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" Res i

Actualmente, gracias a la Inmunologia Tumoral se han
hecho estudios encaminados al reconocimiento y 1lisis de
células tumorales por parte de los linfocitos de sangre
periférica. Asimismo, aprovechando el potencial mitogénico
de algunas citocinas como lo es la Interleucina-2 (IL-2) ¥y
con ayuda de métodos de co-cultivo in vitro, se han logrado
obtener poblaciones linfocitarias reactivas especificamente
a células tumorales en una gran proporcion, utiles para ser
aplicadas como terapia (Inmunoterapia Adoptiva).

El presente trabajo se efectud con la finalidad de
establecer un método in vitro de sensibilizacién de
linfocitos de sangre periférica (LSP) de donadores normales
contra células provenientes de tumores de cancer cérvico-
uterino (CaCu). Para ello se establecieron co-cultivos de
ISP de donadores sanos con cé€lulas de cinco estirpes
tumorales de CaCu (CALO, T3, CRHE, GEPE e INBL) Yy una
estirpe normal de cérvix (ENO~-1) durante dos
sensibilizaciones de siete dias cada una, tanto en presencia
como en ausencia de interleucina-2 recombinante humana
(IL-2rh).

Las estirpes celulares establecidas mostraron dos formas
diferentes (tipica epitelial y fibroblastica), no obstante
fue corroborado su origen epitelial debido a que todas ellas
fueron positivas a la expresién de la proteina desmogleina-1
(DG-1) ; proteina caracteristica de las células epiteliales.
Ademds se observd una relacién inversa en la expresioén de la
proteina DG-1 con respecto al estadio clinico de los tumores
estudiados.

Se determinaron los parametros cinéticos de cada estirpe
celular, observandose entre éstos gran variabilidad tanto en
tiempo de latencia (3-20 hrs), tiempo de duplicacién celular
(19—128 hrs) y densidad de saturacion (15 000-300 000
cel/cm“). Las estirpes de morfologia epitelial proliferaron
mas rapidamente, asimismo su densidad de saturacion fue
mayor gque el de las estirpes con morfologia fibroblastica.



Al evaluar la citotoxicidad de los LSP mediante ensayos
de exclusién 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, ademas la citotoxicidad de los linfocitos
sensibilizados en presencia de IL-2rh fue aun
significativamente mayor dque éstas, y muy semejante a 1la
producida por linfocitos activados sélo con IL-2rh. Los
linfocitos sensibilizados con células de ENO-1 no mostraron
un efecto citotéxico significativo sobre esta estirpe.

Finalmente, las poblaciones de linfocitos
presensibilizadas con 1las estirpes celulares de CaCu de
estadios clinicos menos avanzados en presencia de IL-2rh,
mostraron mayor efectividad de lisis sobre una linea de
carcinoma de laringe (HEP), que la de los linfocitos
sensibilizados con estirpes de cCcaCu de mayor estadio
clinico.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se concluye que
los LSP por si solos tienen actividad citotoxica sobre las
células tumorales y gue ésta se ve incrementada
significativamente al estimularlas con células tumorales e
IL-2rh, asimismo es posible que 1los tumores de CaCu de
estadio clinico mas avanzado sean mas inmunogénicos, y gque
poblaciones linfocitarias de donadores sanos
histocompatibles a 1las células tumorales que tengan la
capacidad de reconocer antigenos sobre éstas, puedan
funcionar como células efectoras con probable aplicacidn
terapéutica.



INTRODUCCION

En la - actualidad se han logrado importantes avances en la
terapia del cancer con técnicas bien establecidas como son
la radioterapia, la quimioterapia, la termoterapia y 1la
cirugia, no obstante estos métodos no han resultado ser
siempre muy efectivos. Este hecho ha dado como resultado el
surgimiento de nuevas areas de investigacion en la bisqueda
de mejores tratamientos.

Una nueva area de investigacidén denominada Inmunologia
Tumoral se encarga de estudiar las complejas interacciones
entre el huesped y el tumor, vislumbrando 1los posibles
mecanismos inmunoldégicos para llevar a cabo una respuesta de
rechazo. En los ultimos afos el entusiasmo en este campo de
investigacién ha crecido, ya dque por medio de técnicas
inmunoldégicas que involucran 1la generacién de células
efectoras contra tumores, se ha podido obtener un numero
suficientemente grande de linfocitos activados que
reaccionan y destruyen células tumorales.

Los métodos para obtener este tipo de células reactivas
hasta el momento son basicamente dos; uno de ellos comprende
la proliferacidén de linfocitos ex vivo para su posterior
administracién a los pacientes (Inmunoterapia Adoptiva), y
‘el segundo comprende el uso de agentes inmunoestimulantes
como lo es la interleucina-2 (IL-2) gque hace proliferar
células inmunocompetentes in vitro con las cuales se han
logrado obtener buenos resultados.

El presente trabajo fue realizado con la finalidad de
estudiar la citotoxicidad in vitro de linfocitos de sangre
periférica (LSP) de donadores normales, sobre la
proliferacién de estirpes celulares derivadas de tumores de
cancer cérvico-uterino, mediante previa sensibilizacion de
los ISP con las células tumorales en presencia de
interleucina-2 recombinante humana.



l } MARCO TEORICO ]

CULTIVO DE TEJIDOS

Una de las formas de llegar a entender los procesos de
transformacién neoplasica, es mediante el estudio del
comportamiento de las células tumorales in vitro (1).

La técnica de cultivo de tejidos desde su inicio, a

principios del siglo XIX, ha tenido a través del
tiempo un sinnumero de modificaciones e
implementaciones, con el objetivo de establecer el

crecimiento, desarrollo y proliferacidn celular.

A principios del siglo XIX Schwan describe a las células
como entes embebidas en material nutritivo 1llamado
citoblastoma (2).

Mas tarde Claude Bernard en 1878 demostro la importancia

del medio interno al estudiar las propiedades de las
células y los factores que afectan su supervivencia (2, 3).
El empleo de fluidos biolégicos (plasma sanguineo,

suero, exhudados y extractos de drganos y tejidos) por
Wilhelm Roux en 1885, F Dvon Recklinghausen en 1886,
Arnold en 1887 y Ljunggren en 1898, dieron 1la pauta para
mantener células fuera del organismo durante un tiempo
prolongado (4, S).

Posteriormente, en 1911 Baker y Carrel observaron dque
tejido de embrion de pollo sobrevivia en solucién de
Lockes suplementada con algunos aminoacidos. En 1926
estudios mas detallados permitieron dar a conocer gque
peptonas, y otros derivados de la degradacién de proteinas
al ser suplementados con suero y plasma, proveian
nutrimentos esenciales para las células. Estos hechos
fueron apoyados por Vogelaar y Erlichman en 1933 (S).
Fisher en 1940, empleando plasma, suero y extracto de
embridn dializado obtuvo mejores resultados (3). E1
primer dato que se tiene acerca de la fabricacioén de
medios de composicién conocida, fue el reportado por White

en 1946 (6). Sin embargo, Morgan, Morton y Parker en
1950 describen estos medios enriquecidos con
vitaminas, aminoacidos esenciales, acidos nucléicos vy
factores de crecimiento adicionales para promover

continuamente la proliferacioén celular (7).
De esta forma, a partir de 1958 se empiezan a fabricar

medios de cultivo definidos, lo que permitio 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 vitro, sin embargo debido a su naturaleza
compleja, ya que esta constituido por una gran cantidad
de factores de crecimiento, de transporte, de anclaje,



y hormonas, los medios en los cuales se usa sSuerc cComo

suplemento no pueden considerarse "completamente
definidos" (). Sato Yy sus colaboradores en 1982
determinaron 1la 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" dque 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 especificos y
prevenir el crecimiento de otros tipos celulares (11).

Por otra parte, se han considerado las
caracteristicas que presentan los diferentes tipos
celulares y sus requerimentos para hacerlos proliferar in
vitro; en este contexto varios métodos han sido
implementados para hacer proliferar ciertos tipos de células
epiteliales como los queratinocitos, epitelio de
glandulas mamarias, epitelio brongquial, epitelio de
prostata 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
vitro fueron hechos por Ham a partir de 1965 basandose en
los estudios de Lewis y Warren (13), de tal manera que
en la actualidad 1las condiciones apropiadas para el
crecimiento de células in vitro en especial las células
epiteliales deben cumplir con los siguientes requisitos:

a) Medio Basal Nutritivo. El cual debe contener sales
inorganicas (incluyendo elementos traza), aminodcidos
esenciales y no esenciales, vitaminas, azucares,

lipidos, purinas, pirimidinas, y poliaminas (14).
b) Suplementos del Medio.
Estos consisten en:

- Componentes del suero, extractos de tejido, metales
traza y nutrimentos especiales. El1 suero (plasmatico y
fetal) ha sido ampliamente usado para promover el
crecimiento celular in vitro (15-17).

- Factores de crecimiento para células epiteliales. En
términos generales estos incluyen hormonas y factores
de crecimiento polipeptidico (18). Entre los mas
empleados estan, el Factor de Crecimiento Epidermal (FCE)
que al ser combinado con el Factor de Crecimiento Derivado
de Plaquetas (FCDP) aumenta grandemente la proliferacidn

celular, y los Factores de Crecimiento Transformante
alfa y beta (FCT) que juegan un papel importante en el
control de la proliferacion local de 1las células

normales Yy neoplasicas (19-21).

La insulina también es requerida en el crecimiento de
varios tipos celulares in vitro, se ha determinado que
su principal accién es la de inducir cambios metabdlicos



tales como incremento en ' el transporte de hexosa,

sintesis de glucdgeno, antilipélisis, transporte de
amigoécidos, siqﬁesis de proteinas y transporte de Mg++,
Ca"", Na’", y K'. Ademas en algunos cultivos induce 1la
proliferacidén celular, por ejemplo cuando es adicionada
junto con otros factores de crecimiento como
dexametasona o hidrocortisona tiene un efecto sinérgico
en la proliferacion celular. Para 1llevar a cabo sus

funciones, la insulina se une a receptores especificos de
membrana que poseen actividad tirosina quinasa y capacidad
de autofosforilacidén (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 actuian
sinérgicamente con otros factores para promover el
crecimiento celular (23).

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

- Componentes Solubles de Matriz. Varios componentes
solubilizados de 1la matriz extracelular son indispensables
para facilitar la adherencia, la extensién 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. ILa laminina vy

fibronectina son mitogénicos y actdan sinégicamente con
otros factores de crecimiento (26).

C) Sustratos de soporte. Se han disehado varios sustratos
para soportar el crecimiento de células epiteliales in
vitro entre estos destacan la colagena, fibronectina,
laminina y condronectina asi como componentes del suero
como la vitronectina, factor de expansion del suero,
epibolina y fetuina y otras proteinas adhesivas (26-
27).

d) Variables Controladas. Dentro de estas podemos
encontrar:

- La concentracidén de gases disueltos en el medio de
cultivo (03 y CO3), (28).

- Variables fisicogquimicas tal como la temperatura (37
°Cc), 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 antibidéticos como penicilina y estreptomicina
(28) .

- Finalmente las técnicas de manejo de células
durante el cultivo y subcultivo (28).



[ PARAMETROS CELULARES

Mediante el uso de la técnica de cultivo de tejidos,
se han logrado obtener células aisladas del organismo
Y 1llevar 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 numerc cromosémico 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 vitro durante los diferentes subcultivos
(29) .

Se ha denominado cepa o estirpe celular a una poblacidn
de ceélulas derivadas de un tejido animal subcultivado mas
de una vez in vitro y dgque carece de la propiedad de
subcultivarse indefinidamente, adenas las células
preservan el numero cromosdémico que caracteriza al
tejido de origen. Se ha asignado el termino 1linea
celular a una poblacidn de células derivadas de un
tejido animal creciendo in vitro por subcultivos seriados y
por periodos de tiempo indefinido, conduciende éste al
cambio en el numero cromosémico que caracteriza a 1la
fuente original, el cual puede ocurrir en cualquier
resiembra (29).

La variabilidad gendmica constituye una importante
consideracién en los experimentos en los cuales se utilizan
lineas celulares para el estudio de marcadores
metabdlicos y fenotipicos de las células. El uso de
clones (poblaciones de células derivadas de una célula
progenitora) como medida de reduccién de la variabilidad
en lineas de células heteroploides es desafortunadamente
limitada debido a la rapida reemergencia de un intervalo de
tipos cromosdmicos entre la progenie del clon. Por lo gque
para estos estudios es conveniente el emplear células
lo mas cercanamente similares al tejido de origen, es
decir células de las primeras resiembras (29).

La primer linea celular proveniente de un tumor
maligno obtenida en 1951 fue denominada Hela (30),
esta 1linea se establecid a partir de un carcinoma
cérvico-uterino; desde entonces se han obtenido numerosas

lineas celulares tumorales para determinar su
comportamiento 1in vitro, lo que ha facilitado la
realizacién de estudios encaminados a un mejor

entendimiento de los procesos bioldgicos de las células
involucradas (30).

Por otra parte, uno de los parametros importantes a
determinar en cada estirpe celular es el tiempo de
duplicacién de 1la poblacién celular. Desde hace mas 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 caliper o in vitro mediante su
cinética de proliferacidén celular (31). Ccuando se



empezd a estudiar experimentalmente el crecimiento de
tumores, se observd que en la mayoria de los casos este
crecimiento mantenia una curva logaritmica que fue
descrita inicialmente por Gompertz en 1956 (32);
simultaneamente Collins estudid cuantitativamente el
crecimiento de metastasis de pulmén no tratada y observd
que el tiempo de doblaje permanecia constante
manteniendo una curva exponencial (33). De agui en
adelante con el advenimiento de técnicas
especializadas, como la incorporacién de timidina tritiada,
ha permitido la medicién del tiempo del ciclo celular y la
proporcién de células proliferantes de un sinfin de
lineas celulares (31).

Estudios recientes en los cuales se han determinado
algunos parametros cinéticos en diferentes tumores, han
mostrado que los tiempos de doblaje estan significativamente
correlacionados con el tipo histolégico y son dependientes
del ciclo celular, Y de la proporcion de células
proliferantes asi como la tasa de generacioén celular (31).

El conocer los parametros cinéticos de las células
tumorales tiene importantes implicaciones <clinicas vy
terapéuticas como el determinar la historia natural del
tumor y 1la respuesta de este hacia ciertas terapias.
Asimismo, los parametros cinéticos tumorales son de
gran valor prondstico en el tratamiento y cura de
varios tipos de cancer 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).

L ‘UNIONES INTERCELULARES J

Para que los epitelios y otros tipos celulares lleven
a cabo su funcidén 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), 1las uniones "gap" (brecha) y los desmosomas
(37).

Las uniones "tight" se encuentran presentes en

células epiteliales del cuerpo de los mamiferos para
evitar el paso de fluidos a través de la capa celular.
Las uniones impermeables también llamadas zonulae
occludens, se encuentran en el lumen intestinal asi
como en el acinus pancredtico (38).

Las uniones "gap" se distribuyen a lo largo de las
superficies laterales de las células y perniten el
intercambio de moléculas pequefas, las cuales ayudan a
integrar las actividades metabdlicas de todas las células en



los tejidos, asegurando la participacién de metabolitos
(38).
Los desmosomas son estructuras subcelulares que unen

a la§ células epiteliales y que se encuentran en los
epitelios, en el miocardio y 1la aracnoides (39). La
adhesioén intercelular esta mediada por el

entrecruzamiento de las moléculas con desmosomas que se
colocan paralelamente en las membranas plasmaticas (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 unidn Yy la
morfologia celular (42) . Los desmosomas abundan en
tejidos epiteliales estratificados expuestos a tensién
mecanica como ocurre en el epitelio de la piel, del

cérvix uterino, y de 1la vejiga, y son producidos en
grandes cantidades durante la embriogénesis (39-40). En
los tumores de origen epitelial dgque estdn en fase inicial

de crecimiento, se observan desmosomas dque mantienen
unidas a las células neoplasicas; pero cuando éstas
pierden desmosomas de manera estructural o funcional se
separan con mayor facilidad de la masa tumoral,

origindndose asi células metastdsicas (43).

Con base en el analisis por microscopia electrdnica
se han distinguido tres tipos de desmosomas: en cinturdn,
en mancha, Yy los hemidesmosomas (44) . Los desmosomas
en cinturén se encuentran formando una franja de
adhesidon entre célula y célula, mientras gque 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 dandole forma y
rigidéz. Los hemidesmosomas son morfolégicamente similares
a Jlos desmosomas en mancha, éstos se encuentran en
regiones de células epiteliales en contacto con la lamina
basal, y se cree que sean las proteinas extracelulares de
anclaje para la célula (45).

Por otra parte, los estudios morfoldgicos y bioquimicos
han demostrado que 1los desmosomas consisten de varias
proteinas, organizadas en dos dominios estructural vy
funcionalmente diferentes: una placa citoplasmica y un
centro membranal (46-50).

La placa citoplasmica morfoldégicamente aparece como una
placa discreta debajo de la membrana plasmatica (48).
Bioquimicamente esta placa estd compuesta de proteinas
no glicosiladas (las desmoplaquinas DP) con pesos
moleculares relativamente aparentes de 250 Kilodaltones (Kd)
(DP-I), 215 Kd (DP-II), 83 Kd4d (DP-III también 1llamada
Plakoglobina), y de 78 Kd (DP-IV) (51). La placa
citoplasmica 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 composicién bioquimica *del centro
membranal consiste en glicoproteinas (las desmogleinas
DG) con pesos moleculares de 150 Kd (DG-I), 120 Kd/ 110 Kd



(DG-II/ DG-III), y 22 K4 (DG-IV), (49, 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 membranal esté involucrade en la funcién
adhesiva del desmosoma, en donde el calcio se une a la
desmogleina, dando a su vez la conformacidén estructural
para la formacioén de los desmosomas (53-54).

