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RESUMEN

En puestro laboratorio se¢ habla demostrado que la combinacién de
interleucina-2 (T1.-2) + interferén-y (IFN-y) + factor de necrosis tumoral-a (TNF-«)
era capaz de generar una gran respuesta proliferativa sobre Jeucocitos de sangre
periférica (LSP) de pacientes con cancer cérvico uterino (CaCu) y que las células
generadas en co-cultivo de 4 semanas presentaban una gran actividad citotéxica
especifica hacia células tumorales autélopas, lo cual fue confirmado en el presente
trabajo. Una aportacién més es el haber determinado que desde la segunda semana
de cultivo es posible gencrar una respuesta citotoxica-especifica hacia las células
tumorales aunque suele ser menor que Ia obtenida a 21 dias. Al tratar de determinar

. de los moduladores biolégicos (MB) empleados era ¢l causante del efecto citotéxico
antes mencionado, encontramos que 1as tres citocinas se involucradas en
los fenémenos de proliferacién y citotoxicidad, aunque el TNF-a parece ser el
factor que promueve una gran actividad litica por su actividad antitumoral y su
capacidad de sintetizar moléculas involucradas en el p de lisis celnlar por
parte de los linfocitos T citotéxicos (LTC). Por otra parte, las citocinas utilizadas
en estos ensayos desplazan la proporcién de células CD4:CD8 (2:1) hacia la
poblacién CD8, obteniendo un equilibrio en la secrecion de citocinas, por parte
de la poblaciones generadas, que pudieran interferir en los procesos de proliferacién
y citotoxicidad.

Finalmente, deb i que do se co-cultivan LSP de pacieates
con CaCu en presencia de los tres MB se genm un myor porcentaje de células de
memoria, Ademas, los resultados de este trabajo prop idencias de que es

posible generar uns gran actividad citotdxica-especifica contra fas células tumorales
autblogas a partir de los 14 dias de co-cultivo y que ésta se puede mantener hasta
por 4 dias en ausencia de MB, Jo cual es un paso muy importante pensando en la
posible aplicacién de estos LTC utilizando la combinacién de IL-2 + IFN-y + TNF-
.,




MARCO TEORICO

L DIFERENCIACION CELULAR Y CANCER.

La diferenciacién celular es el proceso mediante el cual una célula primitiva,
aiin sin caractristicas funcionales especificas, llega a convertirse en una célula con
caracteristicas fisioldgicas y metabélicas especificas (1).

Por otra parte, el proceso por el cual una célula especializada pierde sus
caracteristicas fisioldgicas y bélicas, se le conoce como desdiferenciacién. A
causa de éste, se produce una reori ion de los p del boli
originando una sintesis continua de é&cidos mnucleicos, proteinas mitogénicas y
enzimdticas y otras sustancias relacionadas con la proliferacién celular (2).
Cuando se da la expresién de nuevas formas tisulares originadas a expensas de un
grupo celular localizado en un #rea determinada del tejido, con un aumento en el
nimero de células y con una multiplicacién progresiva y aparentemente auténoma
de control tisular, se desarrolla una neoplasia (3).

De acuerdo a su comportamiento las neoplasias pueden clasificarse en
benignas o malignas. Estas iltimas cominmente llamadas céncer, a diferencia de
las benignas, son grupos de células que crecen invadiendo las estructuras y tejidos
circundantes  incluyendo vasos sanguineos y conductos nerviosos. Dado su
crecimiento auténomo algunas neoplasias malignas pueden establecer de nuevas
colonias en distintas partes del organismo, déndose un crecimiento secundario
conocido como metastasis (4, 5).

El céncer es una enfermedad multifactorial, ya que se encuentra
asociado con factores fisicos como la radiacién, sustancias quimi Ig de las

cuales son arrojadas al ambiente por las industrias y otras son empleadas en la
produccién-de alimentos teniendo todos ellos gran potencial cancerigeno, ademis




algunas neoplasias se han relacionado con el uso prolongado de anticonceptivos
orales, infecciones con determinados virus y con algunos factores genéticos (6-9).

. CANCER CERVICO-UTERINO.

El cancer cérvico uterino (CaCu) es el cancer es el de mayor incidencia en
nuestro pais, ocupando en la actualidad el pnmer lugar como causa de mucrte entre
1as enfermedades ncoplasicas (10, 11).

El céncer cérvico-uterino tiene un desamrollo gradual, a partir de sus
precursores pre-invasores, cn las capas intracpitelisles del cérvix, que in situ
puede permanecer asintomatico por varios aﬂos A estas anormalidades tempranas
del cérvix se les como pitelial cervical (NIC), las cuales
genralmente son diagnosticadas en mujcres de 30-40 afios de edad. Para que un
NIC evolucione a un CaCu s¢ pueden requerir de 8-20 ailos (12), y en la mayoria
de los casos transcurren de 5-10 aiffos para que las células transformadas penetren
1a membrana basal e invadan otros tejidos. Una vez ocurrido esto las pacientes que
no han recibido tratamiento, o que no han respondido a éste, mucren en un perodo
de 3 a 5 afios (13).

11 a. FACTORES DE RIESGO Y ETIOLOGIA

Las causas que originan el CaCu san son desconocidas, sin embargo,

dios donde sc establece una posible relacién eptre el

desarrollo dcl CaCuy el ubaqmsmo (directo o pasivo), el uso de anuoonccpuvos

las deficiencias nutricional higiéni y ¢! comp sexual

(14,15). Por otra parte, el CaCu ha sido csuechnmcnte asociado con infecciones
virales causadas por la ciertos tipos de virus como el papiloms humano (VPH).

A su vez se ha mencionado que el inicio de una vida sexual activa a edad
temprana, la multiparidad y un nimero clevado de compafieros sexuales son
factores de alto riesgo para el desarrollo del CaCu dado que aumenta la posibilidad
de adquirir infecciones genitales, entre las que se encuentra 1a causada por el VPH
(16).




Los VPH son una familia de DNA virus que inducen el desarrollo de
tumores en epitelios y fibrobl de piel o en vertebrados, Estos tumores,
llamados papillomas g f son benigr yp un crecimiento

limitado que frecuentemente sufre una regresion esponténea (17, 18).

creciente interés a cerca del papel que juega este tipo de virus en la etiologia del
CaCu, ademds, ¢l hecho de que el DNA del VPH se encuentra insertado en el

de al carcil hace pensar que éstos juegan un papel importante
en el desarrolloymemcmmxcnto del estado maligno de las células infectad

Elr imi del pc ial oncogénico de los VPH ha provocado un

Recientemente los VPH 16, 18 y 33 han sido logados como ag
les de al itales, y sus &cidos

Antentad

leicos se han
en un 90% de los casos (19 20) Por otra parte, un gran nimero de estudios
lini toldgi y mol que el CaCu puede ser una
cnfcrmcdad transmitida sexualmente y que el VPH podria ser el agente
transmisor (21-23).

1 [

La etiologia viral del CaCu podria considerarse como un elemento
favorable para aplicar terapias inmunolégicas para su control, ya que éstas ofrecen
mayores espectativas cuando existen antigenos fuertes, como los virales, en cuyo
caso el sistema inmune juega un papel esencial para su control y en algunos casos
regresion.

111, SISTEMA INMUNE.
Existen principal dos ismos i logicos para defender al
organismo del ataque de microbi £lul formadas y otros ag

extrafios, uno ¢s el innato y el otro es el ndaptauvo El sistema innato se encuentra
formado por células fagocitarias: monocitos, macréfagos, neutréfilos
poliformonucleares, junto con las células asesinas naturales (NK del Inglés:
Natural Killer), todos estos tipos celulares destruyen antigenos y células tumorales
de manera inespecifica, atacando mediante 1Ia lisis (citlisis), o inhibicién del
crecimiento (citotaxis) (24) (Figura 1).



El otro mecanismo de defensa es el sdsptativo, caracterizado por la
especificidad celular y la generacién de memoria para contrarrestrar el efecto de
algiin antigeno en un scgundo ataque en un ucmpo menor comparado con el primer

ataque. Este i también es como i adquirido o
especifico (Figura 2) (25).

La respuesta inmune especifica se puede clasificar en dos tipos de respuesta,
de acuerdo al tipo celular que fa median. La i idad h i defiende en primera
instancia contra organismos extracelulares como infecciones  bacteriales.
Actuando por medio de proteinas secretadss por las células plamiticas idad
como inmunoglobulinas (Ig), as cusles que se enct en el pl gui

son capaces de identificar y unirse a los marcadores moleculares especificos de las
células blanco para que éstas sean reconocidas y eliminadas (25, 26)

FIGURA 1. Céulay particip delni idad natural o imnu ¥ sus mecanismos
de accién. La inmunidad natural es mediada por los 5 dos, nuetréfilos y
células NK. Su accion puede ser citolitica, causando la lisis del antigeno o cistosttica,
inhibiendo su crecimiento. Esta inmunidad no requiere anticuerpos y no aciia sobre
antigenos especificos. Tomado de ref. (37).




de accién que los linfocitos T y B, las

células NK y los fagocitos mononucleares desarrollan para eliminar a una célula tumoral.

FIGURA 2. Repr

-1 Interleucina-1

IL-2 Interleucina-2

L4 Interleucina—4

IL-S Interleucina-5

TFN-y  Interferon-y

TNF-c  Factor de necrosis tumoral-a

M-CSF Factor estimulador de colonias de
Macréfagos

MQ Moduladores quimicos de la
funcién inmune

CCDA Ci icidad celular dep
de anticuerpos

LMCT Lisis mediada por células T

LN Lisis natural

ginwdg

Receptor para Fc

Receptor antigeno especifico
Inmunoglobulina

Antigenos asociados al tumor
Lisis esponténea

Linfocito T

Linfocito B-célula pl

Sistema del complemento
Célula NK

Fagocito mononuclear




El do tipo resp especiﬁca e la inmunidad celular, que
defiende al orgamsmo del ataque de hongos, pard fecci virales y célul
transformadas. En esta fase los linfocitos T, son los encargados de levar a cabo
el reconocimiento y eliminacidn de las células blanco, mediante la secrecién de

citocinas como IFN-y, TNF-a y otras moléculas de gran p ial litico (25).

I a. LINFOCITOS T.

Los linfocitos T se originan ¢n 1a médula ésea a partir de una célula madre
pluripotente que sc diferencia y adquiere el compromiso con el linaje linfoide
tipo T. Las células precursoras de los linfocitos T migran hacia el timo en estadios
tempranos del desarrollo embrionario donde terminan su diferenciacién para
posteriormente ser liberados al torrente sangnineo (27, 28).

Las células T difieren de los linfocitos B en su ismo de )
del antigeno. EI receptor de la célula B, se encuentra en Ia membrana en forma
de Ig, que se une a cpitopos antigénicos individuales de moléculas solubles o
superficies particuladas. En cc lIa célula T reconoce por medio de
receptores especificos antigenos sobre la superficie de otras células

Existen dos formas del receptor de la célula T (RCT), el heterodimero of

y el heterodimero v5. Los linfoci con igeno-especifico
restringido &l complejo mayor de hi P ‘mdad (CMH) expresan el RTC off
(29-32). El RCT esta asociado a un plejo ido como CD3,
que impide que el linfocito T como léculas propias. El

imi de péptidos extrafios en el del CMH es conocido como

restricci6n al CMH (33, 34).

Los linfocitos T estan formados principalmente por dos subpoblaciones,
los CD4, idos como linfoci cooperad (Th del Inglés, helper), y los
CDS8, idos como citotéxicos (Tc). Los linfocitos CD4 reconocen antigenos
asociados al CMH clase II, mientras que los linfocitos CD8 los reconocen en el
contexto del CMH clase I. Ambas poblaciones tienen funciones efectoras y
contribuyen a regular la respuesta inmune celular (35).




