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RESUMEN 

Los linfocitos T se encargan de la respuesta inmune celular 
contra células tumorales. Se han desarrollado investigaciones 
para inducir la activación a la proliferación de estas células 
mediante varios factores, destacando entre ellos la interleucina-
2 y más recientemente anticuerpos monoclonales dirigidos hacia el 
complejo molecular CD3; que se encuentra presente en todas las 
células T y cuya función es la de transmitir señales hacia el 
núcleo. 

La activación de linfocitos T citotóxicos via el receptor CD3, 
puede tener importantes implicaciones en el tratamiento del 
cáncer; sin embargo, aun no se han estandarizado las condiciones 
del uso de anti-CD3 en la proliferación de linfocitos T. 

En base a lo anterior, se investigó el efecto que tiene el 
anticuerpo monoclonal anti-CD3 soluble y unido a monocitos, sobre 
la proliferación de linfocitos T de sangre periférica de 
pacientes con cáncer cérvico-uterino (CaCu), en presencia y 
ausencia de interleucina-2 recombinante humana (IL-2rh) . 

Inicialmente, mediante la evaluación morfológica de los 
leucocitos adherentes al plástico (LA) se demostró la 
predominancia de monocitos, mientras que los leucocitos no 
adherentes al plastico (LNA) proliferantes presentaron una 
morfologia linfoide. 

Los resultados obtenidos con el uso de anti-CD3 demostraron 
que el anticuerpo usado en forma soluble no indujo la 
proliferación de linfocitos T, y que la combinación de anti-CD3 
soluble e IL-2rh inhibió la proliferación linfocitica de manera 
dosis-dependiente. Por otra parte, se encontró que con 2.5 y 5.0 
µg/ml de anti-CD3 unido amonocitos se favoreció la proliferación 
de linfocitos T de manera similar a como lo hace la IL-2rh por si 
sola; mientras que como se esperaba, la adición de IL-2rh a este 
sistema aumentó notablemente la proliferación linfoide. Asimismo, 
se encontró que el medio condicionado por monocitos tuvo una 
importante actividad coestimuladora en la proliferación de 
linfocitos T. 

Se discute la posibilidad del uso de linfocitos T activados 
con anti-CD3 unido a monocitos, asi como el uso de monocitos 
tratados con el anticuerpo, para el tratamiento inmunoterapéutico 
del cacu. 
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INTRODUCCION 

El papel del CD3 en la activación de linfocitos T se ha 

estudiado mediante el uso de anticuerpos dirigidos hacia este 

marcador de membrana, demostrando que el anti-CD3 provoca en 

células linfoides, la transmisión de señales al núcleo que 

conducen a la proliferación (1,2,3), la citotoxicidad, la 

expresión de receptores para IL-2 y a la sintesis de IL-2 (4,5). 

Las respuestas obtenidas con el uso de anti-CD3 han sido muy 

variadas y han dependido entre otras cosas: de su forma de uso 

(soluble o en forma adherida), del isotipo del anticuerpo (tipo 

de IgG) , de la cadena particular del complejo CD3 con la que 

reacciona el anticuerpo y de la concentración de anticuerpo. 

El anti-CD3 en forma soluble induce la proliferación de 

linfocitos T cuando se emplea solo, o en combinación con IL-2, o 

con ésteres de forbol (6,7,8). En otros estudios en los cuales 

el anti-CD3 se ha utilizado en forma de enlace cruzado (adherido 

a superficies plásticas o a células presentadoras de antigeno u 

otros sustratos), se ha encontrado una adecuada activación 

linfoide a la proliferación y sintesis de linfocinas (7,9,10,11). 

con base en lo mencionado anteriormente, y considerando que 

existe la posibilidad de utilizar anti-CD3 para activar 

linfocitos T de pacientes con cáncer y usar las células asi 

activadas en el tratamiento de la enfermedad, el presente trabajo 

se realizó con la finalidad de estudiar el efecto del anti-CD3 

soluble y unido a leucocitos adherentes, sobre la proliferación 

de linfocitos T de pacientes con ·cáncer cérvico-uterino inducida 

por IL-2 recombinante humana (IL-2rh). 

La realización de este tipo de estudios contribuyen al 

establecimiento de un método para activar linfocitos T de 

pacientes con cáncer en el que se pueda omitir el uso de IL-2rh, 

cuya aplicación terapeutica se ha demostrado que provoca efectos 

tóxicos. 
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MARCO TEORICO 

EL SISTEMA INMUNE. 

Los seres humanos vivimos en un ambiente en el que existe un 

sin número de agentes que potencialmente son capaces de causar 

enfermedades. Ante esta situación, nuestro organismo ha 

evolucionado de tal forma que ha desarrollado un sistema de 

vigilancia y protección conocido como sistema Inmune, que permite 

defendernos de la acción de agentes patógenos, menteniendo una 

"Memoria Inmunológica" que hace más eficiente la defensa del 

cuerpo en futuros encuentros con el agente agresor (12,13). 

El sistema inmune esta conformado por células sanguineas, 

conocidas corno Leucocitos o células blancas, y por una variedad 

de tejidos linfoides que dan lugar a la compleja arquitectura 

del sistema inmunológico (14). Los leucocitos son células que 

circulan constantemente entre los vasos sanguineos y nódulos 

linfáticos, mientras que el resto de los tejidos inmunes se 

encuentran estratégicamente localizados en nuestro cuerpo para 

atrapar particulas o células extrañas conocidas corno Antigenos 

(Ags), y servir de escenario para el establecimiento de la 

respuesta inmune (15). 

De manera general, se puede decir que la respuesta inmune se 

divide en dos lineas de defensa interconectadas entre si; una de 

ellas es conocida como Inmunidad Natural o Innata y la otra corno 

Inmunidad Adaptativa o Especifica. Las diferencias entre ambas 

son claras, caracterizándose la primera por la ausencia de 

reconocimiento especifico de Ags, mientras que la segunda 
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reconoce de manera especifica a los Ags y es capaz de generar 

memoria inmunológica (16). 

INMUNIDAD NATURAL. 

Consiste en la acción combinada de una serie de factores y 

eventos innatos del individuo que están dirigidos a cualquier 

antigeno extraño, lo cual hace de la inmunidad natural un 

mecanismo muy importante para la supervivencia de las especies 

(17). 

En la defensa innata del organismo, la piel y las superficies 

mucosas de vias respiratorias y urogenitales, asi como factores 

humorales y células sanguineas de acción inespecifica conforman 

la primera linea defensiva del organismo (Tabla 1) (18) . 

BARRERA FUNCION INMUNOLOGICA 
ANTIMICROBIANA 

PIEL Barrera fisica que impide la penetración 
microbiana. Presencia de ácido láctico y 
ácidos grasos en sudor y secreciones 
cebáceas con propiedades microbicidas. 

SECRECIONES Las secreciones mucosas de células presentes 
MUCOSAS en vias respiratorias y urogenitales atrapan 

antigenos que son eliminados por las 
células ciliadas de estos órganos. 

FAC'l'ORES Sustancias antimicrobianas presentes en la 
HUMORALES sangre, tales como la lisozima, la proteina 

e reactiva, el complemento y algunas 
citocinas que destruyen o inhiben el 
crecimiento de patógenos. 

CELULAS En la circulación sanguinea se encuentran 
SANGUINEAS leucocitos llamados monocitos, granulocitos 

y células NK, que atacan inespecif icamente 
a una gran variedad de cuerpos extraños. 

TABLA 1: Barreras defensivas que conforman a la Inmunidad Natural 
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Las células sanguineas encargadas de la defensa natural son 

los Monocito-Macrófagos, 

Basófilos) y células NK 

Granulocitos (Neutrófilos, Eosinófilos, 

(del inglés Natural Killer). Todas se 

originan en la médula ósea, y al ser liberadas a la circulación 

sanguinea desarrollan su papel defensivo lisando cuerpos extraños 

(Citólisis) o inhibiendo su crecimieto (Citóstasis) (18). 

Refiriendo particularmente el papel inmunológico de los 

monocito-macrófagos, estas células ejercen su acción citolitica 

fagocitando antigenos o células extrañas (19 1 20). El mecanismo de 

fagocitosis es el primer paso de una serie de eventos en los que 

el Ag sufre un procesamiento metabólico que conduce a su 

degradación en segmentos regulares que varian de 5 a 20 

aminoácidos (21,22). Una gran parte del Ag degradado es exocitado 

y eliminado del organismo, mientras que otra parte, la más 

antigénica, se asocia con moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad clase I y II (CMH-I y CMH-II) y es conducida 

hacia la membrana de la célula fagocitica (23). La asociación 

entre los péptidos antigénicos y las moléculas del CMH es de suma 

importancia, debido a que en estas condiciones los macrófagos 

funcionan como células presentadoras de antigeno (CPA) para otros 

leucocitos conocidos como linfocitos T, sirviendo asi como puente 

de unión entre los mecanismos de inmunidad natural y adaptativa 

(24,25,26). 

Además de su función como CPA, los monocitos-macrófagos co

estimulan la proliferación de linfocitos T a través de receptores 

de membrana como el LFA-3 (antigeno asociado a función 

linfocitaria, del inglés lymphocyte function-associated antigen-
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3) y las proteinas ICAM-1 e ICAM-2 (molécula de adhesión 

intercelular, del inglés intercellular adhesion molecule-1 y -2) 

(27, 28, 29, 30) [Figura l]. Asimismo, también secretan una gran 

cantidad de citocinas (proteinas que participan en la 

comunicación intercelular) involucradas en la regulación de lá 

respuesta inmune [Tabla 2] (28,30,31). 