Estudios morfolégicos han demostrado que los desmosomas
se ensamblan rapidamente sobre las membranas plasmaticas

de las células epiteliales adyacentes, bajo 1la
induccién del contacto ceélula-célula. Ademds se ha
encontrado que el ensamblaje ocurre a partir de proteinas
existentes en el citoplasma Y sobre la membrana
plasmatica, sin embargo los mecanismos dgue regulan la
biosintesis de 1los dos dominios y su ensamblaje en el
desmosoma bajo el contacto célula-célula son atn

desconocidos (49~55).

Se tiene reportado que las DP I/II son los dos
principales componentes del dominio de la placa
citoplasmatica, mientras gque 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, sefalando la
existencia de 1isotipos de la DG-1 que estan relacionados
con la adherencia celular (56-57). También existe la
posibilidad de dque 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 porcién
glucosidica (58).

Se ha estudiado el mecanismo de biosisntesis y
transporte de la DG~1 y se ha determinado que comprende
4 estadios: la formacién de un conjunto soluble de
la proteina nuclear glucosilada DG-I en el reticulo
endoplasmico, el transporte de este grupo de proteinas

al complejo de Golgi para su glucosilacidn, la
titulacién del complejo glucoprotéico hacia un grupo
insoluble, y el transporte del grupo insoluble desde el

Complejo de Golgi hacia la membrana plasmatica. 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
proteinas para formar los desmosomas. En el trayecto
desde el complejo de Golgi hasta la superficie de 1la
membrana plasmatica, se puede localizar esta molécula
por medio de inmunofluorescencia y por microscopia
electrdnica (59-60).
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DIFERENCIACIACION CELULAR Y CANCER

La diferenciacioén celular es el proceso mediante el cual
una célula primitiva, aun sin caracteristicas funcionales
especificas, llega a convertirse mediante una serie de
modificaciones progresivas en una célula morfoldgica y
funcionalmente especializada '(61).

Por otra parte, existe un proceso al cual se le ha

denominado desdiferenciacién que resulta de una
profunda y persistente reorientacién de los patrones del
metabolismo, cuando éste se presenta persistentemente
produce sintesis continua de acidos nucléicos, de
proteinas mitogénicas y enzimaticas y otras sustancias
relacionadas con el crecimiento y divisidén que
caracteriza a las células gque se dividen constantemente
como las células tumorales (62). Este proceso esta

asociado al curso normal de la vida de todas las
células bajo condiciones perfectamente controladas, pero
cuando se modifica con desviaciones, reversiones o cambios
atipicos en su biologia, puede dar 1lugar a funciones
patolségicas, degeneracidén maligna o muerte celular (63-64).

El proceso de diferenciacién celular esta 1ligado
a la biologia de todo organismo, y es fundamental en el
mantenimiento de 1la vida. En un organismo adulto gran
parte de las células estan constantemente degenerdandose y
muriendo. El1 organismo y los tejidos para compensar esta
pérdida, continuamente estan produciendo nuevas células que
sustituyan la funcidén de 1las células que desaparecen,
pero cuando existen expresiones organicas de nuevas
formas tisulares, originadas a expensas de un grupo
celular localizado en una area determinada de tejido, por
aumento absoluto de las células debido a una
multiplicacién progresiva y aparentemente auténoma 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 comunmente cancer, contrario a las benignas, son
células que crecen invadiendo las estructuras y tejidos
circundantes incluyendo vasos sanguineos y conductos
nerviosos; dichas células estan pobremente diferenciadas,
presentan una proliferacién rapida, con altas tasas de
mitésis y su crecimiento auténomo da lugar al proceso
conocido como evolucidén del tumor y ademas producen
metdstasis (transferencia de la enfermedad desde un oérgano
afectado a otro, no directamente conectado con éste), (66-
67) .

El estado de diferenciacion de las células cancerosas
suele ser indice de su nivel de malignidad y grado de

proliferacion. En general, cuanto mayor sea la
diferenciaciodn, mas lenta crecera 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 mas
lento crece un tumor mds lenta es dicha respuesta (68).

Actualmente se trata de asociar la transformacidn
maligna a diferentes factores como son los fisicos
(radiacion), 1los gquimicos (agentes carcindgenos) y los
bioldgicos (virus). .

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

L, CANCER CERVICOUTERINO j

En la actualidad se han incrementado los
avances en las investigaciones en el campo epidemioldgico
del cancer cérvico-uterino (CaCu), 1lo cual ha 1llevado a
la aparicién de nuevas hipétesis acerca de su etiologia
(69~-72). Se ha discutido el papel que Jjuega el cigarro, el

uso de anticonceptivos, las deficiencias
nutricionales, los factores dietéticos e higiénicos, el
comportamiento sexual, asi como la inmunosupresion asociada
a la neoplasia (73-75). EL CaCu se ha asociado
estrechamente con la etiologia viral, pués ya desde 1966
se efectuaron estudios que relacionaroen a agentes
virales con este tipo de cancer (76=77). Entre estos
agentes se encuentra el Papillomavirus, el Herpesviridae
Yy en menor grado el Citomegalovirus (78). De la

familia de los Papillomavirus se han clasificado mas 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 mnujer, pero los mas
frecuentemente asociados con mucosas genitales son los HPVs
11, 16, 18 y 31 que especialmente inducen transformacién
de células epiteliales del cérvix asi como las del
cuello del utero denominadas NIC (Neoplasia
Intraepitelial Cervical), su etiologia se ha confirmado
mediante estudios citoldégicos e histolégicos de
tejidos infectados, tales como condilomas o epitelio
cervical (79-93).

Los Papillomavirus son virus cuya estructura esta
compuesta por una doble cadena de DNA que contiene
aproximadamente 7800-7900 pares de bases; Yy son
caracterizados por presentar un virién no envuelto, una
capside icosahédrica, y replicacién dentro del nucleo de las
células infectadas. E1 genoma viral puede dividirse en tres
regiones: una regién tardia que codifica para proteinas
estructurales requeridas para el ensamblaje de particulas
virales infecciosas, una regién temprana que codifica para
proteinas que juegan un papel en la replicacién viral y
tienen propiedades transformantes (oncogénicas), y una
regién regidén regulatoria URR (Upstream Regulatory Region)
que se situa entre las regiones temprana y tardia (77).
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En todos los papillomas la regién tardia contiene dos
grandes marcos de lectura abierta ORF (Open Reading Frames)
designadas L1 y L2. Las regiones ORF no poseen codones de
terminacién y son potencialmente transcripcionales. Las
proteinas derivadas de Ll y L2 no son detectadas en la
mayoria de canceres cervicales. Por otro lado, la regién
temprana de todos los papillomas contienen cinco diferentes
ORF, designados como El1, E2, E4, E6, y E7. Los E6/E7 han
sido los segmentos del HPV mas estudiados debido a que han
sido implicados como genes transformantes (oncogenes) en
HPV-16 y HPV-18 (91).

La regién E2 <codifica al menos para dos proteinas
que proveen las principales funciones regulatorias de los
papillomavirus: la transactivacion (la capacidad de
estimular la transcripcién del DNA) y la transrepresién (la
capacidad de reprimir la transcripcién del DNA). En células
transfectadas, las proteinas derivadas de E2 aparentemente
regulan la transcripcion mediante un mecanismo de
retroalimentaciodn; cuando éstas se encuentran expresadas en
grandes cantidades, el promotor E6 es reprimido. La
represion es relevada cuando el factor de transcripcion
funcional CE II se encuentra presente. Este factor es
funcional en lineas celulares de carcinoma humano de origen
epitelial, pero no es funcional en keratinocitos humanos de
prepucio (91).

El HPV produce un gran numero de proteinas regulatorias
y toma ventaja de los factores del huésped para sostener una
productiva infeccidén del tejido. Cuando la replicacién del
DNA es interrumpida, la integracién 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 proteinas E6-
E7. La multiplicacidén de las proteinas E6 y E7 en las capas
basales del epitelio causa hiperproliferacion de las células
(formacién de cilocitos), manifestandose clinicamente como
neoplasia intraepitelial (NIC). Varias evidencias se tienen
de que las proteinas E6 y E7 actuan de manera conjunta con
otras proteinas 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
proteinas E6 y E7 derivadas de HPVs oncogénicos se enlazan a
productos gene supresores pS53 y pl05-RB (91-93), (91).

Los antigenos y lo(s) determinante(s) antigénico(s)

que son compartidos por todos los Papillomavirus
probablemente estan localizados en la superficie
interna del viridén (estructura infectante del virus) y
son disponibles como inmundgenos después de la
fragmentacion de la capsula (94) . Mediante pruebas
inmunoquimicas gque emplean suero género-especifico se

ha demostrado el patrén de distribucion del antigeno de
las particulas virales descritas en los estudios
epidemioldégicos y seroldgicos (96-97). Finalmente, la
deteccidn del ARN viral en algunos tipos de cancer y
lineas celulares derivadas de CaCu hace sugerir que para
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que se manifieste este cancer debe expresarse
continuamente el gene viral (98-99).

Como se habia mencionado anteriormente, otro de los
virus involucrado en 1la 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 oncoldégico para producir neoplasias en
animales, dado que se ha observado la presencia de
antigenos especificos del virus en la membrana de células
de tumores cervicales en estos animales (100-101). La
mayoria de los estudios actuales consideran que el HPV es
el principal agente etioldgico del caCu, ademds se ha
propuesto un papel sinergistico del HSV con el HPV en el
desarrollo de la neoplasia (102).

En conclusién existen evidencias moleculares, como
es la presencia de antigenos virales (HPV y HSV),
que apoyan la hipdtesis 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 esta expuesto
a miltiples infecciones genitales. Se ha demostrado que los
virus implicados alteran el comportamiento celular mediante
la activacion de genes celulares por mutacién o
carcinogénesis de manera similar a la carcinogénesis por
sustancias quimicas (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
interaccion existente entre varios tipos de células
efectoras como los linfocitos, macréfagos y  células
asesinas naturales o NK (Natural Killer) entre otras, que
intervienen en el rechazo de las infecciones virales (Fig.
1).

INMUNOLOGIA TUMORAL

a) Bistema Inmune

Actualmente, aun se debate acerca de los
acontecimientos celulares que ocurren en el cancer, asi
como los mecanismos inmunoldgicos para llevar a cabo su
rechazo.

Se conocen principalmente dos mecanismos inmunoldégicos
para destruir al tumor, uno es innato y el otro es
adaptativo. El sistema innato (Fig. 2) formado
principalmente por células fagocitarias: monocitos-
macréfagos asi como neutrofilos polimorfonucleares,
que junto con las células asesinas naturales destruyen
antigenos y células tumorales de manera inespecifica.
Todas la células que forman parte de este sistema tienen
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LINFOCITOS ACTIVADOS
CON ANTIGENO DE TUMOR

LINFOCINAS

LINFOCINAS

MACROFAGO

CITOSTASIS

CITOLISIS

ENZIMAS
LISOSOMALES

w C3a
ACTIVACION DEL RESPUESTA
COMPLEMENTO INFLAMATORIA

FIGURA 1. ACCION DEL SISTEMA INMUNE
SOBRE INFECCIONES VIRALES.

Las linfocinas activan a los macréftagos
y a las células NK. Los macrofagos acti
vados, localmente producen componentes—
del complemento, los cuales estan invo- :

lucrados en el desarrollo de la respuesta inflamatoria. C3a es citolitica y quimotactica para neu
tréfilos, mientras que C3b induce la liberacién de enzimas por el macréfago. Las células K son ar
madas por anticuerpos provenientes de células B especificas a tumores. Tomada do ret. (1041}, -
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NEUTROFILO POLIMORFONUCLEAR

CELULA MACROFAGO ACTIVADO
ASESINA

CITOLISIS CITOSTASIS

. X2 v

ANTIGENO

FIGURA 2. CELULAS PARTICIPANTES EN LA INMUNIDAD NATURAL O INNATA Y SUS MECANISMOS
DE ACCION. La inmunidad natural es mediada por macréfagos activados, neutréfilos
¥ células NK. Su accién puede ser citolitica, causando la lisis del antigeno o ci
tostatica, inhibiendo su crecimiento. Este tipo de inmunidad no requiere anticuer
pos y no actia sobre antigenos especificos. Tomada de ref. (104).
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su origen en la médula 6sea y atacan a los agentes extrafos
mediante lisis (citdlisis), o inhibiendo su crecimiento
(citotaxis), (104).

Cuandoe el sistema innato fracasa en su intento por
detener 1la invasién de los antigenos o de la
proliferacién de 1las células tumorales, se pone en marcha
el sistema inmune adaptativo (Fig. 3) caracterizado por 1la
especificidad celular y (generaciéon de memoria para
contrarrestar el efecto en un segundo ataque. La
especificidad se basa en la generacién de anticuerpos por
parte de los 1linfocitos B (respuesta inmune humoral) o
mediante el ataque 1litico efectuado por los linfocitos T

por medio de secreciones )% moléculas con gran
potencial litico (inmunidad celular). Los linfocitos T
constituidos por varias subpoblaciones contribuyen a
modular la respuesta celular, ya sea amplificando o

suprimiendo 1la respuesta. Las linfocinas son sereciones
celulares que tienen gran importancia en la modulacién de la
respuesta inmune (105-111).

La interleucina-2, también conocida como factor de
crecimiento de células T fue primeramente descrita como una
linfocina capaz de promover el crecimiento a largo plazo
in vitro de células T activadas con antigenos y/o
mitégenos (112-114). Actualmente es una de las
linfocinas de gran uso en la proliferacidn de
linfocitos T aplicables en inmunoterapia (115~120).

b) Estructuras de membrana involucradas en el
reconocimiento tumoral.

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

En los ultimos anhos, se ha realizado una gran
cantidad de experimentos con el fin de dilucidar 1la
respuesta del huésped hacia el tumor, esta respuesta
ha sido detectada por medio de reacciones de piel del
tipo de hipersensibilidad tardia, inhibicién de 1la
migracién de leucocitos in vitro, estimulacién de linfocitos
y citotoxicidad mediada por linfocitos (112).

Dos importantes descubrimientos en 1las ultimas dos
décadas han conducido a nuevos conceptos en la inmunologia

celular. El1 primero establece la participacién de
productos genéticos del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) en la interaccion 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 presentacién del an-
tigeno y activacién de las células T. La activacién es regulada por
células supresoras y auxiliares. Ciertas células T (células activadas
por el macrdfago) elaboran linfocinas las cuales activan a los macré-
fagos para aumentar sus funciones fagociticas y bactericidas. Las cé-
lulas T citotéxicas son activadas por antigenos y reciben ayuda de ——
las células T auxiliares. Las células auxiliares también cooperan con
las células B en la produccién de anticuerpos las cuales pueden armar
a las células portando receptores Fc (v.g las células K). Las células
NK no actian especificamente, particularmente contra células blanco.

Tomada de ref. (104).
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que . :'La citotoxicidad puede ocurrir de manera
indiscriminada, por ejemplo cuando 1la historia de los
Qonadores de linfocitos no indica sensibilizacién con
antigenos presentes sobre las células blanco (112).

Se ha sugerldo que la "citotoxicidad natural es un
importante mecanismo antitumor y se basa en el
recon9c1m1ento de estructuras de membrana "“alteradas"
relac:.pnadas al estatus maligno de las células tumorales.
La distincidén importante para la naturaleza de la
interaccién citotdxica es cuando la funcién efectora es
mediada por un proceso de reconocimiento que involucra
el receptor antigeno clonotipico de linfocitos T (Ti) y su
relacion con productos del CMH (104).

El CMH humano esta localizado en el brazo corto del
cromosoma 6, esta 1regidén codifica para glicoproteinas
de superficie altamente polimérficas, su funcién es la
de permitir que las ceélulas del sistema inmune
discriminen lo propio de lo extrafio (122).

Las moléculas clase I del CMH llamadas antigeno HLA-A,
B, C (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, €1 y <C2), un dominio transmembrana
y un componente citoplasmico (123) . Los epitopos
reconocidos por anticuerpos monoclonales para antigenos
c}ase I se encuentran en los dominios N, c1L y c2,
mientras que aquellos reconocidos por linfocitos T
citotéxicos (LTC) estan sobre los dominios N y Cl. 1Ia
segunda cadena (B2 microglobulina) de 12Kd es codificada
por un gen diferente al CMH, localizado en el cromosoma 15
(121). Los antigenos del CMH clase I estan expresados
sobre todos los tipos de células nucleadas (123~124). La
regioén del CMH también controla la expresion de moléculas
clase II (DR o Antigenos Ia). Los antigenos clase II
consisten de dos cadenas asociadas no covalentemente
(alfa y beta; 33-34Kd y 27-30Kd respectivamente) ambas
codificadas dentro de la region D o I del CMH (125). Estas
cadenas tienen dos dominios extracelulares, una
porcién transmembrana y una parte intracitoplasmica. Las
moléculas clase II humanas son referidas como antigenos
HEA-D y son divididas en tres subgrupos principales DP,
DQ y DR. Las moléculas clase II tienen una distribucién

mas restringida en los tejidos en cpmparacién a las
moléculas clase 1I. Ellas estdn presentes en algunos
componentes del sistema inmune, incluyendo células B,

células del linaje monocito/macrofago (incluyendo células
epiteliales de Langerhans y células dendriticas), epitelio
timico y células T activadas. Las moléculas clas II también
son expresadas sobre algunas células tumorales (121, 124-
125).

