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RESUMEN 

En nuestro laboratorio se babfa demostrado que la combinación de 
interleucina-2 (IL-2) + interferón-y (IFN-y) + factor de necrosis tumoral-a (I'NF-a) 
era capaz de generar una gran respuesta prolifcrativa sobre leucocitos de sangre 
periférica (LSP) de pacientes con cáncer cérvico uterino {CaCu) y que las células 
generadas en co-cultivo de 4 semanas presentaban una gran actividad citotóxica 
especifica hacia células tumorales autólogas, lo cual fue confinnado en el presente 
trabajo. Una aportación más es el haber determinado que desde la segunda semana 
de cultivo es posible generar una respuesta citotóxica-especffica hacia las células 
tumon!les aunque suele ser menor que la obtenida a 21.dlas. Al tratar de detenninar 
de los moduladores biológicos (MB) empleados era el causante del efecto citotóxico 
antes mencionado, encontramos que las tres citocinas se encuentran involucradas en 
los fenómenos de proliferación y citotoxicidad, aunque el TNF-a parece ser el 
factor que promueve una gran actividad lítica por su actividad antitumoral y su 
capacidad de sintetizar moléculas involucradas en el proceso de lisis celular por 
parte de los linfocitos T citotóxicos (L TC). Por otra parte, las citocinas utilizadas 
en estos ensayos desplazan la propon:ión de células CD4:CD8 (2:1) hacia la 
población CDS, obteniendo un equilibrio en la secreción de citocinas, por parte 
de la poblaciones generadas, que pudieran interferir en los procesos de proliferación 
y citotoxicidad. 

Finslmente, debemos mencionar que cuando se co-cultivan LSP de pacientes 
con CaCu en presencia de los tres MB se genera un mayor porcentaje de células de 
memoria. Además, los resultados de este trabajo proporcionan evidencias de que es 
posible generar una grm actividad citotóxica-especlfica contra las células tumorales 
autólogas a partir de los 14 dlas de co-cultivo y que ésta se puede mantener hasta 
por 4 dlas en ausencia de MB, lo cual es un paso muy importante pensando en la 
posible aplicación de estos LTC utilb.ando la combinación de IL-2 + IFN-y + TNF-
a. 



MARCO TEORICO 

L DIFERENCIACION CELULAR Y CANCER. 

La diferenciación celular es el proceso mediante el cual una célula primitiva, 
aún sin caractristicas funcionales especificas, llega a convertirse en una célula con 
caracterfsticas fisiológicas y metabólicas especificas ( 1). 

Por otra parte, el proceso por el cual una célula especializada pierde sus 
caracteristicas fisiológicas y metabólicas, se le conoce como desdiferenciación. A 
causa de éste, se produce una reorientación de los patrones del metabolismo, 
originando 1llUl síntesis continua de ácidos nucleicos, proteínas mitogénicas y 
enzimáticas y otras sustancias relacionadas con la proliferación celular (2). 
Cuando se da la expresión de nuevas formas tisulares originadas a expensas de un 
grupo celular localizado en un área determinada del tejido, con un aumento en el 
número de células y con una multiplicación progresiva y aparentemente autónoma 
de control tisular, se desaJTolla una neoplasia (3). 

De acuerdo a su comportamiento las neoplasias pueden clasificarse en 
benignas o malignas. Estas últimas comúnmente llamadas cáncer, 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 autónomo algunas neoplasias malignas pueden establecer de nuevas 
colonias en distintas partes del organismo, dándose un crecimiento secundario 
conocido como metástasis (4, 5). 

El cáncer es una enfermedad multifactorial, ya que se encuentra 
asociado con factores fisicos como la radiación, sustancias quimicas algunos de las 
cuales son arrojadas al ambiente por las industrias y otras son empleadas en la 
producción de alimentos teniendo todos ellos gran potencial cancerigeno, además 



algunas neoplasias se han relacionado con el uso prolongado de 111ticonceptivos 
ORies, infecciones con determinados virus y con algunos factores genéticos (6-9). 

U. CANCER CERVICO-UTERINO. 

El cáncer cérvico uterino (CaCu) es el cáncer es el de mayor incidencia en 
nuestro pals, ocupando en la actualidad el primer lugar como causa de muerte entre 
las enfermedades neoplásicas (10, 11). 

