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INTRODUCCION

"E'n’qeneral, -podemos considerar que el término céncer es
sinénimo s de crecimiento de una clona de células gque no
,_obede,:c'e' los controles de proliferacifn, diferenciacién y
mantenimiento de la integridad que rigen en todos los tejidos
ﬁorm;les del organismo (1).

Sé Vsabe que el proceso de transformacién maligna que sufren
éstas células es el resultado de un fenémeno de etapas maltiples,
conocido como carcinogénesis, que se caracteriza por la presencia
de dafios genéticos y epigenéticos en células susceptibles, las
cuales adquieren 1la capacidad de crecimiento selectivo y de
expansién clonal ‘como’ resultado de una activacién constante por
sefiales positivas que promueven 1la duplicacién celular
(oncogenes), y/o por la pérdida del control que ejercen ciertos
genes (antioncogenes) a los diversos estimulos que favorecen su
proliferacidn (2).

Los protooncogenes son genes dominantes que codifican para
moléculas de importancia en el desarrollo celular normal, como
son factores de crecimiento  (c~sis), receptores para dichos
factores (c-erbB), moléculas citoplasmicas transductoras de
sefiales como las tirosin cinasas (familia ras) y factores
nucleares promotores de la transcripecién (c-fos, c-myec, p53, c-

jun); cuando la expresi6tn de estos genes se modifica en forma



cuali y/o cuantitativa entonces se manifiestan como oncogenes,
cuyas. proteinas estimulan la proliferacién celular, generando en
la’ célula transformada una independencia en su respuesta a
estimulos externos y por lo tanto una desrregulacién del
crecimiento (3).

'VvEn contraste, los genes supresores o antioncogenes y sus
productos funcionan, en general, como componentes de un sistema
de sefiales intracelulares, las cuales regulan el efecto activador
de  los diversos estimulos dque favorecen el crecimiento en 1las
células normales. Los productos de estos genes regulan
principalmente el crecimiento celular a través de moléculas
protéicas como las tirosin fosfatasas, inducen la diferenciacién
terminal y la muerte celular programada, asi como también
se encargan de mantener la estabilidad genémica y modular los
procesos de envejecimiento celular. Cuando ambos alelos son
inacﬁivados por mecanismos mutacionales, alteraciones en su
transcripcién o por una pérdida inmediata del producto debiceo a
una digesti6n proteolitica anormalmente aumentada, se observa la
pérdida del control de 1los mecanismos de crecimiento y
diferenciacién, ya que predomina entonces el efecto de los
protooncogenes y en consecuencia la célula ingresa a un estado de

continua divisién (4).

carcinogénesis,



Existen diversos factores capaces de 'iniciar '.ei proceso;
carcinogénico y dependiende de su naturaleza,

factores fisicos, quimicos y biolégicos.
Factores Quimicos.

Uno de los estudios pioneros sobre el origen ‘ckl_gl, éAnqe}:.tué'
debido Sir Percival Pott, quien en 1'}75 kidentif};cbiiél hollin
como la causa concreta del céncer  de escrotd en ios
deshollinadores, hecho que establecid la primera asociacién entre
un agente causal y el desarrollo de una neoplasia. Actualmente se
conoce una dgran variedad de sustancias que se asocian con la
generacién de cierto tipo de tumores y gue tienen como
caracteristica comin el causar algunas alteraciones a nlvel
genético} dentro de este grupo de moléculas se encuentran las que
son capaces de causar Jlesiones a nivel de DNA directa o
indirectamente; estas dltimas requieren de activacién
metabdlica, mediada por el sistema enzimitico del citocromo P-
450, lo que da lugar a la aparicidén de compuestos electrofilos
sumamente reactivos, capaces de inducir un efecto mutagénico a
través de la formacién de aductos en el DNA, lo que produce
mutaciones puntuales, deleciones o rearreglos en el material
genético (5), en esta categoria se incluyen compuestos del tipo
de los hjidrocarburos policiclicos aromiticos, aminas arom&ticas,

N-nitrosaminas y micotoxinas, entre otros. Por otro lado, existe




una yﬁmpiia:‘éama“de sustancias que pueden actuar directamente
sobre el DNA causando anomalias cromosémicas o formacién de
micronﬁcleos, como es el caso de la B-propiolactona, etilenimina,
’bis(clorometiléter) y metacloretamina (gas mostaza), entre. otros
Ceye :

: "Fnctéi'nrg ?iaylcos v

l c nper. Entre este grupo de agentes fisicos

- se encuentra 1la 1ﬁz,pquav§oleta (uv), la cual causa ‘la

formacién

“I ei‘os de' timina que por si mismos no son
mutagﬁnicos sino hasta que actdan conjuntamente con fallas en los
mecanlsnos de raparaclén del DNA. Existen tamblén las radiaciones
Y particulas ionxzances, que incluyen los rayos X, rayos gamma,
electrones, protones, neutrones, iones pesados, particulas @ y
en’ funcién. de su alto nivel energético, pueden causar
alteraciones directamente en el genoma tales como deleciones,
ruptura de una o ambas cadenas y de manera indirecta, a través de
la ‘ionizacién del agua por formacién de radicales libres

altamente reactivos que causan modificaciones en el DNA (7).

" Factores Biolégicos.

En relacién a los virus como agentes transformantes, fué en

1911, durante el estudio del ciclo bioclégico de los retrovirus,



'quek Peyton Rous demostré la existencia de un virus infeccioso
'capaz de producir sarcoma en pollos; ésto condujo afios mas
tarde a esclarecer la participacién de ciertos genes virales,
conocidos posteriormente como oncogenes, en el proceso de
duplicacién celular constante que conduce al fenémeno da
transformacién maligna. Este tipo de virus de RNA tiene dos
posibilidades para activar los protooncogenes, una es cuando
llevan a cabo la insercién de su material genético, en forma de
DNA en el genoma celular {mutagénesis insercional); y la otra se
manifiesta cuando el retrovirus incorpora genes celulares gque
adgquieren un caricter oncogénice (transduccién). Entre 1los
retrovirus mas conocidos se encuentra el mismo del sarcoma de
Rous, el del sarcoma de Harvey y el de Abelson en la leucemia
murina. En humanos la capacidad oncogénica de estos virus no esta
muy bien establecida, sin embargo se considera que existe una
estrecha asociacién virus-cdncer, como en el caso del virus de la
leucemia de linfocitos T humanos (HTLV I) y el virus de 1la
inmunodeficiencia humana (HIV) en la leucemia de células T y el
sarcoma de Kaposi, respectivamente. En contraste, los virus de
DNA, que pueden insertarse al azar en el genoma celular, poseen
genes que por si mismos son capaces de inducir transformacién
cuando sus productos se expresan en las células susceptibles. En
esta categoria se incluyen los Papovavirus (papiloma virus humano

16 y 18 y el SV 40), Herpes virus (virus de Epstein Barr), y



‘Hepadnavi’rus {virus de la hepatitis B) (8,9).

Podemos considerar que, de manera general, la actividagd
mutagénica de los agentes iniciadores (fisicos, quimicos y
blolégicos) antes mencionados ‘se enmarca en el contexto de un
proceso maltiple, que conduce finalmente al desarrcllo tumoral y
en el cual podemos distinguir claramente las etapas de
iniciacién, promocién y progresioén.

La iniciacién es la etapa, que como resultado de la accién del
carcinfgeno, altera de manera irreversible el material genético
de -la célula y en. consecuencia, ésta modifica su respuesta a
dlferentes estimulos internos y/o externos (10}.

Durante el proceso de malignizacién se ha demostrado que se

E requiare ademas de una fase de promocitn, en donde la duplicacién
'i.de las:-células. iniciadas se ve favorecida por 1la accién de

ustam_ias “'denominadas promotoras, las cuales pueden

nteraccionar directamente con la célula mutada o bien inducir en

icroambicnte la 1liberacién de moléculas que estimulen su
- divisién (11).
Tras la proliferacibn primaria, se llega a la formacién de un

que-puede ser de naturaleza benigna o maligna. En el primer

caso, -el tumor no se propaga, no es invasivo y las células
‘constituyentes estan bastante diferenciadas. En el caso del tumor
maligno, : las células se hallan poco diferenciadas, tienen una

proliferacién continua y adquieren un fenotipo maligno que les



permite invadir el tejido circundante, migrar, establecerse y
desarrollarse en sitios alejados del original (ﬁetéstasis) , estas
caracteristicas forman parte de la fase final del crecimiento

neoplésico conocida como la progresién del tumor. (12).
ANTIGENOS TUMORALES

Se considera que las alteraciones genéticas que sufren las
células transformadas durante la generacién del céncer, pueden
llevar a la expresién de moléculas nuevas o moedificadas en su
superficie celular, las cuales son responsables de la induccién
de una respuesta inmunolégica en el huésped, por lo que se les
conoce como antigenos (Ags) tumorales. Entre los mis estudiados
se encuentran los Ags especificos de tumor (TSAs), Ags asociados

a tumor (TAAs) Y los Ags oncofetales (13).
Ags Especificos de Tumor.

Algunos tipos de canceres pueden expresar TSAS caracterfisticos
de cada ncoplasia como se demuestra en modelos experimentales,
donde los mejor conocidos son los inducidos por agentes quimicos,
éstos se ponen de manifiesto por técnicas de trasplante en
ratones singénicos que sensibilizan al ponerse en contacto por
primera vez con la neoplasia, la cual en esta ocasién es
extirpada quirdrgicamente, pero al ser implantada nuevamente en

los animales previamente expuestos, sufre un severo rechazo, de



de t:x:asplante

-estos” -tumores muestra | TSAs

al = tumor generada' por

previa, no ’préviene el .crecimiento de una distinta

sin

hay evidencias de gque algunos tumores inducidos
'quimicamente o mediam'.e luz UV, comparten TSAs. A la fecha se
"‘han,aislado y caracterizado algunos de estos Ags, presentes en
"ierl.!éami«i\’s, sarcomas y melanomas murinos, encontrandose cierta
homologia con moléculas expresadas por la célula normal, como son
‘las ‘multifuncionales proteinas de choque térmico (15). Con estos
datos sa-ha puesto en evidencia que algunos Ags que originalmente
»se‘pansaba eran especificos, en realidad no es asi ya que son
compartidos por diferente tipos de tumor y por lo tanto se
Vc;anéivderan ahora como asociados a tumor. En las neoplasias
'_humana; estos Gltimos son los mis frecuentes y debido a los
'constantes fracasos en la basqueda de TSAs, se ha sugerido que

&sto-pudiera-deberse  a su inexistencia, su escasa expresién &

su baja inmunogenicidad (16).
Antigenos asociados a tumor.

Por su parte, las neoplasias inducidas por virus generalmente

poseen TAAs, denominados asi ya que también se presentan en otros



‘tipos de tuhores inducidos por el mismo ;Jirus © uno relacionado;
'escéé Ags se ponen en ‘evidencia por las técnicas de trasplante ya
mencionadas, por 1lo que ademds se denominan como Ags de
trasplante asociados a tumor (TATA). En el caso de los virus de
DNA los TAAs son de naturaleza viral ya que son codificados
VsolamenCe por el DNA viral, el cual se expresa en la célula
huésped como TAAs que se pueden anclar a la superficie celular o
permanecer en forma intracelular. En cambio, los virus de RNA
ademds de inducir TAAs del virus también son capaces de activar
ciertos genes, proplos de la célula huésped, cuyos productos
corresponden a Ags tumorales de diferenciacién TDAs (13).

Las células tumorales humanas pueden producir una gran
variedad de sustancias que en las células normales
correspondientes no se expresan en cantidades apreciables, ya que
en. ‘estas dltimas s6lo son producidas en concentraciones
significativas en un estadlo especifico del desarrollo celular. A
este respecto, se ha observado que los timocitos de ratones
normales llevan el Ag TL en su superficie, el cual desaparece una
'\'/ez que la célula ha madurade; sin embargo, este Ag se expresa
nuevamente en las células leucémicas de estos ratones (17).