El papel principal del antigeno clase II parece
ser la mediacion de interacciones entre las células del
sistema inmune (células T-macrofagos-linfocitos B y otras
células presentadoras de antigenos) gque son necesarias
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para la regulacién de 1la respuesta inmune. Los antigenos
clase II también juegan un papel crucial en la estimulacidn
de la proliferacién de células alogénicas en cultivos
mezclados de linfocitos (121-124).

Los antigenos del CMH clase II son co-reconocidos por
células T auxiliares con fenotipo CD4+ junto con antigenos
mostrados por las células presentadoras de antigenos.
Similar co-reconocimiento de antigenos y productos del
gene CMH existe para linfocitos T citotodxicos (LTC), ellos
reconocen epitopes de antigenos junto con epitopes de
moléculas clase I del CMH. Este reconocimiento dual es
la base de la restriccion inmunoldgica de los LTC. Las
estructuras CD4 y CD8 determinan cuando los antigenos

clase II o clase I respectivamente, estan involucrados
en el reconocimiento antigénico (104, 112, 126, 130).
En un sistema autdlogo, cualguier antigeno tumoral

puede ser inmunogénico, sélo si este es reconocido junto con
la molécula del CMH (127). La expresion de antigenos del
CMH (clase I) varia entre 1los tumores humanos. En efecto,
se han observado diferencias entre células no malignas,
entre tumores benignos Yy malignos de los mismos
tejidos y también entre tumores primarios y metdstasicos;
asimismo se ha observado dque la ausencia de antigenos
del CMH clase I esta asociado con el potencial
metastdasico del tumor (128, 132-133). De igual manera, la
presencia de antigenos DR se ha sugerido que esteé
relacionado con el grado de diferenciacién tumoral y el
grado de la enfermedad (132-133).

Por otra parte, se ha observado que la falla en la
expresién de antigenos de histocompatibilidad ocurre por
diferentes formas: ya sea que las células carezcan de
la expresién de B2-microglobulina y no puedan presentar
moléculas de la cadena del CMH clase I sobre la superficie
celular; que la expresién de los alelos de HLA pueda

estar especificamente alterada; también que los cambios
en la expresion de CMH y otras moléculas importantes de
superficie de las células epiteliales puedan ser
consecuencia de infecciones virales que influyen

directamente en el perfil inmunolégico de 1las ceélulas
tumorales y por tanto en su inmunogenicidad (134-139).

c) Inmunoterapia Tumoral

Ciertamente, los objetivos de la inmunologia del tumor
son los de dilucidar las complejas interrelaciones entre
el huésped y el tumor y asi manejar éstas con el
proposito de diagnosticar, prevenir y tratar el cancer
(105).

La Inmunologia 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 1las células cancerosas. No obstante,
ademds de estudiar las interrelaciones del huésped y el
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tumor asi como la expresién antigénica, también estudia
los diferentes mecanismos para generar una mayor y mas
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 clinicas para proveer linfocitos
activados que reaccionan contra el tumor de pacientes con
cancer, ya sea por la proliferacién de linfocitos in
vitro con 1IL-2 e infundiéndolos a los pacientes, o por
la administracién sistémica de IL-2 para la activacidén in
vivo de 1los linfocitos. Evidentemente, los primeros
tratamientos de tipo inmunolégico se hicieron en
animales de experimentacién y por medio de técnicas in
vitro (141-149).

La reactividad antitumoral se ha basado en el uso de dos

tipos de células inmunocompetentes. Una de ellas, 1las
células T antigeno-especificas, las cuales reconocen una
gran variedad de antigenos sobre células tumorales,

pueden ser generadas in vitro: ya sea por el cultivo de
linfocitos de sangre periférica con células tumorales,
cultivo denominado MLTC (Mixed Lywphocyte 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 heterdlogos llamado
MLC (Mixed Lymphocytes Culture), (156) . Todas estas
técnicas wusualmente requieren IL-2 para la proliferacidn
celular. Ademds se ha reportado que los linfocitos por
si solos son capaces de lisar a las células tumorales en
un 20% de los pacientes vy que al ser clonados
previamente por alguna de las técnicas mencionadas, su
capacidad litica aumenta hasta en un 75% en los pacientes
tratados (141).

El segundo tipo de células se refiere a una
poblacién de células efectoras que destruyen al
tumor de una manera no especifica, sin reconocer
antigenos sobre las células tumorales, como lo hacen las
células asesinas. Las poblaciones mas usadas para estos
tipos de respuesta son las células NK vy LAK
(Lymphokine Activated Killer Cells) estas ultimas células
son generadas por la activacidn con linfocinas,
especificamente IL-2 (162-165).

Desde hace ocho anos, la técnica de Inmunoterapia
Adoptiva ya ha sido aplicada en los primeros ensayos
clinicos en algunos grupos de pacientes con cancer en
estadios muy avanzados (cancer metastasico), obteniéndose
desde resultados de completa curacién, hasta una regresion
parcial del tumor (164-167). En estas pruebas clinicas se
han presentado diversos cuadros sintomaticos muy agudos,
producidos por la administracién sistémica de IL-2, sin
embargo éstos han sido reversibles en su mayoria (164).

Es claro, que éstas complicaciones han conducido a
encontrar nuevas alternativas metodoldgicas para la
generacidén de linfocitos citotéxicos especificos a tumores,
sin la administracién exdgena de IL-2. Por 1lo 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 antigenos
tumorales fuertes, que en ocasiones estan asociados en
neoplasias, como ocurre en el cancer cérvico-uterino.
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| ‘ R PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA J

Es conocido que el carcinoma cérvico uterino (CacCu) es
mas frecuente en paises subdesarrollados que en paises
altamente industrializados, lo cual se puede atribuir al
nivel socioeconémico y estilo de vida. En México esta
enfefmedad tiene gran importancia como causa de mortalidad,
ya que dentro del total de las enfermedades neoplasicas
ocupa el primer lugar con un 40 % de incidencia. Aungque
existen importantes avances en su tratamiento,
desafortunadamente todavia el indice de mortalidad es muy
alto, 1o cual nos 1lleva a pensar dque los mecanismos
fisiopatologicos y de rechazo inmune no estan aun bien
entendidos. Es aqui donde la inmunologia tumoral juega un
papel importante para comprender las complejas
interrelaciones entre el huésped y el tumor, con el
propésito de diagnosticar, prevenir y tratar el cancer. En
base a lo antes expuesto, el objetivo del presente trabajo
es la obtencién de linfocitos citotéxicos dirigidos contra
células de cacCu, asi como el de estudiar su citotoxicidad

sobre estas células.
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l ‘ HIPOTESIS

Se sabe de la capacidad que tienen los linfocites T
citotdxicos de la sangre periférica para reconocer antigenos
virales y eliminar a las células que los portan; ademas, se
tienen suficientes evidencias que indican que el cancer
cérvico-uterino (Cacu) es de etiologia viral y que sus
células suelen presentar antigenos virales de superficie.
Asimismo, se sabe que la interleucina-2 (IL-2) es un potente
mitégeno de linfocitos T y que puede ser empleada in vitro

para hacer proliferar linfocitos citotdxicos.

En consecuencia, si se co-cultivan células tumorales de
CaCcu con linfocitos de sangre periférica en presencia de
IL~2, se esperaria que se originen células T citotdxicas que
tengan la capacidad de eliminar especificamente a las
células tumorales que porten antigenos virales de

superficie.
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Y OBIETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la citotoxicidad in vitro de linfocitos de
sangre periférica sobre ceélulas tumorales de cancer-ceérvico
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.

OBJETIVOS8 ESPECIFICOS
1.~ Obtener estirpes celulares a partir de biopsias
provenientes de tumores de pacientes con cancer cérvico-

uterino.

2.~ Determinar las cinéticas de proliferacién de las

estirpes celulares obtenidas.

3.~ Sensibilizar 1linfocitos de sangre periférica con las

estirpes obtenidas en tumores de cancer cérvico-uterino.

4.- Determinar 1la citotoxicidad de los 1linfocitos

sensibilizados en subcultivos de células tumorales.

25



DISENO EXPERIMENTAL

TUMORES DE CACU

BIOPSIA

PROCESAR

SEMBRAR CELULAS

OBTENER SANGRE

CULTIVO PERIFERICA
SUBCULTIVAR DETERMINAR AISLAR CELULAS
CELULAS DESMOGLEINA-1 MONONUCLEADAS

CO-CULTIVAR CON Y SIN rIL-Z‘

EVALUAR CITOTOXICIDAD

/ DE LINFOCITOS

SOBRE CELULAS DE SOBRE CELULAS DE
CADA ESTIRPE LA LINEA HEP
DE CACU
GRAFICAR GRAFICAR
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l ) MATERIAL Y METODO = - 'l

Para llevar a cabo la realizacién de los objetivos
planteados en este trabajo, se desarrollé la siguiente
metodologia:

L, MATERIAL BIOLOGICO J

El material bioldgico consistié de tejido tumoral de
cancer 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 Cancerologia y en
la Clinica 4 del IMSS. Asimismo, se obtuvieron muestras de
histerectomias de cérvix sano realizadas en Tmismas
instituciones. Finalmente, las muestras de sangre
periférica fueron tomadas de donadores sanos, sin
enfermedad aparente.

L SIEMBRA DE LAS CELULAS TUMORALES J

Las muestras de tejido, tanto tumoral como normal,
fueron trasladadas al laboratorio en tubos de plastico de
50ml de capacidad (Falcon U.S.A) conteniendo Medio RPMI-1640
(Sigma Chemical Co. U.S.A.), (Apéndice 1) en una proporcioén
del 90%, mas 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) 1lmg/ml. El transporte se hizo en un recipiente
conteniendo hielo.

Antes de procesar las muestras, éstas fueron lavadas
bajo condiciones de esterilidad con una solucion
amortiguadora de fosfatos PBS (Phosphate Buffer Solution),
(Apéndice 3). A continuacién el tejido fue cortado en
pequefios trozos y sembrado por diferentes meétodos 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
continuacidon se procedié a colocar varios fragmentos en la
superficie de las cajas de cultivo (Cajas Petri 60x15mm Lux
Scientific Corporation, U.S.A), después las cajas se
incubaron durante 30 minutos a 37 °C 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 consistic de
medio RPMI-1640 suplementado al 10% con SFB.
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Este método se empled cuando las muestras de tejido
tenian una consistencia suave y cuando éstas eran facilmente
fragmentables.

b) Método de disgregacidn mecanica.

Después de fragmentar al tejido en pequefios trozos con
tijeras, éstos fueron llevados a un matraz erlenmeyer para
someterlos a lavados intensivos con una solucién salina
amortiqguadora de verseno (Apéndice 4) en un bafio de agua a
37°C y con agitacién constante, a intervalos de 15 minutos
cada lavado.

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

c) Método de Disgregacidn por Colagenasa-Tripsina.

De acuerdo a este método, inicialmente los trozos de
tejido fueron lavados durante 15 minutos con solucién de
verseno en un bafo de agua a 37°C con agitacidén constante.
En seguida el sobrenadante se desechd por decantacién y el
tejido se sometié a 1la digestion con una solucidén de
colagenasa (Tipo IV, Sigma Chemical Co. USA) al 0.1%, 1la
disgregacidén se realizo a 37°C en bafo de agua durante 40-60
minutos en agitacion constante. Después de este tiempo, las
células obtenidas en suspensién, se lavaron 3 veces con
solucién de PBS mediante centrifugacién 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 disgragaciodn, fue
sometido a una solucidén de tripsina (Sigma Chemical, U.S.A)
a 0.025% durante 30 min a 37°C y agitacion constante.
Después de producir la disgregacién completa“del tejido, las
células obtenidas fueron lavadas tres veces con PBS
mediante centrifugacién a 500g, para finalmente ser
distribuidas en cajas de cultivo e incubarlas.

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

d) Método de disgregacioén multienzimatica.

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 centrifugacién a 500g cada una, a
continuacidén 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 empled cuando la consistencia del tejido
fue muy rigida 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 37°C de temperatura, con una
atmésfera al 10 % de bioxide de carbono y un ambiente
saturado de humedad.

[ SUBCULTIVOS CELULARES 4]

Tan pronto las células obtenidas en los cultivos
empezaban a cubrir 1la superficie de 1las cajas, fueron
subcultivadas de las siguiente manera:

Primero se retiré el medio de cultivo contenido en la
caja, a continuacién se adicionaron cuidadosamente 2 ml de
verseno para lavar la superficie de la caja, en seguida se
retird el verseno, se adicionaron nuevamente 2 ml de verseno
Yy se procedié 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
suspensién fueron lavadas 3 veces con MC mediante
centrifugacion 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 gque finalmete
fueran incubadas.

29



TECNICA DE CRIOPRESERVACION J

Con el propdsito de preservar las células que fueron
obtenidas a partir de las biopsias tumorales, se aplicé 1la
técnica de criopreservacién, la cual consistié en 1lo
siguiente:

Las células de los cultivos en fase de crecimiento
exponencial (sin llegar a saturacién) fueron removidas de la
superficie de la caja de cultivo mediante pipetéo suave,
después fueron lavadas con MC y finalmente resuspendidas en
una solucidn para congelacidn compuesta por 90% de MC y 10%
de Dimetil Sulfoéxido (Sigma Chemical Co. U.s.a).
Inmediatamente después, las células se repartieron en
pequerias ampolletas (Cooke Laboratory Products, U.S.A) de
lml y se congelaron a -70°C durante de 24-72 hrs, después
de este tiempo fueron introducidas en nitrégeno liquido a
—-190°C para su preservaciodn indefinida.

DETERMINACION DE DESMOGLEINA-1 POR INMUNOFLUORESCENCIA J

Para determinar el origen epitelial de las estirpes
celulares se utilizé una técnica de inmunofluorescencia
empleando el anticuerpo policlonal anti-desmogleina-1 (Anti-
DG-1) obtenido de conejo y marcado con Fluoresceina (Sigma
Chemical Co. 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 continuacién se procedié a 1la
fijacién de 1las células con una solucién de alcohol
absoluto:acetona 1:1 vol:vol, paso seguido,  las Elacas
fueron lavadas nuevamente con PBS libre de Ca y Mg *- En
seguida se adicionéd el anticuerpo (Anti DG-1) con
fluoresceina y después de un lavado exhaustivo con PBS y
albumina sérica al 1%, los cubrecbjetos fueron montados con
glicerol al 50% en solucién salina tris y 1ml/ml de
paradifenildiamina (Sigma Chemical Co. U.S.A). Finalmente se
procedid a evaluar el porcentaje (%) de células que
mostraron fluorescencia con ayuda de un microscopio de
fluorescencia.

r’ CINETICAS DE PROLIFERACION DE LAS ESTIRPES CELULARES

Con la finalidad de conocer algunos parametros
cinéticos, tales como el tiempo adaptacién de las células en
cultivo, o tiempo de latencia (TL), tiempo de duplicacion de
la poblacidén celular en proliferaciéon (TD) asi como 1la
densidad de saturacion de las células en el sustrato de
cultivo (DS), se hicieron subcultivos de cada una de las
estirpes celulares obtenidas.

30



Las células de cada una de las estirpes fueron removidas
de los subcultivos en fase de proliferacién exponencial con
una solucidn de verseno y agitacidén vigorosa. Una vez
lavadas las células con MC, se resuspendieron en un volumen
de 5ml de MC. y se procedié a su evaluacidén mediante 1la
ayuda de una camara de Neubauer (American Optical, U.S.A).
Después de evaluar la cantidad de ceélulas, 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 continuacién las cajas de
cultivo fueron incubadas durante varios dias, con cambio
parcial de MC cada 5-7 dias.

Los conteos celulares se realizaron diariamente tomando
un par de cajas y evaluando el numero de células en cada
una. Finalmente se procediod a graficar en papel
semilogaritmico 1los datos obtenidos. A partir de 1las tres
fases obtenidas en las graficas (Fase de Adaptacidn, Fase de
Proliferacion y Fase de Meseta) se obtuvieron los parametros
cinéticos de las estirpes: el TL se estimé al inicio del
cultivo en 1la fase de Adaptacidn, el TD se estimé
interpolando dos puntos en la Fase de Proliferaciodén y la DS
se estimd en la Fase de Meseta de las graficas. Cada
cinética se llevd a cabo de 2 a 3 veces con sSu repeticidn
respectiva.

OBTENCION DE LEUCOCITOS8 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 Vvacutainer 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 adiciond
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
coagulacién de las proteinas. Una vez coagulado el plasma,
se procedié a separar el suero mediante pipetéo Yy
finalmente se desactivé 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 centrifugaciocn a
500g durante 10 minutos, después de este tiempo el
sobrenadante (RPMI) fue desechado y al paquete celular se
le adiciond nuevamente RPMI, en seguida se resuspendio
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 300qg.
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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 1lavados 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 1

Con la finalidad de que LSP contenidos en el paquete
leucocitario, reconocieran posibles antigenos tumorales o
virales asociados a las células de las estirpes de CaCu, se
hicieron co-cultivos de los LSP con las células blanco en
prueba, en una proporcién 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 vy co-cultivados
nuevamente con las células blanco bajo las mismas
condiciones durante otra semana, finalmente antes de evaluar
su citotoxicidad se determiné su viabilidad empleando un
ensayo de exclusién con azul de tripano (Apéndice 5).