LFA·1 
ICAM·t 
ICAM-2 

Vl.A-4 VCAM-1 

CD2 LFA-3 

LINFOCITO T CELULA PRESENTADORA 
RCT DE ANTIGENOS 

CDS 

87 

Figura 1: Coestimulación a la proliferación de linfocitos T a 
través de la interacción entre moléculas de membrana presentes en 
CPA y linfocitos T. VLA-4: Antígeno leucocitario de adhesión 
vascular-4, VCAM-1: Molécula de adhesión vascular-1, CD-: 
Moléculas de diferenciación (del inglés Cluster of 
diferentiation), RCT: Receptor del linfocito T. (Tomada de 
referencia 28). 
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INTERLEUCINAS (IL) 
''. "' 

IL-1 
IL-6 
IL-8 
Antagonista del receptor de IL-1 
IL-10 

FACTORES CON ACTIVIDAD HEMATOPOYETICA 

Factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) 
Factor estimulador de colonias de macróf agos (M-CSF) 
Factor estimulador de colonias macrófago-granulocito 
(GM-CSF) 
Eritropoyetina 
Activina 
Factor Inhibidor de la Leucemia 
Proteínas inflamatorias de macrófagos 1 y 2 

OTROS 

Factor de crecimiento transf ormante alfa y beta 
(TGFalfa y TGFbetal 
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) 
Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) 
Factor plaquetario 4 
Factor de necrosis tumoral alfa (TNFalfa) 
Factor de crecimiento de fibroblastos basico (FGFbasicol 
Proteína quimiotáctica de macróf agos 
Interf erón alfa y beta (IFN alfa e IFNbetal 
Oncostatina M 

Tabla 2: Citocinas con actividad inmunomodulatoria 
producidas por los Macrófagos (Tomada de referencias 31 1 32) 

En cuanto a la función defensiva de las células NK, éstas 

poseen la capacidad de unirse a microorganismos extraños y 

lisarlos mediante la liberación de gránulos que contienen 

proteínas capaces de formar orificios en la membrana de la célula 

agresora, estas proteínas incluyen a las perforinas, serin-

esterasas y proteoglicanos condroitin-sulfato (33,34). 

Finalmente, la acción citostática de macrófagos, granulocitos 

y células NK se efectúa mediante la secreción de citocinas que 
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interfieren con la actividad normal de las células extrañas, tal 

grupo de moléculas incluye al Interferón gamma (IFNgammal y el 

Factor de necrosis tumoral (TNF, del inglés Tumor Necrosis 

Factor) (31,35). 

cuando agentes patógenos han logrado penetrar la barrera 

defensiva opuesta por los mecanismo de inmunidad natural, se 

ponen en marcha los componentes inmunes adaptativos. 

INMUNIDAD ADAPTATIVA. 

La inmunidad adaptativa se establece a través de la acción 

combinada de varias poblaciones celulares que cooperan entre si 

para reconocer y eliminar especif icamente a Ags o células 

extrañas, manteniendo la capacidad defensiva especifica mucho 

tiempo después de que el rechazo antigénico ha terminado (Memoria 

inmunológica). La inmunidad especifica corre a cargo de células 

conocidas como Linfocitos T y Linfocitos B (36,37). 

En la sangre estos linfocitos son, después de los granulocitos, 

las células blancas más numerosas, representando del 20 al 45 % 

del total de los leucocitos. Un microlitro de sangre humana 

contiene aproximadamente 2 500 linfocitos y en el adulto humano 

existen aproximadamente 1012 linfocitos. La proporción existente 

entre células T y B en sangre corresponde de 55 a 75 % para los 

linfocitos T y de 15 a 30 % para los linfocitos B, observandose 

variadas distribuciones en diferentes órganos linfoides [Tabla 3) 

(38,39) 



% DE LINFOCITOS 

ORGANO T B .. 

TIMO >99 < 0.5 

NODULO LINFOIDE 75 25 

BAZO 50 50 

SANGRE 55-75 15-30 

MEDULA OSEA 7 >75 

Tabla 3. Distribución de los linfocitos T y B en 
diferentes órganos linfoides (Tomada de referencia 38) 
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La capacidad que tiene el organismo para defenderse 

especificamente, de virtualmente cualquier antigeno, se debe a la 

presencia de un enorme número de diferentes clones de linfocitos 

T y B que poseen receptores especificos para diferentes 

antigenos. En consecuencia, los linfocitos son una población 

altamente heterogénea que no sólo difiere en el tipo de receptor 

que presentan, sino también en sus propiedades funcionales (38). 

LINFOCITO B. 

Los linfocitos B son las células encargadas de establecer la 

respuesta inmune humoral especifica mediante la secreción de 

moléculas conocidas como Inmunoglobulinas (Igs), las cuales 

poseen actividad de anticuerpo al tener la capacidad de unirse 

especificamente a los Ags que provocaron su sintesis (13). 

La maduración de las células B se efectúa en la médula ósea, y 

cuando salen a la circulación sanguinea lo hacen presentando 
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receptores antigeno-especificos, los cuales al establecer 

contacto con el antígeno correspondiente, se ven inducidos a 

diferenciarse a células plasmáticas capaces de sintetizar una 

gran cantidad de inrnunoglobulinas (12,36). 

Las inrnunoglobulinas están constituidas por cuatro cadenas de 

naturaleza proteica, dos cadenas ligeras de 24 kD (L, del inglés 

light) y dos cadenas pesadas de 55 a 70 kD (H, del inglés heavy) 

(16). Cada una de las cadenas L se unen, mediante enlaces 

disulfuro con una cadena H por su extremo amino terminal. Las 

cadenas pesadas también se unen entre si por medio de enlaces 

disulfuro, denominándose a esta región de unión corno "región de 

bisagra" (14,40). 

La estructura tridimensional de la molécula de inrnunoglobulina 

asemeja una "Y" [Figura 2 J en la que se pueden distinguir dos 

regiones: una de ellas, caracterizada por su gran variabilidad, 

permite la unión al antígeno (Región Fab, del inglés fraction 

antigen binding); y la segunda, se distingue por tener una 

secuencia de aminoácidos relativamente constante (Región Fe, 

Fracción cristalizable) que permite la unión del anticuerpo a 

receptores para la porción Fe (RFc) presentes en células inmunes 

(39) • 

Las inrnunoglobulinas funcionan corno opsoninas (al recubrir el 

material extraño) uniéndose al Ag por su porción Fab y a la 

célula fagocitica o NK mediante su región Fe con receptores 

especificas para ésta, favoreciendo asi la eliminación del 

antígeno mediante un mecanismo conocido corno citotoxicidad 

celular dependiente de anticuerpo (CCDA) (41). 



EXTREMO 
H AMINO-TERMINAL H 

L .--- ----. 

/ 
EXTREMO 

CARBOXILO·TERMINAL 

REGION DE 
BISAGRA 

Fe 

L 

FIGURA 2: Estructura básica de las inmunoglobulinas (Basada 
en referencia 14) 

LINFOCITO T. 
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Los linfocitos T son células que se originan en la médula ósea 

y que en estadios tempranos del desarrollo embrionario viajan al 

timo, en donde se diferencian para posteriormente ser liberados 

al torrente sanguineo (42,43). 

Todos los linfocitos T se caracterizan por tener receptores de 

membrana antigeno-especificos asociados a un complejo molecular 
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conocido como CD3 (del inglés cluster of diferentiation). La 

especificidad 

gracias a la 

del receptor de la célula T (RCT) 

elevada variabilidad que tienen 

es adquirida 

los genes que 

codifican para este receptor, y a la existencia de un proceso de 

selección clona! que se establece en el timo y que permite 

capacitar al linfocito para que no reconozca como extrañas a 

moléculas propias del organismo (44,45). 

Si bien, morfológicamente los linfocitos T constituyen una 

población homogénea, fenotípica y funcionalmente se ha demostrado 

la existencia de varias subpoblaciones de estos linfocitos entre 

las cuales destacan las células T auxiliares (Ta) y células T 

eitotóxieas (Te). 

Los linfocitos Ta poseen marcadores de membrana CD4 asociados 

con moléculas del CMH-II. su función consiste en cooperar con 

otras células inmunes mediante la secreción de diversas citocinas 

que pueden amplificar la acción defensiva contra algún Ag 

(46,47). De entre las citocinas secretadas por estas células 

destaca la Interleueina-2 (IL-2), la cual interactúa con 

receptores específicos presentes en la membrana de todos los 

linfocitos T (y en algunos otros tipos celulares) , regulando su 

proliferación celular (48,49). 

Por su parte, los linfocitos Te poseen marcadores de 

membrana CDB asociados con moléculas del CMH-I. su función es la 

de lisar células extrañas que presentan Ags de membrana mediante 

la liberación de perforinas, o bien mediante la inducción de un 

proceso conocido como Apoptosis o muerte celular programada 

(50,51,52). 
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Para que un linfocito T sea activado especificamente, es 

indispensable la unión de un Ag con su RCT. El producto de esta 

interacción es la transmisión de señales al núcleo del linfocito, 

para desencadenar, a su vez, la expresión de receptores para 

IL-2, la secreción de linfocinas, y la capacidad de generar la 

actividad litica de los linfocitos Te (53,54,55,56,57). 

Existe evidencias que muestra que la transmisión de señales 

producto de la estimulación del RCT es mediada por el complejo 

CD3, observándose que la participación de este grupo de moléculas 

es de suma importancia para la función efectora de los linfocitos 

T (6,58) 

EL COMPLEJO MOLECULAR RCT-CD3. 

Como ya se mencionó con anterioridad, los linfocitos T son 

capaces de reconocer Ags mediante la interacción de éstos con el 

receptor RCT. 

El RCT está formado por dos cadenas polipeptidicas denominadas 

alfa y beta que se encuentran 

disulfuro (59,60,61). 

unidas entre si por puentes 

La caracterización bioquimica de estas cadenas ha demostrado 

que la cadena alfa es una glicoproteina ácida de 40 a 50 kD, 

mientras que la cadena beta es una glicoproteina básica y pesa de 

40 a 45 kD. Ambas cadenas se anclan a la membrana del linfocito T 

por su extremo 

transmembranales 

carboxilo terminal, 

cargadas positivamente y 

presentando regiones 

encontrándose en el 

extremo amino terminal los sitios de unión al antígeno (16,38). 