Muchas otras moléculas que funcionan como TDAs son algunas de
las proteinas codificadas por oncogenes, como son el Ag asociado
a melanoma, p97, que es homélogo de la transferrina, el receptor

de la transferrina y el receptor para el factor de crecimiento



nervioso [(15)7 i
Antigenoé oncofaetales.

Se sabe‘que las células transformadas son capaces de activar
“la transcripcién de genes que generalmente solo se expresan en la
etapa fetal o en estadios tempranos del desarrollo, entre este
tipe de moléculas, se encuentran la alfafetoprotefna y el
antigeno carcincembrionario que, mas gque Ags propiamente, son
considerados como marcadores tumorales, es decir, moléculas
asociadas a clertas neoplasias pero ajenas a un rechazo

inmunolégico en su contra por parte del huésped (13).
IKMUNIDAD Y CANCER

Se. considera que existen dos etapas centrales gque involucran
al sistema inmunolégico en la interacciédn tumor-huésped. En la
.primera fase, se evita la aparicién del tumor, lo cual se produce
mediantns el reconocimiento continuo y eliminacién sclectiva de

“las células mutadas que constantemente aparecen en el organismo,
mecanisme propuesto por la teorfa de la inmunovigilancia; por
otro lado, cuando se sobrepasa esta primera barrera de defensa,
las células transformadas provocan la activacién de los
distintos componentes celulares de la respuesta inmune, tanto en
su fase inductora como efectora, para la erradicacién especifica

de la neoplasia.

10



l;pmﬁhqvigilanoia .

de que 1os primeros estudios sobre la capacidad del

sistema inm\mitario para rechazar transplantes sugirieron la idea

funcién primordial de la inmunidad era la de una
;auto\}igilahcia mediada por células, con el fin de mantener 1la

vintke;grida'd del organismo (18), afos m&s tarde Burnett postulé su

fa'de la seleccién clonal, que no consideré las observaciones
;gva:lizadas en los aloinjertos, al proponer gque existe una
aliminécién de las clonas autorreactivas y una seleccién de las
que . son capaces de reconocer Ags extrafios. Hoy en dia se ha
logrado conciliar ambas propuestas ya gue se acepta que la
funcidén primordial y evolutivamente mAs favorable del sistema
inmune es en primer término, reconocer Ags propios y extrafios con
el fin de eliminar estos dltimos, por lo cual lleva a cabo una
doble funcién, la de ser tolerante a unos Ags y capaz de
activarse frente a otros.

De la tecria de inmunovigilancia se desprendieron
originalmente tres predicciones fundamentales, 1) los tumores por
naturaleza son antigénicos, 2) las células T llevan a cabo las
funciones de IS y finalmente 3), que debe haber una asociacién
entre las inmunodeficiencias y un riesgo incrementado de adquirir
céncer.

Estos postulados han perdido fuerza en base a las siguientes

11



cs yraf.‘ones desnudps (nu/nu), carentes de

mismo: fiesqo de padecer' céncer que los
;correspondientes ratones normales.y c), la" é\paricién de tumores
en pacientes"con diversas inmunodeficiencias se limita
: geﬁer;lménte a linfomas no Hodgkin. Estos resultados manifestaban
‘qué ;a ‘CGorla de  la inmunovigilancia no era tan general como
‘iniclalmente se pensaba, pues ésta parece funcionar sélo en
contra d;z algunos tipos de tumores, y ademds puso en duda el
papel primordial de las células T (18). Mientras que el primer
‘obstdculo parece insalvable, se ha demostrado gue las células
realmente responsables de llevar a cabo la funcién de IS son las
células.asesinas naturales (NK} y los macréfagos (Mos).

Las células NK fueron descritas en los afos 70s, cuando se
observé que células esplénicas recién aisladas de ratones no
inmunizados podian lisar algunas lineas tumorales alogénicas en
ensayos de citotoxicidad a corto tiempo (19, 20). La
caracterizacién de estas cé&lulas demostré que la actividad
citotdoxica natural correspondfa a células nulas, ni T ni B y
posteriormente, gracias a las técnicas de anticuerpos
monoclonales Yy de biologia molecular, fué posible la
identificacién de las células NK como una poblacién diferente,

que ahora se reconoce forma parte de los linfocitos granulares

12



gi‘gantes con caracteristicas no adherentes, no fagociticas y que
pueden lisar espontdneamente a células neopldsicas, células
inrfectadas‘ con virus, y algunos tipos de células inmaduras (21).
La citotoxicidad esponténea no restringida genéticamente que
““llevan a cabo estas células se encuentra adn poco caracterizada;
sin embargo, se sabe que se requiere de la unién entre las
célula blanco y efectora mediada por 1ligandos de superficie,
tales como el Ag 1 asociado a la funcién del linfocito (LFA-1) y
erlr €p2, en la célula KK, con la molécula 1 de adhesién
intercelular (ICAM-1) Yy el LFA-3 respectivamente, en la célula
L susceptible (21). Después de 1la formacién del conjugado, son
necesarios otros eventos de reconocimiento en los que parece
participar el homodimero zeta (22), molécula asociada a fenbémenos
‘de activacién celular, antes de que la célula NK ejerza su
capacidad citolitica.

Por otro lado, desde hace tiempo se sabe que los
monocitos/macréfagos llevan a cabo uno de los mecanismos mas
primitivos de defensa como es la fagocitoslis. Estas células
adherentes se originan en la médula 6sea de donde se distribuyen
ampliamente por el organismo en forma de monocitos circulantes y
como macréfagos en los tejidos. En 1972 se reportd que Mos
murinos podfan causar la 1lisis in vitro de células transformadas
dejando intactas a las normales (23). Estas células ejercen su

actividad cuando se estimulan con agentes promotores de 1la

13



inflamacién y manifiestan una funcién . antitumoral caracterizada
por. citostasis, la cual controla la multiplicacién 'tumoral, Y

citélisis, que provoca la muerte celular inespecifica (24).
FASBE INDUCTORA DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA

Para la induccién de una respuesta antitumoral especifica se
requiere de 1la activacién de las células inmunocompetentes a
través del reconocimiento de los Ags tumorales. En esta etapa,
interactuan las c¢é&lulas presentadoras de Ag (APC) y 1los
linfocitos T cooperadores (Th), los cuales liberan moléculas
5blubles denominadas citocinas que modulan 1la actividad
inmunolégica propia y de otras poblaciones celulares. Una
respuesta eficiente de los 1linfocitos T, ademas del
reconocimiento del Ag previamente procesado y presentado en el
contexto de las moléculas de clase II, requiere la presencia
de sefiales coestimuladoras proporcionadas por la misma APC, de
manera que la actividad de esta Gltima célula es de vital

importancia en la iniciacién de una respuesta inmunolégica (25).
PRESENTACION ANTIGENICA

El fenémeno de presentacién antigénica es llevade a cabo por
las APC, entre las cuales destacan el Mo, las células
dendriticas, el 1linfocito B, las células de Langerhans y las

células endoteliales principalmente (26) y comprende los eventos

14



'celglaxy'e's y-bioquimicos necesarios tanto para .el rec§ﬁocimieﬁ;o
del Ag por las células Th como para su activacién. ‘

En 1974, 2Zinkernagel y Doherty (27) definieron - el papel
esencial y restrictivo del MHC en la respuesta de las células Tv a
un estimulo por Ag. Es asi que se requiere la participacién de 1la
APC para captar, procesar y presentar el Ag en asociacién con las
moléculas del MHC a los linfocitos T e iniciar la induccién de 1la
respuesta inmune.

A la fecha se conocen dos rutas de presentacién de Ag, ya que
se han demostrado diferencias en la presentaci6n de Ags
endégenos, sintetizados por 1la wmisma APC, en el contexto de
moléculas de clase I, ¥y de Ags exbdgenos, provenientes del medio
extracelular, que se internalizan por endocitosis y se asocian a

moléculas de clase II (28).

VIA ENDOGENA

En este caso, se considera que los péptidos antigénicos se
originan generalmente en el citosol, a través de una degradacién
enzimdtica. En la actualidad esta &rea de investigacién se
encuentra en constante desarrollo y hasta la fecha se adjudica
esta funcién a la protelnasa multicatalitica conocida como
proteosoma (29), la cual posee al l;\enos una subunidad codificada
codificada en la regién del MHC; en donde ademéis sa

localizan los genes de dos moléculas transportadoras de

15



“que ‘}Ser:énecen a la superfamilia de proteinas

membrana’

ucarread§ra dépenqiantes de la unién a ATP, que parecen

enAla‘ migracién de los péptidos generados en el

,—f:eticulo endoplismico (ER) (30), donde éstos se

fqnsamhlan .ala cadena de clase I y a la B2-microglobulina; se
rpﬁsﬁzlx'la ‘que ‘esta Unién permite el trdnsito del complejo péptido-
fnqlé yla}l'd‘e clase I fuera del ER, por la via secretoria y
"e's‘tab‘iliéjéyfst{expresién en la superficie celular, por lo cual las
mt':':l_é'cyui-':‘s;rde clase I-péptido se presentan en la membrana de la

- APC en; una forma. estable y funcional (31).
" VIA.EXOGENA

vLés Ag exdégenos son fagocitados por la APC y procesados
énz_imat:’icamence, por accién de las catepsinas B y D, en los
endosomas "tempranos" y ademis por otras enzimas lisosomales en
los endosomas “tardios"; de manera que es en estos
compartimientos donde se genera la variedad de péptidos
antigénicos (32). Mientras ésto se lleva a cabo, las cadenas O y
# de las moléculas de clase II, recien sintetizadas en el ER ,
se asocian en un complejo trimolecular junto con una protelna
conocida como cadena invariante (Ii), la cual inhibe la unién de
péptidos endégenos producidos cn este compartimiento al dimero de
clase II; la Ii también parece intervenir en el transporte del

trimero al endosonma “temprano", donde es alterada

16



_,prcteoliticame e’ con el fin de permitir ‘la unién de 1los

,Eraqmen osv antigénicos exégenos a  las moléculas de ‘glase 1I,

‘cvlula T ('I‘CR) ,W que ccnsiste ‘de” un heterodimero portador del

16n alls péptidn antigénico ascciado a ‘las .moléculas

: codxficadas por el MHc Yy se expresa principalmente como TCR o 8
Yy cen menor: proporclénrycomo ¥8 TCR. - Este complejo interactda de
forma-‘no covalent‘e con’el CD3, que estad formado por al menos 5
cadcnaé ir‘w'ariyables, algunas de las cuales participan de manera
imbox'tiin'te‘ an !la generacién de sSecfales transductoras, y con las
,prohéinas Qi)d/épé; que ademés de tener afinidad por una porcién
s‘constante’ de ‘las proteinas codifijcadas en el MHC, intervienen en
‘los eveﬁtos de 'transduccién (34).
‘con 'base en’ reconocimiento de las diferentes moléculas del

“Mic, las ‘células T sec dividen en dos variedades que son, 1los

11 fp‘cijédg ‘T 'citotédxicos (Tc) cuyo reconocimiento del Ag se
encuentra’ restringido por moléculas de «clase [ y tiene como
‘funcisn’ efectora la lisis especifica de la cé&lula blanco, en este

caso de la célula tumoral. Por otro lado los linfocitos T
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cooperadores, restringidos en su reconocunien °

moléculas de clase II, muestran como funcién princi al 1a: o
liberacién de citocinas que  regulan la
diferentes células inmunes. A su vez, 105'1inf6£1 !
fue:on caracterizados por Mosmann (35)" en base ass
‘patrén de secrecién de citocinas, 1o que Driqi_né

en’ - Thi, capaces .de  secretar interléucina

interferén (IFN-y ),
1inEoto§¢ina'j (LT) -y - factor estimulador de colonias deim nccitosk‘ b
Y gra’nuioc@tos‘ (GM~CSF); y.en Th2, que prorrlucep, ;L 3

'y -:IO,V‘YLT Y GM-CSF. A pesar de que h'astab ahora:_estvl; halrlazigqs ;

no»‘han sido totalmente confirmados en el humaho} 'se s"ugyijé;:e' que
las subpoblaciones Th muripas  antes mencionadas parecen tener
', su contraparte en el humano (36). '