Los linfocitos T citotéxicos (LTC) son linfocitos T que se caracterizan por
lisar células que presentan antigenos especificos. Estos linfocitos son las
células efectoras mAs importantes en ¢l ataque a células infectadas por virus,
rechazo a transplantes y la regresién tumoral. La mayoria de los LTC expresan

1a molécula CD8, y alg p 1a molécula CD4.
Una vez activados los linfocitos T liberan fact lubles, lamad,
itoci o dulad biolégi (MB), que influyen en el crecimiento y

diferenciacién de otros tipos celul Cada subclase de linfocitos T, tanto en
ratén como humano, a su vez puede ser dividida en dos subclases més de acuerdo
a su secrecion de MB. Asf, los linfocitos CD4 designados como Thl se
caracterizan por producir altas cantidades de IL-2, IFN-y y TNF-q, por su parte las
células Th2 secretan IL~4, IL-5, IL-6 ¢ IL-10 (36-38). Debemos mencionar que
recientemente, esta clasificacién ha sido extendida a los linfocitos CD8 con un
patrén de ion de citoci jante a las células CD4 (39). Estas diferencias

en la secrecién de citocinas se propone como una regulacion de Ia resp
inmune (Figura 3).

Ambas subpoblaci de linfocitos T pueden adquirir memoria, l2 cual
funciona como un si de vigilancia contra antig a los que el organismo ha
sido previamente expuesto. Los linfocitos T de memoria presentan cambios
fenotipicos que permiten diferenciarlos de los linfocitos T normales entre los que

destacan la presencia de la molécula CD45RO que en células que no han sido
estimuladas con antigenos se presenta como CD45RA. Otra caracteristica de
las células de memoria es que son capaces de mantenerse viables por tiempo
indefinido en ia del antigeno (40-42).

| 4

X b. MODULADORES BIOLOGICOS
Los dulad biologi [ i son pglicoproteinas, que se
caracterizan por tener la habzhdad de modificar el metabolismo de otras
células (accién pardcrina) o el propio (accidn autdcrina). Entre ellas se
encuentran la IL-2, IFN-'y y el TNF-a que son importantes mediadores y
ladores de la




FIGURA 3. Principak dulsd biolégicos secretados duramte Ia respuesta
inmune especifica. La respuesta inmune especifics se encuentre regulads por las secrecién
de citocinas por parte de las diferentes subclases de linfocitos T.



INTERLEUCINA-2

La interlencina-2 (IL-2) originalmente definida como factor de crecimiento
de células T es pmdumda después de la estimulacién por antigenos o
mitég de células linfoides. Esta molécula ha permitido Ia proliferacion in vitro
de células T a largo plazo (43). La IL-2 humana cs una glicoproteina de 133
amino#cidos, con un peso molecular de 15.4 kD (44).

La sintesis de RNAm para IL-2, y su subsecuente secrecién, es inducida por
mitégenos como la concanavalina A y lafitohemaglutinina. La estimulacién
con antigeno requiere de la presencia de moléculas clase 0 del CMH. La
activacién asf inducida puede se medida de 4-6 h después de la estimulacion;
alcanzando su méxima liberacion cerca de 20 horas después del estimulo antigénico
o mitogénico (45).

La IL-2 cjerce efectos importantes en linfocitos T periféricos o
medulares los cuales pueden ser inducidos a el ptor para IL-2, que
induce Ia prohfmclén de células CD4 y CD8 en respucsta al estimulo de IL-2 (46-
48).

La importancia biolégica de Ia IL-2 radica en su actividad como mit6geno
y activador de linfocitos T . Las células CD4 son estimuladas a producir IL-2
por la presencia de un antigeno, asimismo responden a IL-1 que en presencia de
las moléculas clase IT del CMH inducen la produccién de IL-2, la expresién de
receptores para IL-2 y por tanto la proliferacién de los linfocitos T (49).

Adcmis de su actividad mitogénica, la IL-2 es capaz de inducir, en
cultivos in vitro de linfocitos, la idn de otras citoci como IFN-y, factor de
crecimiento de células B, la propia IL-2 y posiblemente otras citocinas (50-
52). La IL-2 aumenta directamente la citotoxicidad de monocitos humanos y
estimula la activacién de células citotéxicas no especificas denominadas NK, las
cuales ejercen su accién litica por medio de la citotoxicidad celular dependlenu: de
anticuerpos, que s¢ lleva a cabo cuando aj memt
denominados  Fc, enlazan la porcion terminal de las moléculas de
inmunoglobulinas, las cuales se encuentran unidas a los antigenos (53).




Dada su propiedad de activar lmfocn.os T in vitro, ha dado pauta para su
aplicacién in vivo en p los de pia adoptiva para pacientes con
céncer, también sumenta los niveles de [L-2 en inmunodeficiencias humanas,
igualmente participa en la creacidn de proteinas quiméricas para ta destruccién de
células blanco que presentan receptores para IL-2.

INTERFERON+y

El interferén (IFN) fue descubierto como un agente antiviral, posteriormente
se le atribuyeron propiedad s antit Jes (54). Los interferones son una familia
de proteinas con una amplia gama de actividades sobre diversos tipos celulares y se
clasifican en dos tipos, los [FNs tipo I (IFN-ay el IFN-B) y el IFN tipo II (IFN-y)
(55).

ElTFN-y} o también llamado interferén inmunc es una glicoproteina
homodimérica que pesa de 21 a 24 kD. La variacién en el peso depende del grado de
glicosilacién de la molécula, pero cada subunidad contiene un polipéptido de 18
kD. El IFN-y es producido por linfocitos Ty su transcripcién ¢s iniciada como
consecuencia de 1a activacion por algin antigeno o mitégeno (25, 56).

El {FN-y tiene diversas propicdades de i gulaciéon que lo separan
funcionalmente de los otros interferones, ya quc es capaz de amplificar 1a fase
cognositiva de la respucsta inmune p Ia in de células T

restringidas al CMH clase II. Ademés es uno de los factores que promueve la
diferenciacién de los LTC y también estimula a los linfocitos B a secretar
anticuerpos. El IFN-«y no es un factor de crecimiento para linfocitos y a
menudo inhibe 1a proliferacion de las poblaci B. Actiia sobre las cflulas
presentadoras  de antigenos para incrementar 1a expresion de moléculas del CMH
clase 11, aumentando 1a cficacia de 1a presentacion del u;ﬂgeno 8 lss células CD4
(57, 58).

El IFN«y es cspecie-especifico y dadas sus capacidades antivirales ¢
inductoras del sistema inmune, ha sido amplismente utilizado en ¢l tratamicnto
de algunos tipos de céncer. Ha mostrado ser efectivo en el tratamiento de
leucemia de células "peludas”, cancer colorectal y de rifién, en los que han
dado regresiones parciales o totales de las masas tumorales, también se ha utilizado
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en combinacién con sgentes quimioterapéuticos, radiaciones y otras citocinas (59,

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a

El factor de necrosis tumoral-a (TNF-o) es un polipéptido no glicosilado de
154 aminoAcidos con un peso de 17 kD (61), El TNF-a s una citocina plejotrépica
que puede producir necrosis en una amplia variedad de tumores cultivados in vitro,
inhibe Ia hematopoyesis y actiia como un factor diferenciador de cierto tipo de
leucemias. Ademés ¢l TNF-a puede mediar reacciones inflamatorias agudas y
regular la respuesta inmunc celular (62-64).

El TNF-ot es producido por los linfocitos T y macréfagos activados. La
produccidn de TNF-o depende de la subcl de linfocitos T de que se trate,
los linfocitos CD4 ThZ producen menor cantidad de TNF-a que los linfocitos
CD4 Thil, lo mismo ocurre con las poblaciones CD8 (65, 66). Las células de
memoria CD4 y CD8 producen TNF-o siendo mayor ésta en la poblacién CD8 (67).

El TNF-tx incrementa la expresién de antigenos del CMH clase 1 sobre las
élulas T y d bién la proliferacion de célul ivadas por la
expresibn de baejas cantidades del receptor para IL-2, asimismo, induce la
produccién de IFN-y en célules T cuando la IL-2 estd presente. Ademés puede
incrementar la expresién de Ia cadena de 55 kD del receptor de IL-2 en
finfocitos T y en presencia de la IL-2 se da una aumento en la proliferacion de
células CD8 y su citotoxicidad por un incremento en la sintesis de esterasas de
serina (68-71).

El conjunto de imientos de las actividades que llevan a cabo los MB
han sido de gran imp ia para ¢l entendimi de los mecanismos que se
jvan d 1a resp
IV, RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune se inicia con ¢l reconocimiento de algin agente extrafio
enecl organismo (sntigeno), Jo que permite la activacién de la resp innata o
adaptativa, en esta iltima los linfocitos T que se activan ante antigenos

12



especificos para culminar con I8 climinacion de éste. La respuests inmune
especifica puede dividirse en fase cognoscitiva o de reconocimiento, fase de
sctivacién y fase efectora.

La fase cognoscitiva o de imiento de la respuests inmune consiste
en la unibn de antigenos extraiios al receptor del linfocito T mad ponsabl
de la inmunidad medinda por células, estos linfocitos expresan receptores que

solo peq ias de péptidos. Ademis, tienen la propiedad de
reconocer y responder solo a un péptid igénico que se
en la superficie de otra célula (72).

4

El imi del antigeno se da a través de la formacién del conjugado
con ¢l RCT, CD8 0 CDX4, CD2, LFA-1y sus wntmpancs enla célula blanco LFA-
3, ICAM-1 0 ICAM-2 respecti d téculas del CMH clase [y
clase I (Figura 4) (73).

La fase de activacion, es la ia de inducidos en los linfoci
T como ia del imil de un antigeno especifico. En general,
las células T no pued ponder a una célula en ia de célul
accesorias o células presentadoras de satigenos (CPA), requiriéndose dos sefiales
para que se leve a cabo la activacién de los linfocitos T (72).

La primera sefial, se da cuando una CPA entrs en contacto con un antigeno,
lo procesa y fo lleva 2 Ia membrana celular pars presentario a los linfocitos T
asaciados con el CMH clase I o 11 (72-74). Los antigenos exdgenos, son
endocitados por una CPA formando vesiculas dentro de las cuales ocumre una
protedlisis parcial del antigeno por medio de cambios de pH, con lo cual se
generan péptidos que son posteri indos 8 Ias moléculas del CMH clase
il para después ser Hevados a la superficic de la CPA (75-77).

Los antigenos endbgenos, como los productos de céiulas infectadas por
virus, son sintetizados intracelularmente y iados con las léculas del
CMH clase I en el reticulo endoplismico, para después ser transportados a través
del aparato de Golgi dentro de vesiculas de exocitosis a 1 superficie de 1a célula
(77-79).




HGURA‘." i6 Atica de Ias uni que se establ entre ligandos y

Ia i i6n de un linfoci Twnumoélulapmeumdomdemdgem
(CPA)o una céfula blanco. A. Interaccidn de un linfocito CD4 con una CPA. B. Interaccitn
de un linfocito CD8 con una célula bianco.




Como resuitado de la primera sefial, los pre-LTC expresan en su superficie
receptores para IL-2, que pueden ayudar en Ia unién del antigeno al RCT, sin

bargo, estas células no se pueden dividir a menos que se produzca una segunda
sefia), la cual es  proporcionada porlap ia de algan factor mitogénico como
laJL-2 que es ia pero no sufici para d llar funcionalmente a

los LTC (25, 80). Cuando se presentan las dos sefiales a un pre-LTC prolifera y
madura a célula citotéxica bajo la influencia de Ias citocinas sccretadas por las
célutas CD4 como IFN-y y TNF-a (80).

La fase efectora de Ia respuesta inmune es €} estado en el cual los linfocitos
T han reconocido antigenos particulares, para posteriormente llevar acabo la
climinacién del antigeno que requiere del contacto celular con el RCT. Durante
el proceso de diferenciacién de un pre-LTC a un LTC , éste ultimo adquiere la
maquinaria necesaria para llevar a cabo la lisis celular. Primero producen
grinufos unidos a la membrana citopldsmica con perforina y otras enzimas
encargadas de lisar a la célula tumoral. Segundo desarrollan Ja capacidad de secretar
citocinas como IFN+y, linfotoxina, TNF-a e IL~2, en centidades pequefias que
suclen no ser suficientes para provocar la diferenciacién de otros pre-LTC
(25,80,81).

