (CaCu) es de etiología viral y que sus 

células suelen presentar antígenos virales de superficie. 

Asimismo, se sabe que la interleucina-2 (IL-2) es un potente 

mitógeno de linfocitos T y que puede ser empleada in vitre 

para hacer proliferar linfocitos citotóxicos. 

En consecuencia, si se ce-cultivan células tumorales de 

ca cu con linfocitos de sangre periférica en presenc.ia de 

IL-2, se esperaría que se originen células T citotóxicas que 

tengan la capacidad de eliminar específicamente a las 

células tumorales que porten antígenos virales de 

superficie. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la citotoxicidad in vitro de linfocitos de 

sangre periférica sobre células tumorales de cáncer-cérvico 

uterino, por medio de la técnica de co-cultivo de leucocitos 

de sangre periférica con células provenientes de este tipo 

de tumor, en presencia de interleucina-2 recombinante 

humana. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1.- Obtener estirpes celulares a partir de biopsias 

provenientes de tumores de pacientes con cáncer cérvico

uterino. 

2.- Determinar las cinéticas de proliferación de las 

estirpes celulares obtenidas. 

3. - Sensibilizar linfocitos de sangre periférica con las 

estirpes obtenidas en tumores de cáncer cérvico-uterino. 

4. - Determinar la citotoxicidad de los linfocitos 

sensibilizados en subcultivos de células tumorales. 
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MATERrAL Y METODO 

Para llevar a cabo la 
planteados en este trabajo, 
metodología: 

realización de 
se desarrolló 

MATERrAL BrOLOGrco 

los objetivos 
la siguiente 

El material biológico consistió de tejido tumoral de 
cáncer cacu, el cual fue obtenido por medio de biopsias 
en pacientes con cacu libres de tratamiento. Las biopsias 
fueron tomadas en el Intituto Nacional de Cancerología y en 
la Clínica 4 del IMSS. Asimismo, se obtuvieron muestras de 
histerectomías de cérvix sano realizadas en mismas 
instituciones. Finalmente, las muestras de sangre 
periférica fueron tomadas de donadores sanos, sin 
enfermedad aparente. 

srEMBRA DE LAS CELULAS TUMORALES 

Las muestras de tejido, tanto tumoral como normal, 
fueron trasladadas al laboratorio en tubos de plástico de 
50ml de capacidad (Falcon U.S.A) conteniendo Medio RPMI-1640 
(Sigma Chemical co. U.S.A.), (Apéndice 1) en una proporción 
del 90%, más 10% de suero Fetal de Bovino (SFB) (Microlab, 
Mexico) previamente desactivado (Apéndice 2) y suplementado 
con penicilina (Farmacéuticos Lakeside, S.A de c.v, México) 
1000 U/ml y estreptomicina (Farmacéuticos Lakeside, S. A de 
c.v, México) lmg/ml. El transporte se hizo en un recipiente 
conteniendo hielo. 

Antes de procesar las muestras, éstas fueron lavadas 
bajo condiciones de esterilidad con una solución 
amortiguadora de fosfatos PBS (Phosphate Buffer Solution), 
(Apéndice 3). A continuación el tejido fue cortado en 
pequeños trozos y sembrado por diferentes métodos de cultivo 
dependiendo de su consistencia. 

a) Método de Explante Primario, o de Adherencia por 
Contacto. 

Una vez fragmentado y lavado el tejido en PBS, a 
continuación se procedió a colocar varios fragmentos en la 
superficie de las cajas de cultivo (Cajas Petri 60xl5mm Lux 
Scientific Corporation, U.S.A), después las cajas se 
incubaron durante JO minutos a 37 ºC con el objeto de que el 
tejido se fijara perfectamente sobre la superficie de la 
caja. 

Después de este tiempo, se adicionaron cuidadosamente 5 
ml de medio de cultivo (MC) por caja, el MC consistió de 
medio RPMI-1640 suplementado al 10% con SFB. 
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Este método se empleó cuando las muestras de tejido 
tenían una consistencia suave y cuando éstas eran fácilmente 
fragmentables. 

b) Método de disgregación mecánica. 
Después de fragmentar al tejido en pequeños trozos con 

tijeras, éstos fueron llevados a un matráz erlenmeyer para 
someterlos a lavados intensivos con una solución salina 
amortiguado~a de verseno (Apéndice 4) en un baño de agua a 
37ºC y con agitación constante, a intervalos de 15 minutos 
cada lavado. 

Las células obtenidas de cada lavado del tejido, fueron 
lavadas tres veces con PBS mediante centrifugación a 500g, 5 
minutos cada una para posteriormente ser resuspendidos en 
5ml de MC y ser distribuidas en las cajas de cultivo para 
incubación. Este método se empleó preferentemente para 
muestras cuya consistencia fue muy blanda. 

c) Método de Disgregación por Colagenasa-Tripsina. 
De acuerdo a este método, inicialmente los trozos de 

tejido fueron lavados durante 15 minutos con solución de 
verseno en un baño de agua a 37'C con agitación constante. 
En seguida el sobrenadante se desechó por decantación y el 
tejido se sometió a la digestión con una solución de 
colagenasa (Tipo IV, Sigma Chemical Co. USA) al 0.1%, la 
disgregación se realizó a 37'C en baño de agua durante 40-60 
minutos en agitación constante. Después de este tiempo, las 
células obtenidas en suspensión, se lavaron 3 veces con 
solución de PBS mediante centrifugación a 500g durante 
5min, finalmente las células se resuspendieron en 5ml de MC 
para ser distribuidas a las cajas Petri y llevarlas a un 
volumen final de 5ml para incubarlas. 

El tejido restante de la primera disgragación, fue 
sometido a una solución de tripsina (Sigma Chemical, U.S.A) 
a 0.025% durante 30 min a 37'C y agitación constante. 
Después de producir la disgregación completa~del tejido, las 
células obtenidas fueron lavadas tres veces con PBS 
mediante centrifugación a 500g, para finalmente ser 
distribuidas en cajas de cultivo e incubarlas. 

Este método se empleó cuando la consistencia del tejido 
fue fibrosa. 

d) Método de disgregación multienzimática. 
De acuerdo a este método, después del lavado de los 

fragmentos de tejido durante 15 minutos en verseno, el 
tejido fue sometido a una mezcla de enzimas compuesta por 
DNAsa 0.002% (Sigma Chemical Co. U.S.A), Colagenasa 0.01% y 
Tripsina 0.01% durante 30-60 minutos dependiendo de la 
apariencia del disgregado, después de este tiempo, las 
células contenidas en el sobrenadante fueron lavadas tres 
veces con PBS mediante centrifugación a 500g cada una, a 
continuación las células se resuspendieron en 5ml de MC y se 
distribuyeron en las cajas de cultivo para finalmente ser 
incubadas. 
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Por otra parte, el tejido restante fue sometido a una 
nueva mezcla compuesta por DNAsa 0.002%, Colagenasa 0.01% e 
Hialuronidasa (Sigma Chemical, U.S.A) 0.1% durante 30 
minutos, después de este tiempo las células obtenidas fueron 
lavadas tres veces con PBS y resuspendidas en M.c antes de 
ser incubadas. 

Este método se empleó cuando la consistencia del tejido 
fue muy rígida y fibrosa. 

CONDICIONES DE CULTIVO 

Los cultivos celulares contenidos en cajas de Petri, 
fueron mantenidos en incubadora (Form Scientific, Division 
of Mallincrodt, Inc. U.S.A) a 37ºC de temperatura, con una 
atmósfera al 10 % de bióxido de carbono y un ambiente 
saturado de humedad. 

SUBCULTIVOS CELULARES 

Tan pronto las células obtenidas en los cultivos 
empezaban a cubrir la superficie de las cajas, fueron 
subcultivadas de las siguiente manera: 

Primero se retiró el medio de cultivo contenido en la 
caja, a continuación se adicionaron cuidadosamente 2 ml de 
verseno para lavar la superficie de la caja, en seguida se 
retiró el verseno, se adicionaron nuevamente 2 ml de verseno 
y se procedió a incubar durante 5 min, después de este 
tiempo, las células fueron removidas de la superficie de la 
caja mediante pipetéo suave. Las células obtenidas en 
suspensión fueron lavadas 3 veces con MC mediante 
centrifugación a 500 g durante 5 minutos cada una. En 
seguida, las células fueron resuspendidas en 5 ml de MC 
para ser distribuidas en cajas de cultivo para que finalmete 
fueran incubadas. 
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TECNICA DE CRIOPRESERVACION 

Con el propósito de preservar las células que fueron 
obtenidas a partir de las biopsias tumorales, se aplicó la 
técnica de criopreservación, la cual consistió en lo 
siguiente: 

Las células de los cultivos en fase de crecimiento 
exponencial (sin llegar a saturación) fueron removidas de la 
superficie de la caja de cultivo mediante pipetéo suave, 
después fueron lavadas con MC y finalmente resuspendidas en 
una solución para congelación compuesta por 90% de MC y 10% 
de Dimetil Sulfóxido (Sigma Chemical ca. U.S.A). 
Inmediatamente después, las células se repartieron en 
pequeñas ampolletas (Cooke Laboratory Products, U.S.A) de 
lml y se congelaron a -70ºC durante de 24-72 hrs, después 
de este tiempo fueron introducidas en nitrógeno liquido a 
-190"C para su preservación indefinida. 

DETERMINACION DE DESMOGLEINA-1 POR INMUNOFLUORESCENCIA 

Para determinar el origen epitelial de las estirpes 
celulares se utilizó una técnica de inmunofluorescencia 
empleando el anticuerpo policlonal anti-desmogleina-1 (Anti
DG-1) obtenido de conejo y marcado con Fluoresceína (Sigma 
Chemical Ca. U.S.A). Para tal efecto, las células de cada 
estirpe se hicieron proliferar en cubreobjetos de vidrio, 
una vez que éstas llegaron a la confluencia, fueron lavadas 
en PBS cuidadosamente. A continuación se procedió a la 
fijación de las células con una solución de alcohol 
absoluto:acetona 1:1 vol:vol, paso seguido, las flacas 
fueron lavadas nuevamente con PBS libre de ca++ y Mg +. En 
seguida se adicionó el anticuerpo (Anti DG-1) con 
fluoresceina y después de un lavado exhaustivo con PBS y 
albúmina sérica al 1%, los cubreobjetos fueron montados con 
glicerol al 50% en solución salina tris y lml/ml de 
paradifenildiamina (Sigma Chemical Ca. U.S.A). Finalmente se 
procedió a evaluar el porcentaje (%) de células que 
mostraron fluorescencia con ayuda de un microscopio de 
fluorescencia. 

CINETICAS DE PROLIFERACION DE LAS ESTIRPES CELULARES 

Con la finalidad de conocer algunos parámetros 
cinéticos, tales como el tiempo adaptación de las células en 
cultivo, o tiempo de latencia (TL), tiempo de duplicación de 
la población celular en proliferación (TD) así como la 
densidad de saturación de las células en el sustrato de 
cultivo (DS), se hicieron subcultivos de cada una de las 
estirpes celulares obtenidas. 
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Las células de cada una de las estirpes fueron removidas 
de los subcultivos en fase de proliferación exponencial con 
una solución de verseno y agitación vigorosa. Una vez 
lavadas las células con MC, se resuspendieron en un volumen 
de 5ml de MC. y se procedió a su evaluación mediante la 
ayuda de una cámara de Neubauer (American Optical, U.S.A). 
Después de evaluar la cantidad de células, éstas se 
repartieron en 20-24 cajas Petri de cultivo de 35x15 mm 
(Costar, U.K, U.S.A) a una densidad aproximada de 30 000 
células por caja de 2. 5 ml. A continuación las cajas de 
cultivo fueron incubadas durante varios días, con cambio 
parcial de MC cada 5-7 días. 

Los conteos celulares se realizaron diariamente tomando 
un par de cajas y evaluando el número de células en cada 
una. Finalmente se procedió a graficar en papel 
semilogaritmico los datos obtenidos. A partir de las tres 
fases obtenidas en las gráficas (Fase de Adaptación, Fase de 
Proliferación y Fase de Meseta) se obtuvieron los parámetros 
cinéticos de las estirpes: el TL se estimó al inicio del 
cultivo en la fase de Adaptación, el TD se estimó 
interpolando dos puntos en la Fase de Proliferación y la DS 
se estimó en la Fase de Meseta de las gráficas. Cada 
cinética se llevó a cabo de 2 a 3 veces con su repetición 
respectiva. 

OBTENCION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA (LSP) 
(Técnica de Ficoll- Hypaque). 

En condiciones de esterilidad se obtuvieron 10-20ml de 
sangre periférica de donadores normales, mediante jeringa o 
tubo de Vacutainer 100 x 16 mm (Becton Dickinson and Co. 
U.S.A) conteniendo heparina 0.1 ml a 1000 U/ml (Rickercab/NC 
B, U.S.A). En seguida la sangre fue centrifugada 10 min a 
500g, después de este tiempo, el plasma fue separado del 
paquete celular mediante pipetéo suave. 

Después de este procedimiento, al plasma se le adicionó 
0.1 ml de Clorhidrato de Protamina 1000 U/ml (F. Hoffmann-La 
Roche & Cie., S.A. Basilea/Suiza) con el fin de efectuar la 
coagulación de las proteínas. Una vez coagulado el plasma, 
se procedió a separar el suero mediante pipetéo y 
finalmente se desactivó durante 30 min a 56·c. 

Por otra parte, el paquete celular fue lavado con 
RPMI-1640, adicionando un volumen igual de RPMI-1640 al del 
paquete celular, el lavado se hizo mediante centrifugación a 
500g durante 10 minutos, después de este tiempo el 
sobrenadante (RPMI) fue desechado y al paquete celular se 
le adicionó nuevamente RPMI, en seguida se resuspendió 
perfectamenete hasta formar una mezcla homogénea, después de 
ésto se vertieron cuidadosamente alicuotas de 5 ml de la 
mezcla en tubos conteniendo 2ml de Ficoll Hypaque (Sigma 
Chemical, co. U.S.A) de 1.077 de densidad, en seguida los 
tubos fueron centrifugados durante 30 minutos a 300g. 
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Transcurrido este tiempo, se separaron las bandas de células 
mononucleadas situadas en la interface entre el paquete de 
eritrocitos y el medio de RPMI, mediante pipetéo suave. Los 
leucocitos fueron lavados tres veces con RPMI-1640 y en 
seguida se resuspendieron en RPMI-1640 suplementado con 
L-Glutamina 2 mM para ser evaluados y distribuidos en los 
cultivos celulares. 

CO-CULTIVOS CELULARES 

con la finalidad de que LSP contenidos en el paquete 
leucocitario, reconocieran posibles antígenos tumorales o 
virales asociados a las células de las estirpes de cacu, se 
hicieron ce-cultivos de los LSP con las células blanco en 
prueba, en una proporcion aproximada de 20 LSP por una 
célula blanco durante una semana, en presencia y ausencia de 
interleucina-2 recombinante humana (IL-2rh), en RPMI-1640 
con L-Glutamina 2mM y suplementado con suero humano al 10% 
(obtenido del donador de LSP). Después, los LSP contenidos 
en el sobrenadante fueron retirados y ce-cultivados 
nuevamente con las células blanco bajo las mismas 
condiciones durante otra semana, finalmente antes de evaluar 
su citotoxicidad se determinó su viabilidad empleando un 
ensayo de exclusión con azul de tripano (Apéndice 5). 

CITOTOXICIDAD DE LINFOCITOS SENSIBILIZADOS EN CO-CULTIVO 

A los linfocitos sensibilizados en los ce-cultivos con 
las células blanco, se les evaluó su actividad citotóxica 
sobre la proliferación de éstas mediante la siguiente 
metodología: en principio se hicieron cultivos de células 
blanco en placas de cultivo de 24 pozos (Nunclon, Delta, 
Denmark) a una densidad de 30 ooo células blanco por pozo, 
después de 2 o 3 días de cultivo, se adicionaron los 
linfocitos que habían sido sensibilizados con las células 
blanco en presencia de rIL-2 (LS+) o en ausencia de ésta 
(LS-). También se ensayó la actividad citotóxica de los 
linfocitos LAK (Limphocyte Activated Killer) los cuales 
fueron obtenidos mediante el cultivo de LSP con IL-2rh 
durante dos semanas con cambio de medio de cultivo e IL-2rh 
cada 5-7 días. Asimismo también se ensayó la actividad 
citotóxica de los LSP frescos sin ser activados ni 
sensibilizados previamente. Las poblaciones linfocitarias 
efectoras se ce-cultivaron en una proporción de 50:1 con 
respecto a las células blanco. 

La citotoxicidad producida en las células blanco por las 
poblaciones linfocitarias efectoras se evaluó mediante la 
exclusión de células teñidas con azul de tripano. El 
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porcentaje de ci totoxicidad se calculó diariamente y para 
cada tratamiento de la siguiente manera: 

Porcentaje Número de C.B teñidas con A.T 
de citotoxicidad= 

Número Total de C.B de el T.N. 

En donde: 
C.B= Células Blanco 
T.N= Testigo Negativo 
A.T= Azul de Tripano 

X 100 

PRUEBA DE ESPECIFICIDAD DE LINFOCITOS PRE-SENSIBILIZADOS 
CON LAS ESTIRPES TUMORALES DE cacu. 