Por lo gque respecta a la presentacién antigénica en las
células con transformaciédn maligna, se considera que por un lado,
los Ags exb6genos se liberan espontédneamente por la neoplasia
y/o como resultado de la actividad citolitica de las células NK y
de los Mos activados; ademas, ya que la célula neoplisica sufrié
alteraciones a nivel nuclear, las proteinas codificadas por los
genes afectados actiian como Ags enddgenos. La presencia de ambas
clases de Ags puede inducir la activacién de los linfocitos Th y
Tc, respectivamente, para dgenerar finalmente una potente

respuesta inmunolégica antitumoral, fenémeno que se inicia de
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manera imprescindible con la activacién de 1‘oé 1infocitoB‘Th. :

ACTIVACION DE LA CELULA T

Desde otro punte de vista, ‘ademds del reconocimiento
intermembranal entre la APC y - la . célula T, a través de los
mecanismos descritos anteriormente, es necesaria la interaccién
entre un grupo de proteinas denominadas moléculas accesorias,
‘que incluyen al LFA-1, CD2, el ICAM 1 y el CD28 en el linfocito T
Yy cuyos ligandos en la APC son el ICAM 1 y 2, LFA-3, el LFA-1 ¥y
el D7/BB~-1 respectivamente (37). Estas proteinas contribuyen al
proceso de activacién, ya que incrementan la avidez y estabilidad
de la unién del TCR al péptido asociado a moléculas de clase II,
asi como también dan inicio a sus propias sefiales transductoras
o amplifican las generadas via TCR (37); ya que se ha demostrado
que el solo estimulo generado através del TCR no parece ser
suficiente para dar lugar a la respuesta proliferativa de 1la
célula T y, de acuerdo con el modelo de doble sefial propuesto por
Bretscher y Cohn (38), de que se requicre de un segundo estimulo,
éste puede ser suministrado por la IL-1 y la IL-6 (39), las que
aparecen ser inducidas en el Mo debide al contacto intermembranal
con la célula T (40).
Antes de que las células inmunoccompetentes inicien una

respuesta caracterizada por cambios morfolégicos que inducen a su
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:pro};feracgﬁnff' dife;enéiaclén, las . sefales de activacién
béépeﬁdiéﬁtesf'déf"TCR: 9 del:- coesttmulo, generan una serie de
camb;o;'bioquimlcdsjﬁoho sdn el incremento en la concentracién
intracelular -del  ion. Ca 2% 1a fosforilacién de proteinas tanto
,de;iméhﬁraﬁa como  citoplasmicas, cambios en la concentracién de
1nuc1é§tidos ciclicos (AMPc y GMPc) y variaciones de pH. Estas
~modificaciones se inician a 1los pocos minutos después de 1la
- interaccién del TCR con su ligando, debido a la activacién de la
fosfolipasa Cc. (PLC), 1la cual 1lleva a cabo la hidrélisis del‘
componente de membrana, el 4,5-fosfatidil inositol, apareciendo
como éroductos el 1,4,6-inositol trifosfato (IP-3) y el
diécilglicercl (DG) (41). Se ha propuesto que el TCR regula la
actividad de la PLC a través de una proteina de unién a guanina
(G} (42). y se ha demostrado que las moléculas transductoras de
éehalcs via TCR son las proteinas p56 '¢X y pso {¥YN, niembros de 1a
familia de protooncogenes src, las cuales funcionan como tirosin
cinasas (43). Recientemente se ha encontrado dque la proteina
pS9 fyn interacciona directamente con el TCR, mientras que la
P56 lck g5e encuentra asociada a la molécula CD4/CD8 y al parecer
la interaccién entre el TCR y las moléculas CD4/CD8 involucra la
activacién de ambas enzimas. Ademas, existen evidencias de que la
la molécula CD45 participa como tirosin fosfatasa y regula 1la
actividad de la ps6 €K pediante su defosforilacién (43).

Se estima que los estimulos que recibe el linfocito T conducen
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a la formacién de el IP3 y de DG, los gue actGan como "segundos
mensajeros" capaces de inducir un incremento en la concentracién
de ca?*intracelular ademés de la activacién de la proteina cinasa
C (PKC), respectivamente. En la actualidad existen evidencias de
que esta Gltima enzima estimula la p21%35, una enzima dependiente
de la unién a GTP perteneciente a la familia de protooncogenes
ras, que parece tener un papel fundamental en la cadena de
eventos gque conducen a la proliferacién de la célula T (44).

AGn no se conoce con exactitud el papel de estos eventos en la-
produccién de sefales que actuen a nivel nuclear, para iniciar la
transcripcién de un gran ntmero de denes, que se ha demostrado
que se expresan durante el periodo de activaciébn de la célula T,
los cuales y en analogia con la expresién de genes virales, se
han dividido en a) inmediatos, pues no requieren de la sintesis
de proteinas, como son el c-fos, c-myc, NF-kB y otros; b)
tempranos, que si redquieren de la sintesis de proteinas pero
anteceden a la divisién celular, entre los més destacados so
hallan los genes de la IL-2, el receptor para IL-2 (IL-2R),
IFN- , IL-3, LT, ete., y c) tardios, que se manifiestan
posteriormente a la divisién celular y entre ellos se conoce a la
familia Ags 1 a 5 de expresién tardia (VLA-1 a 5), Granzimas A y
B, etc. Mientras que los eventos inmediatos y tempranos son
pProbablemente com(nes a la mayoria de células T, las fases

tardias son caracteristicas de los diferentes tipos funcionales
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de’ linfocitos T (45).
jPoi}ié qqa respecta a los mecanismos que regulan 1os genes de

;_;activéclén/‘el‘mas estudiado ha side el control transcripcional

P 'é,gi.qeh‘de IL-2, debido a la estrecha relacién que guarda su

,exf:z;es:rlérn'y ‘la’ proliferacién de la célula T; en este sentido, se

han“identificado secuencias de DNA que acttian como elementos de

L respuesta’ a los dos estimulos que recibe a nivel de su membrana

laicéiula'T. De esta manera se sabe que, las sefales via TCR

inducen la-actividad tanto del factor nuclear activador del gen
V:dey',ILbz—p‘rotexna de unién a octamero (NF-IL2A/Oct-1) como del
" ,E‘actor nuclear de activacién de 1la célula T (NF-AT); mientras que
las moléculas sensibles al efecto de la sefial coestimuladora, son
“ @l factor nuclear activador del gen k descrito originalmente en
1a célula B (NF-kB) y el (AP-1/jun)/fos (46). Se ha puesto en
“evidencia que los sitlos de unién para las meléculas mencionadas
sercxyacuentran en la regién reguladora del gen de IL-2 y en
espeéial, se conoce que los sitios que responden a las sefiales de
transduccién debidas al TCR son el A, de -93 a -63 pares de bases
{bp) a partir del inicio de la transcripcién, y el E, ubicado
entre los -285 y =255 bp. El NF-AT es capaz de unirse al .sitlo E
en forma dependiente de la sintesis de proteinas y de RNA; en
contraste, existe una unién constitutiva al sitio A por el factor
oct-1, y ésta es funcional Gnicamente bajo la influencia del TCR.

Por otra parte, la molécula NF-kB se une al sitie C,
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que se encuentra entre’  1os -267 y -257 bp de la regién
reguladora del gen de IL-2. En: condiciones basales, el NF-kB es
inactivo debido a launién éoh su inhibidor (I-kB}, el cual
bajo la accién del coestimulo Ee inactiva, dejando libre al NF-kB
que cuando ingresa al .nicleo forma un dimero capaz de activar 1la
transcripcién.

Finalmente, se .expresa una secuencia gendémica repetida
denominada TRE que responde al forbol é&ster TPA en las regiones
de =-151 a -145 y -185 a-179 bp, de las cuales Unicamente 1la
primera une un heterodimero formado por la interaccién de 1los
factores de transcripcién AP-1, codificade por el protconcogene
c-jun, y la proteina codificada por c-fos.

En resumen, actualmente se empiezan a conocer algunas de las
seflales intracelulares gque resultan de la interaccién
intermembranal entre la APC y el linfocito T y que conducen a la
eficiente activacidn de este altimo.

Como consecuencia de las sefales de activacién que reciben las
células Th, éstas liberan una serie de citocinas que, como ya se
mencionsé, difieren en cada subpopblacién y son capaces de regular
la respuesta inmune en forma cuali y cuantitativa. Asimismo, se
ha asociado a estas subpoblaciones en diferentes fenémenos
inmunes, las células Thl participan promoviendo preferentemente
una respuesta inmune celular que excluye, por via del IFN-Y , la

funcién cooperadora de las células Th2 en la activacién de 1los
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linfocicos ‘B para 1a formacién de Abs; mientras gque cuando los

linfocitos Thz 8 accivan ¥y liberan IL-10, ésta causa una

inhibicién ;en,la ,secrecién de citocinas por Thl (47).

En ‘est

contexto, y en forma posterior a los eventos de
reconocimiento celular, es necesaria la participacién de las
" distintas cxtocinas, cuyas funciones moduladoras y pleiotrépicas
favorecen 1a acttvacién de la respuesta inmune y su amplificacién

en.la fase efectora.
Fj\SB EFECTORA

En esta étapa podemos distinguir dos tipos de respuesta contra
el tumor, una de las cuales es antigeno especifica y cuenta con
la participacién de las cé&lulas Tc y de los linfocitos B, y por
otro lado, existe una respuesta selectiva, que engloba 1la

'acﬁividad de 1las células NK, Mos activados y el fenémeno

denominado LAK (cé&lulas asesinas activadas por linfocinas}).

“En“un”prineipio, los linfocitos Te se encuentran en una etapa
inmadura de su desarrollo (pre Tec) y para su crecimiento y
diferenciacién, es necesario el reconocimiento del Ag asociado a
moléculas clase I, aunado al estimulo de citocinas como la IL-2,
4, 5, 6, 10, IFN-Y y TNF-a , las cuales le confieren el caracter
de linfocito T con capacidad citolitica (CTL) (48).

En vista de que la mayorla de los tumores expresan moléculas

de clase I, se considera fundamental el papel de los CTL en la
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erradicacién de 1la neoplasia y se han descrito  diferentes.

mecanismos por los que estas células llevan a cabo su funcién:. a)

por un proceso secretor grénulo dependiente, - gue involucra'

moléculas como perforinas y granzimas; b) un sistema granulc‘
independiente, en el que destacan la LT, el TNF-g ¥ "los Vt‘at;t;_ores
citoliticos de la célula NK (NKCF); c). por una interaccién
intermembranal sin secreci6tn de productos, en la cual parece
actuar principalmente el TNF asociado a membrana y d) por
productos metabélicos como el ATP, gue se acumula en respuesta al
estimulo via TCR y genera un lincremento de la permeabilidad en la
superficie de la célula blanco, vYa que el CTL presenta
resistencia al efecto litico debido a la presencia de 1la
de la enzima ecto-ATPasa en su membrana (49).