[ CITOTOXICIDAD DE LINFOCITOS SENSIBILIZADOS EN CO-CULTIVO

A los linfocitos sensibilizados en los co-cultivos con
las células blanco, se les evalud su actividad citotodxica
sobre la proliferacidon de éstas mediante la siguiente
metodologia: en principio se hicieron cultivos de células
blanco en placas de cultivo de 24 pozos (Nunclon, Delta,
Denmark) a una densidad de 30 000 células blanco por pozo,
después de 2 o 3 dias de cultivo, se adicionaron los
linfocitos que habian sido sensibilizados con las células
blanco en presencia de rIL-2 (LS+) o en ausencia de ésta
(LS-). También se ensayo la actividad citotoéxica de los
linfocitos LAK (Limphocyte Activated Killer) 1los 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 dias. Asimismo también se ensaydo la actividad
citotoxica de 1los LSP frescos sin ser activados ni
sensibilizados previamente. Las poblaciones linfocitarias
efectoras se co-cultivaron en una proporcion de 50:1 con
respecto a las células blanco.

La citotoxicidad producida en las células blanco por las
poblaciones linfocitarias efectoras se evaludé mediante la
exclusién de células tefiidas con azul de tripano. El
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porcentaje de citotoxicidad se calculd dlarlamente y para
cada tratamiento de la slgulente manera:

Porcentaje Nimero de C.B tefidas con A.T -
de citotoxicidad=s ---~-=----cemmemmm— a2

Nimero Total de C.B de el_TbN.

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

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

Para determinar, si los linfocitos fueron sensibilizados
especificamente contra las células tumorales con las cuales
fueron sensibilizados inicialmente y contra 1las cuales
habian mostrado citotoxicidad, se procedié a evaluar su
efecto citotdéxico sobre 1la proliferacién de una 1linea
celular diferente a la cual fueron sometidos. Para lo cual
se empled la linea celular de carcinoma de laringe

denominada HEP. Células de la linea HEP se cultivaron en
placas de 24 pozos a una densidad de 30 000 células pozo,
después de 2-3 dias de cultivo se adicionaron los

linfocitos que habian 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
evalud la actividad citotéxica de las células LAK y de
linfocitos que habian sido sensibilizados con la linea HEP
(L-HEP) .

La citotoxicidad se evalué también por exclusidén de las
células blanco tefiidas con azul de tripano y comparando con
el testigo negativo (células HEP sin tratamiento).
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“""ANALISIS ESTADISTICO ) - J

a) Morfologia de 1las estirpes celulares y métodos de
cultivo,

Para discernir si la morfologia celular obtenida en los
cultivos era independiente del método de cultivo empleado,
se utilizé la prueba de CcChi-cuadrada de Independencia,
Tablas de Contingencia (Apéndice 6).

b) CcCinéticas de proliferacidén de las estirpes celulares.

Cada una de las cinéticas de proliferacion de las
estirpes celulares utilizadas en este trabajo fueron
calibradas mediante un Analisis de Regresidn Exponencial o
Semilogaritmica, (Apéndice 7) aplicado en 1la fase de
proliferacion exponencial de cada grafica.

c) Cinéticas de proliferacién de las células blance en
presencia de los tratamientos con las células efectoras
(Citotoxicidad).

La comparacidén 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 mas cinéticas de
proliferacion de las células blanco en presencia de 1los
tratamientos, se aplicd la prueba de Analisis de Varianza de
un Factor con Blogques 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 cancer cérvico-uterino {CaCu) y
de tejido de cérvix normal, se procesaron un total de 65
muestras, de las cuales 5 provinieron de cérvix normal vy
60 de Cacu. Las muestras fueron procesadas por cuatro
métodos de cultivo dependiendo de la consistencia del
tejido, éstos fueron: por explante (E); por disgregaciodn
enzimatica con colagenasa y tripsina (CT) ; por
disgregacién multienzimatica (ME) empleando colagenasa,
hialuronidasa Yy DNAsa, y finalmente por disgregaciodn
mecanica (M).

Veinte de las 65 muestras (3 normales y 17 tumorales)
fueron procesadas por el método de E, de éstas 9 (2
normales Yy 7 tumorales) presentaron proliferacién celular;
obteniéndose en consecuencia un 45% de eficiencia con este
método; la morfologia celular obtenida fue muy variada, ya
que 3 cultivos mantuvieron la morfologia tipica epitelial
semejante a una "calle empedrada'"; 3 mas fibroblastica
(tipicamente alargada) y otros 3 con morfologia 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
dias, lograndose asi un 40% de eficiencia; la morfologia
celular de los cultivos también fue muy variable,

observandose 2 epiteliales, 1 fibroblastica y 3 mixtas
(Tablas 1 y 2).

Otras 23 muestras (todas ellas tumorales) se procesaron
por el método de ME, en donde sdlo 6 lograron proliferar,
alcanzandose asi un 26% de eficiencia por este método;

morfoldégicamente 2 cultivos fueron epiteliales, 1
fibroblastico y 3 mixtos (Tablas 1 y 2).
Finalmente, por el método de M, 5 de 7 muestras

proliferaron en cultivo, lograndose en consecuencia un 71%
de eficiencia; por este método las células en 4 cultivos
conservaron la forma epitelial y en 1 la forma fibroblastica
(Tablas 1 y 2). Podemos concluir segun nuestros resultados
que la morfologia celular obtenida en nuestros cultivos fue
independiente del método utilizado para su obtencidn ya que
en todos los casos obtuvimos tanto ceélulas conp morfologi

epitelial como fibrobldstica (0=0.05, g.l=6, X°=5.2787, X

de Independencia-Tablas de Contingencia) (Tabla 2,
Apéndice 6 ). )
Es interesante mencionar que de los 26 cultivos

proliferantes sé6lo 7 de ellos (2 de epitelio normal y
5 de tejido tumoral de CaCu) lograron mantenerse
durante mas de 10 resiembras consecutivas (aproximadamente
1 cada semana), mientras que los 19 restantes debido a su
baja capacidad proliferativa fueron desechados. A los
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r TABLA 1 AAJ

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

METODO DE NUMERO DE BIOPSIAS %DE
CULTIVO PROLIFERACTION EFICIENCIA
(+) ( =) DEL METODO

E 20 9 11 45

C-T 15 8 °. 40

M-E 23 e 1 26

M T B 2 o 71

65 26 3% , X
e : X=40
SIMBOLOGIA:

METODO DE CULTIVO

E= EXPLANTE
C-T= DISGREGACION ENZIMATICA CON COLAGENASA-TRIPSINA
M-E= DISGREGACION MULTIENZIMATICA CON COLAGENASA-
HIALURONIDASA Y DNAsa.

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  MIX
E 9 3 3 3

c-T 6 2 1 3.

M-E 6 2

M 5 4

26 it
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
ANALISIS8 ESTADISTICO
LA MORFOLOGIA CELULAR ES INDEPENDIENTE DEL METODO DE CULTIVO
EMPLEADO
®=0.05 g.1=6 X2 cal=5.2787
Chi DE INDEPENDENCIA, TABLAS DE CONTINGENCIA
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cultivos de tejido normal se les denominé ENO~1 y ENO-2
(ambos se obtuvieron por el método de E) presentando
una . morfologia epitelial y fibroblastica
respectivamente. A los cultivos tumorales (obtenidos por
diferentes métodos) de morfologia epitelial se les deniminé
T3 e INBL, mientras que a los fibroblasticos CRHE y GEPE,
Unicamente un cultivo gque durante las primeras cinco
resiembras mostré una morfologia mixta y posteriormente sdlo
epitelial se le nombré 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 fluctud entre 45 vy 80 arnos. Las estirpes
normales ENO-1 y ENO-2 fueron provenientes de dos
pacientes en las cuales se encontré que después de una
histerectomia sus tejidos estaban libres de quistes vy

neoplasias. De las estirpes obtenidas de tejido
tumoral, cuatro se derivaron de tumores cuyo diagndstico
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 microscdpico,
todas las estirpes celulares mostraron caracteristicas
neoplasicas mediante la tincién con hematoxilina eosina,
ya que sus células presentaron mitosis atipicas, nuicleos

pleomérficos e hipercromaticos, pérdida de 1la relacidn
nicleo-citoplasma, asi como la clasica formacidén de
perlas cdérneas celulares (Tabla 4).

El estadio clinico de 1los tumores fue de IIB para

las estirpes CAI0O y T3, IIIB para las CRHE y GEPE,
(presentando en éste ultimo metastasis a pulmoén) y IVA para
la INBL (Tabla 4).

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

Con la finalidad de verificar si las estirpes
celulares establecidas tenian un origen epitelial, se
evaludé la presencia de desmogleina-1 (una proteina
caracteristica de las uniones desmosomales intercelulares
de los epitelios). La técnica empleada consistié en una
tincién diferencial usando el anticuerpo policlonal
antidesmogleina-1 (Anti~DG-1).

La estirpe ENO-1 con morfologia epitelial tipica, fue
altamente positiva en membrana para anti-DG-1 (evaluado
después de las resiembras R-10, R-15 y R-18). El1 100% de
las células presentaron tincién en membrana mientras que
sélo el 25% en citoplasma (Tabla 5).

La estirpe ENO-2 que fue tefiida en su cuarta resiembra,
en la cual presentaba una morfologia fibroblastica, resulté
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ESTIRPES CELULARES ESTABLECIDAS

ESTIRPE CELULAR METODO DE OBTENCION MORFOLOGIA CELULAR

ENO-I E EPITELIAL
ENO-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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L, TABLA 4 4J

CARACTERISTICAS CLINICAS Y PATOLOGICAS DE LOS8 TEJIDOS
PRECURSORES DE LAS ESTIRPES CELULARES

CERVIX NORMAL

ESTIRPE (ENO-1)
EDAD DE LA PACIENTE:48 afos.
DIAGNOSTICO CLINICO:Miomatosis.

ESTIRPE (ENO-~2)
EDAD DE LA PACIENTE:54 afios.
DIAGNOSTICO CLINICO:Miomatosis.

CANCER CERVICO-UTERINO

ESTIRPE (CALO)

EDAD DE LA PACIENTE: 55 anos.

DIAGNOSTICO CLINICO: Carcinoma Epidermoide de Células
Grandes. No queratinizado.

DESCRIPCION MICROSCOPICA: Las células muestran nucleos
pleomorficos con mitosis atipicas. Escaso citgplasma
eosinéfilo y nicleos centrales. Forman grupos en mosailco.
ESTADIO CLINICO: IIB.

ESTIRPE (T3)

EDAD DE LA PACIENTE: 55 ahnos.

DIAGNOSTICO CLINICO: Carcinoma Epidermoide de Células
Grandes. No queratinizante.

DESCRIPCION MICROSCOPICA: Células con nucleos grandes,
pleomérficos e hipercromaticos, mitosis atipicas.

ESTADIO CLINICO: IIB.

ESTIRPE (CRHE)

EDAD DE LA PACIENTE: 80 anos.

DIAGNOSTICO CLINICO: Carcinoma Epidermoide de Células
Grandes. No queratinizado.

DESCRIPCION MICROSCOPICA: Células pleomdérficas, abundantes
mitosis y pérdida de la relacién nicleo-citoplasma.
Infiltrado inflamatorio agudo y crénico. Flora bacteriana
cocoide.

ESTADIO CLINICO:IIIB.
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ESTIRPE (GEPE)

EDAD DE LA PACIENTE: 48 afos.

DIAGNOSTICO CLINICO: Carcinoma Epidermoide de Células
Grandes Queratinizante.

DESCRIPCION MICROSCOPICA: Células epiteliales con escaso
citoplasma eosinéfilo. Células con grados variables de
atipia y formacién de perlas corneas.

ESTADIO CLINICO:IIIB con METASTASIS.

ESTIRPE (INBL)

EDAD DE LA PACIENTE: 45 afios.

DIAGNOSTICO CLINICO:Carcinoma Epidermoide de Células
Grandes. No queratinizante.

DESCRIPCION MICROSCOPICA: Células grandes con hicleos
hipercromaticos, mitosis atipicas y formacién de perlas
cdérneas.

ESTADIO CLINICO: IVB.
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TABLA 5

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

ESTIRPE
CELULAR

ENO-1

ENO-2

CALO
(IIB)

T3
(IIB)

CRHE
(IIIB)

GEPE (M)
(IIIB)

INBL
(IV A)

FESH

RESIEMBRA MORFOLOGIA ANTI-DG-1

No. CELULAR
10 EPITELIAL
15,18 EPITELIAL
4 FIBROBL.
4 MIXTA
10,18 EPITELIAL
10 EPITELIAL
3 FIBROBL.
11 FIBROBL.
6 FIBROBL.

3,6,9,12 EPITELIAL
15,18

(+)
(+)

(+)

(+)

()

(+)

(+)
(+)

(+)

(+)

CARACTERISTICAS
DE LA TINCION

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

+++ CITOPLASMA
NUCL.FIBRI.

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

++++ MEMBRANA

+ MEMBRANA

+ CITOPLASMA

++ CITOPLASMA

+/- CITOPLASMA

- MEMBRANA

++++= 100% DE CELULAS TENIDAS
" " "

4. . .. FIBROBL.
SIMBOLOGIA:
+++=  75%
++=  50% "
+= 25% "
+/-= 10% "
-= 0% "

(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 tefiidas en citoplasma y en los
nucleolos donde fue de tipo fibrilar. La estirpe CALO
resultd ser positiva en membrana para anti DG-1 en todos
los casos. En R-4 el 75% de células fueron tefiidas en
membrana y no en citoplasma, mientras que en R- 10 y en R-18
la estirpe presenté un 100% de tincidn en membrana y
50% en citoplasma (Tabla 5).

La estirpe T3 de morfologia epitelial mostrdé en el 100%
de las células una tincién muy intensa en membrana. (Tabla
5). La estirpe CRHE evaluada en las resiembras R-3 y R-11
con una morfologia fibroblastica presentd en ambos casos
una baja tincidén con sdélo 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,
observandose una tincién del 50%, (Tabla 5). Finalmente
la estirpe INBL en seis diferentes resiembras presentd muy
baja tincidn, siendo ésta de unicamente un 10% en el
citoplasma (Tabla 5).

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

Es interesante mencionar que al observar la tincidn del
anticuerpo contra desmogleina 1 en las diferentes estirpes
tumorales provenientes de CaCu, se encontrd una tendencia
a la disminucidn de esta proteina en aquellas provenientes
de tumores con estadio clinico mas avanzado. Observamos
que las células de las estirpes T3 Y CALO con

estadios clinicos IIB presentaron la mayor
positividad, a diferencia de las ceélulas de las otras
GRHE, GEPE y INBL provenientes de estadios clinicos

IIIB, IIIB y IVA respectivamente (Tabla 5).

CINETICAS DE PROLIFERACION DE LAS ESTIRPES CELULARES
ES8TABLECIDAS

Con el propdsito de conocer algunos parametros 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 duplicaciodn celular (TD) y la
densidad de saturacién celular por area de sustrato del
cultivo (DS), se determinaron estas variables a cada una de
las 7 estirpes celualres obtenidas.

La estirpe de epitelio normal ENO-1 durante las
resiembras 10-12 mostré un TL sumamente corto el cual se
estimé entre. tres y seis horas de iniciado el cultivo, su
TD en fase de proliferacion exponencial fue e 22 +/- 3
horas y su DS fue de 250 000-300 000 células/cm (Grafica
1), (Tabla 6).

Para la estirpe de epitelio normal ENO-2 la
evaluacion se determindé durante las resiembras 8-10 con
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GRAFICA 1

CINETICAS DE PROLIFERACION DE
LAS ESTIRPES GELULARES

No DE CELULAS (x 10° )
10000 LI T T o
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D

O 1 2. .84

6272829210 1112

| - DIAS
—— ENO-1 —— ENO-2 —% CALO -8 T3
- CRHE —%— GEPE —& INBL

CINETICAS DE PROLIFERACION DE LAS ESTIRPES DE ORIGEN NORMAL
(ENO-1 Y ENO-2), ¥ DE CACU (CALO, T3, CRHE, GEPE E INBL)
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- TABLA 6

PARAMETROS CINETICOS DE ESTIRPES CELULARES PROVENIENTES DE

ESTIRPE
CELULAR

ENO-~-1
ENO-2
CALO
T3
CRHE
GEPE

INBL

CANCER CERVICO UTERINO Y CERVIX NORMAL

MORFOLOGIA TIEMPO TIEMPO DENSIDAD
CELULAR LATENCIA DUPLICACION SATURACION
(HRS) (HRS)  (No. CELx10°/cm?)
EPITELIAL 3-6 22 +/-3 250-300 .
FIBROBL. 11-12 89 +/-3 18-25
EPITELIAL 3-6 25 +/-1 150-200
EPITELIAL 3-6 27 +/-3 150-200
FIBROBL. 9-10 65 +/-5 40~50
FIBROBL. 15-20 110 +/-10"  15-20
EPITELIAL 3-6 29 +/-3 %77 120-160
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un TL estimado entre 11-12 horas, su TD fue de 89 +/- g
horas y su DS fluctud entre 18 000-25 000 células/cm
(Grafica 1), (Tabla 6).