Para determinar, si los linfocitos fueron sensibilizados 
específicamente contra las células tumorales con las cuales 
fueron sensibilizados inicialmente y contra las cuales 
habían mostrado citotoxicidad, se procedió a evaluar su 
efecto citotóxico sobre la proliferación de una línea 
celular diferente a la cual fueron sometidos. Para lo cual 
se empleó la linea celular de carcinoma de laringe 
denominada HEP. Células de la línea HEP se cultivaron en 
placas de 24 pozos a una densidad de 30 000 células pozo, 
después de 2-3 días de cultivo se adicionaron los 
linfocitos que habían sido sensibilizados con cada una de 
las estirpes de cacu a una densidad aproximada de 50:1 con 
respecto a las células blanco. También en estos ensayos se 
evaluó la actividad citotóxica de las células LAK y de 
linfocitos que habían sido sensibilizados con la línea HEP 
(L-HEP). 

La citotoxicidad se evaluó también por exclusión de las 
células blanco teñidas con azul de tripano y comparando con 
el testigo negativo (células HEP sin tratamiento) . 
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ANALISIS ESTADISTICO 

a) Morfología de las estirpes celulares y métodos de 
cultivo. 

Para discernir si la morfología celular obtenida en los 
cultivos era independiente del método de cultivo empleado, 
se utilizó la prueba de Chi-cuadrada de Independencia, 
Tablas de contingencia (Apéndice 6). 

b) Cinéticas de proliferación de las estirpes celulares. 
Cada una de las cinéticas de proliferación de las 

estirpes celulares utilizadas en este trabajo fueron 
calibradas mediante un Análisis de Regresión Exponencial o 
Semilogaritmica, (Apéndice 7) aplicado en la fase de 
proliferación exponencial de cada gráfica. 

c) cinéticas de proliferación de las células blanco en 
presencia de los tratamientos con las células efectoras 
(Citotoxicidad). 

La comparación entre las cinéticas de dos tratamientos 
fueron realizadas con la ayuda de la prueba no paramétrica 
U de Mann-Whitney o Prueba del Rango para Muestras 
Independientes (Apéndice 8). 

Por otra parte, para comparar tres o más cinéticas de 
proliferación de las células blanco en presencia de los 
tratamientos, se aplicó la prueba de Análisis de Varianza de 
un Factor con Bloques Aleatorios Completos por Rangos de 
Friedman (Apéndice 9). 
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RESULTADOS 

CULTIVO DE BIOPSIAS DE cacu y CERVIX NORMAL 

Con el objeto de establecer estirpes celulares a partir 
de biopsias de tumores de cáncer cérvico-uterino (CaCu) y 
de tejido de cérv ix normal, se procesaron un total de 65 
muestras, de las cuales 5 provinieron de cérvix normal y 
60 de CaCu. Las muestras fueron procesadas por cuatro 
métodos de cultivo dependiendo de la consistencia del 
tejido, éstos fueron: por explante (E) ; por disgregación 
enzimática con colagenasa y tripsina (CT); por 
disgregación multienzimática (ME) empleando colagenasa, 
hialuronidasa y DNAsa, y finalmente por disgregación 
mecánica (M) . 

Veinte de las 65 muestras (3 normales y 17 tumorales) 
fueron procesadas por el método de E, de éstas 9 ( 2 
normales y 7 tumorales) presentaron proliferación celular; 
obteniéndose en consecuencia un 45% de eficiencia con este 
método; la morfología celular obtenida fue muy variada, ya 
que 3 cultivos mantuvieron la morfología típica epitelial 
semejante a una "calle empedrada"; 3 más fibroblástica 
(típicamente alargada) y otros 3 con morfología mixta 
(Tablas 1 y 2). 

Por otro lado, 15 muestras (2 normales y 13 tumorales) 
fueron procesadas por el método de CT, seis muestras 
(1 normal y 5 tumorales) proliferaron durante varios 
días, lográndose así un 40% de eficiencia; la morfología 
celular de los cultivos también fue muy variable, 
observándose 2 epiteliales, 1 fibroblástica y 3 mixtas 
(Tablas 1 y 2). 

Otras 23 muestras (todas ellas tumorales) se procesaron 
por el método de ME, en donde sólo 6 lograron proliferar, 
alcanzándose así un 26% de eficiencia por este método; 
morfológicamente 2 cultivos fueron epiteliales, 1 
fibroblástico y 3 mixtos (Tablas 1 y 2). 

Finalmente, por el método de M, 5 de 7 muestras 
proliferaron en cultivo, lográndose en consecuencia un 71% 
de eficiencia; por este método las células en 4 cultivos 
conservaron la forma epitelial y en 1 la forma fibroblástica 
(Tablas 1 y 2). Podemos concluir según nuestros resultados 
que la morfología celular obtenida en nuestros cultivos fue 
independiente del método utilizado para su obtención ya que 
en todos los casos obtuvimos tanto células con morfologí~ 
epitelial como fibroblástica (cx=0.05, g.1=6, x2=5.2787, X 
de Independencia-Tablas de Contingencia) (Tabla 2, 
Apéndice 6 ). 

Es interesante mencionar 
proliferantes sólo 7 de ellos 
5 de tejido tumoral de 
durante más de 10 resiembras 

que de los 26 cultivos 
(2 de epitelio normal y 

cacu) lograron mantenerse 
consecutivas (aproximadamente 
los 19 restantes debido a su 
fueron desechados. A los 

1 cada semana) , mientras que 
baja capacidad proliferativa 
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TABLA 1 

RELACION DE BIOPSIAS DE CANCER CERVICO-UTERINO Y CERVIX 
NORMAL PROCESADAS POR CUATRO METODOS DE CULTIVO 

METODO DE 
CULTIVO 

N U M E R O D E B I O P S I A S 
P R O L I F E R A C I O N 

+ ) ( - ) 

E 20 9 11 

C-T 15 6 9 

M-E 23 6 17 

M 

SIMBOLOGIA: 

METODO DE CULTIVO 

E= EXPLANTE 

% DE 
EFICIENCIA 
DEL METODO 

45 

40 

26 

71 

X=40 

C-T= DISGREGACION ENZIMATICA CON COLAGENASA-TRIPSINA 
M-E= DISGREGACION MULTIENZIMATICA CON COLAGENASA

HIALURONIDASA Y DNAsa. 

M= DISGREGACION MECANICA 
(+)= CON PROLIFERACION 
(-)= SIN PROLIFERACION 
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TABLA 2 

MORFOLOGIA DE LAS CELULAS DE LAS ESTIRPES DE CANCER CERVICO
UTERINO Y CERVIX NORMAL ESTABLECIDAS POR CUATRO METODOS DE 

CULTIVO 

METODO DE CULTIVO No. DE MUESTRAS MORFOLOGIA CELULAR 
EPI FIB 

E 9 3 3 

C-T 6 2 1 

M-E 6 2 1 

M 5 4 1 

26 --ir-· _"_6_ 

SIMBOLOGIA: 

METODO DE CULTIVO 

E= EXPLANTE 
C-T= DISGREGACION ENZIMATICA CON COLAGENASA TRIPSINA 
M-E= DISGREGACION MULTIENZIMATICA CON COLAGENASA 

HIALURONIDASA Y DNAsa. 
M= DISGREGACION MECANICA 

EPI= EPITELIAL 
FIB= FIBROBLASTICA 
MIX= MIXTA 
ANALISIS ESTADISTICO 

MIX 

3 

3 

3 

o 
--9-

LA MORFOLOGIA CELULAR ES INDEPENDIENTE DEL METODO DE CULTIVO 
EMPLEADO 
a=0.05 g.1=6 x2 cal=S.2787 

Chi DE INDEPENDENCIA, TABLAS DE CONTINGENCIA 
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cultivos de tejido normal se les denominó EN0-1 y EN0-2 
(ambos se obtuvieron por el método de E) presentando 
una morfología epitelial y fibroblástica 
respectivamente. A los cultivos tumorales (obtenidos por 
diferentes métodos) de morfología epitelial se les deniminó 
T3 e INBL, mientras que a los fibroblásticos CRHE y G~PE, 
únicamente un cultivo que durante las primeras cinco 
resiembras mostró una morfología mixta y posteriormente sólo 
epitelial se le nombró CALO (Tabla 3). 

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS PACIENTES Y 
CITOPATOLOGICAS DE LAS ESTIRPES CELULARES OBTENIDAS. 

La edad de las pacientes de las cuales se obtuvieron las 
muestras fluctuó entre 45 y 80 años. Las estirpes 
normales EN0-1 y EN0-2 fueron provenientes de dos 
pacientes en las cuales se encontró que después de una 
histerectomia sus tejidos estaban libres de quistes y 
neoplasias. De las estirpes obtenidas de tejido 
tumoral, cuatro se derivaron de tumores cuyo diagnóstico 
fue de Carcinoma Epidermoide de Células Grandes No 
Queratinizado (CALO, T3, CRHE e INBL), y una de ellas 
(GEPE) de un Carcinoma Epidermoide de Células Grandes 
Queratinizantes. Desde el punto de vista microscópico, 
todas las estirpes celulares mostraron características 
neoplásicas mediante la tinción con hematoxilina eosína, 
ya que sus células presentaron mitosis atípicas, núcleos 
pleomórficos e hipercromáticos, pérdida de la relación 
núcleo-citoplasma, así como la clásica formación de 
perlas córneas celulares (Tabla 4). 

El estadio clínico de los tumores fue de 
las estirpes CALO y TJ, IIIB para las CRHE 
(presentando en éste último metástasis a pulmón) y 
la INBL (Tabla 4). 

IIB para 
y GEPE, 

IVA para 

PRUEBAS DE ANTIDESMOGLEINA (anti DG-1) EN LAS ESTIRPES 
CELULARES 

Con la finalidad de verificar si las estirpes 
celulares establecidas tenían un origen epitelial, se 
evaluó la presencia de desmogleina-1 (una proteína 
característica de las uniones desmosomales intercelulares 
de los epitelios) . La técnica empleada consistió en una 
tincíón diferencial usando el anticuerpo políclonal 
antidesmogleína-1 (Anti-DG-1). 

La estirpe EN0-1 con morfología epitelial típica, fue 
altamente positiva en membrana para anti-DG-1 (evaluado 
después de las resiembras R-10, R-15 y R-18). El 100% de 
las células presentaron tinción en membrana mientras que 
sólo el 25% en citoplasma (Tabla 5). 

La estirpe EN0-2 que fue teñida en su cuarta resiembra, 
en la cual presentaba una morfologia fibroblástica, resultó 
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TABLA 3 

ESTIRPES CELULARES ESTABLECIDAS 

ESTIRPE CELULAR METO DO DE OBTENCION MORFOLOGIA CELULAR 

ENO-I E EPITELIAL 

EN0-2 E FIBROBLASTICA 

CALO C-T EPITELIAL 

T3 C-T EPITELIAL 

CRHE M-E FIBROBLASTICA 

GEPE C-T FIBROBLASTICA 

INBL E EPITELIAL 

SIMBOLOGIA: 

METODO DE CULTIVO 

E= EXPLANTE 
C-T= DISGREGACION ENZIMATICA CON COLAGENASA TRIPSINA 
M~E= DISGREGACION MULTIENZIMATICA CON COLOGENASA 

HIALURONIDASA Y DNAsa. 
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TABLA 4 

CARACTERISTICAS CLINICAS Y PATOLOGICAS DE LOS TEJIDOS 
PRECURSORES DE LAS ESTIRPES CELULARES 

CERVIX NORMAL 

ESTIRPE (EN0-1) 
EDAD DE LA PACIENTE:48 años. 
DIAGNOSTICO CLINICO:Miomatosis. 

ESTIRPE (EN0-2) 
EDAD DE LA PACIENTE:54 años. 
DIAGNOSTICO CLINICO:Miomatosis. 

CANCER CERVICO-UTERINO 

ESTIRPE (CALO) 
EDAD DE LA PACIENTE: 55 años. 
DIAGNOSTICO CLINICO: Carcinoma Epidermoide de Células 
Grandes. No queratinizado. 
DESCRIPCION MICROSCOPICA: Las células muestran núcleos 
pleomórficos con mitosis atípicas. Escaso citoplasma 
eosinófilo y núcleos centrales. Forman grupos en mosaico. 
ESTADIO CLINICO: IIB. 

ESTIRPE (T3) 
EDAD DE LA PACIENTE: 55 años. 
DIAGNOSTICO CLINICO: Carcinoma Epidermoide de Células 
Grandes. No queratinizante. 
DESCRIPCION MICROSCOPICA: Células con núcleos grandes, 
pleomórficos e hipercromáticos, mitosis atípicas. 
ESTADIO CLINICO: IIB. 

ESTIRPE (CRHE) 
EDAD DE LA PACIENTE: 80 años. 
DIAGNOSTICO CLINICO: Carcinoma Epidermoide de Células 
Grandes. No queratinizado. 
DESCRIPCION MICROSCOPICA: Células pleomórficas, abundantes 
mi tos is y pérdida de la relación núcleo-citoplasma. 
Infiltrado inflamatorio agudo y crónico. Flora bacteriana 
cocoide. 
ESTADIO CLINICO:IIIB. 
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ESTIRPE (GEPE) 
EDAD DE LA PACIENTE: 48 años. 
DIAGNOSTICO CLINICO: Carcinoma Epidermoide de Células 
Grandes Queratinizante. 
DESCRIPCION MICROSCOPICA: Células epiteliales con escaso 
citoplasma eosinófilo. Células con grados variables de 
atipia y formación de perlas córneas. 
ESTADIO CLINICO:IIIB con METASTASIS. 

ESTIRPE (INBL) 
EDAD DE LA PACIENTE: 45 años. 
DIAGNOSTICO CLINICO:Carcinoma 
Grandes. No queratinizante. 

Epidermoide de 

DESCRIPCION MICROSCOPICA: Células grandes con 
hipercromáticos, mitosis atípicas y formación de 
córneas. 
ESTADIO CLINICO: IVB. 
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TABLA 5 

PRUEBAS DE ANTIDESMOGLEINA (ANTI-DG-1) DE LAS ESTIRPES 
CELULARES OBTENIDAS EN CULTIVO 

ESTIRPE 
CELULAR 

EN0-1 

EN0-2 

CALO 
(IIB) 

TJ 
(IIB) 

CRHE 
(IIIB) 

GEPE (M) 
(IIIB) 

INBL 
(IV A) 

FESH 

RESIEMBRA 
No. 

10 
15,18 

4 

4 
10,18 

10 

3 
11 

6 

3,6,9,12 
15,18 

4 

MORFOLOGIA ANTI-DG-1 CARACTERISTICAS 
CELULAR DE LA TINCION 

EPITELIAL 
EPITELIAL 

FIBROBL. 

MIXTA 
EPITELIAL 

EPITELIAL 

FIBROBL. 
FIBROBL. 

FIBROBL. 

EPITELIAL 

FIBROBL. 

SIMBOLOGIA: 

(+) 
(+) 

(+) 

(+) 
(+) 

(+) 

(+) 
(+) 

(+) 

(+) 

(-) 

++++ MEMBRANA 
++++ MEMBRANA 
++ CITOPLASMA 

+++ CITOPLASMA 
NUCL.FIBRI. 

+++ MEMBRANA 
++++ MEMBRANA 
++ CITOPLASMA 

++++ MEMBRANA 

+ MEMBRANA 
+ CITOPLASMA 

++ CITOPLASMA 

+/- CITOPLASMA 

MEMBRANA 

++++= 100% DE CELULAS TEÑIDAS 
+++= 75% 11 11 11 

++= 50% 11 11 11 

+= 25% 11 11 11 

+/-= 10% 11 11 11 

0% " ti " 

(M)= METASTASIS 
IIB, IIIB, IVA= ESTADIOS CLINICOS DE LOS TUMORES 
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ser negativa para el anticuerpo en membrana, no obstante 
hubo un 75% de células teñidas en citoplasma y en los 
nucleolos donde fue de tipo fibrilar. La estirpe CALO 
resultó ser positiva en membrana para anti DG-1 en todos 
los casos. En R-4 el 75% de células fueron teñidas en 
membrana y no en citoplasma, mientras que en R- 10 y en R-18 
la estirpe presentó un 100% de tinción en membrana y 
50% en citoplasma (Tabla 5). 

La estirpe T3 de morfología epitelial mostró en el 100% 
de las células una tinción muy intensa en membrana. (Tabla 
5). La estirpe CRHE evaluada en las resiembras R-3 y R-11 
con una morfología fíbroblástica presentó en ambos casos 
una baja tinción con sólo un 25% en membrana en la R-3 y un 
25% en citoplasma para la R-11, (Tabla 5). 

La estirpe GEPE fue positiva en citoplasma en la R-6, 
observándose una tinción del 50%, (Tabla 5). Finalmente 
la estirpe INBL en seis diferentes resiembras presentó muy 
baja tinción, siendo ésta de únicamente un 10% en el 
citoplasma (Tabla 5). 

Como testigo en este experimento, se tomó una estirpe 
de fibroblastos humanos (FESH) , la cual resultó negativa 
tanto en membrana como en citoplasma (Tabla 5). 