El mecanismo mds estudiado corresponde al de la proteina
formadora de poros (PFP) ¢que, Jjunto con las granzimas vy
proteoglicanos, es el constituyente principal de los grénulos
citoplasmicos del CTL y la célula HNK; estos granulos parecen
liberarse en forma vectorial en el espacio intercelular formado
por el sitio de contacto entre las células efectora y blanco.
Después de la exocitosis dependiente de ca:*, los mondmeros de
PFP polimerizan formando canales transmembranales en 1la
superficie de las células sensibles, 1lo gue provoca un
desequilibrio osmético que causa la lisis celular (50). Sin

embargo, actualmente se conoce que previo al evento litico, se
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produce la degradacién del DNA (apoptosis) y, sin estar -aGn
conf;rmado, se propone que este evento depende directamente de la
1ntefacq16n que se’ lleva a cabo a’ nivel de membrana entre las
células participantes (51). »

Ootra expresién del fenémeno inmunolégico, lo constituye la
funcién . de ia célula B, éue contribuye como -APC y .como célula
productora'de Abs con especificidad antitumoral (52). En v;rtud
de contar con una Ig de membrana que actfia como su- receptor
especifico, loéflinCOcitos B son capaces de interaccionar con el
Ag pafticulado, endocitarle y procesarlo para presentar los
distintos péptidos inmunogénicos resultantes, en el contexto de
las moléculas de clase 1I, a los linfocites Th, 1los cuales
promueven la proliferacién y diferenciacién de las clonas de
linfocites B hasta células productoras de Abs através de la
liberacién de citocinas como la IL-2, IFN-y , IL-4, -5 y -6, las

que también contribuyen en la determinacién del isotipo de las
7 Iys producidas, ya que se ha demostrado que la IL-4 incrementa
preferencialmente la sintesis de IgGl e IgE, la IL-5 favorece la
produccién de IgA y el IFN-y de la IgG2a. Es necesario sefialar
también el potencial inhibidor gque la subpoblacién de linfocitos
Thi muestra a través del IFH-y, el cual actita a bajas
concentraciones como antagonista de la accién de la IL-4 sobre
las células B y, a niveles elevados, como un inhibidor del

crecimiento y diferenciacidn del linfocito B (53).
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La participacién de los Abs en el rechazo tumoral se basa en
su propiedad de fijar al complemento (C’}) y mediante 1la
activacién de este ﬁlt;imo, contribuir a la lisis de las cé&lulas
transformadas, asf como tambié&n por un mecanismo que involucra
la actividad inmune celular denominada citotoxicidad dependiente
de Ab (ADCC), en la cual los Mos activados y las células NK, que
son estimuladas por los factores secretados por linfocitos Thi,
incrementan la expresién de su FCR y por lo tanto la citélisis
especifica.

Por lo que respecta a la citotoxicidad carente de restriccion
genética, las células NK son capaces de llevar a cabo dos tipos
de actividad citolitica, una espontdnea no restringida por el
MHC, tanto en las fases tempranas del desarrollo de las células
malignas con el objetivo de evitar la aparicién del tumor, como
en la fase de mayor actividad inmunolégica a fin de causar la
regresién de la neoplasia; y ademids la ADCC mencionada
previamente. En este Gltimo fenémeno, las células blanco
cubiertas de Ab son lisadas por las células efectoras (NK) que
mueétran el marcador CD16 (FcR III), receptor de baja afinidad
para unir a las IgGs 1 y 3 humanas el cual, en asociacién con la
molécula zeta, parece promover la expresidédn de moléculas de
activacién y la secrecién de citocinas cowmo IFN Y ,THF a y B,
IL-3, y GM-CSF entre otras (21).

Tanto la citotoxicidad espont&nea como la ADCC colnciden en
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una fase efectora comfin . semejante a la del CTL, 1la
desintegracién del DNA y formacién der poros en la membrana.
Ademis de la exocitosis de grénulos citoliticos, la cé&lula NK
libera también NKCF.

Por otro lado y en relacién a la actividad litica mediada por
el Mo, los estudios iniciales determinaron que este efecto no era
mediado por el sobrenadante del cultivo de Mos activados, por 1lo
cual se propuso gque solo dependia del contacto directo con la
célula sensible. Recientemente, se han encontrado evidencias que
indican que dicha unién parece estar mediada por residuos de a-
galactopiranosil en la superficie del Mo y una lectina de
membrana presente en células tumorales (54).

Aunque existen varios medios para lograr la activacién del Mo
y que éste manifjeste su actividad antitumoral, inmunoclégicamente
los .agentes actlvadore:s m&s Iimportantes son las citocinas
liberadas por la célula Th como el TNF-a y la IL-2 entre otras,
las cuales promueven la sintesis de TNF-a en el Mo que, de este
v)}wpdo',,,'aélﬁﬁa,,1iéando las células tumorales sensibles a dicho
factor (52).

Entre -las - diversas moléculas efectoras de la funcién
citotéxic$ de los Mos activados se han propuesto al TNF, perdxido
da hidrégeno (11 0; ), &xido nitrico y protecasas neutras.

El. TNF fué descrite primeramente como una molécula capaz de

causar in vive la necrésis hemorrigica de ciertos tumores; sin
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empat@o, actualmente se sabe que sus actividades biolégicas no

se limitan 'a la funci6n antitumoral; en particular el TNF-o posee

‘uh: amplio espectro de propiedades inmunomoduladoras como la

“ gstimulacién de la proliferacidn de linfocitos T y B, incrementa

ia‘ pr_oduccién de Igs, la expresién de moléculas del MHC, 1la

‘génefécién de Tc, y la actividad NK y LAK dependientes de IL-2

|

El"H 2 0 3 es un producto de la cascada respiratoria inducida

- di;lranée la actividad fagocitica del Mo, se forma por via

" enzimatica a partir del i6n superéxido, con la participacién de

la‘sten'zimas NADPH oxidasa y/o superéxido dismutasa, ademés de ser
convertido a su vez en radical oxhidrilo; 1la interaccién del
pgx;éxido con la mieloperoxidasa y un haluro forma &cidos de gran
potencial téxico que basan su actividad en sus propiedades
oxidantes.

La liberaciédn de 6xido nitrico dependiente de L-arginina se
presenta también durante los eventos de activacién del Mo, y su
efecto citotéxico se manifiesta al inhibir la respiracién celular
y la duplicacién del DNA (24).

Estos mecanismos pueden causar efectos citolitices o
citostaticos en las células transformadas en funcién del tipo de
activacién o de la sefial desencadenante, de la susceptibilidad de
la célula blanco y de la heterogeneidad de las cé&lulas efectoras.

_Por otro lado, los FcRs presentes en el Mo, juegan un papel
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muy impor;ante en la ADCC y la fagocitosis, ya gue la interaccién
de é&stos. con su 1ligando, favorece 1la activacién tanto del
proceso citotéxico como la fagocitosis.

Otra linea de defensa trascendente en la inmunologfa tumoral
lo constituye un grupo heterogéneo de poblaciocnes inmunocelulares
de sangre periférica con capacidad de manifestar la funcién LAK,
que inicialmente se caracterizé por la lisis de células tumorales
obtenidas de manera reciente y de células malignas resistentes a
la accién de las células NK (56).

En base a estudios inmunofenotipicos, ahora se sabe gque 1la
mayor contribucién a la actividad LAK la proporcionan las células
NK (CD16+, CD56+), los Mos y en menor proporcién, los linfocitos
T (CD3+, CD4~, CD8-, TCR v¥§. © aB). Originalmente la inducciébn
del fenémeno LAK parecia ser dependiente de IL-2, pero con el
conocimiento cada vez m&s amplio de las interacciones y funciones
de las citocinas, se ha demostrado el efecto cooperador del TNF-
o ,IFN~y , IL-1, IL-6 e incluso de la IL-7 en forma andloga a la
IL-2 (57). Ademés, parecen existir circuitos que regulan la
?unclénr LAK, debido a que se ha observade una actividad
inhibidora por moléculas como la IL-4 y el factor de crecimiento
c}ansformante B (TGF-B) (58). Acerca de la capacidad efectora
de estas células, se considera que utilizan los mecanismos de
citotoxicidad convencionales propios de sus células progenitoras.

La participacién del sistema inmune en 1la eliminacién de 1la
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neoplasia se hace evidente jin vivoe en cortes histolégicos del
ﬁumor; doﬁde se ve reflejada la interrelacién de las células
inmunocompetentes del huésped y las células transformadas. Se ha
éemostrado que los linfocitos que infiltran al tumor (TIL)
presentan, en general, una alta capacidad para eliminar al tumor
autélogo (59) en una forma restringida o no por el MHC; este
hecho pone de manifiesto la funcionalidad de los diferentes
mecanismos inmunolégicos con que cuenta el huésped para eliminar
al tumor y, en vista de la estrecha interaccién tumor-células
inmunes, parece establecerse una compleja red que regula tanto el
crecimiento de la neoplasia como su efectiva eliminacién por
parte del huésped, la cual es limitada por los diferentes
mecanismos de evasién gue presenta el tumor como un medio de

supervivencia.
MECANISMOS DE EVABION

La naturaleza poco inmunogénica de 1la mayoria de las
neoplasias humanas se explica como el resultadoc de una
disminucién en la densidad de Ags especificos, de moléculas de
clase I y/o moléculas de adhesién en la superficie de las células
malignas; este fendmeno representa en si mismo, una manera de
evitar tanto la activacién de una respuesta inmune en su contra

como la funcién eficiente de las células efectoras, lo cual
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finalmente repercute en. un.incremento en las posibilidades de
crecimiento tumoral.

Se ha observado gque: la .célula tumoral manifiesta. una
disminucién de 1la expiesién de Ags en respuesta a la presioén
selectiva; dre'los mecanismos efectores especificos, como lo
demostrat"on 0ld -y -cols,, quienes encontraron una pérdida de 1la
- a’h;igénicldad ;iel Ag TL en células leucémicas expuestas in
vitro al’ cdrreéppndiente Ab (60).

»;E.Cc;nvmrc} ‘uﬁa caracﬁeriscica asociada al crecimiento celular, se ha

"encéﬁ-t;vaérorr q\jze élgunas neoplasias son capaces de liberar,
m{z;iia‘ﬁ;;é,é:r:oteblisis y/o en forma de vesiculas, Ags tanto del
M‘ﬁc’, ‘«"T'D‘Aéji'o TAAS, los cuales, ademds de intervenir como
"éciivadorgs'de 1a’ inmunidad, actdan limitando los mecanismos de
',’cL“t‘ot’:‘pxicwidad mediados por Abs y la actividad de las células
fesponsables de la ADCC al evitar la unién del Ab a la membrana
'tyieﬁl.i évélula tumoral (61).

A la vez, se ha demostrado que algunas neoplasias inducen Abs
qlié pueden llegar a unirse a sus Ags de superficie, 1lo que
px;opicia la activacién del ¢ con 1la subsecuente lisis
de” "lag células malignas; sin embargo, en estos casos las
células neoplésicag se valen de mecanismos adicionales para
evitar su destruccién. Entre é&stos, se ha encontrado que las
células tumorales muestran un amplio repertorio de enzimas

proteoliticas, por lo cual no es extrafio encontrar que estas
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enzimas,‘ expresadas a nivel de membrana o secretadas al
microambiente (62), actten teniendo como sustrato los propios
Abs, es asi, gue se han hallado fragmentos Fc y Fab en los
eluidos de células tumorales (63), de este modo la digestidn de
los Abs en forma previa o durante su interaccién con las células
malignas evita la eliminacién del tumor via C* o ADCC.

Asimismo, Hellstrom y cols. determinaron en en el suero de
ratones con sarcoma progresivo, la existencia de factores
blogqueadores, cuya actividad residia en inhibir el efecto
citotédxico de linfocitos T reactivos a TSTAs, posteriormente
demostraron que la naturaleza de estos factores correspondia a la
formacién de complejos inmunes solubles (64), los gque también
modifican la actividad efectora en contra del tumor.

Por otro lado Yy en relacién a la actividad citolitica del c’,
tanto en sistemas de tumores animales y humanos, se ha descrito
la produccidn de Abs bloqueadores, los cuales se unen a las
células blanco pero son incapaces de activar al sistema del
c’ (65}, es asi que ecstos compiten con los pocos Abs que si fijan
C’, lo cual permite de manera indirecta un incremente en 1la
sobrevida del tumor. Sumado a este fendmeno, las células
tumorales pueden expresar el factor acelerador del decaimiento
(DAF), una glicoproteina de membrana gue previene el atague por
cr debido a que favorece la disociacitn de las €3 y C5

convertasas, con lo cual acelera el decaimiento de estas enzimas
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ancladas en su superficie celular, y disminuye en forma
subsecuente la formacién del complejo 1litico de atague a la
membrana en la superficie de la célula tumoral (66).