Existen diversos mecanismos por los cuales los LTC median la lisis celular.
En aflos pasados la exocitosis de granulos liticos fue el mecanismo de lisis més
aceptado, en este modelo los LTC se unen a la célula blanco y secretan cl contenido
de los granulos liticos, que contiencn proteinas fommdoms de poros denominas

perforinas, citolisinas, granzimas y enzimas que incluy de serina; como
consecuencia la célula muere por el dafio do en su b celular
pro do un chog -

Otro de los mecanismos de lisis mediada por los LTC es la apoptosis de la

célula blanco, existen datos bioquimicos y morfolégicos de observaciones in vivo e
in vitro donde los blancos sufren Ia muerte celular programada después de haber
estado en contacto con LTC, esta similaridad da entre la apoptosis y la

muerte mediada por tos LTC sugiere que éstos activan un programa endégeno de
suicidio en Ia célula blanco, sin embargo, también es claro que la muerte mediada
por LTC es diferente a la apoptosis clisica. Primero, la fragmentacién del DNA
mediada por LTC ocume en presencia de inhibidores de proteinas, las cuales son
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climinadas en la muerte celular programada en las mismas células. Segundo, la lisis
ocurre en cinéticas més répidas seguido de Ia fragm i6n del DNA comparada
con algin otro sisterna.

Finalmente, la muerte mediada por LTC a menudo presenta una morfologia
mixta de necrosis y apoptosis, éstas observaciones sugieren que los LTC utilizan
miltiples mecanismos para asegurar una muerte rapida de sus blancos (82-86).

En general, el sistema inmune es capaz de reconocer y eliminar agentes
extraitos como son virus, bacterias y hongos que puedan dafiar al organismo.
Existen evidencias que indican que las células tumorales no solo se comportan

como agentes extraflos, sino que ademas p d imicos de su

transformaci6n y antigenos tumorales, los cuales permiten que estxs células sean
idas por el si i con su ¢ destruccion,

V. INMUNOLOGIA TUMORAL.

En la actualidad, atin se debate acerca de los mecanismos celulares que
conducen a una transformacién maligna, En la cual se pr algunos bios en
Ia membrana celular, lo que confiere a las células transformadas caracteristicas de
inmunogenicidad que las células normales no p ésto permite que el si
inmunc las detecte y destruya. Sin embargo, no todos los tumores presentan el
mismo grado de inmunogenicidad, que depende del tipo de neoantigenos que

exprese (87-92).

3

Por cjemplo, los tumores que surgen de manera espontinea en ratones
tienden a ser menos i géni que que son inducidos por virus o
por agentes carcinbgenos (93-96). Esto ha conducido a la ideracidn de que
algunos canceres humanos, que se encuentran asociados con una etiologia viral,
como el caso del CaCu, pueden ser fuertemente inmunogénicos, razén por la
cual requieren de muchos afios para desarrollarse e invadir otros 6rganos (97).

Estas caracteristicas de inmunogenicidad que algunos tumores presentan hace
posible su reconocimiento en el contexto de las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH), por parte de los linfocitos T citotéxicos, en pasticular
si existe Ia expresién de antigenos virales en la superficie de la célula blanco
(82,98). Por esta razdn, resulta necesario conocer los mecanismos que poseen este
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tipo de células inmunocompetentes para controlar el crecimiento de las células
transformadas, basados en ésto poder utilizarlas en ¢l tratamiento de cénceres
inmunogénicos, por medio de técnicas inmunoterapéuticas disciiadas para regular las
funciones del sistema inmune, dirigiéndolo hacia la destruccién de las células
transformadas como es el caso de la Inmunoterapia Adoptiva.

VL. INMUNOTERAPIA ADOPTIVA.

Desde una perspectiva funcional, existen tres tipos de bioterapias que
han sido desarrolladas para remediar a enfermedades de origen neopldsico
(Figura 5). La primera involucra 1a manipulacién ex vivo del plasma de pacientes
con cdncer en un esfuerzo por remover factores que pudicran bloquear et
sistema i imismo se adici N . imioterapéuticas que ayud

a disminuir las masas tumorales antes de la reinfusién del plasma al paciente
(99,100).

La segunda bioterapia, frecuentemente utilizada se caracteriza por la administracién
de MB, en pacientes oncolégicos, los cuales activan directa o indirectamente el
sistema inmune. Algunos de los MB empleados son los interferones,
interleucinas,  factores  estimuladores de ‘colonias (FEC), anticuerpos
monoclonales y alg factores i T iadores como los muraimilpéptidos
y Corynobacterium parvum (101,102).

El tercer tipo de bioterapia es la Inmunoterapia Adoptiva Celular (IAC) que
se encucntra enfocada a la activacién ex vivo de lencocitos de pacientes con cancer
por medio de MB, en un intento por aumentar su namero asi como su capacidad
antitumoral.



FIGURA 5. Tipos de bioterapias contrs ol céacer. La Inmunoterapia Adoptiva Celular
involucra la nmmpuhaén ¢x wm de Ias células sanguineas mononucleares (CSM) con ¢l fin

de i icidad. La ,"‘acvimde!plwmdelos
pacxentaserelhu.yawxpam fi inhibid de Ia resp inmune o para
adicionar factores tumoricidas. La administracién in vivo de modulad biolégicos puede
{levarse a cabo por via intravenosa, intraperi ], i tar o subcutd

La aplicacién tradicional de Ja IAC, incluye Ia administracién de células
efectoras con actividad antitumoral como son las células NK (Natural Killer) y
LAK estas Gltimas son gencradas mediante Ia activacion con altas dosis de IL-2.
Las células NK y LAK tienen un gran poder litico, sin embargo, no son especificas
a algiin antigeno en especial, ya que no se encuentran restringidas al CMH y son
capaces de actuar sobre células transformadas asi como normales. Estas células
son obtenidas en cultivos de leucocitos de sangre periférica (LSP) 8 cuatro dias en
presencia de altas concentraciones de IL-2 (103,104).



De manera global la aplicacién de 1a IAC en pacientes oncolégicos terminales
ha mostrado cierta eficacia, pero no la que s¢ hubiers deseado, ademés de presentar
el moonvemente de requerir altas dosis de MB para mantener ¢l efecto citotoxico de
las  célul De esta forma, s¢ han desamrollado diferentes
metodologias para ellmuur 1a administracién exégena de MB, en particular, en
trabajos preliminares realizados en nuestro lsboratorio se ha demostrado que
usando la combinacién de IL-2, IFN-y y TNF-a se tienc a 21 dias un efecto
sinérgico sobre 1a proliferacion de LSP de CaCu, asi como en la actividad citotoxica
de éstos hacia células tumorales autdlogas, empleando para obtener este efecto
dosis de MB menores a las utilizadas por otros autores. Sin embargo, no se habia
determinado si el efecto proliferativo y citotéxico observado era el resultado de un
solo factor o si realmente se presenta un sinergismo entre estos MB, en estos
trabajos tampoco se determino si la actividad litica requiere necesariamente de 21
dias para generarse.

Por esta razdn s¢ decidié aclarar estos dos puntos relevantes en el

de los i de rechazo tumoral 1o cual permitiria contar con

una cstmtegm terapéutica en la cual se utilizara 1a IAC en pacientes oncoldgicos, en

en estadi dos sobre todo en cénceres inmunogénicos entre los

que se podrh incluir al CaCu por su fuerte asociacién con una etiologia viral. Por

1o antes expuesto el presente trabajo se realizd con la finalidad de determinar el

efecto individual de YL-2, IFN-y, TNF-o y sus combinaciones sobre ia proliferacién

y ci icidad de LSP de paci con CaCu y si es posible reducir el tiempo de 21
dias para la generacion de LTC.




HIPOTESIS

El sistema inmune ¢s capaz de eliminar células con neoantigenos o antigenos
virales, tales como las proteinas E6 y E7 del VPH 16 y 18, cuyo genoma se
encuentra integrado en el 90% de las células con CaCu, de gran incidencia en
Meéxico. Por otro Iado, se sabe que la IL-2 es un potente mitdgeno que actia
principalmente sobre linfocitos T, que permite una expansién clonal de ellos,
Asimismo, es conocido que el TNF-o: incrementa 1a expresién de la cadena de 55
kD del receptor para IL-2 y que Ia presencia de estas dos citocinas juntas en
los cultivos de LTC puede incrementar su potencial proliferativo y citotxico.
Por otra parte, es conocido que IFN-y p la diferenciacién de pre-LTC a
LTC. Recientemente, se ha demostrado que existe un efecto sinérgico de IFN-y y
TNF-a sobre la IL-2 en la induccién a 1a proliferacién in vitro de LSP de pacientes
con CaCu, obteniendo hasta 50 veces Ia poblacién inicial. Los LSP generados de
esta forma presentan una gran actividad litica especifica contra las células
tumorales autdlogss. Sin embargo, no se sabe que modulador bioldgico es el
causante del efecto citotdxico observado in vitro.

En consecuencia, si se realiza ¢l co-cultivo autélogo de LSP con células
tumorales en presencia de IL-2, IFN-y, TNF-a y sus combinaciones, se esperaria
que el TNF-a sea el factor inductor del efecto citotéxico, dada 1a p ialidad de
TNF-. para generar LTC. ’ i




OBJETIVOS
Objetivo General,

Determinar por medio de co-cultivo de leucocitos de sangre periférica (LSP)
con células tumorales autblogas (CTA) en p cia de interleucina-2 (IL-2),
interfesén-y (IFN+), factor de necrosis tumoral-at (TNF-x) y sus combinaciones
cual modulador bioldgico que induce el efecto citotdxico in vitra de LSP de
pacientes con cncer cérvico-uterino (CaCu) y a partir de que tiempo de  co-
cultivo se genera este efecto.

Objetivos Particulares,

Generar linfocitos T citotoxicos en presencia de IL~2, IFN+y, TNF-a y sus
combinaciones por medio de co-cultivos autdlogos.

Delesminar 1a capacidad proliferativa de los LSP generados a los 7,14 y 21
dias de co-cultivo por medio de MTT.

Medir Ia eficiencia citotdxica de LSP de pacientes con CaCu a los 14 y 21
dias de co-cultivo autélogo con célul 1

()

D inar el fenotipo de las poblaci efectoras por medio de anticuerpos
monoclonales.

Obtener LSP de 21 diss de co-cultivo de todas combinaciones utilizadas y
105 en ia de AreVudd W uu' pars medir su viabilidad y
capacidad litica,
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METODO

El material biolégico que se utilizo en el presente trabajo consistié de
biopsias de tumores de CaCu en estadios clinicos I B, I B y IV A, ademis de
muestras de sangre periférica de las mismas pacientes, las cuales fueron obtenidas
en el Instituto Nacional de C; logiadela S ia de Satud.

Los reactivos empleados fueron de grado reactivo, a menos que se indique lo
contrario, El material de cristaleria fue esterilizado en autoclave a 21 libras de
presién durante 20 minutos, y posteriormente fue secado en estufa por 30 minutos
a 100°C.

Todas las soluciones utilizadas en el cultivo de tejidos fueron previamente
esterilizadas por medio de filtros de poro de 0.22 micras (Millipore, Type GS,
US.A).

Los medios nutritivos y soluci fueron calentadas a 37°C en Bafio de
Marfa antes de ser empleados en las técnicas de cultivo de tejidos

OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

Las muestras sanguineas fueron tomadas en condiciones de esterilidad con
jeringas de 20 ml (Becton Dickinson Co. U.S.A.) conteniendo 0.1 ml de
heparina 1000 U.I/m! (Rickercab/NCB, U.S.A.) como anticoagulante.