Es interesante mencionar que al observar la tinción del 
anticuerpo contra desmogleína 1 en las diferentes estirpes 
tumorales provenientes de cacu, se encontró una tendencia 
a la disminución de esta proteína en aquellas provenientes 
de tumores con estadio clínico más avanzado. Observamos 
que las células de las estirpes T3 y CALO con 
estadios clínicos IIB presentaron la mayor 
positividad, a diferencia de las células de las otras 
GRHE, GEPE y INBL provenientes de estadios clínicos 
IIIB, IIIB y IVA respectivamente (Tabla 5). 

CINETICAS DE PROLIFERACION DE LAS ESTIRPES 
ESTABLECIDAS 

CELULARES 

Con el propósito de conocer algunos parámetros cinéticos 
tales como el tiempo de latencia (TL, tiempo requerido por 
las células para adaptarse y empezar a proliferar en el 
cultivo), el tiempo de duplicación celular (TD) y la 
densidad de saturación celular por área de sustrato del 
cultivo (DS), se determinaron estas variables a cada una de 
las 7 estirpes celualres obtenidas. 

La estirpe de epitelio normal EN0-1 durante las 
resiembras 10-12 mostró un TL sumamente corto el cual se 
estimó entre· tres y seis horas de iniciado el cultivo, su 
TD en fase de proliferación exponencial fue ~e 22 +/- 3 
horas y su os fue de 250 000-300 000 células/cm (Gráfica 
1), (Tabla 6). 

Para la 
evaluación se 

estirpe de epitelio normal EN0-2 
determinó durante las resiembras 8-10 
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GRAFICA 1 
CINETICAS DE PROLIFERACION DE 

LAS ESTIRPES CELULARES 

No DE CELULAS (x 10
3 

) 
10000r---~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

10001=====:::-::::::-::::--:-:--:--::-:::-7'*'~~~:::::::j~~.=--=-~-~ ... 
-·-----·-- - ----

10~~--'~~--'~~--'~~--'-~-'---'-~-'-~ 

O 2 3 4. 5 ___ 6 __ .7 _ 8 ~9 __ lQ JL 12 

. DIAS 

~ EN0-1 -l- EN0-2 ---*- CALO --B- T3 

--*- CRHE ~ GEPE -A- INBL 

CINETICAS DE PROLIFERACION DE LAS ESTIRPES DE ORIGEN NORMAL 
(EN0-1 Y EN0-2), Y DE CACU (CALO, TJ, CRHE, GEPE E INBL) 
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TABLA CS 

PARAKETROS CINETICOS DE ESTIRPES CELULARES PROVENIENTES DE 
CANCER CERVICO UTERINO Y CERVIX NORMAL 

ESTIRPE MORFO LOGIA TIEMPO TIEMPO DENSIDAD 
CELULAR CELULAR LATENCIA DUPLICACION SATURAC!ON 

(HRS) (HRS) (No. CELxlO /cm2 ) 

EN0-1 EPITELIAL 3-6 22 +/-3 250-300 

EN0-2 FIBROBL. 11-12 89 +/-3 18-25 

CALO EPITELIAL 3-6 25 +/-1 150-200 

T3 EPITELIAL 3-6 27 +/-3 150-200 

CRHE FIBROBL. 9-10 65 +/-5 40-50 

GEPE FIBROBL. 15-20 110 +/-10 15-20 

INBL EPITELIAL 3-6 29 +/-3 120-160 
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un TL estimado entre 11-12 horas, su TD fue de 89 +/- 3 
horas y su OS fluctuó entre 18 000-25 000 células/cm 
(Gráfica 1), (Tabla 6). 

La estirpe tumoral CALO, durante las resiembras 10-12 
presentó un TL muy corto estimándose entre las primeras 
3-6 horas de cultivo, su TD ~ue de 25 +/- 1 horas y su ns 
de 150 000-200 000 células/cm (Gráfica 1), (Tabla 6). 

La estirpe celular T3 también fue una de las que mostró 
un TL corto, calculándose éste entre las primeras 3-6 
horas de su cultivo, su TD se calculó e~ 27 +¡- 3 horas 
Y su OS entre 150 000-200 000 células/cm . (Gráfica 1), 
(Tabla 6). 

Para la estirpe celular CRHE, en las resiembras 6 y 
8 se observó un TL entre 9-10 horas, su TO se estimó en 6~ 
+¡- 5 horas y su ns entre 40 000-50 ooo células/cm 
(Gráfica 1), (Tabla 6). 

En la estirpe tumoral GEPE en las resiembras 7-8 el TL 
observado fué de 15-20 horas, el TD de 110 +/- 10 horas 
y la ns entre 15 000-20 ooo células/cm2 (Gráfica 1), 
(Tabla 6). 

Finalmente la estirpe celular INBl mostró un TL 
corto estimado también entre las primeras 3-6 horas del 
cultivo, su TO se calculó en 29 +/- 3 horas y su ns 
entre 120-160 000 células/cm2 , (Gráfica 1), (Tabla 6). 

En general encontramos que las estirpes con morfología 
epitelial mostraron tiempos de latencia y tiempos de 
doblaje más cortos que las de forma fibroblástica, y 
que las densidades de saturación de las estirpes con 
morfología epitelial fueron muy superiores a las 
presentadas por las de morfología fibroblástica (Tabla 6). 

CITOTOXICIDAD DE LINFOCITOS EN CO-CULTIVO CON CELULAS DE 
LAS ESTIRPES DE cacu 

con la finalidad de que linfocitos de sangre periférica 
(LSP) provenientes de donadores sanos reconocieran 
posibles antígenos tumorales, o antígenos virales asociados 
a las células tumorales de cacu, los LSP aislados por la 
técnica de Ficoll Hypaque fueron sensibilizados mediante 
ca-cultivo con células de las diferentes estirpes 
celulares durante de dos semanas, tanto en presencia 
de interleucina-2 recombinante humana (IL-2rh), linfocitos 
(LS+), como en ausencia de IL-2rh (LS-). Posterior a este 
periodo de sensibilización, se ensayó la actividad 
citotóxica de estas poblaciones linfocitarias sobre la 
proliferación de las células tumorales contra las cuales 
fueron sensibilizadas. 

Como control citotóxico positivo en estos experimentos 
también se evaluó la actividad citotóxica de células LAK 
(obtenidas del cultivo previo de LSP con IL-2rh durante 
14 días en ausencia de células tumorales). Asimismo se 
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evaluó la citotoxicidad de los LSP sensibilizados con 
células de la estirpe de cérvix normal EN0-1. 

El comportamiento de las EN0-1 en ce-cultivo con los 
linfocitos LS+ mostró muy baja inhibición, siendo ésta 
inferior al 30% después de 4 días comparada con la 
proliferación normal (testigo negativo) (Gráficas 2-A y 
2-B) . Por su parte, los linfocitos LS- no tuvieron un 
efecto significativo sobre la proliferación de las células 
EN0-1 en ce-cultivo y sólo se logró observar un 10% de 
inhibición al cabo de 4 días. La población de células LAK, 
fue ,la que logró la mayor citotoxicid, debido a que desde 
el primer día se observó un 20% y muy cercana al 50% durante 
el cuarto día del ce-cultivo (Gráficas 2-A y 2-B). 
Finalmente, los LSP no sensibilizados no mostraron efecto 
alguno sobre la proliferación de las células blanco durante 
todo el tiempo del ce-cultivo. Al comparar el efecto 
citotóxico producido entre los diferentes ensayos observamos 
que no mostraron diferencias significativas en la 
proliferación de las célula blanco (a=0.05, Anál. Var. Rang. 
Friedman}, (Gráfica 2-A). La citotoxicidad en la estirpe 
EN0-2 no pudo ser determinada debido a que no se contó con 
la cantidad suficiente de estas células para llevar a cabo 
los ensayos. 

Al evaluar la citotoxicidad de las poblaciones efectoras 
sobre células de la estirpe tumoral CALO, se observó 
que los LS+ mostraron una alta inhibición, siendo de 
40% al primer dia y de 100% a los 4 días de ce-cultivo. 
Los LS- mostraron una citotoxicidad significativamente 
menor a la producida por los linfocitos LS+ (a=0.05, U de 
Mann Whitney}, ya que la inhibición al primer día fue de 
25% y finalmente de 85% al cuarto día de ce-cultivo. Las 
células LAK fueron las que mostraron la máxima inhibición, 
lográndose el 65% al primer día y el 100% al tercer día de 
ca-cultivo (Gráficas 3-A y 3-B). En contraste, los LSP 
presentaron la menor inhibición sobre la proliferación de 
las células blanco, obteniéndose un 50% después de 4 
días de ce-cultivo (Gráficas 3-A y 3-B). La inhibición 
observada en la proliferación de las células de la estirpe 
CALO, fue significativamente diferente entre los ensayos 
realizados (ª=0.025, A.V.R.F), (Gráfica 3-A). 

Al determinar el efecto citotóxico de las poblaciones 
efectoras sobre la estirpe tumoral T3, se observó que los 
linfocitos LS+ mostraron un gran efecto citotóxico, 
obteniéndose un 70% al primer día y el 100% después del 
cuarto día de ce-cultivo (Gráficas 4-A y 4-B). Los LS- a los 
primeros dos días inhibieron en un 70%, y finalmente su 
efecto llegó hasta un 90% a los 4 días y cerca de 100% a los 
5 días de ce-cultivo, no obtante éste fue 
significativamente menor al de los linfocitos LS+ (a=0.025, 
U.M.W), (Gráfica 4-A). Las células LAK inhibieron en un 90% 
a los dos días y en un 100% al tercer día del ce-cultivo, 
mientras que los LSP presentaron la menor inhibición sobre 
las células de T3, logrando un 55% de citotoxicidad durante 
5 días de ce-cultivo (Gráficas 4-A y 4-B). La 
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GRAFICA 3-A 
INHIBICION EN LA PROLIFERACION 
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GRAFICA 4-A 
INHIBICION EN LA PROLIFERACION 

DE LA ESTIRPE T3 
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inhibición de la proliferación de las células de la estirpe 
T3, fue significativamente diferente entre los ensayos 
realizados (a=o.01, A.V.R.P), (Gráfica 4-A). 

En la estirpe CRHE encontramos que los linfocitos LS+ 
mostraron una actividad inhibitoria de aproximadamente un 
40% a los primeros dos dias y de un 70% al quinto dia de 
ce-cultivo (Gráficas 5-A y 5-B). Para esta estirpe no 
fue posible determinar el efecto de linfocitos LS- debido a 
que se contaminaron con bacterias. Sin embargo las células 
LAK mostraron un gran efecto ci totóxico prácticamente 
desde el inicio de el ce-cultivo, eliminando a las células 
blanco en un 100% durante el primer dia (Gráficas 5-A y 
5-B). La inhibición producida por los LS+ difirió 
significativamente de la producida por las LAK (a =O. 05, 
U.M.W). Por su parte los LSP, sólo produjeron una 
inhibición de 30% después de 6 días, (Gráficas 5-A y 5-B). 
La inhibición de la proliferación de las células de la 
estirpe CRHE, fue significativamente diferente entre los 
ensayos realizados (a=0.012, A.V.R.F), (Gráfica 5-A). 

En la estirpe tumoral GEPE, el efecto inhibitorio de 
los linfocitos LS+ fue muy bajo al inicio del ca-cultivo con 
20% durante los primeros dos días, y finalmente llegó hasta 
un 90% a los cinco días de co-cul tivo (Gráficas 6-A y 
6-B). Tampoco en este ensayo se evaluó el efecto de 
1 infoci tos LS-, debido también a contaminación. La 
población de las células LAK mostró el mayor efecto 
inhibitorio, ya que éste llegó al 100% durante el primer 
día de ce-cultivo. La citotoxicidad de las LAK fue 
significativamente diferente a la mostrada por los 
linfocitos LS+ (a=0.05, U.M.W). Por su parte, los LSP 
sólo lograron un 20% de citotoxicidad sobre las 
células blanco a los 5 dias de ca-cultivo (Gráficas 6-A y 
6-B). La inhibición observada en la proliferación de las 
células de la estirpe GEPE, fue significativamente diferente 
entre los ensayos realizados (a =O. 012, A. V. R. F) , 
(Gráfica 6-A). 

Finalmente, en la estirpe INBL los linfocitos LS+ 
inhibieron en un 100% a todas las células blanco a partir 
del primer dia de ce-cultivo (Gráficas 7-A y 7-B). Los 
LS- presentaron una citotoxicidad significativamente menor 
que la producida por los linfocitos LS+ (a=0.025, U.M.W), 
ya que inhibieron en un 40% durante el primer día y hasta 
un 90% hasta el cuarto día de ca-cultivo (Gráficas 7-A 
y 7-B). Las células LAK inhibieron en un 80% a las 
células blanco durante el primer dia y a un 100% al 
segundo día de ca-cultivo. Mientras que los LSP 
produjeron un 60% de inhibición después de cuatro días de 
ce-cultivo (Gráficas 7-A y 7-B). La inhibición de la 
proliferación de las células de la estirpe INBL, fue 
significativamente diferente entre los ensayos realizados 
(ª=O. 05, A. V .R.F), (Gráfica 7-A). 
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PRUEBA DE ESPECIFICIDAD DE LINFOCITOS SENSIBILIZADOS CON 
LAS ESTIRPES DE cacu 

Con la finalidad de verificar si las poblaciones LS+s 
(L-CALO, L-T3, L-CRHE, L-GEPE Y L-INBL) tenían actividad 
citotóxico especifica sobre las células contra las cuales 
habían sido estimuladas, se ensayó su citotoxicidad sobre 
la proliferación de células de una linea tumoral proveniente 
de un carcinoma de laringe (HEP). En estos experimentos, 
también se ensayó la citotoxicidad de linfocitos 
sensibilizados con la linea celular en prueba (L-HEP), y la 
de las células LAK. 

Los L-CALO inhibieron en un 50% a las células HEP 
durante el primer día y finalmente en un 100% a los 4 días 
de ce-cultivo (Gráficas 8-A y 8-B). La citotoxicidad de los 
linfocitos L-HEP no difirió significativamente de la 
mostrada por los linfocitos L-CALO (ª=0.05, u.M.W), ni de 
la producida por las células LAK (a =0.05, U.M.W), 
(Gráfica 8-A) . La inhibición de la proliferación de las 
células de la linea HEP, fue significativamente diferente 
entre los ensayos realizados (a =O. 039 A.v.R.F), (Gráfica 
8-A). 

Al evaluar el efecto citotóxico de linfocitos L-T3 sobre 
la proliferación de las células HEP también se observó un 
alto efecto inhibitorio, siendo éste del 40% al primer 
día y de 90% al cuarto día del ce-cultivo (Gráficas 9-A y 
9-B). Por su parte, los L-HEP mostraron una citotoxicidad 
muy similar a la de los linfocitos L-T3 (a= 0.05, 
U .H. W) , mientras que las células LAK en este caso 
presentaron una inhibición mayor a la producida por 
L-T3 y L-HEP (a= 0.05, U.M.W). La inhibición de la 
proliferación de las células de la linea HEP, fue 
significativamente diferente entre los ensayos realizados( a 
= 0.039, A.V.R.F), (Gráfica 9-A). 

Al evaluar la citotoxicidad de los linfocitos L-CRHE 
sobre la linea HEP, no se observó un efecto inhibitorio 
tan marcado como en los casos anteriores, dado que fue 
del 70% hasta después del cuarto día de ce-cultivo 
(Gráficas 10-A y 10-B). La citotoxicidad producida por 
linfocitos L-HEP fue mayor a la originada por los L-CRHE 
(a=0.025, U.M.W), ya que los L-HEP inhibieron en un 45% en 
el primer día y en un 100% al cuarto día . Las células LAK 
también produjeron un efecto inhibitorio mayor al de los L
CRHE (a=0.025, U.M.W), llegando a un 100% a los 4 días, el 
cual fue muy similar al producido por la población L-CRHE. 
(Gráficas 10-A y 10-B). Finalmente, la inhibición de la 
proliferación de las células de la linea HEP, fue 
significativamente diferente entre los ensayos realizados 
(a= 0.039, A.V.R.F), (Gráfica 10-A). 

Cuando se evaluó la citotoxicidad de linfocitos L-GEPE 
sobre células de la linea HEP, se encontró un 40% de 
inhibición a los dos días y un 80% al cuarto día (Gráficas 
11-A y 11-B). Las poblaciones L-HEP y LAK, presentaron 
citotoxicidad muy similar, alcanzando el 100% al cuarto día 
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del ce-cultivo. Por otra parte, el efecto inhibitorio de 
L-HEP fue mayor al producido por los L-GEPE, (a= 0.025, U 
de Mann Whitney). Asimismo al comparar el efecto de LAK 
contra el de L-GEPE también se observaron diferencias 
significativas (a=0.025, U.M.W), (Gráficas 11-A y 11-B). 
La inhibición de la proliferación de las células de la linea 
HEP, fue significativamente diferente entre los ensayos 
realizados (a= 0.039, A.V.R.P), (Gráfica 11-A). 