La estirpe tumoral CALO, durante las resiembras 10-12
presenté un TL muy corto estimdndose entre las primeras
3-6 horas de cultivo, su TD fue de 25 +/- 1 horas y su DS
de 150 000-200 000 células/cm“ (Grafica 1), (Tabla 6).

La estirpe celular T3 también fue una de las que mostré
un TL corto, calculandose éste entre las primeras 3-6
horas de su cultivo, su TD se calculé eg 27 +/- 3 horas
Y su DS entre 150 000-200 000 células/cm (Grafica 1),
(Tabla 6).

Para 1la estirpe celular CRHE, en las resiembras 6 y
8 se observé un TL entre 9-10 horas, su TD se estimé en 6
+/=- 5 horas Yy su DS entre 40 000-50 000 células/cm
(Grafica 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

la DS entre 15 000-20 000 células/cm? (Grafica 1),
(Tabla 6).

Finalmente la estirpe celular INBl mostré un TL
corto estimado también entre las primeras 3-6 horas del
cultivo, su TD se calculd en 29 +/- 3 horas y su DS
entre 120-160 000 células/cm®, (Grifica 1), (Tabla 6).

En general encontramos que las estirpes con morfologia
epitelial mostraron tiempos de latencia y tiempos de
doblaje mas cortos que las de forma fibroblastica, y
que las densidades de saturacién de 1las estirpes con
morfologia epitelial fueron muy superiores a las
presentadas por las de morfologia fibroblastica (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 antigenos tumorales, o antigenos virales asociados
a las células tumorales de CaCu, los LSP aislados por la
técnica de Ficoll Hypaque fueron sensibilizados mediante
co-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 sensibilizacién, se ensayd la actividad
citotdxica de estas poblaciones 1linfocitarias sobre la
proliferacién de 1las células tumorales contra las cuales
fueron sensibilizadas.

Como control citotéxico positivo en estos experimentos
también se evalud la actividad citotdxica de células LAK
(obtenidas del cultivo previo de LSP con IL-2rh durante
14 dias en ausencia de células tumorales). Asimismo se

46



evalué la citotoxicidad de los LSP sensibilizados con
células de la estirpe de cérvix normal ENO-1.

El comportamiento de 1las ENO-1 en co-cultivo con los
linfocitos LS+ mostré muy baja inhibicién, siendo ésta
inferior al 30% después de 4 dias comparada con la
proliferacién normal (testigo negativo) (Grdficas 2-A y
2-B). Por su parte, los linfocitos LS~ no tuvieron un
efecto significativo sobre la proliferacién de las células
ENO-1 en co-cultivo y sdélo se logrd observar un 10% de
inhibicién al cabo de 4 dias. La poblacién de células ILAK,
fue ,la que logré la mayor citotoxicid, debido a que desde
el primer dia se observd un 20% y muy cercana al 50% durante
el cuarto dia del co-cultivo (Graficas 2-A y 2-B).
Finalmente, los LSP no sensibilizados no mostraron efecto
alguno sobre la proliferacion de las células blanco durante
todo el tiempo del co-cultivo. Al comparar el efecto
citotoxico producido entre los diferentes ensayos observamos
gque no mostraron diferencias significativas en 1la
proliferacién de las célula blanco (0=0.05, Anal. Var. Rang.
Friedman), (Grdafica 2-A). La citotoxicidad en la estirpe
ENO-2 no pudo ser determinada debido a que no se contd con
la cantidad suficiente de estas células para llevar a cabo
los ensayos.

Al evaluar la citotoxicidad de las poblaciones efectoras
sobre células de 1la estirpe tumoral CALO, se observd
gque los LS+ mostraron una alta inhibicidén, siendo de
40% al primer dia y de 100% a los 4 dias de co-cultivo.
Los LS~ mostraron una citotoxicidad significativamente
menor a la producida por los 1linfocitos LS+ (¢=0.05, U de
Mann Whitney), ya gue la inhibicién al primer dia fue de
25% y finalmente de 85% al cuarto dia de co-cultivo. Las
células LAK fueron las que mostraron la maxima inhibicidn,
lograndose el 65% al primer dia y el 100% al tercer dia de
co-cultivo (Graficas 3-A y 3-B). En contraste, los LSP
presentaron la menor inhibicién sobre la proliferacién de
las células blanco, obteniéndose un 50% después de 4
dias de co-cultivo (Graficas 3-A y 3~B). La inhibicién
observada en la proliferacién de las células de la estirpe
CALO, fue significativamente diferente entre 1los ensayos
realizados (@=0.025, A.V.R.F), (Grafica 3-A).

Al determinar el efecto citotéxico de 1las poblaciones
efectoras sobre la estirpe tumoral T3, se observd que los
linfocitos LS+ mostraron un gran efecto citotdxico,
obteniéndose un 70% al primer dia y el 100% después del
cuarto dia de co-cultivo (Grédficas 4-A y 4-B). Los LS~ a los
primeros dos dias inhibieron en un 70%, y finalmente su
efecto llegd hasta un 90% a los 4 dias y cerca de 100% a los
5 dias de co~-cultivo, no obtante éste fue
significativamente menor al de los linfocitos LS+ (a=0.025,
U.M.W), (Grafica 4-A). Las células LAK inhibieron en un 90%
a los dos dias y en un 100% al tercer dia del co-cultivo,
mientras que los LSP presentaron la menor inhibicién sobre
las células de T3, logrando un 55% de citotoxicidad durante
5 dias de co-cultivo (Graficas 4-A Y 4-B). La
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GRAFICA 2-A
INHIBICION EN LA PROLIFERACION
DE LA ESTIRPE ENO-1

No DE CELULAS (x 10°)
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GRAFICA 2-B
CITOTOXICIDAD SOBRE CELULAS DE LA
ESTIRPE ENO-1
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IL-2rh (LS+) Y SIN IL-2rh (LS-), Y DE LINFOCITOS ACTIVADOS
CON IL-2rh (LAK) SOBRE LA PROLIFERACION DE ENO-1. n= 8
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GRAFICA 3-A
INHIBICION EN LA PROLIFERACION
DE LA ESTIRPE CALO
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GRAFICA 3-B
CITOTOXICIDAD SOBRE CELULAS DE LA
ESTIRPE CALO
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EFECTO DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA (LSP), LINFOCITOS
PRESENSIBILIZADOS EN CO-CULTIVO CON CELULAS DE CALO E IL-2rh
(LS+) Y SIN IL-2rh (LS-), Y DE LINFOCITOS ACTIVADOS CON
IL-2rh (LAK) SOBRE LA PROLIFERACION DE CALO. n= 8.
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GRAFICA 4-A
INHIBICION EN LA PROLIFERACION
DE LA ESTIRPE T3
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GRAFICA 4-B
CITOTOXICIDAD SOBRE CELULAS DE LA

ESTIRPE T3
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(LS+) Y SIN IL-2rh (Ls-), Y DE LINFOCITOS ACTIVADOS CON
IL-2rh (LAK) SOBRE LA PROLIFERACION DE T3. n= 8.

50



inhibicién de la proliferacién de las células de la estirpe
T3, fue significativamente diferente entre los ensayos
realizados (¢=0.01, A.V.R.P), (Grafica 4-1).

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
co-cultivo (Grdficas S5-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 citotéxico practicamente
desde el inicio de el co-cultivo, eliminando a las células
blanco en un 100% durante el primer dia (Graficas S5-A y
S=B). La inhibicién producida por los LS+ difirié
significativamente de 1la producida por las LAK (g =0.05,
U.M.W). Por su parte los LSP, sdlo produjeron una
inhibicién de 30% después de 6 dias, (Graficas 5-A y 5-B).
La inhibicién de 1la proliferacién de las células de la
estirpe CRHE, fue significativamente diferente entre los
ensayos realizados (0=0.012, A.V.R.F), (Grafica 5-3).

En la estirpe tumoral GEPE, el efecto inhibitorio de
los linfocitos LS+ fue muy bajo al inicio del co-cultivo con
20% durante los primeros dos dias, y finalmente llegdé hasta

un 90% a los cinco dias de co-cultivo (Graficas 6-A Yy
6-B). Tampoco en este ensayo se evalué el efecto de
linfocitos LS-, debido también a contaminacién. La
poblacioén de las células LAK mostré el mayor efecto
inhibitorio, ya que éste llegd al 100% durante el primer
dia de co-cultivo, La citotoxicidad de 1las LAK fue

significativamente diferente a la mostrada por los
linfocitos LS+ (q=0.05, U.M.W). Por su parte, los LSP
sélo lograron un 20% de citotoxicidad sobre las
células blanco a los 5 dias de co-cultivo (Graficas 6-A y
6-B). La inhibicién observada en la proliferacion de 1las
células de la estirpe GEPE, fue significativamente diferente
entre los ensayos realizados (@ =0.012, A.V.R.F),
(Grafica 6-3).

Finalmente, en la estirpe INBL los linfocitos LS+
inhibieron en un 100% a todas las células blanco a partir
del primer dia de co-cultivo (Grdficas 7-A Yy 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 dia y hasta
un 90% hasta el cuarto dia de co-cultivo (Graficas 7-A
y 7-B). Las células 1AK inhibieron en un 80% a las
células blanco durante el primer dia y a un 100% al
segundo dia de co-cultivo. Mientras que los LSP
produjeron un 60% de inhibicidn después de cuatro dias de
co-~cultivo (Grdficas 7-A y 7-B). La inhibicidén de 1la
proliferacioén de las ceélulas de 1la estirpe INBL, fue
significativamente diferente entre los ensayos realizados
(®=0.05, A.V.R.F), (Grafica 7-3).
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GRAFICA 5-A
INHIBICION EN LA PROLIFERACION
DE LA ESTIRPE CRHE
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GRAFICA 5-B
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GRAFICA 6-A
INHIBICION EN LA PROLIFERACION
| DE LA ESTIRPE GEPE
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GRAFICA 6-B
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EFECTO DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA (LSP),
PRESENSIBILIZADOS EN CO-CULTIVO CON CELULAS DE INBL E IL-2rh
(Ls+) Y SIN IL-2rh (LS~-), Y DE LINFOCITOS ACTIVADOS CON

GRAFICA 7-A
INHIBICION EN LA PROLIFERACION
DE LA ESTIRPE INBL
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PRUEBA DE ESPECIFICIDAD DE LINFOCITOS8 SENSIBILIZADOS CON
LAS ESTIRPES DE CacCu

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

Los L-CALO inhibieron en un 50% a las células HEP
durante el primer dia y finalmente en un 100% a los 4 dias
de co-cultivo (Grdaficas 8-A y 8-B). La citotoxicidad de los
linfocitos L-HEP no difiridé significativamente de la
mostrada por los linfocitos L~CALO (®=0.05, U.M.W), ni de
la producida por las células LAK (o =0.05, U.M.W),
(Grdfica 8~-A). La inhibicidén de 1la proliferacidn de las
células de la linea HEP, fue significativamente diferente
entre los ensayos realizados (a=0.039 A.V.R.F), (Grafica
8-A).

Al evaluar el efecto citotdxico de linfocitos L-T3 sobre
la proliferacién de las células HEP también se observd un
alto efecto inhibitorio, siendo éste del 40% al primer
dia y de 90% al cuarto dia del co-cultivo (Grdficas 9-A ¥y
9-B). Por su parte, los L-HEP mostraron una citotoxicidad
muy similar a la de los linfocitos L-T3 (= 0.05,
U.M.W), mientras que las células LAK en este caso
presentaron una inhibicién mayor a la producida por
L-T3 y L-HEP (o= 0.05, U.M.W). La inhibicién de 1la
proliferacién de las células de la 1linea HEP, fue
significativamente diferente entre los ensayos realizados( g
= 0.039, A.V.R.F), (Grafica 9-3).

Al evaluar la citotoxicidad de los linfocitos L-CRHE
sobre la 1linea HEP, no se observé un efecto inhibitorio
tan marcado como en los casos anteriores, dado que fue
del 70% hasta después del cuarto dia de co=-cultivo
(Graficas 10-A y 10-B). La citotoxicidad producida por
linfocitos L-HEP fue mayor a la originada por los L=~CRHE
(x=0.025, U.M.W), ya que los L-HEP inhibieron en un 45% en
el primer dia y en un 100% al cuarto dia . 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 dias, el
cual fue muy similar al producido por la poblacién L-CRHE.
{(Graficas 10~A y 10-B). Finalmente, 1la inhibicidén de 1la
proliferacién de 1las células de 1la 1linea HEP, fue
significativamente diferente entre los ensayos realizados
(a= 0.039, A.V.R.F), (Grafica 10-A).

Cuando se evalud la citotoxicidad de linfocitos L-GEPE
sobre células de la linea HEP, se encontréd un 40% de
inhibicidén a los dos dias y un 80% al cuarto dia (Graficas
11-A Y 11-B). Las poblaciones L-HEP y LAK, presentaron
citotoxicidad muy similar, alcanzando el 100% al cuarto dia
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GRAFICA 8-A

INHIBICION EN LA PROLIFERACION

10000

DE LA LINEA HEP POR L-CALO

No DE CELULAS (x 10°%)

I

1000

100

DIAS

© === NORMAL
—— LAK {**){**")

—— L,HEP (v)(q'v)
~o— L-CALO ()" ")(**")
INICIO DEL CO-CULTIVO: DIA 2
() (++) NO DIF. SIQ. alfa=0.05 U DE MANN WHITNEY

(+++) DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS alta+0.039 AN.VA.RAN.FRIED.

GRAFICA 8-B

CITOTOXICIDAD DE L-CALO SOBRE

CELULAS DE LA LINEA HEP

% DE CITOTOXICIDAD

EFECTO DE LINFOCITOS
(L-CALO), LINFOCITOS PRESENSIBILIZADOS CON LA LINEA HEP

IL-2rh (L-HEP)

SOBRE LA PROLIFERACION DE LA LINEA HEP.

DIAS DE CO-CULTIVO
Bl -HEP

SN tak  [CJiL-caLo
PRESENSIBILIZADOS CON CALO E IL-2rh

E
Y DE LINFOCITOS ACTIVADOS CON IL-2rh (LAK)

n= 8
56



GRAFICA 9-A
INHIBICION EN LA PROLIFERACION
DE LA LINEA HEP POR L-T3
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GRAFICA 10-A
INHIBICION EN LA PROLIFERACION
DE LA LINEA HEP POR L-CRHE
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del co-cultivo. Por otra parte, el efecto inhibitorio de
L-HEP fue mayor al producido por los L~-GEPE, (o= 0.025, U
de Mann Whitney). ' Asimismo al comparar el efecto de LAK
contra el de L-GEPE también se observaron diferencias
significativas (®=0.025, U.M.W), (Graficas 11-A y 11-B).
La inhibicion de la proliferacién de las células de la linea
HEP, fue significativamente diferente entre los ensayos
realizados (a= 0.039, A.V.R.F), (Griafica 11-a).

Por ultimo, al evaluar 1la actividad citotdxica de
los linfocitos L-~INBL sobre la proliferacién de las células
HEP, se encontré un 60% de inhibicién hasta después del
cuarto dia de co-cultivo. Por su parte, los linfocitos
L-HEP mostraron una inhibicién mayor que la de los L-INBL (a
=0.025, U.M.W) ya que desde el primer dia produjeron un
40% de citotoxicidad, la cual llegdé hasta un 90% al cuarto
dia. En contraste a éstos, la poblacién LAK mostré la
maxima 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 @ =0.025, U.M.W) (Graficas 12-A y 12-B). La
inhibicidén de la proliferacidén de las células de la linea
HEP, fue significativamente diferente entre los ensayos
realizados (@=0.039, A.V.R.F), (Grafica 12-3a).

Finalmente, es importante mencionar que en los ensayos
de citotoxicidad, los linfocitos que fueron
sensibilizados con las estirpes de CaCu de estadios
clinicos mas avanzados (L~CRHE, L-GEPE Y L-INBL),
mostraron una menor citotoxicidad sobre las células HEP
que aquellos que fueron sensibilizados con células de 1las
estirpes de CaCu de estadios clinicos menos avanzados
(L-CALO y L-T3), (Griaficas 8-12).
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GRAFICA 11-A
INHIBICION EN LA PROLIFERACION
DE LA LINEA HEP POR L-GEPE
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L o DISCUSION DE RESULTADOS

El establecimiento de estirpes celulares humanas
Y . Su mantenimiento durante tiempos prolongados en
cultivo, siempre ha presentadoe cierto grado de

dificultad debido a 1los métodos disponibles para ello.
En el caso especial de carcinoma cérvico uterino (CacCu),
se han implementado varias metodologias, entre las cuales
destacan el cultivo en agar, asi como los cultivos sobre
capas celulares de tejido conectivo, lograndose en éstos
ultimos eficiencias de hasta 30% de las muestras procesadas,
asimismo la duracién maxima de sus cultivos ha sido
hasta de 22 pasajes seriados (13, 29-30). Bajo
nuestras condiciones, el empleo de cuatro métodos cultivo
permitié la obtencién de células viables en un 40% de las
biopsias trabajadas (26 de 65 muestras), no obstante
s6lo 7 estirpes celulares se lograron llevar a mas de 10
resiembras y actualmente 3 de ellas han rebasado
las 30 - resiembras. Consideramos, que la contaminacidn
inherente a la zona en donde se desarrolla el tumor es uno
de las factores que reduce significativamente el numero de
cultivos viables, ademds de que su infiltracién en los
tejidos dificulta grandemente su eliminacién auin con
antibidticos 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 dificilmente se mantuvieron en
proliferacién 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 mecanicos como el de
explante, o como el de disgregacién mecanica se evita
un mayor dafio a las células y por lo tanto mantienen una
mayor viabilidad celular con respecto a los métodos
enzimaticos que ademas de disgregar la matriz extracelular,
en ocasiones dafhan a las membranas celulares (17,26).