Existe también otro grupo de moléculas con caracteristicas
inmunerreguladoras gue pueden desprenderse de la membrana de las
células  transformadas, como es el caso del ICAM-1, molé&cula que
aGn en forma soluble conserva la capacidad de unir a su ligando,
(LFA-1), de manera que se ha descrite la inhibicién de 1la
actividad NK y LAK en su blanco de accién por el impedimento

-ejercido por estas proteinas solubles (67). De igual forma, los
receptores de IL-2 y TNF-ao , presentes en algunas neoplasias,
puede secretarse en forma activa con afinidad por las citocinas
respectivas, las cuales por unién a su receptor en forma soluble,
pueden verse inactivadas, bloqueando asi su amplio espectro de
funciones. antitumorales; se ha demostrado in _vitro que el CD25
(IL-2R:.de baja afinidad) neutraliza la actividad NK y LAK (68),
mientras que el TNFR bloquea la actividad citolitica del
rTNF-o (69).

A través de 1los mecanismos evasores de la inmunidad, 1la
ﬁecplasia puede modificar la respuesta del huésped a diferentes
niveles, como ya se menciono 1la baja inmunogenicidad dificulta
su reconocimiento a las células de la IS y en tltimo instancia a
las células citoliticas; sin embargo, no es la fGnica forma de

impedir la induccién de un rechazo inmunolégice ya que en algunos
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modelos se ha determinado una posible alteracitn en la funcién de
las APCs, principalmente del Mo, por una dismihucibn'en éu
expresién de moléculas de clase II Yy en consecuencia de su
capacidad para presentar les péptidos antigénicos (52), y/o
también debido.a que muestra una disfuncién en su capacidad de
generar la seflal coestimuladora requerida para la activacién de
las células T (70).

En cambio, otros investigadores han sugerido una alteracién en
las funciones cooperadoras de las células Th (71); en este
sentido, se ha demostrado wuna disminucién en la produccién de
IL-2 (72), gue puede deberse a que las cé&lulas tumorales
produzcan moléculas con propiedades inmunomoduladoras negativas
como son las PGs y la familia del factor de crecimiento
transformante (TGF).

A pesar de que en la actualidad existen diversos estudios que
abordan, desde diferentes puntos de vista, el fenémeno evasivo y
de inmunidad a las neoplasias, todos ellos parecen convergir en
la posibilidad de que el mancjo a nivel inmunolégico, aunado a
los tratamientos convencionales, sea de gran utilidad terapéutica

en el paciente con céancer.
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ANTECEDENTES

Desde hace largo tiempo se ha observado, en modelos animales y
en ‘humanos, gque el desarrollo neopldsico se asocia de manera
directa o indirecta a una alteracién en las actividades normales -
: trieilas ééiulas inmunocompetentes, valoradas en la respuesta
biastogénica a un estimulo mitogénico, reacciones de
hiperéensibilidad cutanea tardia, rechazo a injertos de piel y en
1ar product;ién de Abs. Generalmente se ha atribuldo esta
disfuncién inmunoldgica a un defecto en la funciédn de las células
v'r,",el cual puede ser induclido por las células malignas o por las
propias  células del huésped, bajo la influencia del tumor
(75,74) . Con el fin de comprender este fendémeno, se han planteado
diferentes explicaciones, en las cuales el punto de partida es el
hecho de que las células cancerosas pueden inducir modificaciones
en los mecanismos normales de autoregulaciédn del sistema
inmunitario del huésped.

Los estudios iniciales de Gershon y Kondo (75) atribuyeron un
papel wodulador y predominantemente supresor a una clerta
poblacién de linfocitos T (Ts) que podia actuar de manera
inespecifica o en férma dependiente de Ag; en el campo de la
inmunologia tumoral, este hecho consideré6 que probablemente
existfia una correlacién entre el desarrollo del tumor, la

presencia de células Ts y la inmunodeficiencia observada de
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ménera natural o experimental.

Los estudios posteriores sobre el funcionamiento de 1los
linfocitos Ts plantearon un complejo circuite de interacciones
entre diferente subpoblaciones de células Ts y los factores que
éstas liberaban; pero en virtud de que esta teorfia se sustenta
sobre una endeble base molecular (76) Yy a la 1luz de los
conocimientos actuales en relacidén a las subpoblaciones de las
células Th, el fenémeno de supresién inespecifica se explica
ahora en funcién de la actividad de las citocinas gque liberan los
linfocitos Thl y Th2, de forma tal gue la neoplasia podria
modificar la actividad de alguna de estas dos subpoblaciones,
alterando los procesos de inmunidad celular y/o humoral; sin
embargo, el problema de la supresién Ag especifica se encuentra
aGn en espera de una posible reformulacién o de una explicacién

alterna a la de las células Ts.
SUPRESION NO ANTIGENO ESPECIFICA EN CANCER

Este tipo de supresién se caracteriza en forma predominante
por la liberacién de moléculas solubles por parte. de . la
neoplasia, las cuales actuan de manera inespecifica sobre las
células inmunocompetentes del huésped.

Un grupo de moléculas con capacidad inmunodepresora asociada
al tumor son las PGs, que en un gran nimero de estudios han sido

también consideradas como las mediadoras de la actividad
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supresofa",éél VMov activado (77,24).

; tasivPGSVv" normalmente son producidas por macréfagos, células
‘dehérl}:icas_y fibroblastos bajo el efecto de diferentes estimulos
,‘comc; lé .IL=1, TNF=-a , lipopolisacarido (LPS), componentes de 1la
dca"si:adé'del C’, etc. Sin embargo, algunos tipos de tumores son
capaces de liberar PGs de manera directa, mientras que otras
_ neoplasias pueden inducir en el monocito su liberacién (78).

Diversos estudios in vitro sustentan el papel supresor de las
PGs al demostrar entre otros efectos la inhibicién de 1la
proliferacién de células T, la sintesis de IL-2 y la produccién
de IgM por la célula plasmatica. Estos efectos se originan de 1la
interaccién de 1las PGs con su receptor, el cual estimula la
produccién de un segundo mensajero, el cAMP, que modula algunos de
estos efectos.

En relacién a la inhibicién de la célula T, se ha determinado
que ésta se debe principalmente a la acciétn diferencial de las
PGs sobre la subpoblacién Thl (79), suprimiendo de manera
importante la secrecién de IL-2 e IFN-vYy mientras gque la
produccién de IL-4 por linfoeitos Th2 permanece inalterada; de
manera adicional, la IL-4 parece establecer un mecanismo de
retroalimentacion al regular la actividad del Mo mediante 1la
inhibicién de la produccién de PGs, TNF-a e IL-1 (80). Estos
datos sugieren que la estrecha interaccibén que sec establece entre

las subpoblaciones de linfocitos Th y el Mo a través de los
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distintos factores solubles que liberan, puede verse modificada
de manera negativa por la accién de las células tumorales sobre
alguno de los componentes de la respuesta inmunolégica normal.

Paralelamente, se ha estudiado la actividad suprescra del Mo
de manera independiente de las PGs, la cual se identificé en 1la
década de los 60s, cuando se reportd que un incremgnto en el
nGmero de estas células inhibia la respuesta primaria de Abs jin
vitro (81). En los pacientes con enfermedad maligna, el fené6meno
supresor cque llevan a cabo los Mos ha sido una caracteristica
notable que parece ser promovida directamente por la neoplasia.
Esto Gltimo tiene apoyo en estudios donde reportan que productos
liberados por células tumorales estimulan la maduracién de
diversas células sanguineas, entre ellas a los
monocitos/macréfagos, lo que conducen a un aumento numérico de
esta poblacién, alterandose el balance normal que guarda con los
linfocitos T, lo cual se refleja como una supresién en la
respuesta inmune (82).

Como se ha podido observar, los eventos que conducen a la
disminucién en la capacidad inmunol6gica del huésped en presencia
de un tumor, estin determinados de manera fundamental por la
expresién de moléculas solubles con caracteristicas
inmunodepresoras; de esta forma encontramos que la neoplasia es
la principal productora de este tipo de factores (73), de los

cuales la gran mayoria hasta ahora han sido dificiles de
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carac;erigar, salvotalgunaa que. tamblén son producidas por las

'céiuiaéanrﬁélesf tal es el caso de la familia del TGF, que a

continu cién se describe.

1 GF-B;’identificado inicialmente como un factor responsable

de la transfﬁrﬁécibn fenotipica de fibroblastos de rata (83), es
: regulador del crecimienteo y diferenciaciédn de

i rentes células, pues como Ya se ha descrito, ejerce un fuerte

ef to:inhibidor de 1la proliferacién de células epiteliales,

"inmunoéompetentes y precursores hematopoiéticos (84). ELl TGF-f ha

'sidd aislado y purificado de tejidos normal y neoplasico, lo que
ha permitido su caracterizacién. Actualmente se sabe que existen
tres tipos estrechamente relacionados tanto estructural como
Euncidnalmente, por lo cual, précticamente toda la informacién
hard referencia al tipo II que es el mias estudiado.

'El TGF-B es secretado por un amplio espectro de tipos
'ceIU1ares y debido a que potencialmente tiene alcance en igual
nimere de poblaciones que expresan el receptor especifico, es
natural y obligado gque la actividad de este factor este sometida
a una.estrecha regulacién. Es asi gque el TGF=-B, que es liberado
por cualquier estirpe celular, se encuentra de inicio en una
forma latente (TGF-B1l) de alto peso molecular que para manifestar
su funcionalidad requiere de una previa activacién, la cual
parece estar mediada por la actividad enzimidtica de la plasmina y

catepsinas o por medio de procedimientos quimicos come cambios
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éktrgnos de pH o la exposicién a agentes caotrdplicos (85).

" Cuando él-»TGF-B se encuentra en forma activa se presenta como
un-homodimero de 25 Kd que puede inhibir una serie de eventos en
las: células inmunocompetentes tales como la cascada respiratoria
y'.la ~expresién de moléculas de clase II en el macréfago, la
Vprdllferacién de las células T y B, la produccién de Abs por la
c8lula plasm&tica y la actividad NK y LAK. En el caso del
glioblastoma se ha descrito un tipo de inmunosupresién por TGF-8
dependiente de la expresidn de activadores, en este caso enzimas
(85).

Respecto a los factores solubles secretados por las células
tumorales, se considera que esta linea de investigacién se inicié
como una ramificacién de los estudios sobre la actividad
inhibitoria encontrada en el suero de los individuos portadores
de un tumor (73}. Los estudios que abordan la actividad de estas
moléculas supresoras se han realizado utilizando cultivos de
células tumorales obtenidas de manera reciente, extractos de
estas células y maés frecuentemente lineas tumorales, con el
inconveniente de gque en estos sistemas, los resultados
encontrados ne necesariamente correlacionan con el fenémeno
supresor que se presenta jin vivo (73).

Hasta ahora, se considera que los factores liberados por el
tumor parecen ser caracteristicos de cada tipo de neoplasia,

ademds de que una misma estirpe maligna puede expresar diferente
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moléculasv supresoras, como es el caso del mastocitoma P815 que,
al ser inoculado intraperitonealmente en ratones DBA/2, causa la
acumulacién de liquido de ascitis, a partir del cual se han
purificade dos fracciones, una de un alto peso molecular (mayor
de 160 KD) y otra de bajo pesc molecular (menor de 10 KD)
(86), gue producen el mismo efecto biolégico de inhibir la
estimulacién mitogénica de las cé&lulas inmunocompetentes.

Aunque se ha logrado determinar con cilerta precisién el peso
molecular de muy pocos de estos factores, éste es muy variable.
La naturaleza de este tipo de moléculas es aln poco conocida
debideo a la gran dificultad que representa caracterizarlas
dentro del amplio espectro de factores solubles que libera una
célula tumoral; sin embargo, se considera que los factores
supresores pueden incluirse tres grupos: a) los de naturaleza
protéica, sensibles a la accidn de enzimas proteoliticas o a
ciertas temperaturas. En este grupo se han descrito moléculas
producidas en tumores como el linfoma y mastocitoma (87, 88); b)
los que presentan carbohidratos, resistentes al efecto
proteolitico de ciertas enzimas y al calor, pero 1labiles a la
oxidacién con periodato, como los factores liberados por las
celulas del carcinoma de ovario, o recuperables mediante
cromatografia de afinidad en columnas con lectinas en el caso de
extractos de sarcoma, melanoma y carcinoma pulmonar (89, 90) y

c), los que poscen qrupos lipidicos y son insensibles a
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déqi#daciﬁn con proteasas, pero gue son extraibles con solventes
‘crgéhicoal, como los' factores purificados del ‘mastocitoma P815
y los gangliésidos reportados en otras lineas tumorales (86,91).