La mayor parte de las cadenas alfa y beta se encuentran 
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extracelularmente y ambas cadenas tienen un dominio intracelular 

pequefio (cinco aminoácidos) que carece de sitios de fosforilación 

[Figura 3] (62 1 63). 

EXTRA CELULAR 

RCT RCT 

INTRACEWLAR 

Figura 3: Modelo del receptor de la célula T (Tomado de 
referencia 65) 

El receptor antigénico del linfocito T es capaz de reconocer 

antigenos únicamente cuando éstos se encuentran asociados a 

moléculas del CMH, y una vez establecida esta interacción, se 

promueve la activación del CD3 {64). 
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El complejo CD3 se encuentra acoplado fisicamente al RCT y 

está formado por cinco tipos de proteinas integrales de membrana 

asociadas entre si y con el heterodimero RCT de forma 

no-covalente (61). Las cadenas que forman al CD3 se denominan 

gamma, del ta, epsilon, dzeta y nu; las dos primeras tienen una 

naturaleza glicoprotéica , mientras que las restantes carecen de 

azúcares; siendo la única caracteristica común a todas las 

cadenas, la presencia de cargas eléctricas negativas en la región 

transmembranal de cada proteina (65,66). 

Las cadenas gamma, delta y epsilon se encuentran en forma 

monomérica, y las cadenas dzeta y nu tienen la capacidad de 

formar homodimeros (dzeta-dzeta y nu-nu) y heterodimeros (dzeta

nu) con múltiples sitios de fosforilación de tirosina en su 

extremo citoplasmático (67,68,69). 

Las cadenas dzeta y nu tienen dominios citoplasmáticos muy 

grandes, a los cuales se le ha asociado un papel funcional en la 

transmisión de señales al núcleo (70) [Figura 3] • 

El CD3 presenta al menos tres estequiometrias (70): 

gamma, delta, epsilon y dzeta-dzeta, 

gamma, delta, epsilon y nu-nu, y 

gamma, delta, epsilon y dzeta-nu. 

Se tienen evidencias de que el complejo RCT-CD3, se forma 

mediante la atracción electrostática que existe entre las cargas 

positivas de las cadenas del RCT con las cargas negativas del CD3 

(65). 

Cuando el RCT se une a un Ag, rápidamente ocurre la 

liberación de calcio intracelular y la activación de proteinas 
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cinasas e (71,72,73,74) y otros segundos mensajeros que promueven 

la sintesis de IL-2, la expresión de receptores para IL-2 

(65,75) y la sintesis y liberación de perforinas (76,77). 

INTERLEUCINA DOS (IL-2) • 

La IL-2 fue originalmente descubierta por la actividad que 

presentaban sobrenadantes de cultivo de leucocitos de sangre 

periférica (LSP) humanos (estimulados con lectinas o antigenos), 

al estimular el crecimiento de timocitos y linfocitos T (78) . 

La caracterización molecular de la IL-2 humana ha mostrado que 

la proteina mitogénica se origina de un precursor de 153 

aminoácidos, el cual pierde 20 aminoácidos durante su maduración 

para dar lugar a una proteina glicosilada de 133 aminoácidos 

(79,80). 

El peso molecular de IL-2, dependiendo de su estado de 

glicosilación, varia de 14 a 22 kD. No obstante se ha demostrado 

que la presencia de azúcares en la molécula, no es necesaria para 

su actividad mitogénica. Mientras que el rompimiento del enlace 

disulfuro entre el aminoácido 58 y 105 conduce a la inhibición de 

su actividad biológica (81,82). 

La IL-2 ejerce su efecto mitogénico mediante su unión con 

receptores especificas de membrana. El receptor para IL-2 (RIL-2) 

está constituido por dos subunidades, una de 55 kD conocida como 

alfa y una de 70 a 75 kD denominada beta (58,83,84). La formación 

de un receptor de alta afinidad se establece mediante la unión no 

covalente entre ambas subunidades, sin embargo la subunidad alfa 
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puede unir a la IL-2 con baja afinidad, mientras que la cadena 

beta puede unir a la molécula con una afinidad intermedia (78). 

La IL-2 al parecer no tiene actividad especie-especifica y su 

rango de acción abarca a una limitada variedad de tipos 

celulares, de entre los que se encuentran los linfocitos T y B, 

Macrófagos, células NK, células oligodendrogliales y algunas 

células epiteliales (48,78). La actividad biológica de la IL-2 

sobre estos tipos celulares se resumen en la Figura 4. 
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Figura 4: Actividad biológica de la IL-2 (Basada en 
referencia 78) 
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CANCER CERVICO-UTERINO. 

En nuestro país, el cáncer cérvico-uterino (CaCu) ocupa el 

primer lugar de incidencia de entre las enfermedades neoplásicas 

femeninas (85). 

El cacu es un padecimiento ginecológico asociado con una 

etiologia multivariada, encontrandose que mujeres con relaciones 

sexuales a temprana edad, gran número de parejas sexuales, 

tabaquismo, habitas higiénicos y alimenticios deficientes, 

constituyen sujetos de alto riesgo (86) . 

Recientes investigaciones han demostrado que la acción de los 

Papillomavirus humanos tipo 16 y 18 (PVH-16 y PVH-18) son una de 

las principales causas de aparición del cacu (87,88). Esta 

conclusión se ha visto apoyada por una serie de estudios que han 

demostrado la presencia de estos virus en 50 a 90 % de los 

casos, destacando que el PVH-16 es más frecuente que el PVH-18 

en una proporción de 3:1 (89), además de que se ha comprobado que 

la infección por estos virus dá como resultado la proliferación 

de células epiteliales (90). 

Existen investigaciones que establecen que la integración del 

ADN viral al genoma de la célula huésped juega un importante 

papel en la progresión y mantenimiento de las caracteristicas 

celulares malignas, y que esta integración puede afectar la 

expresión de ciertos genes que codifican para proteinas de 

membrana con o sin propiedades antigénicas (87,91). 

La información hasta ahora expuesta nos lleva a pensar que el 

cacu puede ser tratado con técnicas Inmunoterapéuticas, debido a 
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que su asociación con una etiolgia viral puede desencadenar la 

aparición de Ags de membrana en las células infectadas con PVH. 

Esto pone de manifiesto la importancia de llevar a cabo 

estudios en los que se promueva la proliferación de linfocitos T 

ci totóxicos especificos hacia células de cacu, para que en un 

futuro el empleo de estas células activadas in vitro, sea una 

alternativa real en el tratamiento de las enfermas de cacu. 

LA INMUNOTERAPIA. 

La terapia biológica del cáncer o inmunoterapia se refiere al 

empleo de las cualidades que posee el sistema inmune de reconocer 

y eliminar especificamente a células tumorales, ésta surge de la 

necesidad de eliminar a un tumor del huésped causando un minimo 

de efectos secundarios (57,92). 

A partir de la década de los 70's se han desarrollado varias 

estrategias para la activación in vitro de células inmunes, con 

la finalidad de que al ser devueltas al paciente, eliminen 

especificamente al tumor (41,93). 

proliferación de 

lectinas (como la 

Los primeros ensayos para inducir la 

leucocitos se basaron en la propiedad de las 

Fitohemaglutinina y Concanavalina A) para activar linfocitos. 

Posteriormente el descubrimiento de citocinas y su producción a 

gran escala por técnicas de biologia molecular, permitieron el 

uso de estas moléculas para la activación de células linfoides 

(93). 

Otros agentes activadores de la proliferación de linfocitos 

han sido anticuerpos dirigidos contra receptores especificos de 
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éstas células, particularmente dirigidos contra el CD3. El 

anti-CD3 se ha usado especialmente cuando la cantidad de 

linfocitos disponibles para la activación es muy pequeña. Esta 

estrategia ha sido adecuada para activar la proliferación de 

linfocitos infiltrantes de tumor (TIL; del inglés tumor 

infiltrating lymphocytes) (94,95). 

En cuanto al uso de anti-CD3 in vivo, se ha observado que la 

inyección de anti-CD3 a ratones induce en sus leucocitos 

actividad citolitica sobre células tumorales, y la producción de 

citocinas (5,96,97). 

Por otra parte, existen una gran cantidad de publicaciones que 

demuestran que IL-2 sola y en combinación con anti-CD3 soluble o 

unido al plastico, favorece fuertemente la proliferación de 

linfocitos, aunque cabe mencionar que tambien se ha encontrado 

que tal combinación inhibe la proliferación de células linfoides 

(98). 

A pesar de que existen resultados alentadores en la 

estimulación de linfocitos T con anti-CD3, aún no se han 

optimizado las condiciones para su uso inmunoterapéutico. En 

consecuencia, el presente trabajo se realizó con la finalidad de 

estudiar el efecto que ejerce el anti-CD3 soluble y unido a 

leucocitos adherentes, sobre la proliferación de linfocitos T de 

pacientes con cáncer cérvico-uterino 

recombinante humana (IL-2rh). 

inducida con IL-2 
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HIPOTESIS 

Se sabe que los monoci to-macrófagos, pertenecientes a la 

fracción adherente in vitro de las células mononucleadas de 

sangre periférica, participan en la activación de linfocitos T 

a través de la presentación de antigenos y de la secreción de 

monocinas, y que la presencia de IL-2 en este proceso es 

importante para inducir la proliferación de linfocitos T. 