Por último, al evaluar la actividad citotóxica de 
los linfocitos L-INBL sobre la proliferación de las células 
HEP, se encontró un 60% de inhibición hasta después del 
cuarto día de ce-cultivo. Por su parte, los linfocitos 
L-HEP mostraron una inhibición mayor que la de los L-INBL(a 
=0.025, U.M.W) ya que desde el primer día produjeron un 
40% de citotoxicidad, la cual llegó hasta un 90% al cuarto 
día. En contraste a éstos, la población LAK mostró la 
máxima citotoxicidad debido a que en el segundo dia del 
cultivo lisaron completamente a las células blanco. Al 
comparar el efecto inhibitorio de las células LAK con el de 
los linfocitos L-INBL, también se observaron diferencias 
significativas p =0.025, U.M.W) (Gráficas 12-A y 12-B). La 
inhibición de la proliferación de las células de la linea 
HEP, fue significativamente diferente entre los ensayos 
realizados (a=0.039, A.V.R.P), (Gráfica 12-A). 

Finalmente, es importante mencionar que en los ensayos 
de citotoxicidad, los linfocitos que fueron 
sensibilizados con las estirpes de cacu de estadios 
clínicos más avanzados (L-CRHE, L-GEPE y L-INBL), 
mostraron una menor citotoxicidad sobre las células HEP 
que aquellos que fueron sensibilizados con células de las 
estirpes de cacu de estadios clínicos menos avanzados 
(L-CALO y L-T3), (Gráficas 8-12). 
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GRAFICA 11-A 
INHIBICION EN LA PROLIFERACION 

DE LA LINEA HEP POR L-GEPE 
No DE CELULAS (x 1ó

3
) 

10000~~~~~-~-----~-----~~ 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

o 

0.1~~---~--~-~-~~-~~~~~~ 

o 

- NORMAL 

...... LAK ( .. )( ... ) 

2 3 4 
DIAS 

5 6 

-+- L-HEP (o)(•••) 

-<>- L·GEPE (•)( .. )( .. •) 

INICIO DEL ce-CULTIVO: DIA 3 
(•)( .. ) DIF. SIG. alla•0.025 U DE MANN WHITNEY 

7 

¡ ... , DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS alla•0.039 AN.VA.RAN.FRIED. 

GRAFICA 11-8 
CITOTOXICIDAD DE L-GEPE SOBRE 

CELULAS DE LA LINEA HEP 
'!lo DE CITOTOXICIDAD 

2 3 4 
DIAS DE CO-CULTIVO 

- L-HEP - LAK D L-GEPE 

8 

EFECTO DE LINFOCITOS PRESENSIBILIZADOS CON GEPE E IL-2rh 
(L-GEPE), LINFOCITOS PRESENSIBILIZADOS CON IA LINEA HEP E 
IL-2rh (L-HEP) y DE LINFOCITOS ACTIVADOS CON IL-2rh (IAK) 
SOBRE IA PROLIFERACION DE IA LINEA HEP. n= a. 
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GRAFICA 12-A 
INHIBICION EN LA PROLIFERACION 

DE LA LINEA HEP POR L -INBL 
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(•••) DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS alla•0.039 AN.VA.RAN.FRIED. 

GRAFICA 12-B 
CITOTOXICIDAD DE L-INBL SOBRE 

CELULAS DE LA LINEA HEP 
% DE CITOTOXICIDAD 

2 3 4 
DIAS DE CO-CULTIVO 

- L-HEP - LAK D L-INBL 

7 

EFECTO DE LINFOCITOS PRESENSIBILIZADOS CON INBL E IL-2rh 
(L-INBL), LINFOCITOS PRESENSIBILIZADOS CON LA LINEA HEP E 
IL-2rh (L-HEP) 'i DE LINFOCITOS ACTIVADOS CON IL-2rh (LAK) 
SOBRE LA PROLIFERACION DE LA LINEA HEP. n= a. 
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DISCOSION DB RESULTADOS 

El establecimiento de estirpes celulares humanas 
Y su mantenimiento durante tiempos prolongados en 
cultivo, siempre ha presentado cierto grado de 
dificultad debido a los m~todos disponibles para ello. 
En el caso especial de carcinoma cérvico uterino (CaCu) , 
se han implementado varias metodologías, entre las cuales 
destacan el cultivo en agar, así como los cultivos sobre 
capas celulares de tejido conectivo, lográndose en éstos 
últimos eficiencias de hasta 30% de las muestras procesadas, 
asimismo la duración maxima de sus cultivos ha sido 
hasta de 22 pasajes seriados (13, 29-30). Bajo 
nuestras condiciones, el empleo de cuatro métodos cultivo 
permitió la obtención de células viables en un 40% de las 
biopsias trabajadas (26 de 65 muestras), no obstante 
sólo 7 estirpes celulares se lograron llevar a más de 10 
resiembras y actualmente 3 de ellas han rebasado 
las 30 · resiembras. Consideramos, que la contaminación 
inherente a la zona en donde se desarrolla el tumor es uno 
de las factores que reduce significativamente el número de 
cultivos viables, además de que su infiltración en los 
tejidos dificulta grandemente su eliminación aún con 
antibióticos a altas concentraciones. 

Por otra parte, es importante considerar que la 
necrosis celular que presentaban algunas muestras de 
tejido, también fue un factor importante en la 
viabilidad de las células en cultivo, causa por lo cual 
muchas de ellas difícilmente se mantuvieron en 
proliferación celular por varias semanas. Asimismo, 
también es importante tomar en cuenta el método de cultivo 
utilizado durante el procesamiento de las biopsias, 
debido que al emplear métodos mecánicos como el de 
explante, o como el de disgregación mecánica se evita 
un mayor daño a las células y por lo tanto mantienen una 
mayor viabilidad celular con respecto a los métodos 
enzimáticos que además de disgregar la matriz extracelular, 
en ocasiones dañan a las membranas celulares (17,26). 

Por otro lado, las diferencias citopatológicas 
entre las células provenientes del tejido normal y 
del tejido tumoral permitieron diferenciar a uno de otro. 
En nuestro caso todas las estirpes celulares 
provenientes de cacu presentaron características 
tipicas de células malignas, tales como núcleos celulares 
grandes que perdían la relación núcleo: citoplasma, así 
como un elevado número de mitosis y la presencia de 
varios nucleolos sobreteñidos (168-169). 

En las estirpes establecidas se observó una 
heterogeneidad morfológica, la cual parece no depender de 
la técnica empleada para su obtención debido a que en los 
cuatro métodos empleados se obtuvieron diferentes 
morfologías, sino más bien parece estar relacionada con 
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la capa celular derivada del epitelio multiestratificado 
que caracteriza al tejido cervical, el cual además 
muestra un alto grado del pleomorfismo celular (168-
170). Aunado a ésto, el mantener células en cultivo nos 
permite de cierta forma inducir la proliferación de las 
células in vitre, y en consecuencia inducir la 
proliferación de la(s) forma(s) celular(es) 
predominante(s) en el cultivo (169). 

Cabe destacar que a pesar de todos los problemas 
metodolólicos derivados en la obtención y establecimiento de 
las estirpes celulares, consideramos de gran importancia el 
seguir manteniendo 3 estirpes celulares de cacu en cultivo 
in vitre, debido a su posterior utilidad en futuros 
estudios con células de este tipo tumoral. 

Los desmosomas son estructuras subcelulares que unen 
a las células epiteliales y que se encuentran de manera 
abundante en epitelios sometidos a tensión mecánica como 
ocurre en la piel, el cérvix uterino y la vejiga (40-
41), asimismo la adhesión intercelular proporcionada por 
estas estructuras es mediada por el entrecruzamiento de 
las moléculas desmosómicas que se colocan paralelamente a 
las membranas plasmáticas (47-47). La desmogleína-1 (DG-
1) además de ser un componente importante en la organización 
y estabilidad de las uniones celulares, es una molécula 
desmosomal que presenta una microheterogeneidad 
antigénica, lo que ha permitido la fabricación de 
anticuerpos monoclonales para señalar la existencia de 
isotipos de esta molécula que están relacionados con la 
adherencia celular (57-59). Por tal motivo, la técnica de 
inmunofluorescencia fue empleada para determinar el 
origen epitelial de las células de las estirpes 
obtenidas, debido a que entre éstas se habían obtenido dos 
tipos morfológicamente diferentes. 

El empleo de la técnica de inmunofluorescencia para 
DG-1, nos permitió caracterizar el origen epitelial 
de las estirpes estudiadas, por el hecho de que todas 
ellas tuvieron positividad al anticuerpo tanto en membrana 
como en citoplasma independientemente de su morfología 
celular observada. sin embargo, las estirpes 
celulares de morfología fibroblástica a pesar de que 
presentaron bajos porcentajes de tinción con el anticuerpo 
en membrana, mostraron un patrón de tinción 
citoplasmática en forma de gránulos sobretodo 
alrededor del núcleo. Este comportamiento puede deberse 
a dos aspectos principales: primero, las células de 
morfología fibroblástica no formaban las colonias o grupos 
de células típicas de "calle empedrada" que caracterizan a 
los epitelios en cultivo, y sólo crecían de forma 
semiaislada, lo que en principio no permitiría la unión 
intercelular y en consecuencia la expresión de la DG-1 en 
la membrana citoplásmica; y segundo, la detección de 
la proteína DG-1 en la región perinuclear obedece a 
que la mayor parte de este material corresponde 
posiblemente a vesículas endocíticas conteniendo 
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proteínas desmosómicas, las cuales para ser detectadas se 
requirió de la "permeabilización" de las membranas 
celulares con la solución de metanol:acetona, para que el 
anticuerpo pudiera tener acceso a los epítopes de la DG-1 en 
la placa desmosomal (59). 

Otro aspecto importante observado en nuestros 
resultados, fueron las diferencias entre la concentración 
de DG-1 en las células de las estirpes provenientes de 
tumores, ya que en quellas que derivaron de tejido con 
estadio clínico avanzado (CRHE y GEPE de III B e INBL de 
IVA) mostraron menores porcentajes de marcaje del 
anticuerpo anti-DG-1 con respecto a las estirpes 
provenientes de tejido tumoral de estadio clínico menos 
avanzado (CALO y T3 de IIB), aun así cuando la morfología 
entre ellas fue diferente. Este fenómeno puede estar 
relacionado con las propiedades metai;itásicas de las 
células, ya que se ha observado que en tumores de origen 
epitelial que están en la fase inicial de su 
crecimiento, muestran desmosomas que mantienen unidas 
a las células neoplásicas; pero cuando hay pérdida de 
desmosomas de manera funcional o estructural, las 
células suelen separarse con mayor faciliad de la masa 
tumoral, originándose células metastásicas (43). En 
consecuencia, seria de gran interés el corroborar dicha 
relación en este tipo de neoplasia ya que nos permitiría 
contar con una herramienta útil para diferenciar las 
propiedades biológicas de cada tumor, mejorando su 
diagnóstico y por lo tanto adecuándolo hacia un mejor 
tratamiento. 

El conocer los parámetros cinéticos de los tumores ha 
tenido como consecuencia varias implicaciones importantes, 
tales como el entendimiento de la historia natural del 
tumor, el establecimiento de un método terapéutico, así 
como dar un valor pronóstico en la cura del tumor 
(31-35). En nuestro estudio, se establecieron 
algunos parámetros cinéticos de las células de las estirpes 
tanto de tejido de cérvix normal como de carcinoma 
cérvico-uterino, entre los dos tipos morfológicos 
identificados (fibroblástico y epitelial) existieron 
diferencias muy marcadas en su comportamiento in vitre; 
los de morfología epitelial presentaron menores TL y TD 
que los presentados por las estirpes de forma fibroblástica, 
asimismo las DS de los epiteliales fueron mayores a la de 
los fibroblásticos. Esto nos hace sugerir que al 
cultivar tejido cervical in vitro, podemos mantener dos 
tipos celulares morfológicamente diferentes, con 
propiedades diferentes tanto en el tejido normal como en el 
tumoral. Ahora bien, es muy probable que los TL y TO 
obtenidos para las estirpes en estudio estén influenciadas 
por la proporción de células proliferantes y 
consecuentemente por la tasa de proliferación celular que a 
su vez está relacionada con el ciclo celular y la 
información genética propia (32), puesto que las estirpes 
con morfología fibroblástica llegaron a un menor número 
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de resiembras que aquellas de morfología típica 
epitelial. 

Es conocido que el tiempo de doblaje de una estirpe 
celular in vitre está relacionado con su grado de 
diferenciación, de tal forma que a mayor diferenciación 
la proliferación tiende a disminuir, mientras que 
cuando se presenta una desdiferenciación ésta conduce a 
una mayor proliferación (62). Por tanto, consideramos 
que el hecho de que las cinéticas de proliferación de 
las distintas estirpes celulares estudiadas mostraran una 
gran heterogeneidad (de 24 hrs para CALO hasta 110 hrs 
para GEPE), puede deberse a que entre ellas existe un grado 
de diferenciación distinto, independientemente de sus 
diferencias morfológicas. 

Varios investigadores han reportado la 
obtención de linfocitos citotóxicos especificas hacia 
células de tumor autólogo, mediante el cultivo de leucocitos 
de sangre periférica con células del tumor autólogo en 
cultivos denominados MLTC (Mixed Lymphocyte Tumor Culture) 
y su activación con el factor de crecimiento de linfocitos 
T ó Interleucina-2 IL-2 (150-157 1 171). Asimismo tal 
citotoxicidad ha sido altamente especifica y restringida por 
antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad, 
sugiriéndose que es mediada por linfocitos T citotóxico 
especificas (LTC) que son diferenciados como resultado de 
un reconocimiento especifico (131, 172-175). Por otro 
lado, mencionaremos que la técnica de MLTC ya se ha 
empleado para inducir la selección de clones de células T 
que responden a antígenos asociados al tumor (176-183), de 
tal manera que varios modelos (autólogos y heterólogos) se 
han establecido con la finalidad de estimular a las células 
efectoras de manera especifica (184-188). 

En nuestro estudio se emplearon linfocitos de sangre 
periférica (LSP) de donadores normales como células 
efectoras y las células de carcinoma cérvico-
uterino (CaCu) como células estimuladoras. El posible 
reconocimiento de los LSP sobre células de cacu se 
esperaba, por una parte por la etiología viral del cacu 
a la cual se han asociado antígenos virales (como el 
Papilloma virus del tipo 16 (HPV-16) y 18 (HPV-18) asi 
como el Herpes virus y Citomegalovirus (69, 71, 75, 78, 
so, 82, 88 1 189-195)), por otra parte por la participación 
de varias subpoblaciones efectoras de linfocitos capaces de 
reconocer antígenos asociados a células tumorales, dentro 
de las cuales podemos considerar a los LTC (en 
los que se ha demostrado gran diversidad fenotípica 
y funcional, desde aquellos que se restringen a 
antígenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) 
(125, 127, 131, 181), asi como aquellos que han 
mostrado reactividad cruzada a tumores del mismo tipo 
histológico y de diferentes tumores (184-188)), Y 
finalmente a aquellas subpoblaciones efectoras que son 
semejantes a las células asesinas naturales y que tienen 
la capacidad de adherirse a células tumorales que 
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muestran alteraciones en membrana, y que no se restringen 
al CMH (196-199). 

Es interesante mencionar que al evaluar la 
citotoxicidad ejercida por las diferentes 
subpoblaciones de linfocitos mediante la inhibición de la 
proliferación de seis estirpes celulares (1 normal y 5 
provenientes de tumor) , encontramos diferencias 
signficativas. En efecto observamos que las poblacioneo 
sensibilizadas previamente en ca-cultivos MLTC tanto en 
presencia como en ausencia de IL-2 recombinante humana 
(IL-2rh), (LS+ y LS- respectivamente) mostraron mayor 
citotoxicidad sobre las células blanco, que aquellas que no 
fueron previamente estimuladas. Esta diferencia en 
citotoxicidad indica que muy probablemente durante la 
sensibilización los linfocitos LS+ y LS- llevaron a cabo 
el reconocimiento de algún antígeno en las células blanco. 
Es conveniente agregar que los linfocitos LS+ siempre 
mostraron mayor citotoxicídad que los LS-. Este resultado 
era de esperarse pues es conocido el papel importante de 
activación a la citotoxicidad ejercido por la IL-2. 

Es conveniente hacer notar, que la actividad de las 
células LAK en las estirpes tumorales fue mucho mayor que en 
la estirpe normal, tal comportamiento ilustra el hecho 
conocido de que las células LAK no interaccionan con células 
normales por carecer éstas de neoantígenos o de antígenos 
tumorales. En consecuencia creemos que las diferencias 
encontradas en la inhibición de la proliferación tanto de 
células provenientes de tumores de cacu como de células 
normales, se deba a neoantígenos expresados en dichas 
células. 

Como era de esperarse en la mayoría de las estirpes de 
cacu (cuatro de las cinco), las células LAK fueron más 
efectivas en lisar a las células blanco que los LS+, sin 
embargo en interesante señalar que en las estirpes de 
proliferación más lenta (CRHE y GEPE) esta actividad fue 
mayor. En efecto se redujo el período para lisis total de 
entre 3 y 2 días a sólo 1 día de ca-cultivo. Consideramos 
estas diferencias en citotoxicidad se deban por una parte 
a lo ya conocido sobre el hecho de que en presencia de IL-2 
las células LAK mantienen una citotoxicidad altamente 
inespecífica y no restringida a antígenos del CMH y por 
otra, en resultados previos obtenidos por nuestro grupo 
(200), en el cual hemos encontrado que la actividad de LAK 
sobre células provenientes de biopsias tumorales mantienen 
un mayor grado de inhibición sobre las células con mayor 
tiempo de doblaje que en las de menor. 