El cáncer cérvioo-uierino tiene un desarrollo gradual, a partir de sus 
precursores pre-invasores, en las capas intraepiteliales del cérvix, que in situ 
puede permanecer asintomático por varios ailos. A estas anormalidades tempranas 
del cénix se les conoce como neoplasia intraepite\ial cervical (NIC), las cuales 
genralmente son diagnosticadas en mujeres de 30-40 ailos de edad. Para que un 
NIC evolucione a un CaCu se pueden requerir de 8-20 ailos (12), y en la mayoría 
de los casos transcurren de 5-10 años para qne las células transformadas penetren 
la membrana basal e invadan otros tejidos. Una vez ocurrido esto las pacientes que 
no han recibido tratamiento, o que no han respondido a éste, mueren en un periodo 
de 3 a 5 allos (13). 

Il a. FACI'ORES DE RIESGO Y ETIOLOGIA 

Las causas que originan el CaCu aún son desconoc:idas, sin embargo, 
existen algunos estudios donde se establece una posible relación C11tre el 
desarrollo del CaCu y el tabaquismo (directo o pasivo). el uso de anticonceptivos, 
las deficiencias nutricionales, factores higiénicos y el comportmniento sexual 
(14, lS). Por otra parte, el CaCu ha sido estrechamente asociado con infecciones 
virales causadas por la ciertos tipos de virus como el papiloma hwnano (VPH). 

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



Los VPH son una familia de DNA virus que inducen el desarrollo de 
tumores en epitelios y fibroblastos de piel o mucosa en vertebrados. Estos tumores, 
llamados papillornas generalmente son benignos, y presentan un crecimiento 
limitado que frecuentemente sufre una regresión espontánea ( 17, 18). 

El reconocimiento del potencial oncogénico de los VPH ha provocado un 
creciente interk a cerca del papel que juega este tipo de virus en la etiología del 
CaCu, además, el hecho de que el DNA del VPH se encuentra insertado en el 
genoma de algunos carcinomas hace pensar que éstos juegan un papel importante 
en el desarrollo y mentcnimiento del estado maligno de las células infectadas. 

Recientemente los VPH 16, 18 y 33 han sido catalogados como agentes 
causales de algunos tumores genitales, y sus ácidos nucleicos se han detectado 
en un 90% de los casos (19, 20). Por otra parte, un gran número de estudios 

cllnicos, patológicos y moleculares indican que el CaCu puede ser una 
enfermedad transmitida sexualmente y que el VPH podría ser el agente 
transmisor (21-23). 

La etiología viral del CaCu podría considerarse como un elemento 
favorable para aplicar terapias inmunológicas 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 
regresión. 

ID. SISTEMA INMUNE. 

Existen principalmente dos mecanismos inmunológicos para defender al 
organismo del ataque de microbios, células transformadas y otros agentes 
cxtraftos, uno es el innato y el otro es el adaptativo. El sistema innato se encuentra 
formado por células fagocitarlas: monocitos, macrófagos, neutrófilos 
poliformonucleares, junto con las células asesinas naturales (NK del Inglés: 
Natural Killer), todos estos tipos celulares destruyen antigenos y células tumorales 
de manera inespccifica, atacando mediante la lisis (citólisis), o inhibición del 
crecimiento (citotaxis) (24) (Figura 1). 



El otro mecanismo de defema es et adlpcativo, caracterizado por la 
especificidad celular y la generación de memoria pan contrarrcstrar el efecto de 
algún antlgcno en un segundo ataque en un tiempo menor comparado con el primer 
ataque. Este mecanismo también es conocido como sistema inmune adquirido o 
especifico (Figura 2) (25). 

La respuesta inmune especifica se puede clasificar en dos tipos de respuesta, 
de acuerdo al tipo celular que la mediao. La inmunidad humoral defiende en primera 
instancia conua organismos extracelulares como infecciones bacteriales. 
Actuando por medio de proteínas secretadas por tas células plamálicas conocidad 
como inmunoglobulinas (Ig), las cuales que se encuentran en el plasma sangulneo y 
son capaces de identificar y unirse a los marcado1-cs molcculares espcclficos de las 
células blanco para que éstas sean reconocidas y eliminadas (25, 26) 

FIGURA l. Cilulu participanlH de la inmunidad natural o innata y 1w mecanismos 
de acción. La inmunidad natural es mediada por los macrófagos activados, nuetrófilos y 
célulu NK. Su acción puede ser citolitica, causando la lisis del antfgeno o cistostálica, 
inluüiendo su crecimiento. Esta inmunidad no requiere anticuerpos y no actúa sobre 
antlgenos capeáficos. Tomado de ref. (3 7). 
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FIGURA 2. Representación de los mecanismos de acción que los linfocitos T y B, las 
células NK y los filgocitos mononucleares desarrollan P"!" eliminar a una célula tumoral. 
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El segundo tipo respuesta inmune especifica es la inmunidad celular, que 
defiende al organismo del ataque de hongos, parásitos, infecciones Wales y células 
tnmsformadas. En esta fase los linfocitos T, son Jos encargados de llevar a cabo 
el reconocimiento y eliminación de las células blanco, mediante la secreción de 
citocinas como IFN-y, TNF-a y otras moléculas de gran potencial lítico (25). 

m a. LINFOCITOS T. 