Por otro lado, las diferencias citopatolégicas

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 caracteristicas
tipicas de células malignas, tales como nucleos celulares
grandes que perdian la relacién nucleo:citoplasma, asi

como un elevado numero de mitosis y 1la presencia de
varios nucleolos sobretefiidos (168-169).

En las estirpes establecidas se observé una
heterogeneidad morfolégica, la cual parece no depender de
la técnica empleada para su obtencioén debido a que en los
cuatro métodos empleados se obtuvieron diferentes
morfologias, sino mads bien parece estar relacionada con
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la capa celular derivada del epitelio multiestratificado
que caracteriza al tejido cervical, el cual ademas
muestra un alto grado del pleomorfismo celular (168-
170) . Aunado a ésto, el mantener células en cultivo nos
permite de cierta forma inducir la proliferacién de las
células in vitro, Yy en consecuencia inducir la
proliferacidén de la(s) forma(s) celular(es)
predominante(s) en el cultivo (169).

Cabe destacar que a pesar de todos los problemas
metodoldlicos derivados en la obtencidén y establecimiento de
las estirpes celulares, consideramos de gran importancia el
seguir manteniendo 3 estirpes celulares de CaCu en cultivo
in vitro, 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 tensién mecanica como
ocurre en la piel, el cérvix uterino y la vejiga (40—
41), asimismo 1la adhesidn intercelular proporcionada por
estas estructuras es mediada por el entrecruzamiento de
las moléculas desmosémicas que se colocan paralelamente a
las membranas plasmaticas (47-47). La desmogleina~1l (DG-
1) ademds de ser un componente importante en la organizacidn
y estabilidad de las uniones celulares, es una molécula
desmosomal que presenta una microheterogeneidad
antigénica, lo que ha permitido la fabricacioén de
anticuerpos monoclonales para sefnalar la existencia de
isotipos de esta molécula que estan relacionados con 1la
adherencia celular (57-59). Por tal motivo, la técnica de
inmunofluorescencia fue empleada para determinar el
origen epitelial de 1las células de las estirpes
obtenidas, debido a que entre éstas se habian obtenido dos
tipos morfolégicamente diferentes.

El empleo de 1la técnica de inmunofluorescencia para
DG-1, nos permitio caracterizar el origen epitelial
de 1las estirpes estudiadas, por el hecho de que todas
ellas tuvieron positividad al anticuerpo tanto en membrana
como en citoplasma independientemente de su morfologia

celular observada. sin embargo, las estirpes
celulares de morfologia fibroblastica a pesar de que
‘presentaron bajos porcentajes de tincién con el anticuerpo
en membrana, mostraron un patrén de tincidén
citoplasmatica en forma de granulos sobretodo
alrededor del nucleo. Este comportamiento puede deberse
a dos aspectos principales: primero, las células de

morfologia fibroblastica no formaban las colonias o grupos
de células tipicas de "calle empedrada" que caracterizan a
los epitelios en cultivo, y s6lo crecian de forma
semiaislada, lo gque en principio no permitiria la unidén
intercelular y en consecuencia la expresidén de la DG-1 en
la membrana citoplasmica; y segundo, la deteccidon de
la proteina DG-1 en 1la regidn perinuclear obedece a
que la mayor parte de este material corresponde
posiblemente a vesiculas endociticas conteniendo
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proteinas desmosdmicas, las cuales para ser detectadas se
requirio de la "permeabilizacidén" de las membranas
celulares con la solucién de metanol:acetona, para que el
anticuerpo pudiera tener acceso a los epitopes de la DG-1 en
la placa desmosomal (59).

Otro aspecto importante observado en nuestros
resultados, fueron las diferencias entre la concentracién
de DG-1 en las células de las estirpes provenientes de
tumores, ya gque en gquellas que derivaron de tejido con
estadio clinico 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 clinico menos
avanzado (CALO y T3 de IIB), aun asi cuando la morfologia
entre ellas fue diferente. Este fendmeno puede estar
relacionado con las propiedades metastasicas de las
células, ya que se ha observado que en tumores de origen
epitelial que estan en la fase inicial de su
crecimiento, muestran desmosomas que mantienen unidas
a las células neopldsicas; pero cuando hay pérdida de
desmosomas de manera funcional o estructural, las
células suelen separarse con mayor faciliad de 1la masa
tumoral, originandose células metastasicas (43). En
consecuencia, seria de gran interés el corroborar dicha
relacién en este tipo de neoplasia ya que nos permitiria
contar con una herramienta util para diferenciar las
propiedades biolégicas de cada tumor, mejorando su
diagndéstico y por 1lo tanto adecuandolo hacia un mejor
tratamiento.

El1 conocer los parametros 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, asi
como dar un valor prondstico en la cura del tumor
{(31-35). En nuestro estudio, se establecieron
algunos parametros cinéticos de las células de las estirpes
tanto de tejido de cérvix normal como de carcinoma
cérvico-uterino, entre 1los dos tipos morfoldgicos
identificados (fibroblastico Yy epitelial) existieron
diferencias muy marcadas en su comportamiento in vitro;
los de morfologia epitelial presentaron menores TL y TD
que los presentados por las estirpes de forma fibroblastica,
asimismo las DS de los epiteliales fueron mayores a la de

los fibroblasticos. Esto nos hace sugerir que al
cultivar tejido cervical in vitro, podemos mantener dos
tipos celulares morfoldgicamente diferentes, con

propiedades diferentes tanto en el tejido normal como en el
tumoral. Ahora bien, es muy probable que los TL .y TD
obtenidos para las estirpes en estudio estén influenciadas

por la proporcidén de células proliferantes y
consecuentemente por la tasa de proliferacién celular que a
su vez esta relacionada con el ciclo celular y la

informacién genética propia (32), puesto que las estirpes
con morfologia fibrobldstica llegaron a un menor numero
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de resiembras que aquellas de morfologia tipica
epitelial.

Es conocido que el tiempo de doblaje de una estirpe
celular in vitro esta relacionado con su grado de
diferenciacién, de tal forma que a mayor diferenciacidn
la proliferacién tiende a disminuir, mientras que
cuando se presenta una desdiferenciacién ésta conduce a
una mayor proliferacion (62). Por tanto, consideramos
que el hecho de que las cinéticas de proliferacién 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 diferenciacidn distinto, independientemente de sus
diferencias morfoldgicas. .

Varios investigadores han reportado la
obtencisén de linfocitos citotdéxicos especificos hacia
células de tumor autologo, mediante el cultive de leucocitos
de sangre periférica con células del tumor autélogo en
cultivos denominados MLTC (Mixed Lymphocyte Tumor Culture)
y su activacién con el factor de crecimiento de linfocitos

T o6 Interleucina-2 IL-2 (150-157, 171). Asimismo tal
citotoxicidad ha sido altamente especifica y restringida por
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad,

sugiriéndose que es mediada por linfocitos T citotdxico
especificos (LTC) que son diferenciados como resultado de
un reconocimiento especifico (131, 172-175). Por otro
lado, mencionaremos gque la técnica de MLTC ya se ha
empleado para inducir la seleccidén de clones de células T
que responden a antigenos asociados al tumor (176-183), de
tal manera que varios modelos (autélogos y heterdlogos) 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 (cCacu) como células estimuladoras. E1 posible
reconocimiento de los LSP sobre células de CaCu se
esperaba, por una parte por la etiologia wviral del CacCu
a la cual se han asociado antigenos 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,
80, 82, 88, 189-195)), por otra parte por la participaciodn
de varias subpoblaciones efectoras de linfocitos capaces de
reconocer antigenos asociados a células tumorales, dentro

de 1las cuales podemos considerar a los LTC (en
los que se ha demostrado gran diversidad fenotipica
b4 funcional, desde aquellos que se restringen a
antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)
(125, 127, 131, 181), asi como aquellos que han
mostrado reactividad cruzada a tumores del mismo tipo
histoldégico 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 1linfocitos mediante la inhibicidén de 1la
proliferacidon de seis estirpes celulares (1 normal y 5
provenientes de tumor), encontramos diferencias
signficativas. En efecto observamos que las poblaciones
sensibilizadas previamente en co-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 gue no
fueron previamente estimuladas. Esta diferencia en
citotoxicidad indica que muy probablemente durante la
sensibilizacién los linfocitos LS+ y LS- 1llevaron a cabo
el reconocimiento de algun antigeno en las células blanco.
Es conveniente agregar gque los linfocitos LS+ siempre
mostraron mayor citotoxicidad que los LS-. Este resultado
era de esperarse pues es conocido el papel importante de
activacion 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 neoantigenos o de antigenos
tumorales. En consecuencia creemos que las diferencias
encontradas en la inhibicién de la proliferacidén tanto de
células provenientes de tumores de CaCu como de células
normales, se deba a neoantigenos expresados en dichas
células.

Como era de esperarse en la mayoria de las estirpes de
CcaCu (cuatro de las cinco), las células LAK fueron mas
efectivas en lisar a las células blanco gque los LS+, sin
embargoe en interesante sefalar que en las estirpes de
proliferacién mas lenta (CRHE y GEPE) esta actividad fue
mayor. En efecto se redujo el periodo para lisis total de
entre 3 y 2 dias a sélo 1 dia de co-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
inespecifica y no restringida a antigenos 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 inhibicién sobre las células con mayor
tiempo de doblaje que en las de menor.

Ahora bien si tomamos en consideracidén 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 esperaria que la citotoxicidad generada
por las LS+ fuera superior a la efectuada sélo por LAK. Sin
embargo ésta fue menor en la mayoria de los casos lo que
creemos se deba al tipo de técnica de co-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 citotdxica fue obtenida
con los LS+ que con LAK, ésto nos ilustra el caso ideal que
se busca encontrar con la metodologia utilizada, en donde
tratamos de obtener 1linfocitos citotdxicos especificos
hacia las células tumorales. En consecuencia consideramos
que para la INBL si pudimos generar células efectoras contra
antigenos asociados a células de CacCu.

Segun lo ya establecido de la incapacidad de 1la
poblacién LAK de interactuar a células normales cabe
mencionar que aungue leve en nuestros resultados encontramos
cierta citotoxicidad contra la estirpe normal (ENO-1). Sin
embargo consideramos que dicha citotoxicidad pueda ser
atribuida al posible reconocimiento de antigenos 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 inhibicién a 1la
proliferacion encontrada con las estirpes celulares sea por
diferencias en sus CMH.

Otro aspecto de llamar la atencidn, fue el hecho de que
en los diferentes ensayos las poblaciones de LSP sin
activacién presentaron una ligera inhibicién de la
proliferacién de 1las estirpes tumorales de CaCu.
Consideramos gque esta leve citotoxicidad se deba a gque
dentro de toda poblacién leucocitaria existen células con

capacidad asesina natural, o sea células que por si solas
reconocen antigenos en la superficie de las células
blanco.

El haber encontrado en este trabajo que los linfocitos
sensibilizados con estirpes provenientes de tumores con
estadio clinico mds avanzado fueran menos inespecificos
durante la lisis, nos sugere que las estirpes de CaCu en
estadio clinico mas avanzado son mas inmunogénicas y por
tanto mas suseptibles de ser reconocidas por los
linfocitos. En consecuencia podriamos suponer dque los
tumores mas avanzados y en los cuales 1las terapias
existentes en la actualidad no sean suficientemente
efectivas, 1la terapia de inmunologia adoptiva sea una
alternativa viable.

Finalmente mencionaremos que en nuestro estudio al
emplear un modelo heterdélogo nos indica que es posible
sensibilizar 1linfocitos de donadores normales con células
tumorales de cCaCu, lo cual evitaria 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 clinica si se emplean
muestras sanguineas con LSP histoldgicamente 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 numero bastante pequefio de leucoitos



se puede generar suficientes células efectoras en un tiempo
relativamente corto.

Es evidente que las interpretaciones de aplicacidn
clinica hasta aqui vertidas se basan en la suposicién de
que el comportamiento in vitro sea semejante al gque se
presenta in vivo y es obvio ésto se tiene que demostrar
antes de poder proceder a una aplicacidén en el ser humano.
Sin embargo creemos que nuestros resultados apuntan en esta
direccién. Ademas muchos tumores mas tendran gue ser

analizados y con diversos LSP para poder generalizar
nuestros resultados.
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T RS CONCLUSIONES

1.- Se obtuvieron siete estirpes celulares; cinco a partir
de biopsias de tumores de cancer cérvico-uterino y dos de
epitelio de cérvix normal. Asimismo se encontraron dos
difrentes morfologias entre éstas: la tipica epitelial y 1la

fibrobldastica.

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

independiente del método utilizado para su obtencion.

3.- Las estirpes celulares obtenidas mostraron
positividad al anticuerpo policlonal (ANTIDESMOGLEINA-1)
independientemente de la morfologia celular que presentaron,

confirmando asi su origen epitelial.

4.- La expresidén diferencial de 1la desmogleina (DG-1)
encontrada en membrana celular de células tumorales de CacCu,
nos puede proporcionar informacién acerca del grado de

avance tumoral.

5. Las estirpes celulares con morfologia celular
fibrobldastica presentaron mayores tiempos de latencia y
tiempos de doblado, asi como menores densidades de
saturacién con respecto a las estirpes celulares con

morfologia epitelial.
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6.~ La citotoxicidad de los linfocitos presensibilizados
durante 14 dias con células de estirpes de CaCu en presencia
de IL-2rh mostraron una actividad citotoxica
significativamente mayor que linfocitos sensibilizados en

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

7.- Las células provenientes de tumores de céancer
cérvico-uterino de estadios clinicos mas avanzados fueron
lisadas se forma mds especifica que aquellas de estadios

clinicos menos avanzados.

8.~ La técnica de co-cultivo de células provenientes de
tumores de cCaCu con 1linfocitos de sangre periférica en
presencia de IL-2rh, permite sensibilizar a linfocitos de

manera citotdxico-especifica contra las células tumorales.
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l STt APENDICES T O |

I : APENDICE 1 |

PREPARACION 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./1 de medio RPMI-1640 en
polvo (Sigma Chemical, Cell Culture Reagents, U.S.A)
agitandose suavemente, se agregan 3.7grs. de bicarbonato de
sodio, 100 U/ml de estreptomicina y 100 U/ml de penicilina
Yy 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 acido clorhidrico) y se
esteriliza por filtracién con membrana de poro de 0.224.

El medio RPMI-1640, fue desarrollado por Moore et al.,
en el Roswell Park Memorial Institute (RPMI), la foérmula se
basa en 1la del medio RPMI-1630 utilizando un sistema
amortiguador de bicarbonato y alteraciones en las
cantidades de aminoacidos y vitaminas.

|- APENDICE 2

DESACTIVACION DEL SUERO FETAL DE BOVINO

Se toma una botella de Suero Fetal de Bovino (Gibco,
U.S.A) y se coloca a bafio de agua a temperatura ambiente
para que sea descongelado, posteriormente se pasa a un bafo
de agua a 57°C durante 30 min, con el propdésito de eliminar
algunas proteinas de bajo peso molecular como son 1§s
proteinas del complemento, que pueden interferir al inhibir
la proliferacién celular en los cultivos. En seguida es
transvasado en frascos mas pequefios para su mejor manejo.
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[ﬁ_: S R APENDICE 3 ol J

PREPARACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)

En un 1litro de agua bidestilada, se disuelven las
siguientes sustancias:

COMPUESTOS CONCENTRACION
(g/1)
Cloruro de SOAi0..eseeeeccscarssosnsnssscssssssnnsassB8.0
Fosfato de sodio monobasico.....ciieenceanosoneesess2.16
Fosfato de PotasiO.eeeeeccteececnssnsncasessossosneaes0.20
Cloruro de Potasio..ccieccececesnascesccsonssseaaasas0.20

Una vez disueltas las sustancias, se ajusta el pH a 7.2
con acido clorhidrico y se esteriliza la solucién por medio
de autoclave, 20 1lb durante 20 min.

r . APENDICE 4 J

PREPARACION DE VERSENO

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

SUSTANCIAS CONCENTRACION
(g/1)

TriS DASE@..eeeeeceecncocnnssssssossonsssasnsoncnns veese3.04

Cloruro de sodiO..ceeesecscereee tieesasscsvasssseseasss8.00

Cloruro de potasio....ccevececesnscacoasscsssasassss0.40
Etilén-diamin-tetra-acético (EDTA)...ceeeecsccsasass0.20

Posteriormente se agitan perfectamente los compuestos
con el agua y se afora a un litro con agua bidestilada,
ajustdndose el pH a 7.7 con acido clorhidrico 10N y se
esteriliza por medio de autoclave a 20 lb durante 20 min.
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APENDICE S

PREPARACION DEL COLORANTE AZUL DE TRIPANO

Para pruebas de viabilidad, generalmente se empled una
dilucidén 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
numero 2.

APENDICE 6

PRUEBA DE CHI-CUADRADA DE INDEPENDENCIA-TABLAS DE
CONTINGENCIA

otro uso de la chi-cuadrada es la prueba de hipdtesis de
que dos criterios de clasificacién, cuando son aplicados a
las mismas unidades elementales, son independientes.