Asimismo, se sabe que 

el complejo molecular 

linfocitos T. 

anticuerpos monoclonales dirigidos contra 

CD3 (anti-CD3) pueden activar a los 

En consecuencia se espera que la activación a la 

proliferación de linfocitos T mediante IL-2 se vea potenciada 

por anti-CD3, especialmente cuando éste se encuentre presentado 

por monocitos. 
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OBJETIVO GENERAL 

Estudiar el efecto del anticuerpo anti-CD3 soluble y unido a 

monocitos sobre la proliferación de linfocitos T de pacientes 

con cáncer cérvico-uterino, en presencia y ausencia de 

Interleucina 2 recombinante humana (IL-2rh) . 

OBJETIVOS PARTICULARES 

l. Establecer el efecto de diferentes concentraciones de 

anti-CD3 soluble sobre la proliferación de linfocitos T. 

2. Establecer el efecto de la combinación del mitógeno IL-2rh 

con diferentes concentraciones de anti-CD3 soluble, sobre la 

proliferación de linfocitos T. 

3. Determinar el efecto de la concentración de anti-CD3 unido 

a monocitos sobre la proliferación de linfocitos T. 

4. Determinar el efecto de la combinación de IL-2rh y diferentes 

concentraciones de anti-CD3 unido a monocitos, sobre la 

proliferación de linfocitos T. 

5. Determinar si el medio condicionado (MC) por monocitos 

estimulados con anti-CD3 induce la proliferación de linfocitos T. 

6. Determinar el efecto atribuible únicamente al anti-CD3 unido 

a monocitos sobre la proliferación de linfocitos T. 



MATERIAL Y METODO 

1.- OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS. 

A. OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS. 
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Un volumen de 20 ml de sangre periférica fue extraido de 

pacientes con cáncer cérvico-uterino mediante una jeringa tratada 

con 0.1 ml del anticoagulante Heparina {Rickercab/NC B, U.S.A) a 

1000 U. I/ml. 

B. SEPARACION DEL PLASMA DE LA MUESTRA SANGUINEA. 

La muestra de sangre fue centrifugada a 400 gravedades (G) 

durante 10 min, al término de este tiempo, el plasma fue separado 

del paquete celular con una pipeta y colocado en un tubo de 

vidrio al que se le adicionó 0.1 ml de Clorhidrato de Protamina 

(Rickercab/NC B, U.S.A) a una concentración de 1000 U.I/ml, la 

cual inactivó a la Heparina y permitió la formación de un coágulo 

que fue removido, quedando de esta manera el suero libre. 

C, DESACTIVACION DEL COMPLEMENTO SERICO. 

Se llevó a cabo colocando el suero en un baño de agua a 56 ºC 

durante 30 min, con el fin de desnaturalizar las proteinas del 

complemento y de alto peso molecular que pudieran afectar la 

proliferación de células en cultivo. 
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D. OBTENCION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA (LSP). 

El paquete celular, una vez separado del plasma, se lavó con 

10 ml de medio RPMI-1640 (del inglés Roswell Park Memorial 

Institute), (Sigma Chemical Co; U.S.A., Apéndice 1) y se 

centrifugó a 400 G durante 10 min, para posteriormente desechar 

el sobrenadante. A continuación se adicionó RPMI hasta que se 

obtuvo un volumen final de 20 ml de suspensión sanguinea. 

La mezcla asi obtenida fue vertida muy lentamente, haciéndola 

resbalar por las paredes, en cuatro tubos de vidrio que contenian 

2 ml de Histopaque-1077 (Sigma Chemical Co; U.S.A., 

densidad 1. 077 g/ml) , y se procedió a centrifugarlos a 400 G 

durante 30 min. La interfase de color blanco y formada por 

leucocitos de sangre periférica (LSP) fue separada cuidadosamente 

con una pipeta y trasladada a tubos que contenian 5 ml de RPMI. 

Posteriormente se centrifugó a 300 G por 5 min y el botón 

celular se resuspendió en 5 ml de RPMI-1640 suplementado con 10 % 

de suero autólogo (MCC, medio de cultivo completo). 

E. OBTENCION DE LEUCOCITOS NO ADHERENTES AL PLASTICO (LNA). 

Un número de 500 000 LSP fue resuspendido en 200 µl de MCC y 

colocado en placas de microcultivo de 96 pozos (Nunclon, 

Dinamarca) para su incubación durante 1 hr a 37 ºC. Transcurrido 

este tiempo, los LNA fueron recuperados removiendo el 

sobrenadante. Las células que quedaron adheridas al fondo del 

pozo, leucocitos adherentes (LA), fueron lavadas dos veces con 

RPMI para su uso posterior. 
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F. CONDICIONES DE CULTIVO. 

Los cultivos celulares contenidos en placas de microcultivo 

fueron mantenidos en una incubadora (Form scientif ic, Division of 

Mallincrodt, Inc, U.S.A) con una temperatura de 37 ºC y una 

atmósfera al 5 % de co2 y humedad saturante. 

Las condiciones de trabajo en todos los experimentos 

requirieron de esterilidad. 

2.- IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LNA Y DE LA AL INICIAR Y AL 
FINALIZAR LOS EXPERIMENTOS. 

Una muestra de LNA fue colocada sobre un portaobjetos y 

centrifugada durante 5 min a 10 000 G. Posteriormente, las 

células centrifugadas fueron fijadas con metanol y teñidas con 

una solución de Giemsa (1: 10 en agua bidestilada, Apéndice 2) 

durante 30 min. Al término de este tiempo se lavó el exceso de 

colorante, se dejó secar la preparación y finalmente se evaluaron 

las proporciones de las poblaciones leucocitarias presentes en 

tres campos escogidos al azar. Los resultados se expresaron como 

el promedio de los porcentajes obtenidos para cada tipo celular. 

En cuanto a los leucocitos adheridos al plástico, se tomó una 

caja de cultivo conteniendo a estas células y se siguió el mismo 

procedimiento que para los LNA. 
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3.- ACTIVACION DE LINFOCITOS CON anti-CD3 EN PRESENCIA y AUSENCIA 
DE INTERLEUCINA DOS RCOMBINANTE HUMANA (IL-2rh). 

A. ACTIVACION DE LINFOCITOS CON anti-CD3 SOLUBLE. 

El anticuerpo monoclonal humano anti-CD3 (Dako A/S, Dinamarca, 

clon T3-4B5 dirigido a la cadena epsilon) fue preparado a las 

concentraciones de o.os, 0.1, 2.5 y 5 µg/ml en MCC. Para llevar a 

cabo la estimulación de linfocitos con anti-CD3 soluble, 150 000 

células fueron cultivadas en 200 µl de cada una de las 

soluciones de anticuerpo preparadas. En los experimentos donde 

se empleó Interleucina-2 recombinante humana (IL-2rh, Cetus Co; 

U.S.A) con o sin anticuerpo, se adicionó para ajustarla a una 

concentración final de 1000 U.I/ml. 

Los linfocitos fueron cultivados con anti-CD3 en presencia y 

ausencia de IL-2rh durante 7 dias, después de este tiempo se 

evaluó la proliferación obtenida mediante conteos bajo un 

microscopio óptico haciendo uso de azúl tripano (para distinguir 

células vivas de muertas) (Apéndice 3) y hemocitómetro (American 

Optical, u.s.A). 

B. ACTIVACION DE LINFOCITOS CON anti-CD3 UNIDO A MONOCITOS. 

- UNION DE anti-CD3 A MONOCITOS. 

Un número aproximado de 100 ooo monocitos fueron cultivados 

durante 30 minutos con 100 µl de cada una de las soluciones de 

anticuerpo previamente preparadas. Transcurrido este tiempo, el 

sobrenadante de cultivo fue removido y los linfocitos fueron 

lavados dos veces con 200 µl de RPMI. 
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- ACTIVACION DE LINFOCITOS CON anti-CD3 UNIDO A MONOCITOS. 

Aproximadamente 150 ooo LNA resuspendidos en 200 µl de MCC 

fuerón ca-cultivados con 100 ooo LA previamente tratados con las 

diferentes soluciones de anti-CD3 durante un periodo de 7 días. 

Al término de este tiempo se evaluó la proliferación celular 

obtenida. 

4.- ACTIVIDAD PROLIFERATIVA DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS POR 
MONOCITOS ESTIMULADOS CON anti-CD3. 

A. OBTENCION DE MEDIO CONDICIONADO POR MONOCITOS. 

La colecta del medio condicionado (MC) se realizó a partir 

de cultivos de 100 ooo monocitos (previamente estimulados con 2.5 

µg/ml de anti-CD3) en MCC durante 5 días. En seguida el MC se 

centrifugó a 400 G durante 5 min para eliminar a las células en 

suspensión. 

B. ENSAYO DE MEDIOS CONDICIONADOS. 

Para evaluar el efecto de los medios condicionados sobre la 

proliferación de linfocitos, se cultivaron 200 ooo células con 

MCC suplementado al 40% con MC durante 7 días. Una vez 

transcurrido este tiempo se evaluó la proliferación celular. 

¡ 
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1 
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s.- ACTIVACION DE LINFOCITOS CON anti-CD3 UNIDO A MONOCITOS 
(M~-anti-CD3)FIJADOS CON GLUTARALDEHIDO. 

A. FIJACION DE MONOCITOS CON GLUTARALDEHIDO. 

La fijación de monocitos previamente tratados con anti-CD3, se 

realizó mediante la adición de 100 µl de solución de 

Glutaraldehido al 0.1 % en solución amortiguadora de fosfatos 

(SAF, Apéndice 4), manteniéndose en estas condiciones durante 30 

min a temperatura ambiente. Al término de este tiempo, se removió 

el sobrenadante y las células asi fijadas fueron lavadas dos 

veces con RPMI para su posterior cultivo con linfocitos. 

B. ACTIVACION DE LINFOCITOS. 

Los M~-anti-CD3 fijados con glutaraldehido fueron utilizados 

como sustratos en los cultivos destinados para la activación de 

linfocitos. En estos experimentos la participación de las 

diferentes variables involucradas en el sistema implementado se 

evaluaron haciendo uso de las siguientes condiciones de cultivo: 

a) Efecto de la IL-2rh en el sistema. 