Dentro de 1los efectos funcionales de estas moléculas,
originalmente se determiné 1l1la incapacidad de las cé&lulas
mononucleares (MNC)} para estimularse con mitégenos y células
alogénicas, mientras gue ahora se valora la IL-2 (92) y/o su
receptor, y su estudio se ha extendido al efecto gue ejercen
estos factores sobre poblacjones efectoras como las células NK y
LAK (93). De esta forma, a través del bloqueco de alguna de las
poblaciones celulares participantes en la repuesta, se puede
correlacionar la actividad de las moléculas supresoras liberadas
por el tumor con las alteraciones en la inmunidad del huésped;
sin embargo es importante sefalar que es primordial el estudio de
la fase inductora ya que, como lo propone Mass (94), en ocasiones
una disfuncidén en la actividad celular en la fase efectora, la
produccién de Abs especificos o la citotoxicidad celular, puede
ser una consecuencia de una alteracién provecada por el tumor en
las células inductoras de la inmunidad, principalmente en el
linfocito Th, que al encontrarse inhibidc no promueve
adecuadamente las funciones efectoras.

Uno de los pocos casos en que se ha logrado la caracterizacién
exacta de las moléculas responsables de la inmunosupresién es en

el casc del glioblastoma (95), donde inicialmente se encontré que
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v1§s'viinfocitos de sangre periférica (PBL) obtenidos de estos
éaciéntes, presentaban un defecto en su respuesta al estimulo
inducido por mitégenos y/o Ags, posteriormente se encontré que
este fenémeno se debfa a una alteracién en la secrecién de IL-2
por'ias células Th asi como en la expresién del IL-2R de alta
. afinidad. Hallazgos previos sobre la capacidad inhibidora en la
‘fpncibnalidad de linfocito T, por componentes del suero de
pacienhtes con glioblastoma, sugirié como responsables a
mdlééhlas producidas por dicha neoplasia, lo cual fué confirmado
ﬁasﬁﬁérdé:aLﬂencontrar que el sobrenadante del cultivo de linecas
Yy dé células‘del tumor obtenidas de manera reciente, producian el
mismo eﬁécto; actualmente se ha logrado la caracterizacién de
dichés factores, los cuales corresponden a la familia del TGF-B y
‘én particular al tipo 2 (96).

' De manera similar, fué en 1968 cuando Krant (97) demostré por
primera vez que en el céancer pulmonar se presentaba una
-inmunosupresién en la actividad celular, la cual valoré mediante
ensayos de hipersensibilidad tardia y estimulaci6én mitogénica de
linfocitos T, por lo cual atribuyé este fendmeno supresor a una
linfopenia y a una deficiencia de las cé&élulas T causadas por el
tumor; posteriormente, en el suero de los pacientes con cancer
pulmonar se encontré la presencia de factores séricos que
inhibfian la respuesta de Abs en células esplénicas estimuladas

con eritrocitos de carnero (98), planteandose las posibilidades
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de gue dichas moléculas fueran producidas por las células
tumorales o del propio huésped; mas tarde, Roth (90) reporté que
los extractos obtenidos de biopsias de carcinoma pulmonar
inhibian la estimulacién mitogénica de MNC de individuos
normales, esto apoyaba la propuesta de que las células del
carcinoma broncogénico eran productoras de moléculas responsables
de la inmunosupresidén en el huésped; por otra parte, el trabajo
de Vose (99) respecto a la inhibicién de la actividad de los TIL
en bilopsias de tumores pulmonares, atribuye este efecto a las
células inmunocompetentes del huésped, las cuales regqulan su
respuesta de manera negativa; sin embargo, en este reporte queda
como incégnita la contribucién del tumor en este fendmeno.

En este contexto y aunado a estos estudios, los cuales no
hacen énfasis en la estirpe histolégica del tumor, en el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, el grupo del
Dr. Sullivan observé que en las biopsias de pacientes con ca.
pulmonar, los TIL presentaban una alteracién de su capacidad
proliferativa en su respuesta a un estimulo mitogénico (100) y de
manera - particular, en el caso del adenocarcinoma los TIL
presentaban la mayor inhibici6én. Este trabajo tiene como
finalidad dilucidar si dicha inhibicién es causada por moléculas

solubles liberadas por la propia neoplasia.
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OBJETIVOS

Investigar la posible inmunosupresién generada por los
diferentes tipos de neoplasias pulmonares como un

mecanismo de evasién a la respuesta inmune del huésped.

Estudiar este fenémeno mediante la utilizacién de métodos
in vitro que permitan poner de manifiesto la posible

produccién de molécula(s) soluble(s) inmunosupresora(s).

En caso de encontrar dichos factores, valorar su efecto en
la funciédn de las MNC y determinar la(s) célula(s) blanco

de la accién de tales moléculas.

Evaluar la influencia que los factores supresores
ejercen en la fase inductora de la respuesta inmune y de
forma particular, en la proliferacién de los linfocitos T

Y la produccién de TNF por la poblacién de células

sanguineas adherentes,
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MATERIAL Y METODOSB

Lineas celulares. Se utilizaren las lineas .de tumores
pulmonares humanos tipo adenocarcinoma (A~-427), ca. epidermoide
(SK-MES-1), ca. de células pegquefias (NCI-H69), asi como dos
lineas tumorales de origen no pulmonar, una eritroleucemia
(K-562) y un linfoma (Jurkat). Por otre lado, para la
determinacién de TNF se manejd una linea de fibroblastos de ratén
sensible a esta citocina (L-929}.

Todas las lineas celulares fueron obtenidas de la American
Type Culture Collection (ATCC). Estas células se mantuvieron en
crecimiento en el medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma No. cat. R
6504), al cual se hard referencia en todo el desarrollo
experimental; éste se suplementd con 10% de suero fetal bovino
(FCS) (Flow No. cat. 29-161-54) y con una mezcla de antibio6tico
constituida por Penicilina (100 ug/ml) y Estreptomicina (100

ug/ml}).

Obtencién de células mononucleares. A partir de muestras
sanguineas heparinizadas obtenidas de individuos sanos, se
recuperaron las células mononucleares (MNC). Estas se separaron
mediante un gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque (Nycomed No.
cat. 802912) (101), se lavaron 3 veces con solucién salina
balanceada (BSS) y mediante una tincidén vital con azul tripano

(Sigma No cat. T 9520), la cual se utilizé rutinarjiamente en el
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conteo celular, las MNC se ajustaron a una concentrapiéh_ de 1%

1067 /m1,

curva de d4d6sis respuesta a concanavalina-A. “con “el” fin déiw
Vdeterminar la concentracién 6ptima de concanavalina,A',((Cm»'l-A)'
(Sigma No. cat. C€-2010) necesaria para obtener 15 méxima
estimulacidn de las MNC, se realizé una curva de désis respuesta.
A las MNC resuspendidas en un volumen de 100 ul, se adicioné-el
mismo volumen de Con-A a las concentraciones de 1, ‘5, 10 y 50
ug/ml. El cultivo se incubé por 72 h siguiendo las condiciones

sefialadas para el ensayo de proliferacién celular.

obtoencién de células adherentes. A partir de las MNC de los
individuos 1-5 y A-D, se obtuvieron las células con propiedad de
adherencia al plastico; con este fin las MNC se resuspendieron en
medio de cultivo para ser colocadas en una placa de plastico, 1la
cual se incub6é a 37 °C en atmbébsfera de 5% de CO; durante 2 h.
Posteriormente, se recuperaron las células no adherentes
provenientes de los tres primeros lavados y la placa se continué
lavando las veces requeridas hasta observar solo células
adheridas. Con el propdsito de favorecer su desprendimiento, se
trataron con MOPS-EDTA (Sigma No. cat. M 6270) a 37 °C en
atmésfera de co, por 15 min y su separacién fué completada en

forma mec&nica mediante el uso de un gendarme. Los monocitos se
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lavaron dos veces, se cuantificaron utilizando azul tripano, y se

ajusté su concentracién a 1 x (10 6

/ml. La . pureza de. los
monocitos, valorada por la tincién inespecifica de 1la

esterasa (Sigma No. cat. 180 B), fué& del 75 al 85 %.

Preparacién de eritrocitos de carnero con AET. Se obtuvieron
eritrocitos de carnero (SRBC) en solucién de Alsever y esta
suspensién se traté con bromuroc de 2-aminoetilisoticurea (AET)
como lo describieron Madsen y Johnsen (102). En breve, los SRBC
se lavaron 3 veces con solucién salina isoténica (SSI) y al
paguete celular se le adiciond una solucién 140 mM de AET a pH
9.0, la suspensién se incubé a 37 °C durante 15 min para después
eliminar el AET por lavados sucesivos con SSI hasta gue no se
detectd hemélisis. Finalmente, se preparé una suspensién al 1% de

SRBC "tratados".

Purificacién de linfocitos T por formacién de rosetas E. Las
células no adherentes, recuperadas a partir de las MNC, se
ajustaron a una concentracién de 2-3 x 10 © /ml para luego
adicionar un volumen similar de la suspensién de SRBC "tratados".
Esta mezcla se incubé a 37 °C por 15 min, se centrifugd a baja
velocidad por 5 min e inmediatamente se incubé a 4 °C durante 4
h. Transcurrido este tiempo, se resuspendid suavemente el botén

de células y en base a su tamaflo se recuperaron las rosetas E
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mediante un gradiente de densidad en Ficoll-Hypaque, 1luego -del
cual el paquete celular obtenido se sometis 'a un.’ choque
hipoténico para eliminar los eritrocitos. Los linfocitos T,
purificados de esta manera, se lavaron tres veces con medio de
cultivo y se cuantificaron ajustando a una concentracién de 1 x
10 & /ml., La pureza de la poblacién de células T, determinada por
inmunofluoresencia indirecta utilizando Abs anti-CD3, fué del 95

al: 98%.

~.Obtencién  de las lineas celulares. Las células del
linfoma,. eritreleucemia y Ca. de células pequefas se recuperaron
en:vforma lﬁecanica, mientras que las lineas de Adenocarcinoma vy
Ca. epidermoide por medios enzimaticos con tripsina-verseno (In
vit‘.roi No. ‘¢at.910303). Todas las lineas se lavaron tres veces con
BSS .y, debido a la diferencia en su tiempo de generacién, se
a;ju‘.z-té su concentracién a razén de 1 x 10 ° /0.6 ml para las
priméras Yy 1.6 x 10 o /0.6 ml para las segundas, &sto con el
objeto de que al finalizar el cocultivo su concentracién fuera
muy similar; ademds, dicho cocultivo solo se realizé cuando las

células tumorales mostraban una alta viabilidad.

Cocultivo celular. Las células tumorales se colocaron en una
placa de pldstico de 24 pozos (Nunc No. cat. 143982), mientras

que las MNC o los linfocites T en su caso, se incorporaron en un
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compa‘rtimiento adicional, provisto en su base;ccim una membréha de

éolicarbonato con un poro de 0.45 um: (Tx’:énnswallb Coséari Np.' cat.

'3413). De esta forma, se rea1126 un' cocultive ‘en’. un “doble
compartimiento que Gnicamente permitié la interaccién celular:a

:través de moléculas solubles.

Los. controles de los experimentos consistieron en colocar las
células inmunocompetentes en ambos compartimientos.

Cuando se utilizaron monocitos, éstos se colocaron en el
compartimiento inferior, mientras que la linea de Adenocarcinoma
pulmcna;: en el superior. Para. los controles de este experimento
. e utilizé la misma distribucién que en los antes sefialados.

Todos los ensayos se incubaron a 37 °C en atmésfera de 5% de

CO 2 por un tiempo de 18 h.