SEPARACION DEL PLASMA

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 500 g durante 15 minutos. El
plasma fue separado del paquete celular por medio de pipeteo suave y colocado
en un tubo de vidrio, se le adicionaron 0.1 ml de clorhidrato de protamina
1000 U/ml (F. Hoffiman-La Roche & Cie., S.A. Basilea/Suiza), antagonista de la
heparina, que permnte la coagulscxény la separacién del suero libre, el cual se
obtuvo piendo el g do y transfiriendo el liquido restante a un
tubo de vidrio.

INACTIVACION DEL COMPLEMENTO SERICO
Los sueros obtenidos fueron inactivados en un Baiio de Maria a 57°C durante
30 minutos, con el fin de eliminar las proteinas del complemento, que podrian
interferir ¢n los experimentos.

SEPARACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA (LSP)

Al paquete celular, una vez separado del plasma, se le practico dos
lavados adicionando 10 m! de Medio de Eagle (ME) (Apéndice 1),
centrifugando a 500 g por 15 minutos, el sobrenadante fue desechado. Se
dicioné un vol de ME equival a la cantidad de sangre contenida en el

tubo y se resuspendid suavemente.

Esta mezcla se vertié en tubos de vidrio que contenian 2 ml de Linfo-Grad
(Microlab, México). En cada uno de ellos se adicionaron 5 mi de la mezcla
de sangre, haciéndola resbalar lentamente por las paredes del tubo. Se centrifugé a
500 g por 30 minutos. La interfase de color blanco, formada por células
mononucleadas, fue separada cuidadosamente con una pipeta y trasladada a
tubos para centrifuga a los cuales se habia adicionado 2 ml de EM procurando
mojar las paredes con dicho medio para evitar que las células se adhiricran a
cllas.  Se centrifugaron a 500 g por 10 minutos, se deseché ¢l sobrenadante y el
botén celular se resuspendié en 5 ml de medio de cultivo RPMI-1640 (Apéndice
2).
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Las células fueron contadas en una cémara de Neubauer (American
Optical, U.S.A), algunas de ellas fueron utilizadas inmediatamente y el resto se
conservaron en congelacion, por medio de la técnica de criop vacién, para
ser empleadas posteriormente.

TECNICA DE CRIOPRESERVACION

Para preservar las células que no fueron usadas en un ensayo inmediato se
aplicé la técnica de criopreservacién que consiste en lo siguiente:

Las células fueron a 500 g por 5 minutos y pendidas en una solucié
para congelacion compuesta, para ¢l caso de LSP, por 90% de suero fetal de
bovino (SFB) (Microlab, México) y 10% de dimetil sulféxido (Sigma Chemical
Co. US.A.)) y para células tumorales de 80% de ME, 10% de SFB y 10% de
dimetil sulféxido. Inmediatamente después las células se transfirieron a pequeiias

poll (Cooke Laboratory Products, U.S.A.) de 1 ml y se congelaron a -70:C
durante 24-72 horas para ser posteriormente introducidas en Nitrégeno liquido a
una temperatura aproximada de -190:C.

Para descongelar las células se sacé la ampolleta del nitrégeno liquido y
se coloco en un Bafio de Maria a 37+C hasta que la quedd pl
liquida. A continuacién se centrifugé a 500 g por 5 minutos, se desecho el
sobrenadantey el bot6n celular se resuspendié en RPMI para su utilizacion en los

ensayos pertinentes,

OBTENCION DE CELULAS TUMORALES

Las biopsias de tejido tumoral fueron primeramente lavadas con ME para
climinar codgulos sanguineos y tejido necrético. Posteriormente se cortd en
trozos de aproximadamente 0.5 mm. de didmetro y se colocé dentro de un matraz,
se adicionaron 5 ml de ME y se sometié a agitacién constante a una temperatura
de 37:C por 15 minutos con 1a finalidad de eliminar eritrocitos, tejido necrético
superficial y de preparar la muestra para su disgregacion enzimética. El
sobrenadante obtenido con  esta primera itacion fue desechado y se

5

adicionaron 2 ml de colagenasa tipo IV (Sigma Chemical Co. U.S.A.) al 0.05%,
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Tripsina tipo II (Sigma Chemical Co. U.S.A)) al 0.05% (Apéndice 3), durante
20 minutos a 37°C.

El sobrenadante, que contiene las células resultantes de la disgregacion, se
colecté y centrifugd a 500 g por 5 minutos, el botén celular se lavé con una
soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS) (Apéadice 4) dos ocasi y las
células se contaron, midiendo su viabilidad por exclusitn de azul tripano
(Sigma Chemical Co. U.S.A.) al 4% en PBS.

Una parte de las células tumorales fue criopreservada para ser empleadas en
los ensayos de citotoxicidad y otra fue sometida a la técnica de adh en
microplacas de cultivo para las pruebas de proliferacién de LSP.

ADHERENCIA DE CELULAS MALIGNAS A PLACAS DE CULTIVO

Para la evaluacion de la capacidad proliferativa de los LSP en presencia de las
células tumorales y de los factores inductores IL-2 (Cetus Co. U.S.A.), IFN-y
(Genzyme, US.A) y TNF-a (Sigma Chemical Co. U.S.A)), se procedié a la
adherencia de células tumorales sobre la superficic de micropozos de cultivo
para posteriormente realizar el co-cultivo con LSP. En wuna placa de
microtitulacion se deposité glutaraldehido al 0.1% en una solucién salina de boratos
(Apéndice 5) 0.1 mV/pozo y se incubaron a 4°C durante toda una noche.

Una vez transcurrido este tiempo se lavaron dos veces con PBS. Las células
fueron resuspendidas en PBS para ser adicionadas a 1os pozos en un volumen de 50-
100 pl/pozo y se centrifugaron 8 500 g por 15 minutos. Posteriormente se
afiadieron 100 pl/pozo de glutaraldehido al 0.1% en PBS, teniendo el cuidado

io para no desprender la capa adherida, se dejo reposar a temperatura
ambiente por 30 minutos y finalmente se lavé con PBS-Tween (Apéndice 6)
dos veces.
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CO-CULTIVOS CELULARES

Se realizaron co-cultivos celulares, para medir la proliferacién de los
LSP, evaluar su citotoxicidad, sobre diversos tipos celulares y determinar su
fenotipo.

Sobre las capas de células tumorales adheridas en los micropozos se
colocaron LSP en una proporcién de 10:1 (LSP:célula tumoral), el medio de cultivo
isti6 de RPMI supl do con 10% de suero autélogo, 100 U/ml de IL-2, 10
U/ml de IFN-y y 500 U/m! de TNF-a, solas y sus respectivas combinaciones.
Se realizaron cambios del medio cada 7 dias. La proporcién de LSP y las

concentraciones optimas de los MB se determinaron previamente (105).

CONDICIONES DE CULTIVO

Los cultivos celul fueron id en una incubadora (Forma
Scientific, Division of Mallinckrodt, Inc. U.S.A.) a 37°C, en una atmdsfera con 10%
de bibxido de carb y un ambi do de humedad.

EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

La evaluacion de la proliferacién celular se realiz6 utilizando la
técnica colorimétrica de MTT. Los LSP fueron removidos mecénicamente de
los micropozos de co-cultivo y feridos por dupli en placas de 96
micropozos fondo plano (Costar, U.S.A.), se adicionaron a cada pozo 20 pl de MTT
al 0.5% (Sigma Chem. U.S.A.) y se incubaron las placas a 37° C por 4 h. El MTT
es un subtaciancia de color amarillo pélldo que produce un producto de color azul
obscuro (formazan) do es i con vivas, Después de la
incubacién, ¢l sobrenadante es retirado y se adicionan 100 pl de alcohol
isopropilico (Baker Analyzed, Mex) para disolver los cristales de formazan. Las
placas fueron agitadas ligeramente para obtener una solucién homogénea y después

FIm|

los pozos fueron leidos en un lector de  ELISA (Dy h) a una absorb de
570 nm.
El ni celular fue obtenid polando a partir de una curva patrén

realizada con LSP de un donador normal.
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CO-CULTIVOS PARA EVALUAR LA CITOTOXICIDAD

LSP provenientes del co-cultivo con células tumorales de 14 y 21 dias fucron
lavados con RPMI-1640 y colocados en micropozos de cultivo en presencia de las
¢lulas bla en una relacion 10:1 blecida previamente (105), en RPMI con
10% de suero autdlogo, e incubados d 4 horas. Después de la incubacitn el
porcentsje de citotoxicidad fue evaluado mediante la técnica colorimétrica de
MTT, adicionando 20 pl de una solucién de MTT al 0.5% ¢ incubando a 37 *C por
4 h. Cuando se completd 1a incubacién con el MTT, se adicionaron 100 pl de
alcohol isopropilico para solubilizar ¢l formazan.

La densidad 6ptica de cada pozo fue med}da con un lector de ELISA,
equipado con un filtro de 570 nm. El lector fue calibrado a cero usando un pozo
donde solo se adicioné medio y MTT.

El porcentaje de citotoxicidad fue calculado con 1a siguiente férmula:

% de citotoxicidad = 1- (DO CB+LSP)- (DO LSP)

@®oCB)
Donde:
DOCB = Densidad 6ptica de las células blanco.
DO LSP = Densidad dptica de los LSP sensibilizados.
DO CB+LSP =Densidad optica del co~cultivo de células blanco con LSP

sensibilizados.
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INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Los LSP provenientes de los co-cultivos celulares frescos y de 7, 14 y 21
dias fueron adheridos en portsobjetos cubiertos com poly-lisina (Sigma Chem.
U.S.A.), mediante una citocentrifuga a 500 g. Después fueron fijadas con acetona
(Baker Anlyzed, Mex.) 10 min y se incubaron a 4 °C por 30 min con.el anticuerpo
monoclonal de ratén anti-humano (anti-CD4, CD8, CD45RO) (Coulter clone,
U.S.A), enseguida se los portabjetos fueron lavados con PBS 'y después de

incubaron con el icuerpo  fluoresceinado de carnero dirigido contra las
mmunog]obulmns de ratén (GAM-FITC) (Coulter clone, U.S.A.). La proporcién
de célul se analizd mediante el conteo de 5 campos (20 células/campo).



RESULTADOS

PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA (LSP) DE
PACIENTES CON CANCER CERVICO-UTERINO (CaCu) EN PRESENCIA
DE CELULAS TUMORALES AUTOLOGAS, INTERLEUCINA-2 (IL-2),
INTERFERON-y (IFN-y) Y FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-q (TNF-).

En trabajos preliminares se demostré que la IL-2 ejerce un efecto
proliferador in vitro sobre LSP de pacientes con CaCu, el cual se ve incrementado
al emplear una combinacién de IL-2, IFN-y y TNF-u, llegando a obtener
poblaciones 50 veces mayores al nimero inicial en cultivos de més de 4 semanas
(51, 105). Sin embargo, no se ha determinado la capacidad proliferativa de los
~ LSP con cada una de las citocinas y sus combinaciones.

Por esta razén se co-cultivaron 2.5 x 106 LSP de 1a paciente I con células
tumorales autélogas (CTA) en presencia de IL-2 e IL-2 + IFN-y + TNF-qa,
evaluando el nimero celular a los 7 y 14 dias de co-cultivo. Los resultados
mostraron en ambos casos una proliferacién gradual con respecto al tiempo, siendo
mayor cuando se emplearon los tres MB (Gréfica I).