Se cultivaron 200 ooo linfocitos con 100 ooo monocitos (sin 

tratamiento con anti-CD3) en presencia de IL-2rh (LAK, leucocitos 

activados por citocinas para matar, del inglés lymphokine-

activated killer), asi como con su contraparte constituida por 

linfocitos ca-cultivados con monocitos previamente fijados con 

glutaraldehido en presencia de IL-2rh (LAK'). 
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b) Efecto del anti-CD3 en el sistema. 

Doscientos mil linfocitos se ca-cultivaron con 100 000 

monoci tos (tratados previamente con anti-CD3) en ausencia de 

IL-2rh (CD3), asi como su contraparte formado por linfocitos 

cultivados con M~-anti-CD3 y fijados con glutaraldehido (CD3'). 

c) Efecto combinado de IL-2rh y anti-CD3 en el sistema. 

Se cultivaron 200 ooo linfocitos con 100 ooo monocitos 

tratados con anti-CD3 y en presencia de IL-2rh (CTRL+); y su 

contraparte en la que los M~-anti-CD3 fueron fijados con 

glutaraldehido (CTRL+'). 

d) Control negativo. 

Fue constituido por 200 000 linfocitos ca-cultivados con 

100 000 monocitos en ausencia de a·nti-CD3 y de IL-2rh. 

6.- ANALISIS ESTADISTICO. 

Todos los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de 

varianza (ANDEVA, Apéndice 5), con el fin de contrastar las 

diferencias entre las medias de cada una de las poblaciones 

celulares sometidas a los distintos tratamientos. Cuando los 

resultados de este análisis demostraron la existencia de 

diferencias significativas a una p < 0.01, se procedió a 

efectuar una prueba de Diferencia Significativa Mínima (DSM) de 

Fisher para conocer entre que · tratamientos hubo diferencia 

estadística (Apéndice 6). 
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7.- VARIOS. 

Todos los experimentos se realizaron por duplicado y un minimo 

de dos veces. 

Los resultados fueron expresados como la media de los valores 

obtenidos y graficados con su respectiva desviación estandar. 
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RESULTADOS 

MORFOLOGIA DE LOS LEUCOCITOS ADHERENTES (LA) Y NO ADHERENTES 
(LNA) DE SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES CON CANCER CERVICO
UTERINO (CaCu). 

Con la finalidad de analizar la morfologia celular de los LA y 

de LNA al plástico, se hicieron preparaciones de las células 

usadas al inicio y al término de cuatro experimentos, y se 

evaluaron los porcentajes de cada una de las poblaciones 

presentes. 

Los LA al inicio de los experimentos estuvieron enriquecidos 

en un 72 a 78 % con células monociticas, asimismo la proporción 

de células con morfologia linfoide varió desde 7 hasta 22 %, y la 

de granulocitos de 6 a 16 % [Tabla 4]. 

PACIENTE % DE LA AL INICIO DEL EXPERIMENTO 

LINFOCITOS MONOCITOS GRANULOCITOS 

1 7 77 16 

2 8 78 14 

3 22 72 6 

4 11 73 16 

Tabla 4. Morfología de los Leucocitos Adherentes al inicio 
del experimento. 
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En cuanto al análisis morfológico de los LNA al inicio del 

experimento, se encontró que la mayoría de las células 

presentaron una morfología linfoide (del 60 al 85 % del total de 

LNA), alrededor del 5 % se observó con morfología monocítica, y 

del 10 al 35 % presentó apariencia granulocítica [Tabla SJ. 

PACIENTE % DE LNA AL INICIO DEL EXPERIMENTO 

LINFOCITOS MONOCITOS GRANULOCITOS 

1 77 5 18 

2 60 5 35 

3 83 6 11 

4 86 4 10 

Tabla s. Morfología de los Leucocitos No Adherentes al 
inicio del experimento. 

En la evaluación morfológica de los LA al finalizar los 

experimentos, se encontró que en todos los casos la proporción 

de células con morfología monocítica fue del 100 %. 

Finalmente, al evaluar el tipo de LNA obtenido al termino de 

los experimentos, se encontró que la gran mayoría de células 

presentó una morfología linfoide, siendo en todos los casos los 

porcentajes superiores al 90 % del total de la población, 

mientras que los porcentajes de monocitos y granulocitos se 

encontraron alrededor del 2 y 7 % respectivamente [Tabla GJ. 
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PACIENTE· % DE LNA AL FINALIZAR EL EXPERIMENTO 

LINFOCITOS MONOCITOS GRANULOCITOS 

1 95 5 

2 90 10 

3 91 2 7 

4 92 3 5 

Tabla 6. Morfología de los Leucocitos No Adherentes al 
finalizar el experimento. 

Cabe destacar que los porcentajes de LNA antes y después de 

los experimentos variaron considerablemente, observándose en 

todos ellos un incremento neto de la proporción de células con 

morfologia linfoide: para la paciente 1 el aumento fue del 77 al 

95 %; para la paciente 2 el incremento fue del 60 al 90 %¡ en la 

paciente 3 se encontró un aumento de 83 a 91 %; y finalmente para 

la paciente 4 se encontró un ascenso del 86 al 92 % de células 

con morfologia linfoide. 

Mencionaremos por último que las células con morfologia 

monocitica y granulocitica de las poblaciones de LNA, 

disminuyeron pronunciadamente, encontrándose porcentajes 

inferiores al 10 % en todos los casos. 

Con base a los resultados obtenidos, se asumio nombrar en los 

subsecuentes experimentos a la población de LA como monocitos, y 

a la población de LNA como linfocitos. 
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EFECTO DEL anti-CD3 USADO EN FORMA SOLUBLE, 
PROLIFERACION DE LINFOCITOS DE PACIENTES CON cacu. 

SOBRE LA 

Para establecer si el anti-CD3 usado en forma soluble era 

capaz de estimular la proliferación de linfocitos de pacientes 

con ca cu, se hicieron cultivos en presencia de anti-CD3 a las 

concentraciones de 0.05, 0.1, 2.5, y 5.0 µg/ml. Se usaron como 

control negativo (CTRL-) linfocitos cultivados en ausencia de 

anticuerpo y de IL-2rh, y como control positivo (CTRL+) 

linfocitos cultivados en presencia de IL-2rh a una concentración 

de 1000 U. I/ml. 

En dos experimentos, se encontró que el número de linfocitos 

en el CTRL- fue similar al número de células cultivadas 

inicialmente ( 150 ooo) , mientras que en el CTRL+ se obtuvo una 

proliferación de 50 % más que en el CTRL- [Gráficas l-A y l-BJ. En 

general, el anti-CD3 usado de forma soluble, no favoreció la 

proliferación de linfocitos en las concentraciones utilizadas, 

encontrándose valores estadisticamente similares al control 

negativo (P < 0.01; 12 g.l; ANDEVA). 
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EFECTO DE LA COMBINACION DE anti-CD3 SOLUBLE E IL-2rh EN LA 
PROLIFERACION DE LINFOCITOS DE PACIENTES CON cacu. 

Con la finalidad de evaluar el efecto combinado de anti-CD3 

soluble y de IL-2rh sobre la proliferación de linfocitos, estas 

células se cultivaron en presencia de 1000 U.I/ml de IL-2rh y del 

anticuerpo a las concentraciones ya mencionadas. El CTRL-

consistió de linfocitos en ausencia de inductores, y el CTRL+ de 

linfocitos cultivados en presencia de IL-2rh. 

En la realización de dos experimentos, se observó que los 

CTRL+ presentaron una proliferación de 50 % más.que los CTRL-. 

Cuando se evaluó el efecto combinado de IL-2rh y del anti-CD3 

soluble se observó, en contra de lo esperado, que la presencia 

del anticuerpo inhibió de manera dosis-dependiente la 

proliferación de linfocitos inducida por IL-2rh, encontrándose a 

las dosis mayores valores similares al CTRL- (p < 0.01, 13 g.l, 

ANDEVA) (Gráficas 2-A y 2-B]. 
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PROLIFERACION DE LINFOCITOS DE PACIENTES CON cacu EN PRESENCIA 
DE anti-CD3 UNIDO A MONOCITOS. 

con la finalidad de establecer .la función de anti-CD3 (unido a 

monoci tos) en la proliferación de linfocitos, se co-cul ti varen 

linfocitos en presencia de monocitos previamente tratados con 

anti-CD3. El CTRL- consistió de linfocitos cultivados en 

presencia de monocitos sin tratamiento previo con anti-CD3¡ y el 

CTRL+ de linfocitos ce-cultivados en estas mismas condiciones 

pero en presencia de IL-2rh. 

En dos experimentos se obtuvo que los CTRL+ proliferaron del 

70 al 90 % más que los CTRL- [Gráficas 3-A y 3-BJ. Por otra parte, 

en ambos casos al utilizar monocitos tratados a bajas 

concentraciones de anti-CD3 (0.05 y 0.1 µg/ml), la proliferación 

fue significativamente similar al CTRL- (p < 0.01; 18 g.l; 

ANDEVA). Mientras que, al emplear altas concentraciones de 

anticuerpo (2.5 y 5.0 µg/ml) se observó una proliferación 

linfoide similar a la del CTRL+, (p < 0.01; 18 g.l; ANDEVA) 

[Gráficas 3-A y 3-B]. 
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PROLIFERACION DE LINFOCITOS DE PACIENTES CON cacu MEDIANTE LA 
COMBINACION DE IL-2rh y anti-CD3 UNIDO A MONOCITOS. 

La proliferación de linfocitos se evaluó mediante el 

ca-cultivo con monocitos tratados con anti-CD3 en presencia de 

IL-2rh. Los controles empleados fueron linfocitos cultivados con 

monocitos en ausencia de anticuerpo y de IL-2rh (CTRL-), y 

linfocitos cultivados con monocitos sin anticuerpo en presencia 

de IL-2rh (CTRL+). 