La clasificacién 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 clasificacién puede ser los ingresos anuales por
familia y el otro criterio las zonas donde viven los
habitantes de una ciudad. Si 1los ingresos anuales por
familia y las zonas donde viven son independientes, entonces
tendriamos que en todas las zonas de la ciudad vivirian la
misma proporcién de familias de bajos, medios y altos
ingresos.

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

INGRESOS
ZONAS Bajos Medios Altos Total
A nll nl2 nl3 nl.
B n21 n22 n23 n2.
C n3l n32 n33 n3.
D n4l n42 n43 n4.
Total n.l1 n.2 n.3 n

87



Estamos interesados en probar la hipdétesis nula de que
en la poblacién, los dos criterios de clasificacién son
independientes. Si se rechaza la hipétesis nula, concluimos
que los dos criterios de clasificacioén no son independientes
sino dependientes.

Un cuadro ij cualquiera de la tabla formada por la
interaccidén de un nivel de uno de los criterios con un nivel
de otro criterio se llama celda. Las frecuencias observadas
se designan por 0ij y las esperadas por Eij. El estadigrafo
de prueba viene dado por:

" c £ (0oij - Eij)? )
X = I e e e con (c~1) (f-1) grad. de 1lib.
j=1 i=1 Eij

Las frecuencias esperadas Eij de una celda cualquiera ij
se obtiene multiplicando la frecuencia relativa
correspondiente a 1la fila i por la frecuencia relativa
correspondiente a la columna j por el tamafio de la muestra.

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

son eventos independientes la probabilidad de la
interseccién es el producto de las probabjlidades.

Finalmente el yalor calculado para X“ se compara con el
valor tedrico de X<.

r ) APENDICE 7

ANALISIS DE REGRESION NO LINEAL
Regresion exponencial o semilogaritmica.

A partir del diagrama de dispersion o de la teoria,
podemos conocer que la relacién entre las dos variables
puede representarse adecuadamente sélo por cierta funcidn
matemdtica curvilinea (no lineal), por ejemplo la tendencia
general del crecimiento poblacional que sigue un crecimientoc
exponencial positivo, o el decaimiento radiactivo que sigue
un modelo exponencial negativo. (Tomado de ref. 201)

Cuando se sospecha gque la relacién es de tipo
exponencial, proponemos una ecuacion de regresidén de 1la
forma:

A

Y = ¢ g¥
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Como sugiere el nombre exponencial, 1la variable
independiente x aparece en el exponente.
Por necesidad tedrica y conveniencia practica
transformamos nuestra ecuacién de regresion a otra, tomando
logaritmos a ambos lados:

~
log ¥ = log ¢ +

X log d (1)
Ahora hacemos: log ¢ = a
logd =Db
sustituyendo en (1) queda:
-~
log ¥ = a + b X (2)

que es una ecuacién lineal en log Y y X, la cual es una
funcién semilogaritmica, de manera que si 1llevamos los
puntos a papel semilogaritmico obtendremos una recta.

Para transformar de nuevo la ecuacién (2) a la forma
original sélo necesitamos tomar 1la funcién inversa del
logaritmo, esto es 1la funcidén exponencial de 1la base
adecuada seqgin haya sido la base de los logaritmos con que
se esté trabajando; es es, si tomamos logaritmos comunes (de
base 10), entonces:

c=10 2
d=10P%

A

Y = (103) (100)¥

APENDICE 8 41

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

La prueba U de Mann-Whitney sirve para provar hipétesis
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 ny + ny ( donde nj es
el tamano de la muestra 1 y np; es el tamano de la muestra
2), conservando cada valor dentro de su propia muestra. La
suma de los rangos de la muestra 1 es llamada R; y la suma
de los rangos de la muestra 2, Rj.

Luego, es aplicada una de las siquientes fdérmulas:
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o nj(ny +°1) i
U= njny + ) . __i-Ry
’ 2 o

na(ny + 1)
Us=nqnp + ___ =~ - =Rp
2

Una véz calculado cualquiera de la dos U 6 Uy, se
. obtiene otro valor.

U’= niny; - U

donde U es U; 6 U calculado anteriormente.

Luego, es comparado el menor de los valores calculados U
6 U’ con el menor de los valores criticos para los tamafios
de muestras nj; Yy ny correspondientes y el nivel de
significancia (a). Si el valor calculado es menor que el
valor critico se rechaza Ho:py=pj.

(7 APENDICE 9 i]

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR CON BLOQUES ALEATORIOS
COMPLETO8 POR RANGOS8 DE FRIEDMAN

Cuando se requiere de una prueba andloga al andlisis 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
Analisis 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 Rj, Ry,....Rp dependiendo del
nimero de tratamientos que se tengan. Considerando el numero
de bloques (filas o grupos de muestras gque se estén
analizando), el estadigrafo de Friedman X<y se calcula por:

) 4
X2p= —momoo-e I (Ri)? - 3r (k+1)
rk (k+1) 1=1

donde: r= es el numero de filas (bloques)
k= es el numero de columnas (tratamientos)
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Los valores criticos para xzr, para varios valores de r
Yy 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

Biol. Atherto Monray Garcia, M. en C. Rosalva Rungel Corona,
Dr. Sergio Rodrigucez Cucevas, Dr. Benny Welss Sleider

RESUMEN

Se determing el efeclo citoslatico de leucocitos de sangre perilérica normal (LSP) en ausencia y presencia
de interleucina 2 recombinante (rIL-2)-sobre la proliferacion de células provenienles de cuatro diferentes
biopsias tumorales. En lodos los experimentos se utilizé como conlrol [ihroblastos normales obtenidos de
prepucio sano. Nuestros resultados muestran que los co-culllvos con LSP pueden llegar a inhibir la
proliferacion de las células provenientes de. lus lumores, pero que en presencia de ril-2 esta inhibicion
sicmpre estuvo presente y signilicativiunente mayor que la encontrada sin este lactor: Finalmente se discute
tanto la posibilidad de e el aumento de inhibicion deleetada se deba al reconochiniento de algin antigeno
tumoral, asi como la utilidad de este ipo de ensayos in vitro como una herramienla que permila mejorar los
tratamientos de pacientes con cincer mediante el disefio de un protocolo de innmunolerapia adoptiva.
Caneerologin VOL, 36, NUm. 1, ENE.-MZ0. 1990

SUMMARY

The cylostalic effect of normal peripherical blood leucocytes (PBL) on the proliferation of cell from four
dilferent lumour biopsies in Lhe absence and presence of recombinant interleukin 2 (¢IL-2) was determined.
Fibroblasl were Isolated [rot a child s prepuce and used as normal controls in all the experiments. Our
results showed that the co-cullures of tumour cell with PBL can tn some cases inhibil cell profiferation, and
that i the prescence of IL-2 this inhibitlon was always present and significantly higher than in the cultures
without this factor. Finally we discuss the possibilily that the high inhibition of tuinour cell proliferation by
PBL found in this work in the presence of rlL-2 is a consequence ol the recognilion of a tuimor antigen by
these leukocytes, as well as the huporlance of Uese lype os assays in the development of adoptive
inununotherapy protocols.

Cancerologin VOL, 36, Nom. 1, ENE.-MZO. 1990

INTRODUCCION el posible papel que prieda desempenar este sistema

en la defensa del organismo contra células tumnorales

Actualinente es innegable la importancia del sistema
Inmunte en la defensa del organismo conlra agentes
patagenos, asi como de su capacldad de eliininacion
de células defectuosas o Inlectadas (1), Sin embargo,

Labaratorio de Diferenciacion Celular y Cancer, Escucla
Nactonal de Estudios Profestonales Zarngoza, COEMDA, Unliver-
st Naefonal Antanon de Méxteo (UNAM), Scrvicio de Caberit
y Cucllo del Hospilal de Oncologia, Centro Mdédico Naclonal
(CMN), Instituto Mexieano del Seguro Socfal (IMSS), Méxion, DI
Apoyado por ¢l Consejo Naclonal de Clenela y Teenelogia
{CONACY D) Medlante Heeas de Llcenclaturay Maestria,
Corvespondencla: Denny Welss Stekler, ENED Zarmgoza, Apar-
tado Postil 9020, 15000 México, DLF.

a(n no esta bien ententido {2).

Aunque la rama de la clencia que estudia el postble
control de la transformaclon neoplisica por células
Inmunocompetentes llamada Inmunologia Tumoral
ticne ya mads de 89 arios, el desarrollo de una terapla
efectiva contra el cincer mediante manipulacion
Ltunune no ha sido aun logrado (3-6). Sin embarjo,
reclentemente se ha desarrollado una técnica llama-
da tumunolerapia Adopliva la cual ha demostrado
lener buenas posibilidades de éxito (7-10). Esta
técnica se basa en la proliferacion in vitro de células
con propiedades antineoplisicas para postieriornmen-
te ser (ranstundidas al pactente (11-14).

Como una consecuencia del estudio del rechazo
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inmune, se ha encontrado la exislencia de una
familia de moléculas localizadas en la superficle
celular llamadas Complejo Mayor de Histocompali-
bilidad (CMH), que inlervienen en el rechazo contra
células normales heterdlogas, o sea que presentan
distinlos CMH (15). Por ¢jemplo para determinar la
compatibilidad entre dos Individuos, para evaluar
una posible donacion de organos o tejidos, se efectia
una prueba llamada de Cullivo Mixto de Linfocitos
(CML) (186). En esta técnica se ponen en co-cultivo los
leucocitos de sangre perilérica {LSP) de los posibles
donadores y del paciente para detectar la probable
proliferacion de linfocilos {nducida por el reconoci-
miento de CMH diferentes. Asimismo se encuentra
bien identificado el factor que secretan estos linfoci-
tos al ser activados, Hamado Interleucina 2 {IL-2) el
cual tiene ademas de la funcién de induccion a la
proliferacion de este tipo de células, la de aclivacion
de células citotéxicas (13, 17, 18).

Por otro lado se ha reportado que los LSP pueden ser
activados en cultivo in vitro con IL-2 recombinante
(rlL-2) para producir células ciloléxicas dirigidas
contra células tumorales (19). A tales células se les
ha llamado células LAK (de! inglés: Lymphokine
Activated Killer Cells) y tiene la capacidad de lisar un
amplio rango de células tumorales (20-23). Segin
estudios recientes este sistema elector parece ser
diferente al de los linfociltos citotoxicos, pero seme-
jante alas células NK (del inglés: Natural Killer} (19,
24-26).

El presente trabajo se efectué con la finalidad de
evaluar primero la posibilidad de obtener, en nues-
tras condiciones experimentales, cultivos celulares a
partir debiopsias de tumores humanos, ysegundola
de activar LSP heterélogos con riIL-2 para producir
células LAK con capacidad citoslatica sobre estas
células. La utilizacién de LSP heterdlogos liene como
objetola dedesarrollar unatécnica semejantealadel
CML, que permita en un sélo ensayo evaluar el efecto
cttostatico de las células LAK sobre células tumora-
les y tener una medida de histocompatibilidad. Ya
que sise pudiera encontrar algin donador cuyos LSP
sean activables a células LAK y simullincamente
compatibles con las del enfermo, entonces se podria
evitar, para beneficio del paciente, la ulilizacién de
sus LSP autdlogos en el tratamiento de inmunologia
adoptiva como se hace hoy en dia.

MATERIAL Y METODOS

Condictones de Cultivo. Ei medio de cultivo (MC)
consistié de medlo minimo esenctal de Eagle (Gibco,
N.Y., EUA) complementado con 20% de suero fetal de
bovino (Microlab, México) previamente desactivadoa
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57 °C durante 30 min. Al MC anles de ser utilizado
se le agrego 100 U/ml de penicllina G (Lakeside, .
Toluca, México) y 50 ug/ml de estreplomicina (Lake-
slde, Toluca, México). Los culllvos fueron manteni-
dos encondiclones de esterilidad e incubados a37°C
en una atmosfera con 10% de blaxido de earbono y
humedad saturante a punto de rocio.

Malerial Biologico. Las ceélulas de origen (umoral
fieron obienidas a partir de blopstas de tres carcino-
mas diferenles (de pulmon, basocelular y de tiroide)
y un sarcota {(osteosarcoma) de pacientes del Hos-
pital de Oncalogia del CMN del IMSS. La linea de
Células fibroblasticas de piel humana normal fueron
donadas al Instituto de Investigaciones Biomédicas
de la UNAM en México. La sangre perilérica fue
oblenida mediante puncion venosa en presencia de
100 U/ml de heparina (20th Century Chemiical de
México, Guadalajara México) de cnatro donadores
normales. La ril.-2 (Celus Corparation, California,
EUA} 100 U/ml e donada por el M.D. Steven A,
Rosenberg del Instituto Nucional del Cancer en Be-
thesda, EUA.

Oblencion de Células del Tejido Tumoral. Las biop-
sias fueron obtenidas en el quiréfano y colocadas en
MC. El traslado al laboratorio, en donde se procesa-
ron estas biopslas, nunca tardé mas de 12 hrs.
después de la cirugia. Una vez llegada Ta muestra al
laboralorio las biopsias [ueron corladas en pequenos
trozos de aproximadamente 1 mn? y lavados en MC
suplementado con triple cantidad de antibidticos. Se
emplearon dos métodos para la obtencién de las
células a parlir del tejido tinnoral. El primero fue por
explante primario; ¢l cual conslstié en colocar los
pequenos trazos de tefido lumoral en la superficiede
cajas de culliva de 60 x 15 nun (Costar, Cambridge,
EUA) durante 15 min para facilitar suadhesion, para
posteriormente adicionarles MC. Una vez que emi-
graron las células del tejido tumoral formado un
explante, se procedlo a scpararlas del sustralo de
cultivo mediante {ripsinizacion para poder ser sub-
cullivadas.

El segundo método empleado para la oblenclon de
células del tejido tumoral {ue mediante dos pasos de
disgregacion enzimalica; para ello el (ejido fue pre-
viamente mantenido en una solucion amortiguadora
de Verseno en incubacién a 37 °C durante 15 minen
agllacién constante, para la eliminacion de cargas de
superficie. En seguida se llevé a cabo una digeslion
parcial con una solucién de colagenasa Tipo IV
{Stgma Chemical, St. Louis, EUA)al 0.125% durante
60 min a 37 °C en bano maria. Las células y el tejido
parclalmente digerido fueron lavados mediante cen-
Lrifugacion. Este lavado consistio en resuspender la
células en una solucién salina amortiguada con
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fosfatos (SAF) y centrifugarlas a 500 g durante 10
minutos para posteriormente desechar el SAF: esle
procedimiento se replte tres veces mas y en la ultima
centrifugacion seresuspende en MC en lugar de SAF.
Se complelo la digestion del tejido tumoral mediante
el empleo de una soluctén de tripsina al 0.25%
(Sigma Chemlcal, St. Louls, EUA) durante 30 min a
37 °C en agilaciéon continua en bano maria. Las
células asi oblenldas fueron nuevamente lavadas en
SAF y resuspendidas en MC para finalmente ser
puesias en cultivo.

Una vez que las células procedentes de los (ejidos
tumorales saturaron los suslratos de cullivos. eslas
fueron subcultivadas un par de veces mas antes de
ser ecmpleadas en los experimentos.

Subcultivos celulares. Todos los subcultlvos celuta-
res se efectuaron mediante la téenica de tripsiniza-
clon. Para esta (écnica ¢l MC de las células a ser
subcullivadas es substituido por una solucion de
tripsina al 0.025% en SAF duranle 5 minulos a
temperatura ambiente, para desprender las células
del sustrato de cullivo. Por lo general las células asi
obtenidas sonsembradas enun numerode 3x10* por
caja de cullivo.

Obtencion de Leucocitos de Sangre Periférica (LSP).
Para cada ensayo se utilizo de 5 a 15 ml de sangre.
Esla fue colocada en un gradiente con 5 ml de Ficoll-

ad CT-86
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FIG. 1 Cinéticas de proliferactén de células provenientes de
una blopsia de carcinoma de tiroide (CT-86) en condi-
cfones normales (0), en co-cultivo con leucocitos de
sangre periférica (LSP) () y en co-cultivo con LSP en
presencia de 100 U/ml de interleucina-2 recombinan-
te (riL-2) (+).
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Hypaque (Sigma Chemical, St. Louls, EUA) centrifu-
gada durante 30 minutos a 1500 ¢ para separar la
células mononucleares. A conlinuacién eslos leuco-
citos fueron lavados y cuantificados para [inalmente
proceder a co-cultivarlos con las células provenien-
tes del tejido tumoral. Por lo general 1x10%leucocitos
se emplearon para cada co-cullivo.

RESULTADOS

Delerminacion de las Cinéticas de Proliferacion de
las Células Provenientes de las Biopsias Tumorales
(CPBT).

Para delerminar la cinélica de proliferacién que
presentaban las diferentes CPBT se hicieron subcul-
tivos utilizando 3x10' células en cajas de Pelri de
35x15 mm (Coslar, Cambridge, EUA) con un volu-
men final de 2.5 ml de MC. La cinélica de prolifera-
cién se determing conlando el numero de células en
cullivo cada tercer dia hasla llegar a saturaciéon
mediante un hemocitometro Neubauer {American
Optical, EUA). Obtuvimos que lodos los {cjidos
fumorales dieron origen a células con diferentes
tierpos de doblaje tn vitro (Figs. 1-5).