Ahora bien si tomamos en consideración que dentro de las 
poblaciones LS+ pudieran existir tanto LTCs como células LAK 
(debido a que todos los LPS fueron activadas en presencia de 
IL-2), entonces se esperaría que la citotoxicidad generada 
por las LS+ fuera superior a la efectuada sólo por LAK. Sin 
embargo ésta fue menor en la mayoría de los casos lo que 
creemos se deba al tipo de técnica de ca-cultivo empleda, ya 
que los subcultivos se efectuaban en nuevas cajas de petri 
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eliminando a todas las células adheridas a los cultivos 
precedentes que generalmente son las células LAK. No 
obstante, en uno de nuestros ensayos (en la estirpe INBL), 
encontramos que una mayor actividad citotóxica fue obtenida 
con los LS+ que con LAK, ésto nos ilustra el caso ideal que 
se busca encontrar con la metodología utilizada, en donde 
tratamos de obtener linfocitos citotóxicos específicos 
hacia las células tumorales. En consecuencia consideramos 
que para la INBL si pudimos generar células efectoras contra 
antígenos asociados a células de cacu. 

Según lo ya establecido de la incapacidad de la 
población LAK de interactuar a células normales cabe 
mencionar que aunque leve en nuestros resultados encontramos 
cierta citotoxicidad contra la estirpe normal (EN0-1). Sin 
embargo consideramos que dicha citotoxicidad pueda ser 
atribuida al posible reconocimiento de antígenos del CMH 
entre los grupos celulares confrontados. Por el momento no 
contamos con datos suficientes del tipo de CMH de los 
pacientes y de los donadores de LSP y por tanto no podemos 
determinar si el diferente grado de inhibición a la 
proliferación encontrada con las estirpes celulares sea por 
diferencias en sus CMH. 

Otro aspecto de llamar la atención, fue el hecho de que 
en los diferentes ensayos las poblaciones de LSP sin 
activación presentaron una ligera inhibición de la 
proliferación de las estirpes tumorales de cacu. 
Consideramos que esta leve citotoxicidad se deba a que 
dentro de toda población leucocitaria existen células con 
capacidad asesina natural, o sea células que por si solas 
reconocen antígenos en la superficie de las células 
blanco. 

El haber encontrado en este trabajo que los linfocitos 
sensibilizados con estirpes provenientes de tumores con 
estadio clínico más avanzado fueran menos inespecificos 
durante la lisis, nos sugere que las estirpes de cacu en 
estadio clínico más avanzado son más inmunogénicas y por 
tanto más suseptibles de ser reconocidas por los 
linfocitos. En consecuencia podríamos suponer que los 
tumores más avanzados y en los cuales las terapias 
existentes en la actualidad no sean suficientemente 
efectivas, la terapia de inmunología adoptiva sea una 
alternativa viable. 

Finalmente mencionaremos que en nuestro estudio al 
emplear un modelo heterólogo nos indica que es posible 
sensibilizar linfocitos de donadores normales con células 
tumorales de cacu, lo cual evitaría tener que sangrar al 
paciente como hasta ahora se hace en este tipo de terapias. 
Asimismo consideramos que las células efectoras asi 
obtenidas pueden tener gran utilidad clínica si se emplean 
muestras sanguíneas con LSP histológicamente compatibles 
con las células tumorales, evitando de esta manera rechazos 
inmunes asociados a diferentes CMH. No hay que dejar de lado 
el hecho de que con un número bastante pequeño de leucoitos 
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se puede generar suficientes células efectoras en un tiempo 
relativamente corto. 

Es evidente que las interpretaciones de aplicación 
clínica hasta aquí vertidas se basan en la suposición de 
que el comportamiento in vitre sea semejante al que se 
presenta in vivo y es obvio ésto se tiene que demostrar 
antes de poder proceder a una aplicación en el ser humano. 
sin embargo creemos que nuestros resultados apuntan en esta 
dirección. Además muchos tumores más tendrán que ser 
analizados y con diversos LSP para poder generalizar 
nuestros resultados. 
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CONCLUSIONES 

l.. - Se obtuvieron siete estirpes celulares; cinco a partir 

de biopsias de tumores de cáncer cérvico-uterino y dos de 

epitelio de cérvix normal. Asimismo se encontraron dos 

difrentes morfologías entre éstas: la típica epitelial y la 

fibroblástica. 

2.- La morfología celular observada entre las estirpes, fue 

independiente del método utilizado para su obtención. 

3.- Las estirpes celulares obtenidas mostraron 

positividad al anticuerpo policlonal (ANTIDESMOGLEINA-1) 

independientemente de la morfología celular que presentaron, 

confirmando así su origen epitelial. 

4.- La expresión diferencial de la desmogleína (DG-1) 

encontrada en membrana celular de células tumorales de cacu, 

nos puede proporcionar información acerca del grado de 

avance tumoral. 

5.- Las estirpes celulares con morfología celular 

fibroblástica presentaron mayores tiempos de latencia Y 

tiempos de doblado, así como menores densidades de 

saturación con respecto a las estirpes celulares con 

morfología epitelial. 
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6. - La ci totoxicidad de los linfocitos presensibilizados 

durante 14 días con células de estirpes de cacu en presencia 

de IL-2rh mostraron una actividad citotóxica 

significativamente mayor que linfocitos sensibilizados en 

ausencia de IL-2rh así como de aquellos sin sensibilizar. 

7.- Las células provenientes de tumores de cáncer 

cérvico-uterino de estadios clínicos más avanzados fueron 

lisadas se forma más específica que aquellas de estadios 

clínicos menos avanzados. 

a.- La 

tumores 

técnica de ce-cultivo de 

de cacu con linfocitos 

células provenientes 

de sangre periférica 

de 

en 

presencia de IL-2rh, permite sensibilizar a linfocitos de 

manera citotóxico-específica contra las células tumorales. 
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APENDICES 

APENDICB 1 

PREPARACIOH DEL MEDIO DE CULTIVO 

Se mide un volumen de agua bidestilada 5% menor al 
volumen de medio total deseado, utilizando para ello 2 
matraces. se adicionan 16.4 grs./l de medio RPMI-1640 en 
polvo (Sigma Chemical, Cell Culture Reagents, U.S.A) 
agitándose suavemente, se agregan 3.7grs. de bicarbonato de 
sodio, 100 U/ml de estreptomicina y 100 U/ml de penicilina 
y 2 · mM de L-glutamina. Se completa el volumen deseado con 
agua bidestilada, se ajusta el pH entre 0.2 y 0.3 menos que 
el que se desea, que es de 7.2 (con ácido clorhídrico) y se 
esteriliza por filtración con membrana de poro de 0.22µ. 

El medio RPMI-1640, fue desarrollado por Moore et al., 
en el Roswell Park Memorial Institute (RPMI), la fórmula se 
basa en la del medio RPMI-1630 utilizando un sistema 
amortiguador de bicarbonato y alteraciones en las 
cantidades de aminoácidos y vitaminas. 

1 
APENDICE 2 

DESACTIVACIOH DEL SUERO FETAL DE BOVINO 

Se toma una botella de suero Fetal de Bovino (Gibco, 
U.S.A) y se coloca a baño de agua a temperatura ambiente 
para que sea descongelado, posteriormente se pasa a un baño 
de agua a 57ºC durante 30 min, con el propósito de eliminar 
algunas proteínas de bajo peso molecular como son las 
proteínas del complemento, que pueden interferir al inhibir 
la proliferación celular en los cultivos. En seguida es 
transvasado en frascos más pequeños para su mejor manejo. 
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APENDICE 3 

PREPARACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA DB FOSFATOS (PBS) 

En un litro de agua bidestilada, se disuelven las 
siguientes sustancias: 

COMPUESTOS CONCENTRACION 
(g/l) 

Cloruro de sodio ••••••.•.••••••.•••.••••••••••..•••• 8 • o 
Fosfato de sodio monobásico •••••••••••••••••••••.••• 2.16 
Fosfato de Potasio ••••••.••••••.•••••••••••••••••••• 0.20 
Cloruro de Potasio •••.••.•••••••••••••.•••.••••••••• O. 20 

Una vez disueltas las sustancias, se ajusta el pH a 7.2 
con ácido clorhidrico y se esteriliza la solución por medio 
de autoclave, 20 lb durante 20 min. 

APENDICE 4 

PREPARACION DE VERSENO 

A 800 ml de agua bidestilada se adicionan las siguientes 
sustancias: 

SUSTANCIAS CONCENTRACION 
(g/l) 

Tris base •.••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• J. 04 
Cloruro de sodio •••••••••••..••.••••••••••••••••.••• 8. 00 
Cloruro de potasio •..••••••••••••••.•••••••...•••••• O. 4 O 
Etilén-diamin-tetra-acético (EDTA) ••••••••..•••.•••• 0.20 

Posteriormente se agitan perfectamente los compuestos 
con el agua y se afora a un litro con agua bidestilada, 
ajustándose el pH a 7. 7 con ácido clorhidrico lON y se 
esteriliza por medio de autoclave a 20 lb durante 20 min. 
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APENDICB 5 

PREPARACION DEL COLORANTE AZUL DE TRIPANO 

Para pruebas de.viabilidad, generalmente se empleó una 
dilución del colorante Azul de Tripano (Sigma de México S.A) 
al 0.3% en PBS. Antes de utilizarlo, el colorante fue 
filtrado mediante el uso de un filtro (Whatman, England) del 
número 2. 

APENDICE 6 

PRUEBA DE CHI-CUADRADA DE INDEPENDENCIA-TABLAS DE 
CONTINGENCIA 

Otro uso de la chi-cuadrada es la prueba de hipótesis de 
que dos criterios de clasificación, cuando son aplicados a 
las mismas unidades elementales, son independientes. 

La clasificación en dos criterios de los mismos 
individuos se hace en las llamadas tablas de contingencia, 
en la cual la "f" filas representan los niveles de un 
criterio u las "c" columnas representan los niveles del otro 
criterio de clasificación puede ser los ingresos anuales por 
familia y el otro criterio las zonas donde viven los 
habitantes de una ciudad. Si los ingresos anuales por 
familia y las zonas donde viven son independientes, entonces 
tendríamos que en todas las zonas de la ciudad vivirían la 
misma proporción de familias de bajos, medios y altos 
ingresos. 

Una tabla de contingencia mostrando esta situación 
seria como la siguiente: 

INGRESOS 

ZONAS Bajos Medios Altos Total 

A nll nl2 nl3 nl. 
B n21 n22 n23 n2. 
e n31 n32 n33 n3. 
D n41 n42 n43 n4. 

Total n.l n.2 n.3 n 
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Estamos interesados en probar la hipótesis nula de que 
en la población, los dos criterios de clasificación son 
independientes. Si se rechaza la hipótesis nula, concluimos 
que los dos criterios de clasificación no son independientes 
sino dependientes. 

Un cuadro ij cualquiera de la tabla formada por la 
interacción de un nivel de uno de los criterios con un nivel 
de otro criterio se llama celda. Las frecuencias observadas 
se designan por Oij y las esperadas por Eij. El estadigrafo 
de prueba viene dado por: 

x2 
c 
¡; 

j=l 

f (Oij - Eij) 2 
E ------------ con (c-1) (f-1) grad. de lib. 

i=l Eij 

Las frecuencias esperadas Eij de una celda cualquiera ij 
se obtiene multiplicando la frecuencia relativa 
correspondiente a la fila i por la frecuencia relativa 
correspondiente a la columna j por el tamaño de la muestra. 

ni. n.j (ni.) (nj.) 
Asi Eij = (---) (---) (n) = ----------- puesto que si 

n n n 

son eventos independientes la probabilidad de la 
intersección es el producto de las probabilidades. 

Finalmente el valor calculado para X se compara con el 
valor teórico de x2. 

APENDICE 7 

ANALISIS DB REGRESION NO LINEAL 

Reqresión exponencial o semiloqaritmica. 

A partir del diagrama de dispersión o de la teoría, 
podemos conocer que la relación entre las dos variables 
puede representarse adecuadamente sólo por cierta función 
matemática curvilínea (no lineal), por ejemplo la tendencia 
general del crecimiento poblacíonal que sigue un crecimiento 
exponencial positivo, o el decaimiento radiactivo que sigue 
un modelo exponencial negativo.(Tomado de ref. 201) 

cuando se sospecha que la relación es de tipo 
exponencial, proponemos una ecuación de regresión de la 
forma: 
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Como sugiere el nombre exponencial, la variable 
independiente x aparece en el exponente. 

Por necesidad teórica y conveniencia práctica 
transformamos nuestra ecuación de regresión a otra, tomando 
logaritmos a ambos lados: 

log y log c + X log d (1) 

Ahora hacemos: log c a 
log d b 

sustituyendo en (1) queda: 

log y =a + b X (2) 

que es una ecuacion lineal en log Y y X, la cual es una 
función semilogaritmica, de manera que si llevamos los 
puntos a papel semilogarítmico obtendremos una recta. 

Para transformar de nuevo la ecuación (2) a la forma 
original sólo necesitamos tomar la función inversa del 
logaritmo, esto es la función exponencial de la base 
adecuada según haya sido la base de los logaritmos con que 
se esté trabajando; es es, si tomamos logaritmos comunes (de 
base 10), entonces: 

c 10 ª 
d 10 b 

APENDICE 8 

PRUEBA DEL RANGO PARA MUESTRAS INDEPENDIENTES O PRUEBA U DE 
MANN-WBITNEY 

La prueba U de Mann-Whitney sirve para provar hipótesis 
acerca de dos media de dos muestras independientes cuando 
los datos no alcanzan a ser de tipo cuantitativo sino 
cualitativo (ordinales o nominales).(Tomado de ref. 201). 

En esta prueba, primero se arreglan los valores de las 
muestras en orden creciente desde 1 a n1 + n2 ( donde n1 es 
el tamaño de la muestra 1 y n2 es el tamaño de la muestra 
2), conservando cada valor dentro de su propia muestra. La 
suma de los rangos de la muestra 1 es llamada R1 y la suma 
de los rangos de la muestra 2, R2. 

Luego, es aplicada una de las siguientes fórmulas: 
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ni (ni + 1) 

2 

Una véz calculado cualquiera de la dos U1 ó U2, se 
obtiene otro valor. 

U'= nin2 - u 

donde U es U¡ ó U2 calculado anteriormente. 
Luego, es comparado el menor de los valores calculados U 

ó U' con el menor de los valores criticos para los tamaños 
de muestras n¡ y n2 correspondientes y el nivel de 
significancia (a). Si el valor calculado es menor que el 
valor crítico se rechaza Ho:µ¡=µ2. 

APENDICE 9 

ANALISIS DE VARIANZA DE UH FACTOR CON BLOQUES ALEATORIOS 
COMPLETOS POR RANGOS DE FRIEDMAH 

cuando se requiere de una prueba análoga al análisis de 
varianza de un factor con bloques, dado que no se cuemplen 
los supuestos o por que se necesitan resultados con 
urgencia. Una prueba no paramétrica para estos casos es el 
Análisis de Varianza por Rangos de Friedman. (Tomado de la 
ref. 201) 

Para llevar a cabo la prueba, primero se les asigna un 
rango a cada uno de los datos de acuerdo a un orden 
creciente. luego, los rangos son sumados en cada columna 
(tratamiento). Estas sumas son Ri, R2•····Rn dependiendo del 
número de tratamientos que se tengan. Considerando el número 
de bloques (filas o grupos de muest~as que se estén 
analizando), el estadígrafo de Fríedman X r se calcula por: 

12 k 
x2r= --------- ¡: (Ri)2 - Jr (k+l) 

rk (k+1) 1=1 

donde: r= es el número de filas (bloques) 
k= es el número de columnas (tratamientos) 
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Los valores críticos para x 2r, para varios valores de r 
y k se obtienen de tablas. 