Los resultados obtenidos muestran que los linfocitos del CTRL+ 

proliferaron de un 90 a un 60 % más que los del CTRL- [Gráficas 4-

A y 4-BJ. En ambos casos, cuando se usaron monocitos tratados con 

0.05 y 0.1 µg/ml de anti-CD3 se obtuvo una proliferación 

significativamente similar a los del CTRL+ (p < 0.01, g.l. 18, 

ANDEVA), mientras que en los casos en los cuales los monocitos 

fueron tratados con 2. 5 y 5. o µg/ml de anti-CD3, se generó un 

crecimiento poblacional linfoide 2.5 veces superior a los CTRL-

y aproximadamente 50 % superior a los CTRL+ [Gráficas 4-A y 4-BJ. 

Es importante destacar que la eficiencia para generar la 

proliferación de linfocitos fue marcadamente superior cuando se 

uso anti-CD3 adherido a monocitos a las concentraciones de 2.5 y 

5. o µg/ml, y dado que ambas concentraciones favorecieron una 

proliferación similar, se decidio usar la concentración de 

2.5 µg/ml de anti-CD3 adherido a monocitos para continuar 

con los siguientes experimentos. 
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EFECTO DEL MEDIO CONDICIONADO (MC) DE MONOCITOS TRATADOS CON 
anti-CD3 SOBRE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS DE PACIENTES CON 
cacu. 

Como se mostró anteriormente, el anticuerpo anti-CD3 unido a 

monocitos favoreció importantemente la proliferación de los 

linfocitos tanto en presencia como en ausencia de IL-2rh. Dados 

estos resultados, se decidió investigar si las células 

adherentes, despues del tratamiento con anti-CD3, eran capaces de 

activarse y secretar al medio factores con actividad 

proliferativa para los linfocitos. Para ello, se colectó el 

medio condicionado (MC) de cultivos de 5 días de monocitos con 

2.5 µg/ml de anti-CD3, y se procedió a evaluar su efecto en la 

proliferación de linfocitos. En esta ocasión, los controles 

emplados fueron: linfocitos cultivados con monocitos en ausencia 

de factores exógenos (CTRL-); linfocitos cultivados con monocitos 

previamente tratados con 2.5 µg/ml de anti-CD3 y en presencia de 

IL-2rh (CTRL+); y de linfocitos cultivados con monocitos sin 

tratamiento con anticuerpo y en presencia de IL-2rh (LAK). 

En dos experimentos se encontró que el número celular obtenido 

en el CTRL- fue significativamente inferior al mostrado por el 

CTRL+, LAK y MC. Finalmente, la proliferación inducida por el MC 

proveniente de los monocitos previamente activados con anti-CD3 

resultó ser significativamente similar a la del LAK (p < 0.01; 

14 g.l; ANDEVA), [Gráfica 5-A y 5-B]. 
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EFECTO ABSOLUTO DE anti-CD3 SOBRE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS 
DE PACIENTES CON cacu. 

En los experimentos anteriores se mostró que el medio 

condicionado proveniente de monocitos, previamente tratados 

con anti-CD3, posee actividad proliferativa sobre linfocitos. Sin 

embargo, con la finalidad de conocer el efecto atribuible 

exclusivamente a IL-2 y al anticuerpo anti-CD3 unido a monocitos 

en dicha proliferación, se diseñó un ensayo múltiple en el que se 

emple6 glutaraldehido para fijar a los monocitos y evitar con 

ello la secreción de factores al medio. 

En estos experimentos el CTRL- fue constituido por linfocitos 

ce-cultivados con monocitos en ausencia de anti-CD3 y de IL-2rh; 

el CTRL+ consistió de linfocitos ce-cultivados con monocitos 

tratados con anti-CD3 y en presencia de IL-2rh, y su 

contraparte en la que los monocitos con anti-CD3 unido fueron 

fijados con glutaraldehido (CTRL+'). Para analizar el efecto de 

IL-2rh en el sistema, se cultivaron linfocitos con monocitos (sin 

tratamiento con anti-CD3) y en presencia de IL-2rh (LAK), asi 

como con su contraparte constituida por linfocitos ca-cultivados 

con monocitos previamente fijados con glutaraldehido en presencia 

de IL-2rh (LAK'). Finalmente, para analizar el efecto de anti-CD3 

en el sistema, se cultivaron linfocitos con monocitos (tratados 

previamente con anti-CD3) en ausencia de IL-2rh (CD3), asi como 

su contraparte formado por linfocitos cultivados con monocitos 

tratados con anti-CD3 y fijados con glutaraldehido (CD3'). 
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Los resultados obtenidos se presentan en las Gráficas 6-A y 

6-B, en donde se puede observar que el CTRL- fue estadísticamente 

inferior al resto de los controles usados. En las mismas gráficas 

se puede destacar que en donde se emplearon monocitos fijados 

con glutaraldehido la proliferación obtenida en todos los casos 

fue siempre menor a la de su contraparte. En consecuencia, el 

efecto neto de IL-2rh y de anti-CD3 permite la proliferación de 

linfocitos, siendo además muy similar entre ellas (LAK' y CD3') y 

con el CTRL+' . 

Cabe destacar que la presencia de monocitos sin fijar (células 

vivas), incrementa la proliferación de los linfocitos inducida 

por el efecto neto del anti-CD3 y de la IL-2rh (LAK y CD3), 

favoreciendo significativamente la proliferación linfoide 

(p < 0.01, g.l. 27, ANDEVA). 

Es importante hacer notar que en ninguno de los casos se 

obtuvo un efecto proliferativo similar al del CTRL+, lo que pone 

de manifiesto que en la proliferación de los linfocitos inducida 

por anti-CD3 unido a monocitos y en presencia de IL-2, las 

secreciones de los monocitos juegan un papel muy importante en la 

proliferación de linfocitos en nuestro sistema. 
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LAK: LINFOCITOS CO-CULTIVADOS CON MONOCITOS EN PRESENCIA DE /L-2rh(1000 U.l/ml) 
CD3: LINFOCITOS CO-CULTIVADOS CON MONOCITOS PREVIAMENTE TRATADOS 
CON anti-CD3 (2.5 µg/ml) 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

La participación de los linfocitos T en la defensa del 

organismo contra células tumorales y células infectada~ por 

virus, se basa en el reconocimiento de antígenos tumorales de 

membrana presentes en células malignas (98) . Además del 

reconocimiento antigénico se requiere de la participación de 

otros elementos moleculares y celulares que conducen a la 

activación y proliferación de las células T (30) • 

En el estudio de la activación a la proliferación de 

linfocitos T se han usado productos de origen vegetal como 

fitohemoglutinina, citocinas como la IL-2 o la IL-4, y 

anticuerpos monoclonales dirigidos hacia el complejo molecular 

CD3 presente en la membrana citoplásmica de todas las células 

T (93). 

La IL-2 ha sido ampliamente usada en la activación de 

linfocitos T, quedando de manifiesto su importante efecto 

mitogénico sobre estas células (99). 

El uso del anti-CD3 para la proliferación de linfocitos T, 

ha ofrecido resultados interesantes, desde los primeros ensayos 

realizados en la década de los 70's hasta la fecha. Sin embargo, 

a través de este tiempo una gran heterogeneidad de resultados 

han sido obtenidos. Dicha variabilidad ha dependido, entre otras 

cosas: del isotipo de anticuerpo empleado (tipo de IgG) (100); 

de la cadena del complejo CD3 

anticuerpos monoclonales (gamma, 

a la que van 

delta, epsilon, 

dirigidos los 

dzeta y/o nu) 

(101); de la forma en que estos anticuerpos son utilizados para 
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estimular a los linfocitos T (soluble, unido a CPA o unido 

a superficies plásticas) (101, 102); y de la concentración de 

anticuerpo usada. 

Dado que la proliferación de linfocitos T no es un evento 

unifactorial sino que requiere de señales secundarias generadas 

por otras células como son los macrófagos, en el presente estudio 

se investigó el efecto que juega el anticuerpo monoclonal 

anti-CD3 en conjunción con monocitos sobre la proliferación de 

linfocitos T de pacientes con cacu y el efecto adicional de IL-2 

en este proceso. 

Para comenzar el estudio se realizó el análisis morfológico de 

las poblaciones adherentes y no adherentes con las que se 

trabajó, tanto al inicio como al final los experimentos, 

encontrándose que anti-CD3 unido a monocitos, en presencia y 

ausencia de IL-2, favoreció la proliferación de células con 

morfologia linfoide. Estas observaciones se corroboran con datos 

publicados por otros investigadores, mismos que establecen que 

el uso de 

de varias 

anti-CD3 es especifico para favorecer la proliferación 

subpoblaciones de células T (103). En base a los 

resultados obtenidos y considerando que el complejo CD3 solo está 

presenta en linfocitos T, se asumió que el anti-CD3 usado en 

nuestro sistema favoreció exclusivamente la proliferación de 

linfocitos T de pacientes con Cacu. 

Por otra parte, al iniciar propiamente los experimentos con el 

anticuerpo, se evaluó el efecto de anti-CD3 usado de forma 

soluble en la proliferación de linfocitos, esperando encontrar el 

crecimiento poblacional de las células linfoides. Los resultados 
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obetenidos demostrarán que bajo dichas condiciones no se 

favoreció la proliferación de linfocitos aún en presencia de 

IL-2rh. Una explicación a estas observaciones consiste en que la 

adecuada estimulación del complejo RCT-CD3 requiere que su 

ligando se encuentre inmovilizado, de tal forma que se impida la 

internalización del complejo molecular y permita con ello la 

adecuada generación de las señales de transducción, necesarias 

para la síntesis de IL-2 y de la expresión de sus receptores 

(9) , nuestros datos confirman esta idea. 