Por otro lado, se pensaba que el TNF-o pudiera estar incrementando la
capacldnd proliferativa de los LSP de pacientes con CaCu, dada su potencialidad de
ir 1a expresion del receptor de 55 kD para IL~2 (Tac), por lo cual, se cultivaron
LSP de la paciente H en presencia CTA utilizando [L-2, TNF-a, IL-2 + TNF-
a y lacombinacién de los tres MB, evaluando el nimero celular cada 7 dias, hasta
los 21 dias de co-cultivo. Los LSP cultivados en presencia de IL-2, IL-2 + TNF-a
y los tres MB juntos, mostraron un aumecnto constante del mimero celular,
obteniéndose el mayor grado de proliferacién, como ya se ha reportado, en
presencia de  la combinacién de los tres MB, con un 1 108 x 103. La presencia
de TNF-« solo, no mostré induccién a la proliferacién obteniéndose un niimero 254
x 103 LSP (Gréfica II).
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Enelcaso de la paciente III se ampli6 el namero de combinaciones de
MB, para confinnar el efecto de cada uno de ellos sobre la proliferacién de LSP de
pacientes con CaCu, de estamanera los LSP de la paciente III fueron co-
cultivadas en presencia de las citocinas solas asi como de sus combinaciones,
incluyendo como control negativo LSP activados con células tumorales. En
este ensayo el control negativo y el cultwo-—- lado con la binacién de
IFN—y + TNF-a stra un no significativo en la proliferacién,
observéndose un imiento de Ia pobl Los cultivos que fueron inducidos
a proliferar con IL-2 e IL-2 + TNF-q presentaron proliferacién similar, obteniéndose
406 x 103 y 395 x 103 LSP a los 21 dias respectivamente. Los LSP co-cultivados
con IFN—y, TNF-¢, IL-2 + IFN-y presentaron una baja proleeraclén Nuevamente
la mayor induccién a la proliferacién fue obtenid: se learon de
manera conjunta CTA + IL-2 + IFN—y + TNF-a con 945 x 103 células efectoras
(Gréfica II).

i

Las células linfoides de la paci IV p n un comp
semejante al reportado para la paciente III, en donde la poblacién inicial solo se
mantiene en ausencia de MB, en presencia de IFN—y e IFN~y + TNF-a, también
en este caso los LSP que fueron estimulados con IL-2 ¢ IL-2 + TNF-a
presentando un aumento constante del niimero celular durante el tiempo de cultivo,
destacando el hecho de que la combinacién de IL-2 + IFN-y presenté una
proliferacién similar al cultivo con la IL-2 sola. Por otra parte, las células co-
cultivadas en presencia de TNF-a siguen presentando una baja proliferacién como la
ya reportada, obteniéndose Ia mayor proliferacién, como era de esperarse, al utilizar
la combinaci6n de los tres MB (Gréfica IV).

Estos resultados nos indican que la mejor combinacién para generar un gran
nimero de LSP ¢s la combinacién de los MB. Los LSP obtenidos con esta
combinacién de MB presentan un tiempo de doblaje de aproximadamente nueve
dias, mientras que los MB per si solos no pued una resp proliferativa
semejante a la observada en presencia de los tres MB juntos, lo cual confirma la
exixtencia de un efecto sinérgico de IFN-y y TNF-a sobre Ia proliferacién inducida
por IL-2,
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GRAFICA IV
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CITOTOXICIDAD ESPECIFICA DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA
PROVENIENTES DE PACIENTES CON CaCu, EN PRESENCIA DE IL-2E
IL~-2+IFN4+TNF-a

En trabajos preliminares se habfa demostrado que los LSP previamente
sensiblizados con IL-2+IFN-y+TNF-a en cultivos de mas de 4 semanas (a largo
plazo), eran cap de g una resf " citotéxica-especifica hacia las

células tumorales autélogas con una baja actividad litica contra células normales
télogas o heter6logas tumorales (105, 106).

Por esta razon, en el presente estudio se realizaron co-cultivos autélogos,
de LSP y células tumorales, de cuatro pacientes con CaCu, en presencia [L-2 y
su combinacién con IFN—y y TNF-a. Evaluando la actividad litica de los LSP
obtenidos a los 14 y 21 dias. Para ello los LSP sensibilizados en MLTC fueron
retados con células de tumor sutélogo, LSP autélogos y con células de la linea
CaLo proveniente de otro CaCu,

La evaluacion de la citotoxicidad de los LSP sensibilizados en co-cultivo de
14 y 21 dias mostraron una alta especificidad hacia las células del tumor autélogo
independientemente de los dulad biolégicos empleados. Sin embargo, el
grado de citotoxicidad fue diferente dependiendo del MB usado, siendo mayor
cuando se emplearon los tres MB, legando casi al 100% de citotoxicidad. Mientras
que la actividad litica hacia los LSP aut6logos y la linea CaLo fue baja a los 14 dias,
la cual se ve disminuida aiin més a los 21 dias (Tabla 1).

4 hl,

Estos Itados nos proporci 3 ias de que es posible g una
resp citotéxi pecifica de los LSP de pacientes con CaCu, desde la segunda

semana de co-cultivo usando IL-2 sola o la combinacién de IL-2+IFN-y+TNF-o,
siendo mayor en ésta Qltima.
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TABLA 1. CITOTOXICIDAD DE LSP DE PACIENTES CON CANCER
CERVICO-UTERINO A 14 Y 21 DIAS DE CO-CULTIVO AUTOLOGO EN
PRESENCIA DE IL-2, IFN-y Y TNF-0

14 DIAS 21 DIAS
~—CO-CULTIVO ENPRESENCIADE
-2 3F L2 3F

A. PACIENTE 1

TUMOR AUTOLOGO 87 98 85 97

LSP AUTOLOGOS 7 8 1 0

Calo 14 10 4 1
B. PACIENTE I

TUMOR AUTOLOGO 82 88 86 90

LSP AUTOLOGOS 0 14 3 9

Calo 7 14 1 3
C. PACIENTE I

TUMOR AUTOLOGO 64 78 65 89

LSP AUTOLOGOS 2 1 5 2

Calo 36 30 15 13

D. PACIENTE IV

TUMOR AUTOLOGO 82 90 84 95
LSP AUTOLOGOS 12 14 6 6
Calo 25 2 5 2
L2 INTERLEUCINA-2
3F TRES FACTORES (INTERLEUCINA-2, INTERFERON-y Y FACTOR DE

NECROSIS TUMORAL -aj
Calo LINEA CELULAR DE CANCER CERVICO UTERINO
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EFECTO CITOTOXICO DE LSP DE PACIENTES CON CaCuy,

PROVENIENTES DE CO-CULTIVO AUTOLOGO CON CELULAS

TUMORALES, SOBRE CTA, CELULAS NORMALES AUTOLOGASY
CELULAS TUMORALES HETEROLOGAS.

Se¢ ha determinado que los LSP co-cultivados en prescncm de CTA, IL~2 +
IFN-y + TNF-a, son cap de g una bxica-especifica hacia
el tumor autdlogo 8 los 14 diss de co-cultivo. Sm embargo, no se sabe cual
modulador bioldgico es el que esta induciendo el efecto Hitico o si es necesaria
1a presencia de varios MB para obtener éste efecto.

Para evaluar cual de los MB o que combinacidn de éstos es necesaria para
inducir e! efecto citotoxico observado, se realizd un primer ensayo donde s¢ co-
cultivaron los LSP de la paciente I con CTA en presencia de [L-2, TNF-gt, IL-2 +
TNF-a y la combinacién de las tres citocinas, Evaluando a los 14 y 21 dias la
activided citotoxica de los LSP sensibilizados contra CTA, la linea Calo y LSP
autélogos. Encontrando que en todos los casos se obtuvo una alta citotoxicidad hacia
las CTA de mis del 90%, cabe hacer notar que a los 14 dias, los LSP que habian
sido sensibilizados con IL-2 presentan una citotoxicided menor hacia las CTA que la
observada en las demas combinaciones (Figura V A). Ahora tien, 1a
citotoxicidad de las células efectoras sensibilizadas en presencia de IL-2, TNF-a y
los tres MB hacia los LSP autélogos disminuyé de gradual con respecto al
tiempo de co-cultivo, mientras que 1as células que se estimularon con [L~2 + TNF-o
a los 14 y 21 dias icron una ci icidad del 14% (Grifica V B). La
actividad litica hacia la linea CaLo fue menor al 14% y disminuy6 a los 21 dias de
oo-culnvo los LSP sensibilizdos con TNF-o, sonla pcidn ya que i el

p yje de ci icidad d todo el tiempo de cultivo (Gréfica V C).
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GRAFICA V
PORCENTAJE DE CITOTOXICIDAD DE LEUCOCITOS
DE SANGRE PERIFERICA (LSP) DE LA PACIENTE
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En el signiente ensayo también quisimos evaluar el efecto de IFN-y sobre Ia
citotoxicidad, con este propéslto se realizé un co-culuvo autélogo con LSP de la
paciente M con célul télogas en vy ia de las citocinas
asi como de sus pecti binaci Al igual que en el experimento
anterior se obscrva una alta citotoxicidad hacia 1a CTA con los MB solos o sus
combinaciones, en este caso los LSP inducidos con IL-2 finostraron una actividad
semcjante a la combinacion de los tres MB desde los 14 dias de co-cultivo (Grifica
V1 A). De manera similar que en el ensayo anterior Ia citotoxicidad de los LSP
inducidos con TNF-c hacia los LSP autélogos fue menor del 13% (Grafica VI B).

Se realizb otro ensayo semecjante al anterior con las células de la
paciente IV, en cl cual se observé una vez mas un alto porcentaje de citotoxicidad
hacis 1as CTA, tanto con las citocinas solas como con sus combinaciones (Grafica
VI A). La actividad litica hacia los LSP aut6logos y 1a linea Calo se mantuvo en
un porcentaje menor al 25% (Grafica VII B, C), solo los LSP que fueron estimulados
con IFN-y presentaron un ligero auliiento en la citotoxicidad contra la linea Calo
con un 38% (Grifica VI C).

Los resultados hasta ahora obtenidos ' no proporci id
suficientes para atribuirle a algin factor el efecto citotoxico-especifico generado
por los LSP de pacientes con CaCu, sin embargo, como los porcentajes de
citotoxicidad son altos en todas las condici leadas, seria dabl
realizar los enssyos de citotoxicidad con dlfcrcntcs relacién de  células
efectoras:células blanco para evaluar cual MB induce la actividad litica observada,
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GRAFICA VI
PORCENTAJE DE CITOTOXICIDAD DE LEUCOCITOS
DE SANGRE PERIFERICA (LSP) DE LA PACIENTE
CON CANCER CERVICO UTERINO (111).
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GRAFICA ViII
PORCENTAJE DE CITOTOXICIDAD DE LEUCOCITOS
DE SANGRE PERIFERICA (LSP) DE LA PACIENTE
CON CANCER CERVICO UTERINO (IV)
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VIABILIDAD Y CITOTOXICIDAD DE LOS LSP GENERADOS EN
CO-CULTIVO AUTOLOGO, DESPUES DE CUATRO DIAS EN AUSENCIA
DE MB.

Una vez que se corrobord que los LSP de pacientes con CaCu proliferan y
tienen actividad citotdxi pecifica hacia las células del tumor autélogo cuando
son generados en presencia de los MB, el siguiente paso fue si estos LSP
siguen viables y con actividad litica cuando eran co-cultivados en ausencia de MB.
Con este propésito los LSP de 1a paciente IV sensibilizados por 21 dias con los MB
solos y sus combinaciones, fueron co-cultivados por cuatro dias més en presencia de
CTA y ausencia de MB para evaluar su viabilidad y citotoxicidad usando como
células blanco CTA, LSP autélogos y 1a linea Calo.

Alos 4 dias las células efe de Ia paci 1V provenieates def co-
cultivo con los MB solos o en combinaciones sin 1L-2 se encontraban muertas.
Interesantemente, cuando se utilizaron combinaciones donde se encontraba presente
ia IL-2 los LSP presentaron diferentes grados de viabilidad, siendo mayor ésta
cuando se emplearon los tres MB (75%) (Tabla 2),

Para confirmar que los LSP inducidos con IL-2 mmueren a diferencia de

1los g dos con Ia binacion de los tres MB. Los LSP de la paciente I
provemcntcs de estas dos combinaciones se co-cultivaron custro dias en presencia
deCTAyen ia de MB. Corroborandose los itados anteriores y en este

caso la visbilidad de los LSP previamente sensibilizados con los tres MB  fue mayor
(90%).

Una vez que se determind que Ia combinacién de los tres MB confiere a los
LSP la capacidad de viables en ia de los MB, se procedio a
evaluar si los LSP de la paciente IV que habfan sido sensibilizados con los tres MB
conservan su capacidad citotéxica especifica. Encontrindose que seguia siendo muy
alta (87%).