Ensayo de proliferacién celular. Finalizado el periodo de
incubacién del cocultivo, se recuperaron las MNC y los linfocitos
T del Transwell, se lavaron y se ajustaron a una concentracié6n de
1% 10 6 /ml y 100 ul de esta suspensidn se colocé en pozos de una
Pplaca de 96 (Nunc No. cat. 168055) para luego afadir 100 ul de
medio de cultivo (basales) o de Con-A a la concentracién &ptima
(estimulados). La placa se incubé a 37 °C por un intervalo de 72
h y Jjustamente faltando 18 para finalizar dicho periodo, se
adiciond 1 uCi de timidina tritiada a cada pozo (Amersham No.

cat. TRA 120). Al terminar el tiempo de incubacién, se procedié a
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' recuperar‘ el cultivo marcado con ayuda de un cosechador de
éél\;llas (B:randel MH-12 Serie 8635), de manera que el DNA marcado
quedafé ret:en‘ido en zonas individuales de tiras de papel de fibra
dg‘,vidrié (BraAndel‘Na. cat. FP-12), las cuales se trasladaron a
vriarle;:conteni‘e‘ndo liquido de centelleo (Ready Safe. Beckman No.

Sl oat’y “PN15‘8735) para’ determinar 1la cantidad de timidina
incorpprada al DNA utilizando un contador de centelleo (Beckman

"'Hoaeloi'LS' 'GVQODSE No. cat. 606603), que reportd los resultados en

K cuentas’ por minuto (cpm).

,Bstimulacién de monocitos. Al finalizar la incubacién dely
:',coc’ultivo de monocitos, se eliminaron los compartimientos que
"'contbzenian a las células tumorales y las células adherentes fueron

eséimuladas con -50 ul de lipopolisacarido (Lﬁs) a una
concentracién de 10 ug/ml, incubandose a 37 °C durante 24 h.
Traﬁscurrido este perfodo, se recuperd el sobrenadante (SN), en

el cual posteriormente se valoré la actividad del TNF,

2= -Daterminacién de TNF. Este ensayo se realizé siguicndo la
técnica descrita por Sullivan y cols. (103), 1la cual se
describird brevemente. Las células [.~929, previamente separadas
por tripsinizacién, se ajustaron a una concentracién de 3 x 105
/ml, de donde se colocaron 100 ul a cada pozo de una placa de 96.

A estas células, se adiclonaron 100 ul de mitomicina € (5 ug/ml)

52



(Sigma No. cat. M-0503) y se incubd la placa a 37 °C durante 24
h. Despuéé‘ de lo cual se eliminé la mitomicina y se agregaron 100
0l de medio de cultive y 100 ul de diluciones seriadas del SN
proveniente de los monocitos activados. Este cultivo se incubs a
40 °C durante -24 h. Finalmente, se deseché el medio de la placa
para fijar las células con glutaraldehido (Merck No. cat. 4239)
ai’bz.st por un tiempo de 15 min, después de un 1lavado con
soiuci_bn balanceada de fosfatos (PBS) se tifieron las cé&lulas con
cristal. violeta (Merck No. cat. 9007391) al 0.2% en PBS durante
.-15. min, se lavé la placa y se adicionaron 200 ul de &cido acético
alrﬁat. Se midié la absorbancia a 570 nm en un lector Dynatech MR

600, que reportd los resultados en unidades de absorbancia.

célculos Y anélisis estadistico. Para cuantificar la
_.inhibicién causada por cada una de las lineas celulares en la
proliferacién de MNC y linfocitos T, se utilizé la siguiente
férmula:
cpm exp (est) - cpm exp (basal)

IP (%) = (1 = ~-- ) x 100
ole cpm control {(est) - cpm control (basal)

en donde

IP(%) = Porcentaje de inhibicién de la proliferacién.
cpm exp = Cuentas por minuto de 1los 1linfocitos
{previamente cocultivados con cada una de las
. lineas tumorales) estimulados.
cpm (basal) = Cuentas por minuto de los cultives de
linfocitos, ya sea experimental o control, no
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8 estimulados. =
¢pm: contrel = Cuentas por minuto del control (linfocitos en
v cocultivo con células autélogaa) en” presencia
del mitégeno.

Para éalcular' el . porcentaje de inhibicién generado pbr el

‘tumor “en iafproduccién de TNF por los monocitos,; se aplicé la

o LR DO exp (est) - DO LS29
JIC =i ) x 100,
e DO control (est) - DO L929

‘donde

IC = Inhibicién de la citotoxicidad.
1'DO. exp (est) = Densidad Sptica causada por el SN de monocitos
. cocultivados con la linea de Adenocarcinoma y
posteriormente estimulados con LPS.
DO L929 = Desarrollo de color miximo debido a la poblacién
intacta de células L-929.
DOmonos est = Densidad 6ptica causada por el SN obtenido del
cultivo de monocitos control estimulados con LPS.

Finalmente, para determinar s8i existian diferencias
significativas entre los grupos experimentales con respecto al
comportamiento de los controles, se utilizé la prueba t de

Student.
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RESULTADOB

con el objetivo de valorar si los diversos tipos de tumor
causan alg@in efecto inhibitorio, mediado por factores solubles,
en las principales poblaciones que participan en el fenémeno
inmunolégico, se cocultivaron células de origen sanguinec de
individuos sanos con las diferentes lineas celulares malignas,
mediante un sistema que s6lo permitidé su interrelacién a través
de moléculas solubles. Los resultados de nuestros experimentos se

mencieonardn a continuacién.

Determinacién de la désis &6ptima de Con-A para inducir 1la
maxima estimulacidén en MNC. Con el fin de dcterminar 1la
concentracién de mit6genoc mas adecuada para inducir la maxima
proliferacién en las MNC, éstas se estimularon con distintas
concentraciones de Con-A. Como se observa en la fig. 1, la mayor
estimulacién se produjé cuando las MNC se pusieron en presencia
de 10 ug/ml de la lectina; dicha concentracién asi{ como el lote
de Con-A se mantuvieron constantes durante todo el desarrolle

experimental.

Efocto de los factores liberados por las diversas lineas des
tumores estudiados en la proliferacidn de las MNC. En la Fig. 2
se muestra la proliferacién de MNC de 11 individos sanos

despuds de haber interaccionado, en el cocultivo anteriormente
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descrito, con cada una de las lineas de cé&lulas tumorales. La
primera barra, representa el control de mé&xima estimulacién
inducida por el mitégenoc en las MNC provenientes del cocultiveo
con las MNC del mismo individuo. En esta misma figura se observa
de manera dgeneral que los tumores de origen no pulmonar,
eritroleucemia y linfoma, no afectan de manera importante la
proliferacién de las MNC; en contraste con las neoplasias
pulmonares ' que causan, en la mayoria de los individuos, una
profunda alteracién en la respuesta proliferativa de estas

células,

Efecto de los factores liberados por las disiintas lineas de
tumores estudiados en la proliferaciénm de linfocitos T, En 1la
fig. 3 se encuentra representada la proliferaciédn de 1los
linfocitos T obtenidos de 9 individuos sanos, cinco de los cuales
(1-5) aparecen en la gréfica anterior (fig.2), después de haber
estado en contacto en un cocultivo con cada 1linea celular. Al
igual que en las MNC, la primera barra representa el control de
la mayor estimulacién generada por el mitdgeno en las linfocitos
T, que proceden del cocultive con las correspondientes células
autélogas. El comportamiento de los contreoles, como en el caso
de MNC, es sumamente variable. Como se obhserva en la grafica, los
resultados exhiben un comportamiento andlogo al de MNC, ya gue se

puede observar que las neoplasias de origen no pulmonar no
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uiteran de manera significativa la proliferacién de las cé&lulas
T, mientras que los tumores pulmonares parecen tener también un
efecto negativo en los linfocitos T, sin embargo éste es mucho
menor gue en el caso de las MNC.

En las graficas anteriores hemos podido sehalar algunas de las
caracteristicas principales de nuestros resultados; no obstante,
no es posible percibir con claridad la influencia real de cada
linea tumoral en 1las células inmunocompetentes, por esta razén
decidimos representar los datos en gré&ficas que muestran el
porcentaje de inhibicién causado por cada una de las neoplasias

estudiadas con respectc al control de mdxima estimulacién.

Comparacién del efecto inhibitorio de las distintas neoplasias
en MNC y linfocitos T. En este conjunto de graficas se presenta
el porcentaje de inhibicién generado en MNC y linfocitos T’por
las distintas lineas transformadas, como se muestran en las figs.
4y 5.

Con respecto a nuestras lineas control (fig. 4), la linea de
Eritroleucemia causa una inhibicién en MNC del 30 al 46 -%.en-7/11
casos mientras que en linfocitos T, en la mayoria de los
individuos, varia entre el 16 y 30 %. Por otra parte, la linea
de linfoma genera un bloqueo en la proliferacién de MNC por
debajo del 30% en pricticamente todos los casos (9/10), 1lo cual

parece repetirse en linfocitos T ya que en &stos se muestra una

60




" INHIBICION DE LA PROLIFERACION DE MNC Y
LINFOCITOS T POR TUMORES NO PULMONARES

MNC LINFOCITOR T
EAITROLEUCEMIA
a. 4o Individuas Na, do Individusa
CEER T T T .
. H]
3 b
« eozmem :
. urae | ‘
N-
.
’ Wﬂ’m A
: b °F
M N
" (TR J

LINFOMA

% Innibicién

Flg. 4

61



INHIBICION DE LA PROLIFERACION DE MNC Y
- LINFOCITOS T'-POR TUMORES PULMONARES

MNC

Ho individuas

Cs Ceols Peg

No. ingividuns

DR IEEEEEE) . »»

« thniblelan
Fig. &

LINFOCITOS T

62




alteracién menor al 15 % en la mayor parte de la poblacién en

estudio (8/9)

! En relacién al efacto que causan las neoplasias pulmonares

,(t‘ig.: 5),‘

es\en éstas donde encontramos los mayores niveles de

inhibicién. El ca. de cé&lulas pequefias induce en las MNC de 3/11
‘casos:una:supresién mayor del 80 % en tanto gue en los linfocitos
T se observa que la inhibicién maxima fué del 30% Por su parte,
el ca. epidermoide afecta a las MNC en niveles del 60 al 90 % en
practicamente la mitad de los individuos (6/11), esta inhibicién
baja considerablemente en linfocites T, a niveles gque fluctuan
entre el 20 y 30 % en 5/9 casos. De manera contrastante, el
adenocarcinoma pulmonar induce de manera consistente los
niveles mis altos de inhibici6én. En las MNC 1los porcentajes
sobrepasan el 60% en 10/11 individuos, mientras que en esta
misma poblacién el ca. epidermoide afecta a 6/11 sujetos; con
respecto a los linfocitos T éstos sufren una inhibicidn mayor al
30 % en 6/9 sujetos, a diferencia del ca. epldermoide, que

bloquea en este rango a s6lo 2/9 personas.

Efacto del adenocarcinoma pulmonar en la actividad dal
monocito. Debido a que el adenocarcinoma induj6é wuna alteracién
notable en las MNC y ésta fué menor en la poblaci6én de células T,
decidimos evaluar la posible influencia que pudiera tener estae

tumor en la funcionalidad de los monocitos; con este fin, se
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concentr6é el estudio en el efecto de esté tumor: sol:_viﬁe" la
produccién de TNF en células adherentes. '

En la Fig. 6 se muestran los resultados: del efecto del
Adenocarcinoma pulmonar sobre la liberacién de TNF por monocitos
obtenidos de 8 individuos sanos . En este caso, se expresaron los
datos en porcentajes de citotoxicidad. Como se muestra en la fig.
6, el adenocarcinoma produce una inhibicién estadisticamente
significativa (p < 0.001), de aproximadamente un 20 %, solamente
en 1/8 individuos.