Por otra parte, existen resultados que establecen que el uso 

de anti-CD3 genera un efecto mitogénico sobre linfocitos T sólo 

si se añade IL-2 exógena al medio (B). Sin embargo, cuando se 

establecieron cultivos de linfocitos con anti-CD3 soluble e 

IL-2rh no se promovió el crecimiento poblacional de los 

linfocitos, y contrario a ello, se demostró que el anti-CD3 usado 

en forma soluble inhibe la proliferación de linfocitos inducida 

por IL-2rh. 

Este fenómeno nos permite sugerir las siguientes hipótesis: 

1.- Que la señalización inducida por el anti-CD3 soluble conduce 

a una ruta de transducción en la que se inhibe la expresión de 

receptores para IL-2, con la consecuente inhabilidad de las 

células para proliferar aún en presencia de esta interleucina. 

2.- Que el empleo de anti-CD3 soluble en combinación con IL-2rh 

induce la proliferación temporal de linfocitos, seguida por la 

activación de los mecanismos involucrados en la muerte celular 

programada (Apoptosis) teniendo como consecuencia una elevada 

mortandad de las células bajo estas condiciones. 
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Este hecho también se basa en que existen experimentos que 

muestran que el uso de anti-CD3 (dirigido a la cadena epsilon) 

sobre hibridomas, células T transformadas y timocitos normales, 

puede desencadenar la muerte celular programada en ellos 

( 104, 105, 106) . 

3. - Que la adecuada proliferación de linfocitos inducida por 

anti-CD3 soluble e IL-2rh requiere de señales adicionales. Esta 

hipótesis se respalda por los datos publicados por Wakasugi 

quien propone que la presencia de monocitos favorece la expresión 

de RIL-2 de alta afinidad en linfocitos {107). 

4.- Que la estimulación del complejo RCT-CD3 a través de anti-CD3 

soluble induce un estado de anergia en los linfocitos usados, aun 

cuando se encuentre presente la IL-2rh. Esta hipótesis encuentra 

apoyo en algunas publicaciones en las que se establece que la 

estimulación de linfocitos T vía el complejo RCT-CD3, requiere de 

la interacción entre el receptor CD28 (presente en linfocitos T) 

y la molécula de membrana llamada B7 (presente en CPA) para 

habilitar la proliferación de los linfocitos T en respuesta a la 

IL-2 (108 1 109). 

5. - La incapacidad mostrada por los linfocitos para proliferar 

bajo estas condiciones no se le atribuyé a la presencia de 

factores inhibidores de la proliferación, ya que previos trabajos 

realizados en nuestro laboratorio demostraron que los sueros de 

las pacientes con cacu carecen de esta actividad inhibidora sobre 

células linfoides (110). Por otra parte, experimentos en los que 

se ensayó anti-CD3 soluble e IL-2rh sobre linfocitos de donadores 
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sanos, mostraron el mismo comportamiento inhibitorio obtenido con 

los linfocitos de pacientes (datos no mostrados). 

De acuerdo a nuestros resultados, se demostró que el empleo 

de anti-CD3 soluble, bajo nuestras condiciones, no induce la 

proliferación de linfocitos de pacientes con Cacu aun en 

presencia de IL-2rh. En consecuencia, se decidió adicionar a este 

sistema monocitos, ya que se esperaba que estas células 

coestimularan la proliferación de linfocitos. 

Los resultados mostraron que con 2.5 y 5.0 µg/ml de anticuerpo 

unido a monocitos es posible generar la proliferación de 

linfocitos de manera similar a como lo hace por si misma la 

IL-2rh exógena. El efecto proliferativo observado bajo nuestras 

condiciones se ajusta al modelo de doble señal para linfocitos T 

propuesto por Bretscher y Cohn (111), en donde se establece que 

la proliferación de una célula T requiere la activación via el 

complejo RCT-CD3 más una segunda señal proveniente de una CPA 

( 111, 112) . De esta manera, es posible pensar que los monoci tos 

colaboran en la inducción a la proliferación de linfocitos T 

formando un enlace monocito-anticuerpo-complejo CD3 (enlace 

cruzado), mismo que impide la internalización del RCT-CD3 y 

favorece con ello la transmisión de señales al núcleo del 

linfocito para promover la expresión de RIL-2 y la síntesis de 

IL-2, misma que actúa de forma autócrina o parácrina sobre la 

población linfoide, y como era de esperarse, la adición de 

IL-2rh exógena a nuestro sistema de cultivo, aumentó 

significativamente la respuesta proliferativa de los linfocitos. 
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Por otra parte, podemos considerar que el anti-CD3 unido a 

monocitos funciona como un "puente de unión" que propicia un 

estrecho contacto intercelular entre monocitos y linfocitos, 

generándose la transmisión de señales (a través de varias 

moléculas de adhesión) que favorecen la proliferación linfoide. 

Estas observaciones ponen de manifiesto el importante papel 

que juegan los monocitos en la inducción a la proliferación de 

linfocitos. Sin embargo, consideramos que este mecanismo de 

activación también involucra la participación de moléculas 

secretadas por los monocitos. Para esclarecer esta situación, se 

diseñaron dos experimentos. En el primero se ensayó el medio 

condicionado por monocitos a los que se les unió anti-CD3 por su 

porción Fe, teniendo como hipótesis que la unión del anticuerpo a 

monocitos conduce a su activación y a la subsecuente secreción de 

citocinas al medio, las cuales en turno promovieran la 

proliferación de los linfocitos. 

Los resultados obtenidos demostraron que el medio condicionado 

por monocitos posee actividad proliferativa sobre linfocitos, y 

que esta actividad es similar a la obtenida cuando los linfocitos 

son estimulados mediante IL-2rh. 

Se ha demostrado que las CPA secretan al medio una gran 

variedad de factores que estimulan la proliferación de linfocitos 

T ( 31, 3 2) , entre estos se encuentra la IL-1 (que se sabe 

sinergiza con IL-2 en la proliferación de células T) (78), IL-4 e 

IL-6 que por si mismas son capaces de inducir la proliferación 

de linfocitos T (112,113,114). 
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De estos experimentos se puede concluir que los monocitos 

activados mediante el uso de anti-CD3, secretan al medio 

citocinas con actividad proliferativa hacia linfocitos. 

El segundo experimento se diseñó con la finalidad de estudiar 

por separado la participación de IL-2rh; anti-CD3 unido a 

monocitos; y del medio condicionado en la proliferación de 

linfocitos. 

En estos experimentos se demostró que cada una de estas 

variables por si mis1nas conducen a la proliferación de linfocitos 

y que la presencia de monocitos viables aumentó 

significativamente el efecto observado. Estos resultados nos 

hacen sugerir que la participación de los monocitos a través de 

la secreción de moléculas al medio es de extrema importancia para 

la activación de linfocitos bajo las condiciones de nuestro 

sistema. 

Por otra parte, hay que considera.r que el efecto proliferativo 

de los linfocitos también es el resultado del flujo de señales 

que los linfocitos proporcionan a los monocitos, mismos que 

responden ante tales estimules modulando su secreción de 

citocinas y en consecuencia la proliferación de los linfocitos. 

De los anteriores experimentos se puede concluir que la 

activación a la proliferación de linfocitos, bajo las condiciones 

empleadas, es el producto de una intrincada comunicación 

bioquimica en donde citocinas y moléculas de membrana participan 

importantemente. 

Teniendo en 

obtenidos como 

mente la posibilidad de usar los resultados 

una estrategia que permita generar células 
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efectoras in vitro con fines inmunoterapéuticos, podernos resaltar 

que mediante el empleo de anti-CD3 unido a monocitos, en ausencia 

de IL-2rh, se promueve la proliferación linfoide de una manera 

similar a como lo hacen las técnicas convencionales para la 

obtención de células LAK (leucocitos activados por citocinas para 

matar), pero teniendo como ventaja que unicamente se promueve la 

proliferación de células T, dado que anti-CD3 reacciona 

exclusivamente sobre linfocitos T, evitando de esta manera la 

proliferación de células NK (mismas que despues de su activación 

in vitro, pueden generar la capasidad de lisar a células 

normales) (115). 

En adición a la propuesta 

combinación de anti-CD3 unido 

anterior, cabe 

a rnonoci tos con 

sugerir que la 

IL-2rh, puede 

inducir la emplearse como un método muy efectivo para 

proliferación de linfocitos T en grandes cantidades, siendo éste 

hecho la principal ventaja que ofreceria en comparación con los 

cultivos LAK, MLTC (mezcla de linfocitos y células tumorales) y 

MLC (mezcla de leucocitos en cultivo), además de que resultaria 

más sencillo que los métodos MLTC y MLC debido a que no hay que 

recurrir a técnicas que nos permitan separar a las células 

efectoras del resto de las poblaciones presentes en estos 

cultivos. 

Una opción más a las antes expuestas se basa en el uso de 

anti-CD3 unido a monocitos y fijados con glutaraldehido corno una 

estrategia que nos permitiria mantener por largos periodos de 

tiempo el estimulo proliferativo para linfocitos T, teniendo como 

ventajas sobre todas los métodos antes mencionados, que se 
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favoreceria la proliferación linfoide durante largos periodos de 

tiempo, omitiendo la constante adición de IL-2 requerida en los 

cultivos LAK, MLTC y MLC. 