Para confirmar que esta citotoxicidad sigue siendo especifica los LSP de la
paciente 11 sensibilizados por 21 dias con los tres MB y co-cultivados por cuatro
dias, més, en ausencia de MB fueron retados con CTA, LSP autdlogos frescos y la
linca Cal.o. Los resultados mostraron que los LSP conservan su alta citotoxicidad
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hacia las CTA (96%) y una baja actividad litica contra los LSP autélogos y la linea
Calo (0y 2%).

TABLA 2. PORCENTAIJE DE VIABILIDAD DE LSP DESPUES DE CUATRO
DIAS DE CULTIVO EN AUSENCIA DE MODULADORES BIOLOGICOS.

PACIENTE
i1 v

CONDICION

CT+LSP ND -
CT+LSP+IL-2
CT+LSP+FN—y
CT+LSP+TNFa
CT+LSP+IL-2+IFNwy
CT+LSP+IL-2+TNF-a
CT+LSP+HIFN-y+TNF-«
CT+LSPHIL-24IFN-1+TNF-a 90% 75%

§§ggs’

cr CELULAS TUMORALES

LSP LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA
L2 INTERLEUCINA-2

IFN+y INTERFERON-y

TNF-a FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a
ND NO DETERMINADO

- LSP MUERTOS

2

Los resultados de estos ensay ionan evidencias de que es posible
aumentar el grado de proliferacidn de los LSP de pacientes con CaCu, hasta 20
veces el numero inicial a 21 dias, utilizando Ia combinacién de IL-2 + IFN~y +
TNF-a. Asimismo, se observd que se mantiene una gran respuesta citot6xica-
especifica contra las CTA, hasta por cuatro dias de cultivo en ausencia de MB.
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RELACION DE LINFOCITOS CD4:CP8 GENERADOS POR EL
CO-CULTIVO DE LSP DE PACIENTES CON CaCu.
Es conocido que existen alt en la relacién de células CD4:CD8
en sangre periféica de pacientes con diversas enfermedades como artritis
reumatoide, micosis, lepra y en algunos tumores como el melanoma (107), lo cual
nos da indicios de que este tipo de linfocitos T intervienen en estas enfermedades y
do en ideracién que las poblaci citotoxicas son generalmente de
fcnotipo CD8 era importante conocer la relacion de linfocitos CD4:CD8 en
pacientes con CaCu. Ademas de determinar el fenotipo y Ia relacién de linfocitos
CD4:CD8 de los LSP que presentaron una gran actividad proliferativa y citotéxica
en contra de las células tumorales autdlogas,

Para ello a los LSP de pacientes con CaCu extraidos de sangre periférica se
les realizé un marcaje diferencial para identificar los linfocitos CD4 y CDS,
mediante  anticuerpos  monoclonales (anti-CD4 y anti-CD8). Asimismo, se
marcaron los LSP generados en los co-cultivos con CTA en ausencia y presencia
de MB y sus combinaciones, evaluindose el marcaje tanto al inicio del cultivo
como cada 7 dias.

El marcaje de los LSP al inicio del cultivo mostré que las cuatro
pacientes tenian una relacion normal de linfocitos CD4:CD8 de 2:1 (Tabla 3). A los
7 dias la relacion CD4:CD8 presentd variaciones sin observarse un patrén

para ninguna de las p (Tabla 4). A los 14 dias de co-cultivo, los
LSP generados en presencia de TNF-a o con 1a combinacién de los tres MB
presentaron un proporcion CD4:CD8 de 1:1, mientras que el resto de las
condiciones varia, sin presentar un comportamiento regular (Tabla 5). Por otro lado,
a los 21 dias la poblacién CD8 es mayor en todas las combinaciones . de MB,
excepto para los LSP de la paciente IV sensibilizados con IL-2 + [FN—y en donde
se mantiene la relacién inicial (Tabla 6).




-

TABLA 3. RELACION DE LINFOCITOS CD4:CDS8 DE PACIENTES CON
CANCER CERVICO UTERING (CaCu), AL INICIO DEL CO-CULTIVO.

PACIENTE EC-IB EC-IB ECIV
I 21
] 21 _
m 2:1
v 2:1
EC ESTADIO CLINICO

TABLA 4. RELACION DE LINFOCITOS CPD4:CD8 DESPUES DE 7
DIAS DE CO-CULTIVO AUTOLOGO.

PACIENTE
CONDICION I n - m v

CT+LSP ND ND 3:1 2:1
CT+LSP+IL-2 12 2:1 1:3 1:2
CT+LSP+IFN-y ND ND 1:1 1:2
CT+LSP+TNF- ND 1:2 11 2:1
CT+LSPHIL-2+IFN-y ND ND 3:2 2:1
CT+LSP+IL-24+TNF-0. ND 2:1 4:1 11
CT+LSP+IFN-y+TNF-a ND ND 31 1:1
CT+LSP+IL-2+IFN-y+TNF-a 12 2:1 21 11

CcT CELULAS TUMORALES

Lsp LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

n-2 INTERLEUCINA-2

IFN-y INTERFERON-y

TNF-a FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a
ND NO DETERMINADG
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TABLA 5. RELACION DE LINFOCITOS CP4:CD8 DESPUES DE 14

DIAS DE CO-CULTIVO AUTOLOGO.

PACIENTE
CONDICION 1 I m v
CT+LSP ND ND 11 1:3
CT+LSP+IL-2 1:2 11 2:1 21
- HCT+LSP+IFN-y ND ND 2:1 14
CT+LSP+TNF-a ND 11 1:1 11
CT-+LSP+IL-2+IFN-y ND ND L1 1:1
CT+LSP+IL-2+TNF-o ND 21 11 2:1
CT+LSPHIFN-4+TNF- ND ND 2:1 13
HC’HLSP*IL-ZHFN-#TNF-(: 11 11 11 1:1
cr CELULAS TUMORALES
LSP LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA
-2 INTERLEUCINA-2
1FN«y INTERFERON-y
TNF-a FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a
ND NO DETERMINADO




TABLA 6. RELACION DE LINFOCITOS CD4:CD8 DESPUES DE 21
DIAS DE CO-CULTIVO AUTOLOGQ.

PACIENTE
CONDICION 1 14 11 v

CT+LSP ND ND 1:1 1:4
CT+LSP+IL-2 111 1:1. 1:1 11
CT+LSP+IFN-y ND ND 1:4 1:1
ICT+LSP+TNF-a ND 12 1:2 1:2
CT+LSPHL-2+IFN-y ND ND 1:2 2:1
CT+LSP+IL-2+TNF-t ND 11 12 11
CT+LSP+IFN-y+TNF-a ND ND 1:3 13
CT+LSP+IL-2+IFN-y+TNF-at 11 il 1:1 1.1

CT CELULAS TUMORALES

LSP LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

-2 INTERLEUCINA-2

TFN-y INTERFERON-y

TNF-a FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a

ND NO DETERMINADO

Por lo tanto, podemos decir que en la mayoria de los casos se da un aumento
de la poblacion CD8+, lo cual puede explicar el efecto citotéxico especifico
observado.
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Las poblaciones que fueron estimuladas con citocinas solas asi como sus
coanbinaciones mostraron tener una  gran citotoxicidad-cspecifica hacia las
células del wmor autblogo, ademas de haber observado que en algunas
combinaciones fos LSP se encuentran visbles aiin en ausencia de MB, lo cual nos
hacia sospechar que esta células pudicran ser de memoria, dadas las caracteristicas
antes mencionadas. Para determinar la presencia de este tipo de células, fos LSP
de s pacientes II, I y IV que habian sido sensiblizados por 21 dias en presencia de
-2 + TNFa y la combinacion dec los tres MB fueron marcados con el
anticuerpo anti-CD45RO que es conocido como d pecifico para las célul
de memoria, dando reaccién positiva en todos los casos, pero el porcentaje de
células de memoria fue mayor cuando se utilizaron Jos tres MB (Tabla 7).

TABLA 7. PORCENTAJE DE LEUCOCITOS DE SANGRE
PERIFERICA (LSP) DE PACIENTES CON CANCER CERVICO
UTERINO (CaCu) MARCADOS COMO CELULAS DE MEMORIA
(CD45RO).

CO-CULTIVO EN PRESENCIA DE

CP4 5RO
PACIENTE I . woe
ercmm m - see
PACIENTE IV . e

TNF-a FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a

-2 INTERLEUCINA-2

IFN-y INTERFERON-y

CD4SRO  POBLACIONES DE MEMORIA
" 50% DE CELULAS POSITIVAS

ann 7596 DE CELULAS POSITIVAS
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DISCUSION

El céncer es una enfermedad que por mucho tiempo se ha cousiderado
incurable, por esta razén durante las dltimas dos décadas se ha tratado de
desarrollar allemaﬁvas terapéuticas para dar mayores oportunidades de

brevida a f logicos, en particular con estadios avanzados. Entre
las terapias :mplcmentadas con este fin destaca la I pia Adoptiva que
ha mostrado tener un futuro prometedor, ya que por medio de ella es posible
generar in vitro células efectoras dirigidas contra antigenos tumorales como los
virales. La transferencia de las célul fi btenidas in vitro ha tenido
algunos éxitos disminuyendo masas tumorales parcial o totaimente (108, 109),
sin embargo, ha resultado se muy tdxica. Por esta razon, se han implementado
proyectos de mvcsngaclén bésxca para adecuar metodologias que permitan la
generacidn de un ng de células efectoras con actividad antitumoral
especifica, que puedan ser transferidas in vive p do en su posible aplicacion
clinica, en pacientes oncolégicos sobre todo en estadios avanzados para quienes fos
tratamientos convencionales suelen ser paliativos con una baja esperanza de
sobrevida a 5 afios.

En nuestro pais el tipo de cancer con mayor incidencia es el cancer cérvico
uterino (CaCu), que en la actualidad ocupa el primer lugar de mortalidad por
cnfermedades neoplésicas. Por esta razon y por la poca efectividad de las terapias
utifizadas para este tipo de céncer y dada su iacién con una etiologia viral, el
CaCu, se considers un buen candidato para ser incluido en protocolos de
Inmunoterapia. Es por cllo en los ltimos 5 afios nuestro laboratorio ha trabajado
en el desarrollo de una metodologia que permita obtener células efectoras
especificas dirigidas contra célulss tumorales de CaCu.

Los trabajos hasta ahora realizados han demostrado que la combinacion de
moduladores biolégicos como IL-2 + [FN~y + TNF-ct son capaces de generar una
gran respuesta proliferativa sobre LSP de pacientes con CaCu (105), lo cual se
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enelp bajo, sin embargo, no se conocfa cual de estos MB era
el responsable de dicha proliferacién. No obstante, al probar el efecto de cada
uno de estos moduladores sobre Ia proliferacién de LSP no encontramos que alguno
de ellos individual d: una gran  accién prolifersdora como la
observada al utilizar los tres MB juntos por lo que la proliferacién observada se
puede atribuir a un efecto sinérgico entre las funciones de estos tres MB, en
donde la IL-2 ax:tua como agente mitogénico, IFN—y como factor diferenciador y
TNF-ot potenci Ia ividad de IL-2, Por otro Iado, la proliferacién
observada con IFN-y o TNF-a solos puede estar inducida por la IL-2 endogena
ya que IFN-~y adicionado actia como diferenciador més que proliferador, por su
parte el TNF-a que induce la expresidn del receptor de 55 kD para Ia 1L-2
parece no ser sefial suficiente para incrementar ia proliferacion de los LSP  que
requieren de la presencia del receptor de alta afinidad, por tanto en este caso la
proliferacién observada puede ser el resultado de Ja IL-2  endégena, lo cual
requeriria de més tiempo de co-cultivo para obt una proliferecié a
1 inducida por la TL-2 exégena (71, 110-112). Por otra parte, el haber encontrado
que el tiempo de doblaje de los LSP es de aproximadamente nueve dfas, nos hace
pensar que bajo nuestras condiciones de trabajo se estan generando linfocitos T
citotoxicos (LTC), debido a que su crecimiento exponencial es mas lento que el de
las células NK y LAK, cuyo crecimiento exponencial es de cuatro dias en presencia
de altas concentraciones de [L-2.