Cuando los datos son medias en vez de rangos, se les 
asignan rangos basados en magnitud dentro de los bloques. Si 
hay empate se toma la medida como rango. 
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INHIBICION IN VITRO DE LA PROLIFERACION 
DE CELULAS TUMORALES POR 

LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA 
ACTIVADOS CON INTERLEUCINA-2 RECOMBINANTE 

Uiol. Alberto Monroy García, M. en C. Hosnlva R111gcl Corona, 
Dr. Ser,glo Hoclrigucz Cuevas, Dr. Uermy Wclss Stcider 

RESUMEN 

Se determinó el efecto clloslállco elc. leucocllos ele sangre prrlf'érlca normal (l..SP) en ausencia y presencia 
ele inlerlcucinn 2 recomblnanlc (rlL,2).sobrc In prolif'eraclón de células provenientes de cuatro diferentes 
biopsias tumorales. En lacios los áperlmentos se utilizó como conirol fibroblaslos normales obtenidos ele 
prepucio sano. Nuestros resulinelos muestran que los ca-cultivos con l.SP pueden llegar a inhibir la 
prolifrraclún de las células prnvr.nlcnlt•s de los l11111orcs, pero que en presencia de rlL-2 esta Inhibición 
siempre CS[U\'O presente y slgnillcallva111c11te 111ayor qnc la enconlracla sin este factor. Flnulmenle se discute 
tanto In posibillclacl ele qne el a11menlo de Inhibición cleleclaela se deba ni reeonoclmlenlo ele algim anligeno 
t111nornl. asi cnrno la 11llliclacl ele este llpn de i·nsayos 111 tollrocorno una herrarnlenla que permlla ntejornr los 
lrnlamlenlos ele paclcnlcs con cúncer 111cellanle el ellseflo ele un protocolo ele ltnnunalerapla adopll\·a. 
Carwnolngia VOL. 36, Núm. 1. ENE.·MZO. 1990 

SUMJ\.ú\RY 

The cyloslallc elfecl of normal perlpherlcal blood leucocyles (l'BL) on U1e prolifcrnllon of cell li'om four 
dillercnt lumour IJlopsles In !he abscnce ancl prescnce of recomblrianl lnlerletrkln 2 (r!L-2) wns delerntlned. 
Fibrohlnsl were lsolalecl fro111 a child s prepuce ami used as norrnal conlrols In ali the experlmr.nls. Our 
resulls showcd that lhc ea-cultures of t111nour cell wllh PUL can In some eases lnhlbll cell proliferallon, and 
lhal 111 lhe prescncc of lL-2 lhls lnhlblllon was alwnys present and slgnlficanlly hlgher lhan ln lhe cultures 
wlthoul thls foclor. Flnnlly we cliscuss lhc possllillily lhal lhe hlgh lnhlblllon of lurnour cell prolifrratlon by 
PBL fouml In lhls work In lhe prcsence of rlL-2 Is n consequence ar U1e recognlllon of a turnor anllgen by 
lhesc le11kocyles, as ivcll as lhe l111porlance of Utese lype os assays In lhe devcloprnenl of adoptlve 
lmmu11ulhernpy prolocols. · 
Cam.:,:rnlogía VOL. J6, Núm. 1. ENE.·MZO. 1990 

INTRODUCCION 

J\clunlrnenle es Innegable la lmporlancln del sistema 
Inmune en la defensa del nrgatrlsrno contra agrnlcs 
pali1gc11os, asi como ele su capacidad de dllnlnaclón 
de células defectuosas o lnlcclmlas ( l). Sin crnlmrgo, 

J.:1hnralc1rlo dt• f)IÍ<.'n·1u·l:u·lún Ct•f11l1lí y Cú1u·r1·, E~;rucla 

Narlonal <lt• ~:sluclfos Pmít•!'lll11alcs 7.o:mo!~'llól, COEl'llll\, Unlvcr· 
~ldad N:wfurnd /\11ti111m11a de 1\kxko IUN/\f\1), Sc:tvldo de Cabeza 
y Cui:Jlo <ld 1 ln~pllal de 011n1J01:ia, Crntro Mt·dfcu f.J;1do11nl 
(CMN). l1mlltuto Mexh·ano del Sq.,ruru Snd,tl (IMSS), MC.xlcn, DY. 
1\pny:ulo por t:I Consejo Nal'l<~tial dl· Clc.:11<:\a y Tccrwlo~la 
(CUr"lACYJl f\.lcdla11lc lkrac¡ de l.kt·11daluray Mm·-.lrla. 
Cim·t·~rJOnclcmclu: lk1111y Wd=is Sh:ldcr, ENEP 7 .. .nm~U7.ó\, Apur· 
lado Pusl;tl O 020, 1!3000 Ml·xtco. D.F. 

el posible papel •1ue pneda dr.sernpefw.r r.sle slslerna 
en la defensa del organismo contra células tumorales 
aún no esta bien e11tenlldo (2J. 
Aunque la rama de la ciencia que estudia el posible 
control de la lransfonnnclón neoplásica por células 
lnrnunocornpelentcs llamarla Inmunología Tumoral 
tiene ya más de 89 afias, el desarrollo de una terapia 
efeclha contra el cñnccr mediante rnanlpulaclón 
lnrnnne no ha sldo aún logrndo (3-6). Sin embargo, 
reclenlernentc se ha desarrollado una técnica llama
da lmnunolcrnpia Adoplt\'a l.i cual ha demostrado 
tener buenas posibilidades de éxito (7-10). Esta 
lét'nlca se basa en la proliferación in vllro de células 
con propiedades an!lncoplúslcns para riaslcrlorrnen
le ser trn11sl'undidas al paclenle (l l-14). 
Corno una consecuencia del estudio del rechazo 
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inmune. se ha encontrado la existencia de una 
familia de moléculas 'localizadas en la superficie 
celular llamadas Complejo Mayor de llistocompatl
bilidad (Cl\!Hl. que i11teivicnen en el rechazo contra 
células nonnalcs heterologas. o sea que presentan 
distintos CM! 1 ( 15). Por ejemplo para clelenninar la 
compatibilidad entre dos incli\'icluos, para evaluar 
una posible donacion de órganos o tejidos. se efectúa 
una prueba llamada de Culli''º Mb.io de Linfociios 
(CML) ( 16). En esta técnica se ponen en ca-cultivo Jos 
leucocitos ele sangre periférica (LSP) ele los posibles 
donadores y del pacicnle para del celar Ja prubalJJc 
proliferaclon de linfociios lnduclela por el rcconncl
mlento de CMH diferentes. Asimismo se encuenlra 
bien tdenllficado el factor que secretan estos linfoci
tos al ser activados, llamado l11terleucina 2 (IL-2) el 
cual llene además de la función ele i11ducción a la 
proliferaclon de este tipo de células. la de activación 
de células cllolóxicas (13, 17, 18). 
Por airo lado se ha reporlado que los l.SP pueden ser 
activados en cultivo in vitro con IL-2 recombinante 
(r!L-2) para producir células ciiolóxlcas dirigidas 
contra células tumorales ( 19). A tales células se les 
ha llamaclo células LAK (de! Inglés: L¡¡mplwkine 
Activated KillerCells) y llene la capacidad de llsar un 
amplia· rango de células tumorales (20-23). Según 
estudios recientes esle sistema efeclor parece ser 
diferente al de los linfocilos citotóidcos. pero seme
jante a las células NK (del inglés: Natural Ki/lerl ( 19, 
24-26). 
El presente trabajo se efectuó con la finalidad de 
evaluar primero la posibilidad de obtener. en nues· 
tras condiciones cxperlmenlales, cullivos celulares a 
partir de biopsias de tumores humanos, y segundo la 
de activar LSP heterólogos con rlL-2 para producir 
células LAK con capacidad citoslállca sobre estas 
células. La utilización de LSP helerólogos llene como 
objeto la de desarrollar una técnica semejan[ e a la del 
CML, que permita en un sólo ensayo evaluar el ekcto 
citostállco de las células LAK sobre células tumora
les y tener una medida de hislocompatlbilidad. Ya 
que si se pudiera encontrar algún donador cuyos LSP 
sean actlvables a células LAK y slmulláneamcnte 
compatibles con las del enfenno. en lances se podlia 
evitar. para beneficio del paciente. la ulilizaclón de 
sus LSP autólogos en el tralamlento de inmunologia 
adoptiva como se hace hoy en día. 

MATERIAL Y METODOS 

Condiciones de Cultivo. El medio de cultivo (MC) 
consistió de medio mínimo esencial de Eagle (Gibco, 
N .Y_. EU A) complementado con 200-'> de suero felal de 
bovtno (Mlcrolab. México) previamente desactivado a 
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57 ºC durante 30 min. Al MC anles de ser utilizado 
se le agregó 100 U/1111 de penicilina G (l~"Ikeside,. 
Toluca, l\léxico) y 50 ug/1111 de eslreptomicina (1~1ke
sicle, Toluca, Mé.xlco). Los cultivos fueron manlcnl
dos en condiciones de esterilidad e lncuhaclos a 37 ''C 
en una al111Usfer..1 con 1 O'!ó de bióxido ele carbono y 
humedad saluranle a punto de rncio. 
Malerial Uiológico. 1~1s cdulas de origen tumoral 
fueron ohlcnidas a parllr de biopsias de tres carcino
mas diferenles (de p11J111ón. hasocclular y de iiroide) 
y 1111 sarco111a (osicosarcnma) de pacienles del llos
pllal de üncologia cid C~IN del IMSS. J~., linea ele 
Cclulas flbrnhJ,islicas ele piel humana nonnal fueron 
donadas ni lnslil11to de l11vesllJ-!acloncs Biomédicas 
de la UNAM en Mexico. La sangre perll'érlca fue 
obtenida mediante p11ncirin venosa en presencia de 
100 U/rul de heparina (201h Cc11l1ny Chemlcal de 
Mc>.ico, Grmdalafara México) de c11atro donaclores 
nom1ales. i~., riL·2 (Celus Corpnrallon, Califomia, 
EUAJ 100 lJ/ml f11c donada por el M.O. Slcvcu A. 
Rosenbcrg del lnslii uta Nacional del Cáncer eu lle
lhesda, EUA. 
Obtención de Células del Tejido Tumoral. Las biop
sias fueron obtenidas en el quirófano y colocadas en 
MC. El traslado al laboral orlo, en donde se procesa
ron estas biopsias. nunca lardó más de 12 hrs. 
después de la clnrgia. Una vez llegada la nrneslra al 
laboral orlo las biopsias fueron corladas en pcqucilos 
trozos de aproximadamcnle 1 mm' y lavados en MC 
suplementado con 1 ripie canlidad ele anliblólicos. Se 
empicaron dos mcludos para la oblención de las 
cclulns a parllr del tejido t111noral. El primero fue por 
explanle primario; el cual consislló en colocar los 
pcquerios trozos de !ejido tumoral en la superficie de 
cajas de culllvo de 60 x i 5 111111 (Cosiar, Cambridge, 
EUA) durante 15 min para facililar su adhesión, para 
posterionnente adicionarles MC. Una vez que emi
graron las células del tejido tumoral fom1ado un 
explanle, se procedió a separarlas del suslralo ele 
culllvo mediante lripslnizaclón para poder ser sub
cullivaclas. 
El segundo método empicado para la obtención de 
células del tejido Jrunoral fue mcclia11le dos pasos ele 
dis¡,rregacion enzlmálica; para ello el tejido fue pre
vtamenle mantenido en una solución amorliguadora 
de Verseno en incubación a 37 "C durante 15 minen 
agilación constante, para la eliminación decargns de 
superficie. En seguida se llevó a cabo una digestión 
parcial con una solución de colagenasa Tipo IV 
(Si¡,trnaChemical,St. 1-ouis, EUA)al 0.125%durante 
60 mina 37 •e en baño maria. Las células y el !ejido 
parcialmente digerido fueron lavados mediante cen
trifugación. Este lavado consistió en resuspender la 
células en una solución salina amortiguada con 
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fosfatos (SAFJ y cenlrffugarlas a 500 g durante 10 
minutos para posteriormente desechar el SAF: esle 
procedimiento se r.,plle tres veces más y en la úlllma 
centrifugación se resuspende en MC en lugar de SAF. 
Se completó la dlgesllón del tejido tumoral mediante 
el empico de una solución de trlpslna al 0.25% 
(Sigma Cheinlcal. St. Louls. EUA) durante 30 mln a 
37 "C en agitación continua en baf10 maria. Las 
células así obtenidas fueron nuevamente lavadas en 
SAF y rcsuspcndidas en MC para finalmente ser 
puestas en cultivo. 
Una vez que las células procedentes de los tejidos 
tumorales saturaron los sustratos de cultivos. eslas 
fueron subculllvadas un par de veces más antes de 
ser empicadas en los experimentos. 
Subculllvos celulares. Todos los subculllvos celula
res se efectuaron mediante la térnlca de trlpslnlza
clón. Para esta técnica el MC de las células a ser 
subcullivadas es subsllt11ido por una solución de 
tripslna al 0.025% en SAF durante 5 minutos a 
temperatura amblcnle, para desprender las rélulas 
del sustrato de culilvo. Por lo general las células así 
obtenidas son sembradas en un número de3xl0 1 por 
caja de culilvo. 
Obtención de Leucocltos de Sangre Periférica (LSP). 
Para cada ensayo se utilizó de 5 a 15 1111 de sangre. 
Esta fue colocada en un gradiente con 5 mi de Flcoll-
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Cfn~Uca9 de proliferación de células provcnJcntcs de 
una bJopsla de carcinoma de Urolde {CT-86) en condi
ciones nonna.lcs (O), en co~ulUvo con leucocitos de 
sangre pcr11Cr1ca (LSPJ (·)y en co-culUvo con LSP en 
presencia de 100 U/ml de lntcrlc:udna-2 recombinan• 
te (rfL·2l (+). 
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Hypaque (Sigma Chemlcal, Sl. Louls, EUA) cenlrifu· 
gada durante 30 minutos a 1500 g para separar la 
células monooucleares. A conllnuaclón estos leuco· 
ellos fueron lavados y cuanllflcados para finalmente 
proceder a co-culllvarlos con las células pro\•enlen· 
les del tejido tumoral. Por lo general lxlOº leucocllos 
se emplearon para cada co-culllvo. 

RESULTADOS 

Delem1lnaclón de las Clnéllcas de Proliferación de 
las Células Provenientes de las 131opslas Tumorales 
(CPIIT). 
Para delennlnar la clnéllca de proliferación que 
presentaban las diferentes CPBT se hicieron subcul
llvos ullllzando 3xl01 células en cajas de Petri de 
35xl5 mm (Costar, Cmnbrlclge, EUA) con un volu
men final de 2.5 mi de MC. La clnéllca de prolifera
ción se delennlnó contando el número de células en 
cultivo cada tercer día hasta llegar a saturación 
rnedlante un hcn1ociló1nclro Ncubnuer {Atnerlcan 
Opllcnl, EUA). Obtuvimos que lodos los tejidos 
tumorales dieron origen a células con diferentes 
llernpos ele doblaje in vilro (Flgs. 1-5). 
Lns CPTB con proliferación más lenta provenían de 
un osleosarcoma (OSX-4) y presentaron un llempo 
de doblaje de 121 hrs. Otras dos CPBT proverúentes 
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f10. 2 ClnCtlcas de prollícraclón de células provenientes de 
una biopsia de can:lnoma basocdular (Cl3A·86) en 
condiciones normales (O), c=n co-culUvo con leucocitos 
de sangre pcr1fér1ca (LSPJ H. y en co-culllvo con LSP 
en prcscncta de 100 U/mi de lnlcrlcuclna-2 rccombl
nante (r1L·2) (+), 



MONROYG. YCOLS. 

:.ele un carcinoma de pulmón (CPL-1) y de un carel no
, ma basocelular (CBA 86) presenlarnn una prolifera

. ctón inlcnneclia. con \'alorcs ele llr111po de doblaje ele 
'"'!62.5 y 59 hr respecli\'amenle. Por úlli11rn las cClulas 
! que presenlaron mayor poder ele proliferación con un 
llempo de doblaje de ·10.6 hrs fueron aquellas CPlIT 

bl pro\'cnienlcs de 1m carcinoma ele lirolcles (CT·SG). Es 
J lnleresanle hacer nolar que las cclulas normal<·s de 
·lipa llbroblüsllco (VC·2l prcsenlaron un llempo de 

doblaje mucho menor al de las CPUT, con solameule 
:·,~ 33 horas. 