Las CPTB con proliferacion mas lenta provenian de
un osleosarcoma (OSX-4) y presentaron un ltempo
de doblaje de 121 hrs. Olras dos CPBT provenientes
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FIG.2 Cinéticas de proliferactdn de células provenicntes de

una blopsia de carctnoma basocclular (CBA-86) en
condiclones normales (0), en co-cultivo con leucocitos
de sangre periférica (LSP) (-), y en co-cultivo con LSP
en presencia de 100 U/ml de interleucina-2 recombl-
nante {riL-2} (+),
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:de un carcinoma de pulmén {CPL- 1) y de un carcino-
‘ma basocelular {CBA-86) presentaron una prolifera-
_cion intermedia, con valores de tiempo de doblaje de
™ 62.5y 59 hr respectivamente. Por 1ilthno las células
i {que presentaron mayor poder de proliferacion con un
tiempo de doblaje de -10.6 hrs hieron aquellas CPBT

g provenientes de un carcinoma de tiroides {CT-86). Es . -

{ interesante hacer notar que las células normales de

“tipo fibroblastico (VC-2) presentaron un tiempo de -

doblaje mucho menor al de las CPBT, con solamenite
4 33 horas.

i Determinacion de la Inhibicion de la Protileracion de

las CPBT por co-cultiva con Leucocilos de Sungre

wa Perilérica (LSP) en Ausencia y Presencia de interleu-

s cina 2 recombinante (r1L-2).

' Conel propaésito de delerminar el grado de inhibicion
.. ala proliferacion de las CPBT en presencla de LSP,

: asi como del papel que juega la I1.-2 en este proceso.
se evaluo la cinética de protiferacion de cada CPBT en
co-cullivo con 1x10¢ LSP, tanto en ausencia como en
presencia de 100 U/ml de rIl-2.
No en todos los casos de co-cullivos con LSP se
~ presenté inhibicion a la proliferacion de las CPBT, sin
embargo cuando esta Inhibiciéon estaba presenle
slempre-fue menor a la encontrada en los co-cultivos
... conlarlL-2 (Figs. 1-5). Asimismo siempre obtuvimos
una Inhibicién a la proliferacion de las CPBT en
presencia simultanea de LSP y rIL-2. La inhibiclon
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~< FIG.3 Clnéticas de proliferacién de células provenicnles de
una biopsla de carcinoma de pulinén (CPL-1) en con-
4 diciones normalces (0} y ¢n co-cultivo con leucocitos de
: sangre perilérica en presencia de 100 U/ml de inter-
- leucina-2 recombinante (+).
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por LSP no'pudo ser evaluada enla CPL-1 pues estas

CPBT se perdicron por contaminacion.
Enninguno'de los co-cultivos con LSP enausencia de

. rll-2 'se presento inhibicion a la prolileracion de las
TCPBT durante los primeros dos dias de cullivo,
“Probablemente eslo relleje el hecho de que las LSP
quereconocen el CMIT no se activen antes de este

periodo de tiempo. En solo dos casos (Fig 1y Fig 2)
se presenté una inhibicion a partir del tercer dia de
co-cullivo, No subemaos la razon del porque algunos
co-cullivos son inhibidos por L.SP heterologos anltes
que olros, perocreemos que justamente liene quever
con la histocompalibilidad enlre las LSP y las CPBT.
Esta suposicion es reafirmada por el hecho de que
cuando el CBA-86 fue co-cultivado con LSP de dos
dilerentes donadores; en un caso (I} no se presenta
inhibicion alguna, mientras que en el otro (1) la
inhibician fue importante (Fig. 2).

Consideramos que la inhibicion de los CPBT mediada
por los LSP en presencia de riL-2 [ue mucho mayor
que enausencia de este faclor debido a dos probables
mecanismos. Uno se explicaria por la activacion
citotoxlea de las células que reconocen el MIC, y el
otro por la presencia de células LAK que reconocen
antigenos tumorales. Es Importante hacer nolar que
el co-cullivo con células normales (BC-2) fue ¢l tinico
caso en donde se observaron diferencias poco signi-
ficativas entre los co-cultives con ril-2 de aquellos
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FIG. 4 Cinéticas de proliferacién de células provenientes de
una bilopsia de osteosarcoma (OSX-4) en condiciones
normales {0), ¢n co-cullivos con leucocltos de sangre
perférica (LSD) {-) y en co-cultivo con LSP en presencla
de 100 U/ml de interkeucina-2 recomblnante (1L-2) (+),
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sin el factor (Fig. 5). Esle comporiamiento ilustra el
hecho conocldo de que las células LAK no inleracclo-
nan con células normales por carecer eslas de anti-
genos lumorales. En consccuencla creemos que las
diferencias encontradas en la Inhibicion de la proli-
leracton de las CPBT en presencia de riL-2 bien pudo
deberse a la existencia de neoantigenos de dichas
células,

Es imporlanie hacer notar que en dos casos los co-
cultives con sélo LSPPno inhibleron la proliferacion de
las CPBT anin despuds de cuatro dias, mientras que
cuando se agrego [a ril-2 esla inhibicion fue muy
fucrte aun desde el comienzo del co-cultivo {Figs. 2 (1)
y 4 (). Este comportamlento tlustra el caso ideal que
se busca encontrar con esia téenica, en dotide no se
presenta inhitbicion a la proliferacion en ausencia de
riL-2, por la posible exislencia de semejanzas en los
MHC de las células en co-cultivo, y por el oiro lado
una muy fuerte accion cilostdtica al agregar la rlL-2
probablemente por que las LSP_reconocen alL,un
anligeno tumoral.

DISCUSION”

Hoy en dia los investigadores blonu.dlcos lnnlo bast-
cos como clinicos hacen grandes esf 0§ por lralar
de entender los mecanisies asoclac _l'l prolifera-
cion neoplasica. Muchos de eslos iésludlos eslin

MUMERO DE CELULAS 2 10°%

g
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Cinéticas de proliferacion de células de fibroblastos

FIG. S
s normales {VC-2) en condiclones nonmales (Q), en co-
cultivo con leucocitos de sangre periférica (LSP) () y en
co-cultivo con LSP ¢n presencla de 100 U/mi de
interlcucina-2 recombinante (riL-2) {+).
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encaminados al disefno de tratamientos cada vez mas
adecuados para esle lipo de enfermedad. Hasta
ahora los mas utilizados han sido la cirugia 1a
quimnioterapia y la radloterapia, sin embargo desde
hace dos décadas se intentan eslablecer otras alter-
nativas basadas principalmente en los conocimien-
tos derivados de la invesligacion y del desarrollo
lecnologico de nuestra época. Entre estos esfuerzos
destacan aquellos que se apovan en la supuesta
accion antitumoral del sislema inmune. Una de esla
alternativas de terapla se encarga de aumentar in
vitro el nuimero de células con capacidad de eliminar
células malignas, para después ser transfundidas in
vitro. Esla léenica llamada Inmunoterapia Adoptiva
ha demostrade recientemente importantes avances
en pacienles con cincer melastdsico. Por tanto se
abren grandes posibilidades de aplicacion de esta
Lécnica en oncologia.

La inmunolerapla adopliva ha sido ya aplicada en
algunos pacientes con ciincer avanzado, reportando-
se curaciones complelas enaproximadamente 5% de
los cinceres melastisicos a visceras y también en
meclonomas (27). Noobslante, en el 95% de paclentes
reslantes enlos cuales la Inmunoterapiz adoptivano
les [ue de utilidad, se presentaron efectos altamente
toxicos principalinente asociados al uso de la inter-
feuclna-2 recombinante (riL-2). Esevidenic puesque
surge la necesldad de desarrollar téenicas mds elec-
livas y menos toxicas sl se desea ayudar a un grupo
mas amplio de pactentes con cincer. Una posibilidad
de estudio lo representa el desarrollo in vitro de
pruebas de Inmunosensibiltdad que pueda determi-
nar que paciente es susceptible de seguir un trata-
miento con Inmunoterapla adoptiva y no tener que
someler a aquellos que no vayan a responder positi-
vamentea un proceso tun desgastante fisicay moral-
mente.

Sisepartedel hechode quelas células malignas tiene
en su superficie necanligenos. o sea antigenos
tumorales capaces de ser reconocidos por las células
inmunocompetentes, entonces una prueba in vitro
podria estar disenada justamente para tal detecelon.
De tal manera que se podrian generar células inmu-
nes reactivas especificamente a antigenos tumorales
con una gran actividad ctlotoxica.

La inhiblcién encontrada en éste trabajo de la prolt-
feracion de células provenientes de biopsias tumora-
les (CPBT) de 4 diferentes lumores por leucocitos de
sangre periférica (LSP) de 4 diferentes tumores por
leucocitos de sangre periférica (LSP} de donadores
heterélogos, nos hace suponer que estos altimos
reconocen clerla estructura de las C'BT que desen-
cadenansu activacion, Es probable que eslas estruc-
turas sean tanto del compleJo mayor de histoconipa-

N
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tibilidad (CMH), como de la exislencia de neoantige-
nos tumorales, Por ¢l momento no contamos con

datos suficientes del lipo de CMH de cada unode los

pacientes y del donador de LSP y por lanlo no se
puede delerminar si el diferente grado de intubicion
ala proliferacion de las CPBT sea por Ia existencia de
diferentes CMH,

Sin embargo. cuando se utilizan los co-cullives con.

riL-2 se sabe que se desarrollan células asesinas que

reconocen exclusivamente neoanligenos y no los- .
CMH. Por tanto las diferencias de inhibicion encon-+
tradas en las diferentes CPBT en los co-culiivos con -
rIL-2 tiene grandes posihilidades de reflefar i exis- 7
tencia de antigenos lumorales en dichas células. En -
elcontrol en el cual se ulilizo célislas libroblisticas de=

un donador normal no se obluve una inhibictéon

diferente cuando se ulilizaron sélo las LSP helerélo--

gas y cuando la rIL-2 estaba presente, Suponemos

que en el caso de las células normales no se present o

el aumento de inhibicion por el hecho de que en este
tipo de células no se encuentran anligenos {umora-
les.

Creemos que el lipo de ensayo aqui descrito pueda
tener una venlaja importanle respeclo a los ya
existentes ya que al ulilizar celulas de donadores
normales para la obtencion de células electoras nose
sangra al paciente. Por otro lado cuando en nuestro
ensayo se detecla que existe inhibicion muy impor-
tanle en prescncia deril.-2 y cast ninguna en ausen-
cia de esle faclor, se podria suponer que esle ensayo
con L8P es ideal para ser ulilizada en la inmunotera-
pia adopliva del pacienle cuyo Lumor dio origen a las
CPBT, puesto quelaactivacion contra el MHC es leve
mienlras que contra algiun otro determinante de la
célula tumoral s [uerte. Por otrolado silas LSP solas
presenlan una gran inhibiclén a la proliferacion de
las células tumorales ain en ausencia de rlL-2
entonces podriamos suponer queestas son incompa-
tibles con el paciente y no deben ser utilizadas.
Evidentemente nueslra suposiciéon se basa en que el
comporlamiento in vitro sea semejante al que se
presenla invivoy esto se tiene que demostrar clini-
camente anles de poder ser aceplado como una
allernativa de tratamienlo. Ademas muchos fumores
mas tendran que ser anatizados y con diversos LSP
para poder generalizar nuesiros resultados. Seria
conveniente efectuar prucbas de histocompalibill-
dad para poder confirmar ¢l hecho ya bien eslable-
cido de que no hay inhibicion in vitro cuando no
existen diferencias entre los MCH de los LS y las
células blanco.

Consideramos que si los resultados aqui expuestos
se corroboran mediante estudios mis exhaustivos,
se padra conltribuir de forma importante a la aplica-
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NEOGLYCOENZYMES DETECT METASTASIS~ASSOCIATED
DIFFERENCES IN MURINE TUMOR MODEL SYSTEMS.
-, SaGIt HIDSMACUT S socy
=zagw G
The physiological importance of selective pro-
tein-carbohydrate interactions in tumor biolo-
gy -5 increasingly appreciated and exploited
{H.-J. Gabius, Angew, Chem. Int. Ed. 27, 1267,
1953) . To quantify cell surface expression of
receptors {lectinas) of native cells,
chezical glycosylation of E. coli f-galacto-
sidase leads to a versatile glycocytological
tool (S. Gabius et al., Anal. Biochem., in
press). Model systems of strongly versus weak-
ly metastatic cells including the lymphoma Eb/
£Sb, the lymphosarcoma RAW117 P/H10 and the
Relanoma Bl6 Fi/Fi1g9 were quantitatively asses-
sed for cell surface binding using a panel of
neczlyscensyres, S2rrying <Ssoponents of the
carzbohydrate part of cellular glycoconjugates.
Significant differences in receptor quantity
were revealed, e.g. for galNAc-exposing pro-
bes. Differential binding of tumor cells to
Plastic-immcbilized necglycoproteins substan-
tiated that such alterations can translate
into potable changes of lectin-mediated adhe-
sion. Moreover, modulation of lectin expres-
sion was seen after chemically induced diffe-
rentiation. The measured differences may have
3 bearing on adhesive contacts during the me-
tastatic process.
Max-Planck-Institut fir experimentelle Medizin,
Abteilung Chemie, Hermann-Rein-Str. 3, D-3400
Gdttingen, FRG
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DIFFERENCE IR ATTACHMENT TO ORGANS OF AXR LYMPHOMA
VARIANTS OF MALIGNANCY
M. HUS2AR, 0. KLEIN, A. STAROSELSKY, M. MICHOWITZ and
d. LETBOVITT

cell properties which determine the complex pheno-
type of metastasis are not yet fully understood. One
model for the study of the metastatic process {s the
use of malignancy variants of the same tumor. We have
developed such a model in the AKR 1 oma. Three
variants differing markedly in the’r metastatic capa-
cizy ~3se recently Sean {s1lated :-2 smarictarized:
the TAU~-X, TAU-33, and 7AU-38, of low (LM), interme-
diate (IN), and high (1M) malignancy, respectively.
The wariants have been found to differ ia the late
phase of the metastatic process. In the present study,
organotropism of the 3 variants was evaluatad by an
in vitro mode), The attachment of tumor cells to organ
Sections {fresh frozen sections heated at 379C) of
normal AXR wice was examined. The cells derived from
the var{ant of highest aggressiveness, TAU-38, at-
tached with the highest avidity (3-4 times) to liver
sections as compared to the two other varfants, The 3
variant cells attached in large nuxbers to spleen
sections. A quantitative comparison was however not
possible with this organ since tumor cell attachment
was not homogeneously distributed. The lymphoma cells
attached preferentially to the red pulp regions,
leaving the white pulp free. Attac=ment %o kidnay
s was Tinizal,
zial for the < tastetic pro-
cess may eventually lead ¢o a better programing of
drugs suitable for the treatment of metastatic
disease,
Departsent of Pathclogy, Sackler Facylty of Medicine,
Tel-Aviv University, 63978 Tel-Aviv, Israel,

—_ .-

ALIM6. 14 i
RECOMBINANT TUMDR NECROS:IS 74
HEMATOGENIC METASTASIS FORMAT
CS79L/5 MICE = s ;
V.G. PINCHROUK, YU. TI.KUCRYAVE
SKAYA < Bea

The recordinant tumor nnsr
was injected intrajenously ‘to-the CS79L/6 mi-
ce at a dese of 10-un, in1 ar: 24 hours
sefore or in 4 Hrs after:the.i,v. 'inoculatian
of the LL (Lewis carcinama)ior MM-8. (8-16. me-
lanoma) cells. The significant.increase of the
hematgogenic metastasisiini:the -lungs:of ani-
mals was observed.  The above riNF effect could
be considerably inhibited:wish a single hepa-
rin injection (5 .un.), C 9

It provides supposition 3f involvement into
the metastasis stimulating r7NF effect its
ability to modulate the endothelial cells
hemgstatic properties, : "

SROMBTES A"
NCLUNGS0F

S 10KOV-

fictor (riNF)

u

252022, A.E.Kavetsky: Institute fcr Oncology
Problems, Ukrainian SSR Acadenmy of Sciences,
Kiev. . B !
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ESTABLISHMENT OF CERVICAL CANCEIR CELLS LINES
WiTH FIBROBLASTIC MORPHOLOGY AND POSITIVE
FOR ANTIDESMOGLEIN. T
R.RANGEL, L. ROCHA, A.MONRCY, *R.MARTINEZ, **J MARTINEZ,
**G.SOLORSA, **J . LOPEZ-CUET0, **C. TR0, 3. W 1 SS-STEIDER
Cells tfrom one normal cervical and from two
cervical tumours bilopsies were ostained by
enzimatic digestion and maintaired in tissue
culture. Two different tyres of cell morpho-
d2veloped. voiril “gest

d
he other had
blastic one. Nevertheless both cell
resulted positive for antidesmoglein, thus

pointing to their epithelial origin. The (j_
broblast looking colls were posizive only in

types

the cytoplasm, wh:ile sne =2pithel:al loow:ing
cells were 3150 gc ive on wne 21l membra-
ne. Taking :into = ration 1hat the pre~

vious putlications <cnterning the 2stab-
lishment of malignant cervical cell l:ines,
all the cells with f:broblasz:c morphalozy
were considered as and zhus
discarded, these - est the use of
a s:mple zest 0 3 ing *he 2oss
i1ble nal:ignant ceils. Our res s also point
0 the fact that some tomour -=2rvical sells

have lest the A2 =t res

O
oK O30T 3l IRA, B

< (R g oo tTARRE v o N 8 )
Lanoratory of Cellula

ian and Cancer,

B -JAFADOZA, Yt € axiTo,
A.P. 9-229, Mexico *c.
chreel of Mehoe teoyal ‘meo.

=izl Crox eunre of AweD, .5
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