Otro dato interesante, es ¢l hecho conosido de que los LSP de pacientes
oncolégicos en di dos dismi su capacidad proliferadora (115),
por lo cual pensamos que los LSP de la paciente IV no mostraron grandes
dife ia en proliferacién con IL-2 y fos tres MB ya que se trata de LSP de una
pacicnte en estadio IV A. No ob , debemos d que fue posible ob
una poblacién considerable de LSP con IL-2 o los tres MB con respecto al control,
y aunque fa difererncia entre ellos no ¢s tan grande, también en este caso se obtuvo
1a mayor poblacidn con los tres MB,

Por otro lado, se habia observado que en cultivos MLTC de 4 semanas (105,
106), la combinacion de IL-2 + IFN~y + TNF-a generaba una actividad
citotéxica aiin mayor que la inducida por la IL~2 sola. Para explicar esto podemos
pensar que bajo estas condiciones de cultivo se proporci las dos seilal

ies para la g i6n de tinfocitos T citotéxicos (LTC) a partir de sus
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precursores, pre-LTC. La primera sefial es proporcionada por la i ion del
receptor de células T (RCT), presente en la superficic del pre-LTC, con el

antigeno iado a el plejo mayor de hi mpatibilidad (CMH) clase I o
clase 1. Como resultado de esta sefial, los pre-LTC expresan en su supcrﬁcne
receptores para IL~2. Sin embargo, fos LTC activados por igeno no p

dividirse a menos que se produzca una segunda sefial, dada por fa prescncua de
algin mitégeno como la IL-2. De tal manera, siun pre-LTC es estimulado con
las dos sefales, se divide y madura bajo 1a influencia de las citocinas secretadas
por cllos mi por &j la poblacién de células CD4 (Thi) producen
IFN-y y TNF-a, que convtem: a8 los CD8 en células citotdxicas. Una vez
maduro, el LTC puede atacar y destruir céiulas tumorales (80). En este caso
pensamios que al cultivar los LSP en presencia de las células tumorales,
proporcionamos uns de Jas seiial jas para la maduracion de LTC
observéndose solo el mantenimiento de Jos LSP a lo largo del cultivo con una
pequeiia actividad citotdxica hacia las CTA por ausencia de la segunda sefial que
en este caso estaria dada por cl mitégeno. Sin embargo, no descartamos que esta
citotoxicidad se pueda i al tar el tiempo de cultivo.

Por otra parte, al emplear en nuestros ensayos el co-cultivo autdlogo estamos
proporcionando Ia primera seiial, mi que la da se fra en
algunos casos, en éstos \iltimos transcurrird un tiempo mayor para que se secreten
MB endbgenos que induzcan la proliferacién y diferenciacién de los LTC, por esta
razon observamos que a los 21 dias de co-cultivo encontramos una alta citotoxicidad
hacia las CTA en la mayoria de las combinaciones de MB, Por lo tanto, es necesario

plear en los yos de ci icidad dife proporci de LTC:CTA para
medir Ia eficiencia citotoxica al utilizar Jos MB solos y sus combinaciones.

Por otra parte, debemos destacar la gran importancia que tienc el haber
encontrado cn nuestros ensayos in virro, que laactividad citotoxicidad-especifica
en presencia de las ftres citocinas se puede generar a partir de los 14 dias de co-
cultivo. Dicha actividad se puede atribuir a Ia presencia constante del antigeno y
los MB, que estarian proporcionando las condiciones necesarias para inducir y
mantener a actividad litica especifica de LSP en un tiempo menor que el requerido
d ung i comtin, en 1a que también se secretan estos MB pero
enunpmodomislngoactuandodemmemsxmdar, d Mlando una actividad
litica pero menor a la presentada por los LSP sensibilizados con los tres
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MB. Estos resultados son muy alentadores, sin embargo, aunque pequefia, a
este tiempo existe actividad litica contra células heterélogas y LSP autélogos que
puede ser el resultado de la presencia de células NK y LAK, que tienen la capacidad
de ser muy activas y por tanto producir un gran p je de mortalidad. Para

confirmar esta hipétesis seria necesario utilizar anti-CD16 en LSP de 14 dias de
sensibilizacion.

Dada la gran actividad litica mostrada por los LSP sensibilizados con
IFN-y o TNF-a solos esperdbamos que cste p se iera al
adicionarlos de manera simultinea a los cultivos. Sin embargo, los LSP generados
en presencia de [FN—y + TNF-a mostraron una menor capacidad citotoxica, este
fenémeno puede estar dado por la autorregulacién de 1a resp enla cual
se producen citocinas, como la IL-10, que es tada por los linfocitos Th2 (CD4)
y T2 (CD8), y es capaz de inhibir Ja proliferacion de las diferentes
subpoblaciones de linfocitos T, ademds de bloquear la accién diferenciadora de
IFN—~y (39, 113). Por esta razén pensamos que los LSP generados en presencia
de IFN—y + TNF-a, estan secretando IL-10 que regula tanto la proliferacion
mediada por TNF-a como la diferenciacién inducida por IFN—y, dando como
resultado la baja proliferacién y menor citotoxicidad observadas por los LSP
sensibilizados con esta combinacién de MB. Ademés, Ia falta de la segunda sefial
dada por el estimulo mitogénico de IL-2 ex6g al inicio del cultivo,
provoca que sea necesario més tiempo para generar LTC ya que se requiere
sintetizar IL-2 enddgena que sirve como segunda sefial, por lo cual al adicionar
IFN~y y TNF-a se requiere de un tiempo i at dela resp in
vivo para generar la actividad citotéxica. Aun asi pensamos que si se evalia la
aclmdad litica a 28 o 42 dias, en estas condiciones, no se obtendria una

icidad ala se adicionan los tres MB desde el
inicio del cultivo por el efecto sinérgico de TNF-a sobre IFN-y ¢ IL-2.

1 1 d

Las diferencias encontradas en el grado de proliferacién y citotoxicidad
hacia las CTA por los LTC puede deberse a las diferentes subpoblaciones de
linfocitos T estimulados por la combinacién de citocinas empleadas, ya que éstas
inducen diferente subpoblaci de las células T, por ejemplo, la IL-2 puede
inducir la proliferacién de células CD4 a bajas concentraciones y CD8 en altas
concentraciones (111, 114), el TNF-o favorece la aparicién de linfocitos CD8 y
el IFN—y células CD4 (84, 108).
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Ahora bien, los LSP generados en presencia de la  combinacién de IL-2 +
IFN-y + TNF-a mostraron una gran sctividad proliferativa y litica, que parece ser el
resultado de 1a accién conjunta de IL-2 actuando como mitdégeno, IFN—y como el
factor diferenciador y TNF-a aumentando la accién mitogénica de IL-2 e
induciendo 1la ién de enzimas proteoliticas necesariss para la lisis de
células transformadas.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que la combinacién de
los tres MB es la mejor condicién para obtener una mayor proliferacién y gran
actividad litica como consecuencia de un efecto sinérgico entre Is 1L-2, IFN—y y
TNF-a, ya que al utilizarlos por separado o en combinaciones de dos MB no
se observa un aumento paraleio en la proliferacién y citotoxicidad, observandose
quela citotoxicidades muy alta y la proliferacién baja. Sin embargo el TNF-o
parece jugar un papel muy import. en 1a induccién de 1a actividad litica de los
LSP ya que cuando se utilizd solo éste induce un porcentaje de lisis similar o
mayor al producido por los tres MB.

Por otro lado, en todas las condiciones empleadas no se detectd
citotoxicidad hacia los LSP autblogos y 1a lines Calo por parte de los LSP
generados & 14 dins. Esto se atribuye a la generacién de CTLs que ejercen su
funcion litica mediada por el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH),
cuyas moléculas presentan diversos haplotipos; de tal forma que la respuesta de
los linfocitos se encuentra restringida a un reconocimiento especifico de éstas
moléculas a las cuales se encuentra unido el antigeno particular. De esta forma,
pensamos que en nuestros ensayos los linfocitos T generados estin restringidos
a un haplotipo particular, por lo cual se da un reconocimiento y lisis especifica
hacia Ja célula tumoral autdloga, sin presentar lisis hacia células heterdlogas
aunque procedan de un mismo tipo de tumor. Esto nos hace pensar que se estin
generando células especificas, ya que la citotoxicidad contra los LSP autélogos
frescos y la linea Calo disminuye a los 21 dias sise compara con la observadaa
los 14.

Asi como las citocinas pueden favorecer la gencracién de una poblacién de
linfocitos, también pued lar 12 proporcion de estas poblaciones, de esta

manera 1a combinacion de las tres citocinas antes ionadas parece gencrar
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variaci en la proporcién de linfocitos CD4:CD8 que a su vez determinan el
tipo de citocinas secretadas que regulan la proliferacién | y citotoxicidad de los
LSP. Por tanto, el haber encontrado a los 21 dias una proporcién de linfocitos
CD4:CD8 de 1:1 en los cultivos estimulados en presencia de IL-2 puede estar
inducida por la sintesis endogena de IFN—y importante en la maduracién de los pre-
LTC (113). Ahora bien la determinacién de la proporcién 1:1 de linfoci
CD4:CD8 desde los 14 dias de co-cultivo en presencia de IL-Z + IFN—~y + TNF-¢
nos indica que la administracion exdgena de estos MB reduce el tiempo de
generacion de células especificas. Ya que se proporcionan simultineamente en el
cultivo las  principales cit involucradas tanto en los procesos de
proliferacion y diferenciacién de pre-LTC favoreciendo | el equilibrio en 1la
proporcién CD4:CD8 ademAs de conferirles una gran actividad proliferativa y
litica manifestandose esta iltima por el aumento de células CDS.

Por ofra parte, el encontrar la misma relacién CD4:¢D8 con TNF-a solo,
se atribuye a la induccién de la expresién de receptores; para IL-2, con la
subsecuente produccién de IL-2, que podria desplazar Ia relacién normal de
linfocitos CD4:CD8 a una relacion 1:1 a los 14 dias de co-cultivo. Sin embargo,
la disminucién de la relacién a 21 dias de co-cultivo con unﬁ mayor proporcién de
células CD8 parece estar inducida por TNF-o que mcrementa la poblacién de
linfocitos T restringidos &l CMH-clase I (71) los cuales en presencia de IFN—y
endégeno induce la diferenciacién de una poblacién de célul k
citotoxicas.

Por otro lado, es importante destacar el hecho de haber identificado
células de memoria en nuestros cultivos que son resultado d¢ una clonal
de células T activadas mediante un antigeno, que necesitan de ciertas condiciones
pare llegar a ser linfocitos T de memoria, entre éstas se encuentra la activacién a
través del receptor de la célula T (RCT) en conjuncidn con la molécula de CD3
(40, 67), por esta razén pensamos que al cultivar los LSP de pacientes con CaCu en
presencia de IL-2 -+ TNF-a se generé un porcentsje de células de memoria, el
cual fue superado al utilizar los tres MB lo que indica que ‘al administrar los tres
MB de manera simultinea se favorece la proliferacién de célljxlas citotoxicas que en
presencia constante de antigeno son diferenciadas a células de memoria. Bajo
las condiciones de cultivo empleadas podriamos estar ncutriiliznndo el efecto de
citocinas, como IL-10, que rcgulan negativamente la ljtspuesm inmune. La
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suposici6n anterior se basa en ¢l hecho de mantener constantemente un nivel elevado
de MB a diferencia con una respuesta normal en la que se dan fluctuaciones en la
presencia y niveles de los MB, lo que favorece la proliferacién de linfocitos CD8
por la presencia de TNF-a que sinergiza con IL-2 ¢ [FN-y manteniendo de esta
manera la diferenciacién de LTC.