Finalmente, se decidi6 representar de manera gréifica 1la
comparacién de las alteraciones causadas per el adenocarcinoma en
las tres poblaciones analizadas (Fig. 7). La tendencia general es
que el adenocarcinoma genera en las MNC una modificacién mayor
del 60% en 4/5 individuos. El efecto de este tumor sobre las
c¢élulas T fué mucho menor, en un rango del 20 al 40%, y
précticamene no modificé la funcionalidad del monocito. Es
importante sefialar gue la suma de las inhibiciones en 1los
monocitos 'y -linfocitos T no corresponde al total de la mostrada

Vpc:r las MNC.
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DISBCUSION

En‘vi'r"tud de que se deseaba estudiar la posible producci6n de
inblééhlaé iinmunosupresoras por las diferentes estirpes
H'ﬁiaﬁ lvdgii.cas del carcinoma pulmonar, decidimos utilizar un

sistema de cocultivo in_vitro en el cual, se evité el contacto

q_i‘recto‘ fzntre las células inmunocompetentes y las lineas
t méra:leﬁ, ambas poblaciones interaccionaron finicamente a través
;;le la .1liberacién de factores solubles, cuyo efecto se valord
'ﬁosteriormente al determinar alteraciones en la respuesta
proliferativa inducida por un mitégeno; mediante el uso de este
sistema se pudo evaluar el efecto de las células tumorales en el
fenémeno de activacién de la respuesta inmunolégica, por lo que
iniciaremos la discusién haciendo referencia a algunos aspectos
de nuestro sistema experimental.

Con el propdésito de que el efecto inhibidor se pusiera de
manifiesto sin afectar la viabilidad de 1las células
inmunolégicas, en estudios previos, se establecieron previamente
las condiciones 6ptimas de cocultivo, las cuales tuvieron como
paridmetros constantes la relacidén numérica entre las poblaciones
participantes y el periodo de incubacién del cocultive. Ademds se
utilizaron dos lineas celulares de origen no pulmonar caomo
contraste con las lineas de tumores pulmonares, asi como para el

control del efecto ejercido por la pérdida rdpida de nutrientes
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cid t'ica'ciéln‘déﬁéste en la‘proliferacién de las

caiusi' de "la “elevada capacidad metabélica que
p'fé-séﬁi:ahv,eﬁiéisz lx_n'elas.f‘
‘ En: relﬁc'iﬁh‘ a -la- m&xima proliferacién inducida por el
mitégeno, tanto para ‘las MNC como para los linfocitos T, se
cbhsideré que el cultivo de células inmunocompetentes, en uno y
“otre éompartimento del sistema de cocultivo, representaba nuestro
'cc'mt:rol 6ptimo, ya que las condiciones fueron lo mas similares a
las de los cocultivos con las lineas tumcorales. Es asi que todos
los cocultivos con las lineas celulares tuvieron como marco de
referencia el control mencionado, el cual comoc se observa en las
Figs. 2 y 3 es sumamente variable de un sujeto a otro, lo cual se
ha asociado tanto a las caracteristicas genéticas como a factores
fisiolégicos y nutricionales del individuo (104).

Como se observa en la fig. 2, las MNC sufren una severa
alteracién en su proliferacién, principalmente por efecto de su
interacci6n con las necoplasias pulmonares. En relacién a dicha
inhibicién, el efecto supresor mis notable en MNC se debié a la
linea de adenocarcinoma y ca. epidermoide, mientras que las
lineas c¢ontrol aparentemente no causaron inhibicién. No
obstante, al observar con m&s detalle estos resultados,
encontramos que la lfnea de la eritroleucemia presenta un ligero
efecto, de aproximadamente el 40%, en casi la mitad de 1los

individuos estudiados, o cual correlaciona con un reporte
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recieﬁte'(lOS), en él cual del sobrenadante del cultivo de estas

células .se concentrd una fraccién gque suprime de manera

"considerable la proliferacién de MNC estimuladas con un Ab anti-

CVD,:’l;—en nuestros ensayos, la inhibicién fué menor a la reportada
p‘o‘r este grupo, 1lo cual puede deberse a la diferencias en el
sistema ~experimental utilizado asi como a las variaciones
genéticas entre las poblaciones analizadas.

Por -su parte, la linea del linfoma causé un fendémeno mis
homogéneo puesto que en 10/11 casos se presenta una inhibicién
por debajo del 130%, lo cual sugiere que esta linea no libera
factores supresores que afecten a las MNC; sin embargo, existe un
reporte (106) en el cual se prueba el efecto de diversas lineas
neopldsicas sobre las MNC en un sistema de cocultivo directo,
después del cual las células se estimularon con fitohemaglutinina
(PHA), un mitégeno de células T, encontrandose un nivel de
supresién de alrededor del 70%. Es asi gque el linfoma parece
ejercer su efecto inhibidor probablemente a través de un contacto
intermembranal, de manera gque en nuestro sistema de cocultive
indirecto no sea posible detectar dicha inhibicién.

También es importante destacar que este tipo de fenémeno en
ocasiones no se presenta de igual manera cuando se cambia de
mitdgeno, come lo indican los datos de Renk (107), en donde
ciertos individuos manifestaron diferencias notables en 1la

inhibicién de la proliferacién de las células T cuando se utilizé
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PHA o Con-A; por lo cual, otra posibilidad es que el tipo de
mitégeno utilizado haya contribufdo a las diferencias observadas
en nuestros ensayos respecto a los anteriormente mencionados.

Por otro lado, en las lineas de canceres pulmonares, el ca. de
células pequefias, que se ha caracterizado por su capacidad de
producir hormonas (108), generd en nuestros experimentos una
inhibicién en 3711 casos (Nos. 1, 8 y 11), en donde quizds las
MNC da estos individuos son altamente 5uscebtib1es geneticamente
y/o -sensibles a cambios en las  condiciones de cultive
(variaciones  de pH, disminucién de nutrientes, presencia de
enzimas) (ver fig. 5).

éon,respecto a-la linea de ca. epidermoide, ésta indujé en las
M}{C)ﬁn pai:rén de inhibicién mas homogeneo que en el caso anterior
y, ‘dade ‘que en .6/11 casos se presenté un profundo efecto
negativ;a, parece indiscutible 1la produccién de moléculas
supresoras las cuales, debido a que ciertos individuos
presentaron 7 una baja susceptibilidad a su acclién, parecen
;jercer su actividad en funcién de las caracteristicas genéticas
prop;as de cada  sujeto.

__..Finalmente, el efecto supresor de la linea de adenocarcinoma
fué muy significativo en pré&cticamente todos los sujetos de
estudio, lo cual indica que esta neoplasia libera moléculas
solubles, probablemente de manera constitutiva, las que suprimen

la proliferacién de MNC; sin embargo, es todavia dificil
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exytravpolar;el coinbortamiento de. esta linea tumoral - a este tipo
de 'ti\'xinbvrebs. ‘A este respecto serd necesario establecer lineas de
ééll;las’ transformadas con igual grado de diferenciacién para
escﬁdiar sl presentan este mismo comportamiento.

Al indagar sobre el blanco de accién de los factoreﬁ
supresox."es, se decidi6é estudiar en primera instancia la poblacién
enriquecida de linfocitos T los cuales, al igual que las MNC, se
cocultivaron en un sistema indirecto con cada una de las lineas
tumorales, esperando obtener elevados porcentajes de inhibicién o
cercanos a los de MNC; sin embargo, al analizar los resultados,
se observa que de manera global se presentaron inhibiciones
menores que en MNC, pero a pesar de esta disminucién en los
porcentajes de supresién, el comportamiento de las células T
frente a cada linea celular correlacioné con el de MNC.

En el caso de las lineas de las neoplasias no pulmonares,
nuevamente sobresalié la linea de eritroleucemia pues se
produjeron valores de inhibicién significativos en la mitad de 1la
paoblacién analizada; estos resultados indican que el factor
supresor producido por esta linea no afecta de manera primordial
a los linfocitos T como sugiere De Felice (105).

Con respecto a la linea del linfoma, sigue siendo v&lida 1la
posible accién a nivel intermembranal de estas células, ya que en
el sistema utilizado tampoco fué posible detectar una fuerte
inhibicién en linfocitos T, pues solamente 2/9 sujetos se
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’inhibiet‘on frente a esta linea. .
En cuanteo a los tumores pulmonares,  la linea:.de.ca. de células
' peq@ehés, de igual forma que en MNC, inhibié ligeramente s6lo a
3/9 indlviduos, de los cuales 2 (Nos. 1 y 3) fueron afectados por
,1asiotras neoplasias pulmonares, 1o gue parece indicar una
barticular disposicién de las células inmunocompetentes de
algunos individuos, a ser inhibidas por los diferentes tipos de

tumores pulmonares.

El ca. epidermoide por su parte, indujé un patrén de
inhibicién en linfocitos T analogo al expresado en MNC, 1o cual a
pesar de no ser tan constante en toda la poblacién de estudio,
indica que los factores inhibidores que produce este tumor pueden
también afectar a las cé&lulas T, aunque en menor proporcién.

Finalmente, la inhibicién mayor y ma&s constante fué causada
nuevamente por el adenocarcinoma, ya que en 6/9 personas se
provocé una inhibicién significativa, pero menor que en MNC, lo
cual pone enfasis en que las moléculas supresoras liberadas por
esta linea celular generan una alteracién sobre 1linfocitos T,
aunque no parece afectar s6lo a esta poblacién celular,

En base a los resultados previos, decidimos analizar la
poblacién de monocitos, lo cual fué posible en solo algunos de
los sujetos de estudio, y para ello se valor6 la liberacién de
TNF. Este estudio se realizé Gnicamente con la 1linea de

adenocarcinoma, la cual fué la que sintetizé los factores

72



solubles con caracteristicas 1nmunosupresoraa predominantes.

Al revisar los ,datos obtenidos sobre 1la inhibicidn en 1la
c NF, encontramos que esta linea celular tuve poca
a,(lléfcasos) en la actividad de los monocitos, lo que

que’esta neoplasia no ejerce su efecto inhibitorie

;‘dirégtamehte sobre los monocitos & bien, si existe alquna accién,

. &sta no se manifiesta a nivel de la produccidén de TNF.

Haciendo una correlacién global de nuestros resultados con la

‘1inea de Adenocarcinoma pulmonar (fig. 7), nos parece importante

se- establezca la interaccién entre los linfocitos "modificados"
por el contacto con las moléculas supresoras liberadas por esta
linea y los monocitos, gue parecen no modificar su actividad por
la accién de dichos factores; a este respecto, como una posible
explicacisdn, proponemos el siguiente modelo en el cual el tumor
liberaria factores supresores gque actuarian de manera
preferencial sobre linfocitos T, lo que impide que esta poblacién
inmunolégica libere moléculas solubles que favorezcan la adecuada
activacién del monocito, que a su vez genera sefales gque actGan
de manera negativa en las células T; de tal forma gque esta Gltima
poblacién presente en MNC recibe tanto una sefial negativa de las
propias células malignas como la producida por el monocito. Por
otra parte, este modelo tambilén explica que cuando se elimina la
poblacién de células adherentes, se evita también que expresen su

accisén inhibidora, por lo cual las células T sufren solamente la
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influencia del adenocarcinoma y presentan por lo tanto una menor
inhibicién en su prolifearacién con respecto a las MNC.

Esta interpretacién parece coincidir con lo descrito por
Farifias (109), donde en pacientes con ca. broncogénico se
valoré el efecto de los monocitos sobre las células T
estimuladas con un hitégeno, en estos experimentos, al igual que
en los nuestros, se encontrdé una mayor inhibicién de 1la
estimulaciédn en MNC comparada con los linfocitos T, ¥y en lugar de
determinar TNF se cuantificé la produccién de IL-1 en monocitos,
la cual se presentd dentro de los niveles normales, de igual
forma que con nuestros resultados al analizar TNF.

Finalmente, a pesar de que son necesarios mas estudios para
comprobar el modelo propuesto, este podria explicar como se
generan en los pacientes con cancer pulmonar avanzado las
profundas alteraciones cuantitativas y funcionales que presentan
los monocitos, linfocitos T y células B a nivel sistémico,

descritas de manera constante en la literatura (97).
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