J Delcrminaclón ele la Inhibición de la l'rolilernclón ele 
las CPl3T por co-culli\'O con Leucocitos ele Sanwe 

"·• Perilerica (LSI') en Ausencia y Presencia ele inlerleu
. cina 2 recombinanle (rlL-2). 
'Con el propósilo ele determinar el gracia de Inhibición 

a la proliferación de las CPl3T en presencia ele LSP, 
~·,así como del papel que juega la IL-2 en esle proceso. 

se e\'aluó la clnellca de pmlifemclón ele cada Cl'l3T en 
co-eulllvo con lxlO" LSP, lnnlo en ausencia como en 

·-· presencia de lOO U/mi ele rlL-2. 
No en lodos los casos de ca ·culllvos con LSP se 

··· presentó Inhibición a la proliferación ele las CPBT, sin 
embargo cuando esla lnhil,lclón eslaba presenle 

··-· siempre fue menor a la enconlrada en los co-culllvos 
con la rlL-2 (Flgs. 1-5). Asimismo siempre obtuvimos 
una Inhibición a la proliferación de las CPBT en 
presencia simultánea de LSP y rlL-2. La Inhibición 
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Cinéticas de proltícración de cClulas provcnlcnles de 
una biopsia de carcinoma e.Je pulmón (CPL· 1) en con
diciones nonnalcs (O) y en co·culllvo con leucocitos de 
sangn: pcriíértca en presencia de 100 U/mi de lntcr
lcuetna·2 rc..-comblnantc (•). 
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por LSP no pucia ser c\•aluaela en la CPL-1 pues estas 
CPIIT se perdieron por conlmnlnaclón . 
En ninguno ele los co-culllvos con IBP en ausencia de 
rll.;2 se prescnhi lnhlbldón a la proliferación de las 
Cl'IIT clnranle los prll11rros elns días de cullivo. 
PnÍbahlcmenle eslo rdkje el hecho de r¡ue las LSP 
qí1c rcconocei1 el CMI 1 no se acll\'en antes ele este 
periodo ele lle111po. En súlo dos rasos (Fig 1 y rig 2) 
se presentó una lnhlblcllm a partir ell'I tercer clia ele 
ca-cultivo. No sahc111os la razOn del porque algunos 
ca-cultivos son Inhibidos por LSI' hcterólogos ;mies 
r¡ue olros. pero creemos q11eJ11stamcnlc llene r¡ue ver 
cnn la hlstocmnpalibillcl:icl cnlre las LSP y las CPBT. 
F.sta suposición es reaflrnmcla pnr el hecho ele que 
cua11elo el Cllt\-8G fue co·culli,·ado con l.SP ele dos 
clil'crentcs donadores; en un raso (1) no se presentó 
Inhibición illg11na, 111ienlras r¡ue en el olrn (JI) la 
Inhibición f11e lmportanl e !Fli;. 2). 
Consideramos q11e la Inhibición de los CPIIT mediada 
por los l.SP en presencia ele rlL·2 fue mucho mayor 
que en ausencia ele este faclorcleblclo a clos probables 
1necanlsmos. U no se explicaría por la activación 
cllotóxlca de las células q11e reconocen el MllC, y el 
otro por la presencia de células IAIC q11e reconocen 
anligenos tumorales. Es Importante hacer notar que 
el co-culllvo con células nonnales (BC-2) fue el único 
caso en donde se observaron diferencias poco signi
ficativas entre los co-culllvos con rlLJ.2 de aquellos 
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folG. 4 Cinéticas de prollfcrnclón de células prnvcnlcntcs de 
una biopsia de ostcosarcoma (OSX-4) en L"Olldtcloncs 
nonnalcs (O), en co-culllvos con lcucocllos de sangre 
pcrtfCrtca (LSIJ) (-)y en co-culllvo con LSI> en presencia 
de 100 U/mi de lnlcrlcuclna·2 n."a>mblnanlc lr1L·2) (+), 
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sin el factor (FJ¡¡. 5). Esle comporlamlenlo Ilustra el 
hecho conocido de que las células LAK no lnteracclo
mm con células nomrnles por carecer estas de anli
gC"nos lurnoralcs. En conscc11cncla creernos C]tle lns 
diferencias encontradas en la l11hlblt'ló11 ele la prull
íernclón ele las Cl'llTe11 presencia ele rlL-2 ble11 p11do 
dcb.,rse a la existencia de neoanti¡\e11os de dichas 
células. 
Es h11porlante hacer nolar q11c en dns cnsos los co
cult tvos cnn sólo LSI' no tnhtblcron la proliícrnclón de 
las CPUT aún después ele cuatro dias. mientras que 
cuando se awegó la rlL-2 csla Inhibición íue 11111y 

íuerte aún desde el comienzo del co-cultl''º (Flgs. 2 (1) 
y,¡ (1)). Es le comporlamlcnlo Ilustra el caso icleal que 
se busca c11co11lrnr con Psln l(·c11lca, en donde 110 se 
presenta lnh!lilclón a la prollrcrnclón c11 m1se11cla ele 
rlL-2. por la posible existencia ele semeja11zns en los 
l\IIIC ele las células en co-c11ltlvo, y por el ulro lado 
una muy íucrlc acción cllostt\llca al a¡,rrc¡\arla rlL-2, 
probablemcnle por que las LSP rcco11ocen algün 
anligeno tumoral. 

DISCUSION 

lloy en día los lnvestlgaelores biomédicos lanto hñsl
cos corno clínicos hacen ~randcs csf\.1_~.rzo~ por tratar 
de enlrncler los 111eca11lsmcs asoCiaclosa la pn)Hrera
clün neoplásica. Muchos el(• estos cslucllos eslán 
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FIG. 5 Cinéticas de prollícraclón de células de íiLrnblaslos 
nonnalcs (VC-2) en condldoncs nomiaks (0), l'll co
culllvo con lcucocllos de sangre pcrlíi-r1C"a {l.Sl'I (-)y en 
co·culllvo con l.SP en prL·~encla de 100 U/mi de 
lntcrlcuclna·2 rccomblnanlc (rlL-2) (+-). 
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encaminados al diseño de lralamlenlos cada vez mas 
adecuados para este lipa de eníennedad. Hasta 
ahora los mas ulllil.ados han sido la clrugia la 
quimioterapia y la rndlolernpla. sin embnr¡\o desde 
hace dos dccndas se Intentan establecer olras aller
nntl\'as basadas principalmente en los conocl111ien·· 
los derl\•ados de la lm·estlgaclón y del desarrollo 
tecnoló¡\lco de nueslra eµoca. Entre estos esíuerzos 
destacan ar¡udlos r¡llc se apo~•an en la supuesta 
acC"ión a11lit11111oral del 8islcma inmune. Una de esta 
altcrnalkas de terapia se cncaq~a de aun1enlar in 
vil ro el mimrro ele células con capaclclacl de eliminar 
células mali¡\nas, para después ser transíundlcbs in 
vilro. Esta técnica llamada Inmunoterapia Aclopll\"a 
ha clcrnostrado recienlcrnente ilnporlantes avances 
en paclenles co11 cüncer metasláslco. Por tanto se 
abren ¡\rancies posibilidades ele aplicación ele esta 
téc11lca en oncolu¡\ia. 
La ln11111notcrapla aclopllva ha siclo ya aplicada en 
algunos pacientes con cüncerm•anzaclo. reporlfmdo
sc curaciones completas en aproxhnacbn1cnlc 5<!-ó de 
los cúnceres melastáslcos a \'isccras y !amblen en 
mclo110111as (27). No obstante, en el 95% de paclcntes 
reslanles en los cunlcs la ln111unolerapln adopllva no 
les íue de ulillclad. se presentaron efectos nltamente 
tóxicos prlnclpahncnte asociados al uso ele la lnter
leuclnn-2 recomblna11tt• (rlL-21. Es evidente pues que 
surge la necesidad de desarrollar técnicas müs ekc
llvas y menos lüxlcas si se desc<i ayudar <1 un grnpo 
más ~mplio ele pacleillcs con cáncer. Una posibllldad 
de estudio lo representa el desarrollo In vitro de 
pruebas de lnmunosenslbillclad que pueda detennl
nar que paciente es susceptible de seguir un trata
miento con Inmunoterapia <idoptlva y no tener que 
someter a aquellos que no vayan a responder poslll
vamentea un proceso tan desgaslante fislcaymoral
menle. 
SI se parle del hecho de que las células malignas llene 
en su superficie neoanli¡¡enos. o sea antígenos 
tumorales capaces de ser reconocidos por las células 
lnmunocompetentes. entonces una prueba i11 uitro 
podría eslardlseiladajustamente para la! detección. 
De tal manera que se podrían generar células Inmu
nes reactivas específicamente a antígenos tumorales 
con una gran actividad cllotóxlca. 
La Inhibición cnconlrada en éste trabajo de la proll
íeraclcin de células provenientes de biopsias tumora
les (CPBT) de 4 dlíerentes tumores por leucocllos de 
san¡\re perlíérlca (LSP) de 4 cllíerentes tumores por 
leucocllos de sangre perlíérlca (LSPJ de donadores 
heterólo¡\os, nos hace suponer que estos úlltmos 
reconocen cierta eslruclura de las CPBT que desen
cadenan su activación. Es probable que estas estruc
turas sean tanto del complejo mayor de hlstocompa-
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tibilidacl (CMl-!J, como ele la existencia ele neoanlige
nos lurnorules. Por el momento no cunta111os t.;nn 
datos suficientes del lipa de (;Mii de cada uno de los 
pacientes y del donador de LSP y por lanlo no se 
puede dclennlnar sl el diíerenlc grado de lnlubll"lón 
a la proliíernclón de las CPUTsca por la cxlslcncla de 
diícrenles CMll. 
Sin embargo. cuando se utilizan los c-o·c11ltl\'Os con 
rlL-2 se snbe que se clcsarrullnn cClulas nseslnas q11c 
reconocen excluslva111cntc ncoanti~cnos y no los 
CMB. Por lanlo las diferencias de inhibición em·on
lradas en las diferentes CP!Ir en los co-c11ltivos con 
rlL-2 llene ¡~rancies posibilidades de r«lkjac la c.xls
lcncla de anligenos tun1ornles en cliehas celulns. En 
el control en el cual se ulillzócch1las fibrobl:isllcas de 
un donador nomKtl no se obtuvo una Inhibición 
diíercnlc cuando se 11llllznron sólo las LSP hclerólo
gns y cuando la rlL-2 estaba presente. Suponemos 
que en el caso de las célulns nonnal~s no se prcscnt ó 
el aumento ele inhibición por el hecho de que en es le 
Upo de células no se encuenlrnn anligenos tumora
les. 
Creemos que el lipa de ensayo aquí descrito pueda 
tener una ventaja lmporlanle respecto a lns ya 
existentes ya que al ulilizar cc1<1las de donadores 
normales para la obtención de células efectoras no se 
sangra al paciente. Por airo lado cuando en nuestro 
ensayo se detecta que existe Inhibición muy Impor
tante en presencia de rll..-2 y cu.si ninguna en nuscn
cla ele esle factor, se poclria suponer que este ensayo 
con LSP es Ideal parn ser utilizada en la inm11nolern
pla adoptiva del paciente cuyo lumor dio origen a las 
CPBT. puesto que la nct i\·aclón conl ra el M l IC es leve 
mientras que conlrn alflún olro dclermlnanle de la 
célula tumornl es íuerte. Por otro lado si las LSP solas 
presentan una gran Inhibición a la prolifcrnrlón de 
las células tumorales aún en ausencia de rlL-2, 
entonces podriamos suponer que estas son lncompa
llbles con el paciente y no deben ser ulllizadas. 
Evi<lcnlemenle nuestra suposición se basa en que el 
comporlamlenlo in 11itro sea semejante al que se 
presenta In vivo y esto se llene que dcnmslrar clinl
camente antes de poder ser aceptado corno una 
allemallva de lratamlenl o. Además muchos tumores 
más tendrán que ser analizados y con diversos l.SP 
para poder generalil.ar nueslros resullados. Seria 
conveniente cíectuar pruebas ele hlslocompaiibill
dad para poder conflmiar el hecho ya bien csiable
cldo de que no hay inhibición in 11ilro cuando no 
existen diferencias entre los MCll de los !.SI' y las 
células blanco. 
Consicleramos que si los resullaclos aqui expuestos 
se corroboran mediante est11cllns müs «xhausllvos, 
se podrá contribuir ele íonna lmporlante a la aplica-

985 

'ción ele la ilú~ntilokfnpln qclopUva ~n pacientes en 
clundc sl: cspcrnrin una· ré:;pucSta pclsilJ\~n. y .no eu 
ron_11a i11dl:-;c1'-J111~11~~~1¡\ 'éfi_n}O. h~~-S~l·a_·.1-~~y ~.~~ ·~lin.- · 

T11Í}í.1~~·M~-d;'fr . 

1. B Bem1c~frnrtRui11~·ii1'1~~:;~;¡\,ii,l1ó10!7in. écwado 
.:· pm'Mé(Uéci p1lí;curfo1frcií10;::1jíiNlíis íÜi'cs, Argi:11-

··liii~ •. 19,t;':~,i.~~1~·#ij~~;t\,''Jft·~;i; .• ;¡ · .. 
2. ··IM.R0Hl/J.Br1ístoff;D,Malé:11iirnilí1oliinu:.Ec1ucc1 

1J11 Tlw c. vii\íos1Ji1co:;'s11:01í1ii"TCií'o°li10. cnnncln, 
loBs: :······.······.:.-<::/><!.'.. !·~,,~'\'§/·····<e·•.' 

"·'--,-~ :·:_:io ··-', ·}·._ 

3. o stúcs i>; o s1oi1;JJ, F'li1Ídcnl1crií i¡i1/j.Wc11v: 
/nmunolcy¡ía ·básica u cliirica;' E11itéulo;./)á~,· El 
Manual Moden1o S.A.· 1985. · · 

4. Mulc JJ, Slm s. Schwnrtz SI •• Rosci1ber{i:li\: _ 
Acloptiuc i111n1111101/wrap!J. q{ csln/Jlishcd /llllmó
nar¡¡ nwlc.slnses wilh l.AK ci:ll nrul rccorn/Ji11ant 
lnlcrlcukin-2. Science 225: 1·187, 198'1. 

5. Sonde! PM. l lank JA. l\ollcr PC. Chen llP, Mlnl
coff DZ. Molencla JA: Dcsln1clion q{ n11tologo1LS 
/111mm1 1!/111/llroq¡lcs /Ju i11tcrle11/cl11·2 nctivalccl 
q¡lolo.\ic cdls. J. /111m1111ol. 137:502, 1986. 

6. Salup RP, \Villrm1l Rll: Ac/iiwrmt irn1111111olht'/"C//l!/ 
q{ cslnblLs/w1l 111111i11c renal cw1cer b!J inl<1rleukl11-
2 sti111111utcd qJllllO.\ic 1!/111/llJOqJl«s. Cnnccr Res. 
,16: 3358, 1986. 

7. Shu S. Rosenber¡¡ SA: Atfoptit•c im1111111olhernpu).;..;_ ·e:. 
qf newl!J lnd11cccl 111111ine snrcornns. Cc111 Rcs.•:,15: .'.i'.\'•;:· · 
1657, 1985. '· ·;,:~;~. ·;»···· 

s. Ricldcll s. Cheever MA. Gre~nhcrg~o:Ü¡11~;¡Jt1.)i' 
kin-2 in cnnccr i1111minol/1é!mp1¡; 'Atlnt o{-"Sci. ·;;, ·• 
l11u11111wlonu~ · 1 75~ 1 dss: ··~· -, ···-7 >~.· 's.~ ~e•·~~ -

9. D11rnnt JR: /rn11111110lhem¡>!J q{ cnnccr. Tlw New 
W11gl. J. q[ Mee/. :l / 6: 0:19. / 9H7. 

10. M11ul LM, Director EP. lira!! CL. RoscnherflSA: 
Large sen/e prod11clion qf hwnnn ncli11nlC'cl killcr 
cl'll.for use in mlo¡iliPc i111nu101/1emm/. J. /mrnu-
1101. Mcl/1ods. 88: 2ti5. 1086. 

11. Roscnher¡¡ SA. Lolze ~rr. Muul LM. Chan¡¡ AE, 
Avis FP, Lcllnmn S. Llnehan \VM. Roberlson CN. 
Lec HE. R11bl11 JT. Scipp CA. Slmpson CG, Whlle 
DE: A progrcss rcport on lhe lrcnlme111 of 157 
pallcnls with ndL1cmccd cnncer11slng lump/Jokine 



986 

actiuated killercell and interleukin·2 ar high dose 
interleukin-2 alone. J. aj Med. 316: 889, 1987. 

12. Shu S, Chou T, Rosenberg SA: 1n vilro senslliza· 
tion and expanssion wilh viable lwnor cells and 
intérleukin·2 in lhe general ion o.f specific t/1cra· 
peulic effectorcells. TheJ. o.flmmwwl 136: 3891, 
1986. 

13. Galcly MK, Wllson DE, Wong llL: Sunergydeple· 
led lymp/10ki11e· co11lai11i11g s11pematw1ls in.faci· 
liting allogcnclc human C!JIOl!Jlic T l!Jmplwcyle 
responses i11 uilro. T/1eJ. ofimmunol. 136: 3910, 
1986. 

14. Klein HG. Lcllnmn SF: Adopllueimm11ollterap!J In 
lite lrealmenl q[malig11a11l desease. Tra11sfusion 
29 (2): 170, 1989. 

15. WE Paul: Fw1damc11lal immunology. Ediled by 
Raven Press, New York, USA, 1986. 

16. Vanky F. GorskyJ. GorskyY, Massuccl M, Kleln 
E: Lysis of 1w11or biopsy cclls by aulologous T 
l!J111p/10cytcs activalcd in mL<cd cultures a11d 
propagatecl willt Tcell growtlt.faclor. J. Exp. Med. 
155: 83, 1982. 

17. Roscnbcrg SA, Grlmm EA, McGrogan M, Doyle 
M, Kawasakl E, Kolhs K. Mark DF: Blological 
actiuity of rccom/Jinant ltwnan lnterleuki11·2 pro· 
duced in E coli. Science 223: 1,112, 1984. 

18. Bendlzen K: Blologlcalproperties oflnterleukins. 
Allergy 38: 219, 1983. 

19. Anlchlnl A, Fossall G, Pannlanl G: Clona! analy
sis of tite c!Jlolytlc T·cell response to human 
tumors. In111u101. Toclay 8 112): 385, 1987. 

20. Grlrnrn EA. Mazumcler A. Zlmng llZ, Rosenbcrg 
SA: LlJmpltokine actlvaied killer cell pltenome· 
non. J. Exp. Med. 155: 1823, 1982. 