¥ ATl

Ahora bien, es que las de memoria son capaces de
mantenerse viables por periodos prolongados = de tiempo lusi te en
presencia del antigeno (41, 42) y que para convertirse en células de memoria
requieren de IFN—~y y TNF-a que son dos por los linfocitos CD4 (Thl)
activados mediante un antigeno o como en este caso son adicionados de manera
exbgena. Por esta razén pensamos que los LSP que habian sido sensibilizados con
los MB solos o las combinaciones en las que no se utiliz6 IL-2 se mueren, ya que
pueden no haberse generado linfocitos T de memoria o su nimero fue muy bajo, por
lo que al retirar del cultivo los MB las poblaci citotoxicas desaparecen por la
falta de la seiial mitogénica. Mientras que al utilizar las combinaciones de IL-2 +
IFN-y, IL-2 + TNF-a y los tres MB juntos se obtienen diferentes grados de
viabitidad, lo que puede estar mediado por la idad de células de memoria
generadas y dado que cuando los LSP fueron sensibilizados con los tres MB se
obtuvo 1a mayor viabilidad y actividad litica, se atribuye a la aparicién de una
mayor cantidad de células de memoria, confirmando nuevamente que esta
combinacién es la mejor para inducir una alta proliferacion, citotoxicidad y
células de memoria, lo que se puede atribuir a un efecto sinérgico de éstos tres
MB.

E! hecho de haber encontrado un 50% de células viables con fenotipo
CD45RO™, en los LTC generados en presencia de IL-2 + TNF-a o IL-2 + [FN-~
v, parece ser el resultado de la existencia de una mayor cantidad de células CD8 de
memoria que células CD4 ya que las células CD8 tienen la capacidad de sintetizar
una gran cantidad de [L-2 y TNF-a (67),en comparacién a las células CD4 , las
cuales permitirian ¢l mantenimiento de las células de memoria a pesar de retirar los
MB. Debemos destacar que aunque los LSP sensibilizados con los tres MB y co-
cultivados cuatro dias en ausencia de MB se mantienen vivos y disminuye un 20%
su actividad litica con respecto a los 21 dias. Esto se puede atribuir a la muerte de
las células citotoxicas-especificas, pero no de memoria, que también son obtenidas
en nuestros cultivos.
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El mayor porcentaje de viabilidad obtenido a cuatro dias de cultivo en
ausencia de MB con los LTC sensibilizados es en presencia de los tres MB

que puede ser el resvltado de Ia ge i6n de una 1a de poblaci de
memoria CD4 y CD8, que secretan las citocinas como IL-2 e TNF-a, necesarias
para mantener y sustentar las poblaci de células citotéxicas sean o no de
memoria.

Ante las evidenci das en el baj ideramos que

la utilizacién de los tres MB es la mejor combinacién pm obtener una gran
poblacién de células efectoras de memoria, con accidn citotéxica-especifica hacia
el tumor ya que ninguno de los MB llegd a tener 1a actividad proliferadora y
diferenciadora sobre los LSP como la inducida por los tres MB. Sin embargo, s
> d inar especifi el fenotipo de 1a poblacitn de las células que
gran ividad litica estableciendo la proporcién de células CD4
CD45RO :CD8 CD45RO, ademis de valorar la presencia de IL-10 y ofras
citocinas como IL-2, IL-4, IFN-y y TNF-a que se estén secretando al utilizar cada
una de las combinaciones de MB. Asimi seria 1 dable probar si la
citotoxicidad es dada por los linfocitos CD4 o CD8 por medio del bloqueo de
antigenos del CMH clase 1. Por otra parte, ¢simportante destacar que el tiempo
para generar LTC en presencia de los tres MB es muy corto debido a que a partir de
los 14 dias sc obtiene una actividad citotdxica especifica, esto tiene gran
trascendencia ya que se pueden gemerar LTC en un tiempo relativamente
corto, pensando en su posiblc aplicacién clinica en pacientes oncoldgicos en
estadios avanzados para los cuales los i jonales no son
eficientes. Por 1ltimo, es pertinente mencionar que estos resultados son muy
alentadores ya que ante la falta de tratamientos que ofrezcan una mejor calidad de
vida a estos pacientes sc¢ pueden implementar técnicas de Inmunoterapia
Adoptiva que parecen ofrecer una gran ayuda al paciente sin dafiarlo.




CONCLUSIONES

1. Es posible obtener linfocitos T citotéxicos especificos hacia células tumorales de
CaCu, sensbilizados en presencia de de IL-2 + IFN-y + TNF-a, a pattir de los 14
dias de co-cultivo autélogo.

2. La citotoxicidad observada por los LSP co-cultivados en presencia de [L-2 +
IFN-y + TNF-0. se debe a un efecto sinérgico de IL-2, IFN-y y TNF-a sobre
proliferacién y citotoxicidad de los LTC.

3. Con la combinacién de I1.-2 + IFN-y + TNF-a s¢ genera un ailto porcentaje de
células de memoria con actividad citotdxica especifica hacia las células tumorales
autdlogas, la cual se manticne aiin en ausencia de los MB, después de 4 dias de co-
cultivo.
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APENDICES

APENDICE 1
PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO EAGLE MEDIUM (EM)

Se mide un volumen de agua bidestilada 5% menor al volumen de medio total
deseado, utilizando para ello dos matraces. Se adicionan 13.4 g/l de EM en
polvo (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma Chem. U.S.A.) agitindose
suavemente, se agregan 3.7 g de Bicarbonato de Sodio, 100 U/ml de Penicilina y
100 U/ml de Estreptomicina. Se complementa el volumen deseado com agua
bidestilada, se ajusta el pH entre 0.2 y 0.3 menos del ideal, que es 7.2, empleando
para ello Acido Clorhidrico diluido y se esteriliza por filtracién con membrana
de poro de 0.22 micras.

COMPOSICION DEL EM
Aminoécidos Concentracién
(mg/l)
L-arginina 84.00
L-cistina 62.57
L-glutamina 584.00
Glicina 30.00
" L-histidina 42.00
L-isoleucina 105.00
L-leucina 105.00
L-lisina 146.00
L-metionina 30.00
L-fenilalanina 66.00
L-serina 42.00
L-treonina 95.00
L-triptofano 16.00
L-tirosina (sal disédica) 104.20
L-valina 94,00



Vitaminas

D-Ca Pantotenato

Closuro de Colina

Acido Félico

Inositol

Nicotinamida

Piridoxal

Riboflavina

Tismina

Sales Inorgénicas

Cloruro de Calcio Anhidro
Nitrato de Hierro Il nonhidratado
Cloruro de Potasio

Sulfato dec Magnesio anhidro

Cloruro de Sodio
Fosfato Monosddico monohidratado

Otros Compuestos

L-glucosa
Rojo Fenol
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4.00
4.00
7.20
7.20
4.00
4.00
0.40
4.00

200.00
0.10
400.00
97.67
6400.00
125.00

4500.00
15.00

ESTA TESIS WO BEBE
SALR BE LA GIBLIGTECA



APENDICE 2
PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO RPMI-1640

Se mide un 90% del volumen final requerido de agua destilada y desionizada
y se coloca en un recipiente de fio Io més posible a la medida del
volumen final a prep La temp del agua debe ser de 15-200C. Bajo
agitacién lenta y constante se adicions el RPMI-1640 (RPMI-1640 MEDIUM,
Sigma Chem. U.S.A.) hasta su disolucién, no debe apli calor al agua. Con un
volumen menor al 5% del total de agua se enjuaga ¢l paquete que conteng el Medio
en polvo para remover cualquier traza de éste que hubiera quedado adherido y se
adiciona al recipiente.

A 1a solucién obtenida se le adici 2.0 g de Bicarbonato de Sodio 0 26.7
_ml de solucién de Bicarbouato de Sodio al 75% pcr cada litro dc volumcn final de
Medio a prepararse. El Medio en su p iene ya el
aminoacido L-glutamina, sin embargo, el cultivo de células linfoides requiere de
una mayor concentracidn del mismo. Por tal motivo, en esta etapa de la
preparacion sc adiciona L-glutamina (Sigma, Chem, U.S.A.) en una concentracién
2mM. La agitacién es itil para la total disolucién de estos

Se ajusta Ia solucidn a pH 7.2-7.4 a 20°C usando, para este fin, una solucién
concentrada de Hidréxido de Sodio. Se adiciona Ia cantidad de agua requerida
paracompletar el volumen final y se esteriliza la solucién filtrindola con membranas
de poro de 0.22 micras,

COMPOSICION DEL RPMI-1640
Sales Inorgénicas Concentracién
")
Nitrato de Calcio 4H20 0.100
Sulfato de Magnesio anhidro 0.04884
Cloruro de Sodio 6.0
Fosfato Dibasico de Sodio anhidro 08

K]



Aminodcidos

L-arginina
L-asparagina
L-#cido aspértico
L~cistina 2HCI
L-4cido glutémico
L-glutamina
Glicina
L-histidina
L-hidroxiprolina
L-isoleucina
L-leucina
L-lisina HC1
L-metionina
L-fenilalanina
L-prolina
L-serina
L-treonina
L-triptofano
L-tirosina
L-valina

Vitaminas

D-biotina

Cloruro de Colina
Acido Félico
Myo-Inositol
Niacinamida
Acido-p-Amino Benzbico
Acido-D-Pantoténico
Piridoxina HCI
Riboflavina

Tiamina HCI
Vitamina B-12

n

0.2
0.050
0.20
0.0652 .
0.02
0.300
0.10
0.015
0.020
0.050
0.050
0.040
0.015
0.015
0.020
0.030
0.020
0.005
0.02883
0.020

0.0002
0.003
0.001
0.035
0.001
0.001
0.00025
0.001
0.0002
0.001
0.000005



Otros
D-Glucosa
Glutation reducido

HEPES
Rojo Fenol

APENDICE 3

COLAGENASA

La solucién de Colagenasa al 0.05% se prepara disolviendo 0.05 g de
Collagenase Type IV (Sigma Chem. U.S.A)) y 0.1 g de Glucosa Anhidra en 100
ml de Verseno. La solucién final se esteriliza mediante el uso de filtros de
membrana millipore de 0.22 micras. Para facilitar su manejo, la solucién estéril
se distribuye en tubos pequeiios y se almacena a - 4°C para evitar su autodigestion.

TRIPSINA

La solucién de Tripsina al 0.05% se prepara disolviendo 0.05g de Tripsina
tipo I (Sigma Chem. U.S.A) y 0.02 g de EDTA en 100 ml de PBS.

2.00
0.001
5.958
0.0053

PREPARACION DE ENZIMAS

esterilizacién y almacenaje son similares a los de 1a Colagenasa.

7



APENDICE 4

PREPARACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS
(PBS)

En 11de agua bidestilada, se disuelven las siguientes substancias:

COMPUESTO " CONCENTRACION
_ &N

Cloruro de Sodio 8.00

Fosfato de Sodio Monobésico . 2.16

Fosfato de Potasio 0.20

Cloruro de Potasio 0.20

Una vez disucltas las substancias, sc ajusta ¢l pH a 7.2 con Acido
Clorhidrico y se esteriliza Ja solucién por medio de autoclave por 20 minutos a
201b de presion.

APENDICE 5§

PREPARACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA (SALINA) DE
BORATOS

En un litro de agua bidestilada (la destilacion se debe llevar a cabo en
destiladores de vidrio) se disuelven las siguicntes substancias:

COMPUESTO CONCENTRACION
®

Acido Bérico 6.19

Borato de Sodio 9.54

Cloruro de Sodio 4.39

Esta solucién debe ser aforada a 1000 ml.

)



APENDICE 6

PREPARACION DE LA SOLUCION PBS-TWEEN

Enun litro de agua destilada se disuclven las siguientes substancias:

COMPUESTO CONCENTRACION
@®

Cloruro de Sodio 8.0

Fosfato de Potasio 0.2

Fosfato de Sodio monobasico 29

Cloruro de Potasio 0.2

Téeen 20 0.5

Sec ajusta el pH a 7.4 y se almacena a 4°C.

%
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