Finalmente, la trascendencia de los resultados obtenidos 

radica en la posibilidad de la aplicación clinica de los 

linfocitos T activados mediante las estrategias propuestas, y de 

anti-CD3 unido a monocitos en el tratamiento inmunoterapéutico de 

pacientes con cacu. Teniendo en mente lo anterior, se pueden 

seguir varios caminos para su aplicación, y de los cuales podemos 

destacar: 

1.- La inyección local de linfocitos y monocitos tratados con 

anti-CD3, con la cual se podria favorecer la proliferación de 

los linfocitos recien incorporados al organismo, y de los 

linfocitos T que esten infiltrados en el tumor (células que se ha 

demostrado que son especificas hacia el mismo). La aplicación 

local de monocitos tratados con anti-CD3 aseguraria la acción de 

estas células en el sitio del tumor, además de que presentaria la 

ventaja de que la activación a la proliferación no requeriria de 

la administración exógena de IL-2rh, evitando con ello los 

efectos tóxicos inherentes al uso de esta citocina. Además, los 

monocitos podrian participar directamente en la eliminación del 

tumor mediante la remoción de desechos celulares y en la 

fagocitosis de las células cancerosas. 

2. - La segunda posibilidad consistiria en inyectar localmente 

monocitos tratados con anticuerpo y bajas dosis de IL-2rh. Esta 

propuesta tendria la ventaja de favorecer fuertemente la 

proliferación de los linfocitos localizados en el sitio tumoral. 
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3.- Inyectar localmente monocitos tratados con anti-CD3 y fijados 

con glutaraldehido, favoreciendose asi un constante estimulo 

proliferativo para los linfocitos T infiltrados en el tumor. 

4.- Inyectar localmente anti-CD3, esperando con ello que el 

anticuerpo sea fijado por las CPA para conducir a su activación 

y secreción local de citocinas importantes en la activación de 

los linfocitos. 
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CONCLUSIONES 

1.- El anti-CD3 usado en forma soluble, por sí solo no favoreci6 

la proliferación de linfocitos T de pacientes con cacu. 

2. - La proliferación de linfocitos T inducida por IL-2rh fue 

inhibida por anti-CD3 usado en forma soluble, y esta inhibición 

fue dependiente de la dosis de anticuerpo empleada. 

3. - Las concentraciones de 2. 5 y 5. o µg /ml de anti-CD3 unido a 

monocitos, favorecieron la proliferación de linfocitos T de 

pacientes con cacu en ausencia de IL-2rh. 

4.- El anti-CD3 unido a monocitos sinergizó con IL-2rh en la 

proliferación de linfocitos T de pacientes con Cacu. 

5.- El medio condicionado por monocitos estimulados con anti-CD3 

presentó actividad mitogénica sobre linfocitos T de pacientes con 

cacu. 

6.- El anti-CD3 unido a monocitos fijados con glutaraldehido 

indujo la proliferación de linfocitos T de pacientes con cacu. 



1. - Obtener poblaciones 

purificadas. 
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SUGERENCIAS 

de monocitos y linfocitos T altamente 

2. - Dilucidar el mecanismo a través del cual anti-CD3 en forma 

soluble inhibe la proliferación de linfocitos T inducida por 

IL-2rh. 

3.- Determinar el o los tipos de monocinas que son secretadas por 

los monocitos tratados con anti-CD3, y que favorecen la 

proliferación de linfocitos T. 

4.- Probar la citotoxicidad de los linfocitos activados con los 

metodos empleados. 

5. - Establecer las proporciones fenotipicas (células CD4 +¡coa+) 

de los linfocitos activados. 

6. - Determinar la minima dosis de IL-2rh que se puede usar en 

combinación con anti-CD3 unido a monocitos, y con la que se pueda 

generar una óptima proliferación de linfocitos T. 

7.- Establecer ca-cultivos de linfocitos T con monocitos tratados 

con anti-CD3, en presencia de IL-2rh, durante periodos de tiempo 

más largos (más de 7 días) . 
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8. - Ce-cultivar linfocitos T con células tumorales autólogas y 

posteriormente inducir su proliferación mediante las estrategias 

propuestas. 

9.- Activar a la proliferación linfocitos infiltrantes del tumor 

de pacientes con CaCu mediante los métodos propuestos. 
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1 
· .. APENDICES 

APENDICE 1 

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO RPMI-1640 

El medio de cultivo RPMI-1640 fue desarrollado por Moore y 
colaboradores en el Roswell Park Memorial Institute usando corno 
base la fórmula del medio RPMI-1630 y alterando las 
concentraciones de vitaminas y aminoácidos, asi corno también 
adicionando un sistema amortiguador de bicarbonatos. 

Para preparar un litro de este medio se adiciona a uri volumen 
de 950 rnl de agua bidestilada, 16.4 g de RPMI-1640 (Sigma 
Chernical, Cell Culture Reagents, USA), se agita suavemente hasta 
disolver, y posteriormente se agregan 3. 7 g de bicarbonato de 
sodio, 100 U/rnl de estreptomicina, 100 U/rnl de penicilina y 2 rnM 
de L-glutarnina. En seguida se ajusta el pH a 7. 2 (con ácido 
clorhídrico), se afora a un litro y se esteriliza por filtración 
con membranas de poro de 0.22 µ. 

APENDICE 2 

PREPARACION DEL COLORANTE DE GIEMSA 

A un volumen de 9 rnl de agua se adiciona 1 rnl de colorante 
Giernsa modificado por Wolbach (Sigma de México, s. A.), se agita 
perfectamente y se coloca una gota de esta solución sobre la 
preparación celular. 

APENDICE 3 

PREPARACION DEL COLORANTE AZUL DE TRIPANO 

Para la evaluación de la proliferación celular a 
exclusión con azul tripano, se emplea una dilución del 
azúl tripano (Sigma de México, S. A.) al 0.3 % en SAF, 
se filtró con papel filtro Whatrnan del número 2 
England). 

través de 
colorante 
misma que 
(Whatman, 
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APENDICE 4 

PREPARACION DE LA SOLUCION DE GLUTARALDEHIDO EN SAF 

La solución amortiguadora de fosfatos (SAF) se prepara 
añadiendo a un volumen de 950 ml de agua destilada a 4 ºC los 
siguientes reactivos. 

Cloruro de sodio ......•............•.........•.........• 8 . o g 
Fosfato de potasio diácido .....•...........•............ 0.2 g 
Fosfato de sodio dibásico (dodecahidratado) ......•...... 2.9 g 
Cloruro de potasio ...................................... O. 2 g 

Posteriormente se agita vigorosamente, se ajusta el pH a 7.2, 
se afora a 1 litro y se esteriliza a 20 lb de presión durante 20 
min. 

La solución de glutaraldehido en SAF se prepara adicionando 
0.090 rol de glutaraldehido al 50 % de pureza en 90 ml de SAF, se 
afora a 100 ml y se filtra con membrana de poro de 0.22 µ. 

APENDICE 5 

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR EN EL DISEÑO 
COMPLETAMENTE ALEATORIO 

El análisis de varianza (ANDEVA) es una técnica estadistica 
que considera a la suma de la magnitud de cada fuente de 
variación, que es igual a la varianza total. 

El análisis de varianza de un factor en el diseño completamente 
aleatorio supone que existen N poblaciones distintas distribuidas 
normalmente, con M medias que poseen cada una su desviación 
(dependiente del efecto del tratamiento). Además, se considera 
que las N poblaciones constituyen una gran población con una 
media poblacional llamada " Gran Media". 

El modelo propone que la desviación de una observación con 
relación a la gran media se puede descomponer en la desviación 
entre tratamientos (efecto del tratamiento) y desviación dentro 
del tratamiento (error residual), correspondiéndole a cada una de 
estas desviaciones un estimador insesgado obtenido a partir de 
las sumas de sus cuadrados. Las ecuaciones para estos 
estadigrafos se resumen en la siguiente tabla de ANDEVA. 
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FUENTE DE q. DE L. SUMAS DE CUADRADOS VARIANZA O 
VARIACION (SC) CUADRADOS 

MEDIOS (CM) 

Entre K x2 .j x2 SCtrat 
tratamientos K-1 se I: CM 

j=l ---- K-1 
nj N 

Dentro K n· K x2 .j 
tratamientos N-K I: I: J x2 .. - E SCerror l.] 

o j=l j=l j=l nj CM --------
error N-K 

residual 

Total N-1 se 
K n· x2 .• 
I: E] x2 .. - ------

j=l j=l 
l.J 

N 

Si las medias de las diferentes poblaciones son 
entonces estos dos estimadores (CMtrat y CMerrorl 
aproximadamente iguales, y el cociente: 

iguales, 
serian 

CMtrat 

CMerror 

S
2
trat 

= Fcalc.= ------
S2error 

que es una variable F de Fisher, será igual a la unidad o cercano 
a la unidad. 

Por el contrario, si las medias de las diferentes poblaciones 
son diferentes, el cociente: 

CMtrat 
Fcalc. 

CMerror 

será mayor que los valores de. referencia (F de tablas o F 
teórica) Fl-alfa, gl. trat. gl. error, donde 

gltrat. = K - 1, Y 

glerror = N - K 

Si F calculada > F teórica, se procede a efectuar un análisis 
de diferencia significativa minima de Fisher (116). 



APENDICE 6 

PRUEBA DE DIFERENCIA SIGNIFICATIVA MINIMA (DSM) DE FISHER 
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R1 IEBE 
füBUOTECA 

Esta prueba se realiza cuando el análisis de varianza indica 
que existe diferencia entre las medias de dos o más poblaciones, 
indicándonos entre que pares de medias existe esta diferencia. 

La DSM se define como la diferencia minima que puede existir 
entre dos medias de muestras significativamente diferentes. 

La DSM se calcula empleando la siguiente ecuación. 

DSM tl-alfa/21 glerror 2S
2
error 

n 

Si DSM calculado es < la diferencia de medias entre dos 
poblaciones, entonces hay diferencia significativa entre esas 
poblaciones (116). 


	Portada
	Índice
	Resumen 
	Introducción 
	Marco Téorico 
	Hipótesis
	Objetivo General   Objetivos Particulares
	Material y Método 
	Resultados 
	Discusión de Resultados 
	Conclusiones
	Sugerencias 
	Referencias Bibliográficas
	Apéndices