INMUNOLOGIA TUMORAL 

21. Grimm EA. Mazunder A, Zhang HZ. Rosenberg 
SA: Lymp/10kine actiuated killer cell pltenomenon 
Il. Precurs.or pltenotype is serologlcally distlnct 
from periferical T lymphocyte, memory cttotoxic 
tltymus derived lympltocyle, and natural killer 
ce/Is. J. Exp. l\led. 157: 884, 1983. 

22. Tilden AB. lloh K. Batch ChM: Hummt lymphoki
ne actlvaled killer (LAK) cells: identif!cation oftwo 
l!Jpes o.f effector cells. 71te J. o.f immunol. 138: 
1068, 1987. 

23. Hayner AA. Gtimm EA. Lolze lvIT, Chu EW, 
Hosenberg SA: Lymplwkine·actiuated killer(LAK) 
cells: Analysis of.factors relevan! to lite immuno
tlwrapy of human cancer. Cancer 55(6): 1327, 
1985. 

21. Margan DA. Hussetll SW. Gallo RC: Selectiue in 
vitro growth ofT lymp/wcytesfrom nonnal human 
bonemarrows.11teScience 193: 1007, 1976. 

25. l<abells D. Klrchner H. Annendlng D. Wagner H: 
Recombinant fnterleukin-2 rapidly augmenfs 
/turnan natural killer cell actiuity. Cell. ImmunoL 
93: 38. 1985. 

26. Brodley EC, lfonrad Y!, De Groat S, Doyle M. 
Celus Ca, Emerville CA. Lowrtz R: In uivo norrna
lizatlon aj NK actiuity in patients witlt cancer 
trealed with interleukin-2 Proc. aj AACR 27: 351, 
1986. 

27. Rosenberg SA, Lolze MT, Muul LM. Chang AE, 
Avis FP, 1-eltman S, Linchan WM, Robertson CN, 
Lee RE. RublnJT, Selpp CA, SlmpsonCGyWhlte 
DE: A progress report on the treatment of 157 
palien is witlt adumtced cáncer using lympltokine 
acliualed killer cells and interleukin-2 or high· 
dose interleukin-2 alone. J. ofmedicine 316:889, 
1987. 



--1 
! 

/. 
'-"""'i 

' 1 

,.., 1 
J: 

'. 

• 
1 ., 

1 

-·¡: 
-~ 

'I 

SATURDAY, AUGUST 18, 1990 

Poster Presentation 
Tumor Progression/ 
lnvasion/Metastasis 

/.:,_'(136.06 

A2 

E..xoression of cellular oncogenes in murine 
carcinoma c:ells with difieren! metastatic 
potential 
A Sacchi, D. Perrorri, L Cimino, and S. Ferrari, 
Ita/y 

A2096.07 
Diverse specificities ol mouse monoclonal 
antibodies reacting wllh neuraminldase 
trealed human et ¡throcytes and bteast 
can:inomll cell linn 

• . E. Roller, 8. 8enz. 8. Fritz. 8. Klumpp. and 
K Schumacher, Fed. Rep. o/ Germa.·., 

A2096.08 
Lectin binding difTerences between AJ<R 
lymphoma malignancy varillnta 
O. Klein, A Pinchassav, and J. Leibovici, Israel 

A2096.09 
The evafuation ot 11'81ign11nt tumon potential 
according to thelr lnfluence on the aec:ondary 
messengen system al autologous 
lymphocyt8s . 

N. Volodko and t Yull:. USSR 

A2 096.10 
Purlficatlon and characterizatlo ol tumor 
lnvaalon lnhlbitory tacton . ~ 
A lwal, Y. Ha.ma, K. Shlnlcal, M. Mulall, 7C Akedo, 
and H. Kuma¡¡a/, Japan 

A2 096.11 
LocaliDtlon of cathepaln B In human lung 
can:ir-canm. 
G. Trefl. M. Erdel, A BrOnlng, E. Spless, and 
W. Ebert, Fed. Rep. ot Gennany 

A2096.12 
Neog~ detact metastaa18- . 
auodat8d dlfferancel In murtna tumor model 
~ 
H...J. Gciu., V. Schlmn•cl!M, S. S. Jo&hl, 
H. Franz. and S. Gablus, Fed. Rep. of Ge~any . 

A2 096.13 

Hamburg Fa1rground6 
Poster Area A 

Difference in attachment to orvans of AKR 
lymplloma Yllrillnts of malignancy 
M. Huszar, O. K/ein, A Staroselsky, 
M. Michowitz, and J. Leibovici, Israel 

A2 096.14 
Recombinan! tumor necrosis factor promotes 
a hematogenic metastasis formation in lungs 
of C57BLJ6 mice 
V. G. Pmchouk. l. Kudryavets. and 
L P. Didkovskaya, USSR 

t ot cemcal cancer c:ells JÍI lines 
"WC.llel'l>Dlla:stic morphology and positiva tor 

antidesmogleln 
R. Range/, L Rocha, A Monroy, R. Martinez. 
J. Martinez. G. Solorsa. J. Lopez-Cueto, C. Tre/O, 
and B. Weiss-Srei:Jer, Mexicc 

A2 096.16 
GnRH-anelog therapy reduces plasmlnogen 
ec:tiYlltor lnhlbltion - a longltudinal study ot 
ftbrinolyUa 
U. Winkler, K. 80hler, S. Koslowsld, and 
A E. Schindler, Fed. Rep. of Germany 

A2096.17 
Uver oolonlmtion ol F9 temocan:lnorne cella: 
Organ apeclfic effecta 
D. Rusciano, P. Lorenzonl, and M. M. 8ur¡¡er, 
SWitzertand 

A2 097.01 
lnductlon of complete cu,. of mouse leukemla 
by tlmely c:ydophosp/ulmlda thenlpy wtth an 
optim81doM 
A Matsuza~ Y. Takeda, and H. Ozawa, Japan 

A2 097.02 
H)'POlllc lnfl- upon tumorigeniclty 
D. C. Glu//anl, USA 

A2 097.03 
Wlthclr9wn 

A2097.IW 
Selectlon and c:h.liadui ballw of human 
melanoma xanograft 11.- wtth diffarwlt 
llver-eolonlzlng capadty 
A Ud8nyl, J. Tlm4r, and K. Up/1, Hufl08/Y 

SATURDAY,, 

poster Prese 
Tumor Prog 
1nvasion/M1 

A2097.05 
f9fllle and vulva n , 
rancet' 
• Müller-Matrheis. 
, K.aurmann. Fed. 

A2 097.06 
tlOSt orvan micl'C 
llOfning of tumon 
.t>llities 
L. Puricelli, D. Go1 
E. Bal de Kier Joh 

A2 oc- (!7 

Oitterences beho 
lle metastabc pi 

related to tha ac 
L Kjonnil<Sen. H. 1 
o. Fodstad. Nono 

A2 098.01 
Relationship be1 
expressi:>n of "' 
neural cell adht! 
pencreebc carc 
M. Kenmotsu, A 
H. Kashmo, and 

A2098.02 
In vltro study ol 
cella, wtth apee 
cancercelladh 
S. lgarashi, T. l<i 

A2098.03 
Detectlon of ftl 
aectet8d by cu 
linee 
H. wa1mt ayas/: 
Japan 

---·---- - ·~--....;....-

~ 4':1l::::a;;;:~- .... -------------------------------:--~~--........ --................. 



176 

. .U.11'111.12 • 
NEOG:..'!COENZ.YMES OETECT METASTASIS-ASSOCIATEO 
DIFFER!:NCES IN MURINE Ttl'HOR !100EL S'!S7EHS. 
3 -T 'i?QITJS v sc;.p~=v;,,cu~s e::: s ;,-.c:.ir. 
!i :-:\,~or S liñ,BitJS 

The ?hysioloqical impo:--;ance of se::.ective pro
tei:i.-carbohydrate int'!:-ac~ions in tumor biolo
gy :.s inc=easingly app:-eciated and '!xploi~ed 
lR.-.J. Gabius, Anqew. C!lem. Int. Ed. 27, 1267, 
19551. To quantify cell surfac:e expression of 
:>u.;~:- recepto:s tlE..ct!::!I) ot' .""13tive cells, 
che=ic.sl glycosylat.ion of E. coli '-qalacto
sic!ase leads to a versatile glycocytological 
tool <S. Gabius et al., Anal. Biochem., in 
press). Model syst.e=s of st.ron9ly versus veak
ly :ae:astatic cells including the lym¡>homa E.b/ 
ESb, the lymphosarcoma R.AWll 7 P/BlO and t.be 
::i.elanoma 816 Fi/F10 vere qua.ntitatively asses
sed ~or cell surface binding usinq a panel of 
~~-=-;1:,·-:~~:~'!'--e~. -=~r~·!.:-:~ -:::::":¡:o:-:~~::i -:J! t::.e 
c:a:::::>ohydrate pa.rt of cellular qlycoconjugates. 
Siq::ificant differences in receptor quantity 
were ::evealed, e.q. for 9alNAc-exposin9 pro
bes. Oifferential bindini¡ of tumor cells to 
plastic-1.JIDObiliz.ed neoqlycoproteins substan
tiated that such alterations can. translate 
into ootable cha..nqes of lectin-inediated ad.he.
sien. Moreover, •odulatlon of lectin expres
sion vas seen after chemically induce.d diffe
re.ntia.t.ion. The mes~ured ditferences may have 
a bea.ring on adhe~dve contacts durin9 the me
tast.atic process. 
!'..ax-Planclt-Institut. für experiaentelle Mediz.in, 
Abteilung Chea.ie, Hermann-Rein-Str .. J, 0-3400 
GOtt.ingen, FRG 

Al."6.13 
D!FFERENCE IN ATIACHl1ENT TO DRGAHS DF AKJI LYMPHOll.\ 
VARIAllTS OF IW.lGllANCY 
~: ~l~lcY· KLEIN, A. STAROSELSKY 1 "· MlOiOWITZ ond 

The a.11 propert1es wl11 ch detenolne the c~lex plleno
type of .. tastas1s ore not yet fully understood. One 
110del far !he study of !he .,tastatlc process 1s !he 
use of •lignancy nriants of the sue t1.1110r. We have 
developed sud! 1 Bldel In !he AJ(ll 1.Y"PhON. Three 
varf3.,ts differing mart.e11y fn t..,e:r rr.et!Static capa
c~~¡ -!.-e t"'!cent~y ~e~n :s:~!~e.:i r~ ::.a!"'1C~~!"'·:~1: 
:.he 7:..Ll-39. lAU-33, and TrW-38, ;Jf low (LH), inten:e
d1111! (IM), ond blgh (HM) •l1gnoncy, respecthely. 
'!lle W1rl1nts .... bHn fOWld tD ~ffer la tlie lall! 
phose of lite •tntat1c process. 111 tlie present stlldy, 
orgMotroph• of the J vart1nts WIS ev1lu1ted by 1n 
tn witro 11:>d!l. The 1ttacf\Rnt of t!.ml>r cells to organ 
ttct1ons (fresh frozen sectlons he1ted lt 37ºC) of 
nonool W lrice wos examine<!. lhe cells derl""d frao 
!he nrhnt of hlghest aggl'!!ssheness, TAll-38, 1t
tached wl!lt !he hlghest 1vld1ty (3-4 tl.,s) ta Hver 
sectlr:1'ls as c~red to the two ott\er variants. The 3 
v1riont cells 1ttadled 1n hrge n..Cers ta spleen 
sections. A qUint1tlt1ve c~arison was hCMever not 
posstble wtth thh organ since tiancr cell 1ttachirent 
wu not h-geneously dlstrlbuted. The l~ON cells 
1ttadled preferenthlly ta !he r.d pulp reglons, 
le1ving thl! whlte pulp fr'!e • .\tta:.--.::-,ent to ld11"!y 
se~!::~s .as ~in~:.a". :~:-:-1:·:- ·- :-:?:~ :. .. ::~ .. :~-!S 
esse""!~1l far ':.he ::a:.;::=:~;:: of :.-. .: -.::as:a:ic ~f"J
c:.ess .. 1 eventu.lly lead ~ a better progrArm1.tng of 
druo:s sul tablt for !he tl'!!1lJrlent of •tastatlc 
dt seise. 
De~rtlll!nt of Pattioloq}', Sacltler F1culty of Medicine, 
Tel-Ariw Unlver;lcy, 69978 ~el-Avlv, lsnel. 

A!.11%.14 
RECO"tBUU.~H TU~OR ~lECMO~:s ¡::.c-:-n~ ,:JRQMOTES. 4 
i.tEMAiOüE'l:C MEiAST~StS ¡:¡::•1 :.r:~N <N lUU:jS OF 
CS79L/5 MiCE . , .... · .. :.' : 
V.G. ?INr.4QUK, vu. I·.<uc~••vús. L.?·; O!O<OV- i 
The r-ccor.:::>!r.ant tumo·:~.nP.:::-:osi·~ !1c.:~r (rTNF) l 
was in;ectcd intr3~enou~!y ~,º.· t?'!e. C579l/6 mi-
ce at a dese of 10·,un.· ·!.n-.1 . .-:~ or ~4 ~ours 
l:Jefore or in 4 Hrs after '!he .1..v. ·inciculat!.on ~ 
of the LL (LewiS carcin:iinal.--or .~!'1-_4 (8-16 me- 1 
lanoma) cells. The significa:it. increase of the 
hemato;enic metastasis '.·in ~?ie luf'gs of ani-
mals was ol:Jserved. The a~cve ri~F effect could 
be conside:-ably inhibited wi~h a s:.ngle hepa-
rin injection (5 un.). 
It provides supposition ~f involvernent into 
the metas:asis stimulatin-g riNF ef!ect its 
ability to modulate the endo!.helial cells 
heoostatic propert!.es. 

252022, A.E.Kavetsky Ins:!:U:~ fer Oncolo;y 
P:oblems, Ukrainian SSR Ace~e::iy of Sciences, 
Kiev. 

Al.096.IS 
ESTABLISHMENT Of CERVICAL c ... sc¡;~ CELLS LlNES 
\.llTH FIBROBLASTIC HORPHOLOGY ASD POStTI'lE 
fOR ANT¡oES!-tOGLEIN. 
R. ?;.:-GEL, L.ittX'HA,A.~RC'{, •R .P.'.;.tr.'~:EZ. ••J .M;RT'INEZ. 
••G.SOU..."RSA, .. J .LQ?EZ-0..TI'O, ••c. :?.::JO, 3.· .. t:tSS-STEtDER 
Ceils f:-om one normal cerVLC4l a:-:d from t.wo 
cervical tu.'tlours biops1es were o:Jt.a1ned by 
enz1mattc d1:;estion and maint..t1r.ed in t1ssue 
culture. T1o10 different tyres .:>f cel 1 morpho
!o=y j-?•:e!.o~c::!. ·)n~ !-\2d :.!".e -:y:::i:.:11 '";:.1~:::.:le 
~· . .::-.~ -:;~.:--~·:· ... ·~;:.·.:.-:: • .l~ -..::-:.: . .:::.:: • • :.:.: 

-:.h~ othl:!r hJ.d :t".I:! -:.v:..:.eal c::.~::¿:-scJ. i.:.~:o
blast1c ene. Neverth~less both cell types 
resulted posit1ve for antidesmoc¡lein, thus 
po1ntin9 to the1r ep1thelial oriq1n. The fi 
brob:!.a.st. looit..:.ng <:"'!'lls '-'e:-e r-:.:'S~tivc on!y Ín 
the cytop!..tsm, ""·hi~c :!'le ~?~:.~el~.J!. l~o~.:.ng 
=ells we:-e J~so ;;cs~·.1·:e on :.~e =~ll ::u.:~bra
ne. T.:ik1nq :nto :~s1.:!·::-..tt1on :.~ . .Jt. the ?re
v1ous publ icat1ons ccn:e:-n1:-::; :l':e ~St.Jb
l1shrnent of r.1a!.1c;~.int cer·.11cal cell l:n<?s, 
all the cells ,_.::.h !:b:-oblast.:.c :"":orpholo~y 
·•ere cons1dered as .:-,n:am1n.i:-.:. .J~:S th'.JS 
j1sc.lrded. :.hese :'!'~·~l:.s st.:::~st :he .J~e ot 
a s:~ple :.est :o .t':1=:.d elini~~.lt.:nq ·.he ;>OS!_ 
ible nal:.gnant cells. Our :-es·.:!:s .1l~o ;:io,nt. 
:o :.he f.!.et :h.n iOri'.:' :.o~our ="!:-v1c.1l .:e:ls 
!" • .!·:•! :c-;t ".!°H.•?':::=.:.~!:":'/':':>!~:'~ ~·.:-;-:-~l'"'~S 

~· • • :. : • .l. •• 

~~o.'l'Kill~fl.sC:J.ñ'A, :J~{:"::r·~-= ~. 

!AXl:-.itory o! Cl?llU!.J:r O~!!e:-::i· .• .l:::n .l.°ld t:°.ln:~:. 
~.!j-:..;.t:;..::.ci?A, •:.i:.;ocJ.1 '.'r.·:~::.~·.·:· :! ""-:<!:-o. 
A.?. ?·O~IJ. !-\:x;=o :::en. :>.f' • .'io.'."t.:c. 
·s...-cr.: .... ~~. ~:r.-J&J! ·j~· ... ~-:y ":%. 'b:,..:>. 

~a:.-:nll erar :.-&.:~ ti :tic.::::>. !.s. 
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