Los linfocitos T se originan en la médula ósea a partir de una célula madre 
pluripotente que se 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 desurollo embrionario donde terminan su diferenciación para 
posteriormente ser liberados al torrente sanguíneo (27, 28). 

Las células T difieren de Jos linfocitos B en su mecanismo de reconocimiento 
del antfgeno. El receptor de la célula B, se encuentra en la membrana en forma 
de lg, que se une a epftopos antigénicos individuales de moléculas solubles o 
superficies particuladas. En contraste, la célula T reconoce por medio de 
receptores especificos antlgenos sobre Ja superficie de otras células 

Existen dos fonnns del receptor de la célula T (RCT), el beterodúnero aP 
y el heterodimcro y.5. Los linfocitos con reconocimiento antlgeno-específico 
restringido al complejo mayor de bistocompatibilidad (CMH) expresan el RTC aP 
(29-32). El RCT está asociado a un complejo molecular conocido como CD3, 
que impide que el linfocito T reconozca como extrailas moléculas propias. El 
reconocimiento de péptidos extraños en el contexto del CMH es conocido como 
restricción al CMH (33, 34). 

Los linfocitos T están formados principalmente por dos subpoblaciones, 
los CD4, conocidos como linfocitos cooperadores (Th del Inglés, helper), y los 
COK, conocidos como citotóxicos (Te). Los linfocitos CD4 reconocen antlgenos 
asociados al CMH clase 11, mientras que los linfocitos CDS los reconocen en el 
contexto del CMH clase l. Ambas poblaciones tienen funciones efectoras y 
contribuyen a regular la respuesta inmune celular (35). 



Los linfocitos T citotóxicos (L TC) son linfocitos T que se caracterizan por 
lisar células que presentan antígenos espcclficos. Estos linfocitos son las 
células efectoras más importantes en el ataque a células infectadas por virus, 
rechazo a transplantes y la regresión tumoral. La mayoría de los LTC expresan 
la molécula CDS, y algunos presentan la molécula CD4. 

Una vez activados los linfocitos T liberan factores solubles, llamados 
citociuas o moduladores biológicos (MB), que influyen en el crecimiento y 
diferenciación de otros tipos celulares. Cada subclase de linfocitos T, tanto en 
ratón como humano, a su vez puede ser dividida en dos subclases más de acuerdo 
a su secreción de MB. Asl, los linfocitos CD4 designados como Tul se 
caracterizan por producir altas cantidades de IL-2, IFN-y y TNF-a, por su parte las 
células Th2 secretan JL-4, IL-S, IL-6 e IL-10 (36-38). Debemos mencionar que 
recientemente, esta clasificación ha sido extendida a los linfocitos CDS con un 
patrón de secreción de citocinas semejante a las células CD4 (39). Estas diferencias 
en la secreción de citocinas se propone como una regulación de la respuesta 
inmune (Figura 3). 

Ambas subpoblaciones de linfocitos T pueden adquirir memoria, la cual 
funciona como un sistema de vigilancia contra antígenos a los que el organismo ha 
sido previamente expuesto. Los linfocitos T de memoria presentan cambios 
fenotípicos que pemtiten diferenciarlos de los linfocitos T normales entre los que 
destacan la prcsenc:ia de la molécula CD45RO que en células que no han sido 
estimuladas con antígenos se presenta como CD45RA. Otra característica de 
las células de memoria es que son capaces de mantenerse viables por tiempo 
indefinido en presencia del antígeno ( 40-42). 

m b. MODULADORES BIOLOGICOS. 
Los moduladores biológicos o citocinas son glicoproteinas, que se 

caracterizan por tener la habilidad de modificar el metabolismo de otras 
células (acción parácrina) o el propio (acción autócrina). Entre ellas se 
encuentran la IL-2, IFN-y y el TNF-a. que son importantes mediadores y 
reguladores de la respuesta inmune. 



FIGURA 3. Principmla modui.dore1 blol6pcos Heretados danate i. re1pa .. 1a 
inmwae .. pedllca. La respuesta imnune específica se encuentre regulada por las secreción 
de citocinas por parte de lu diferentes subclases de linfocitos T. 



INTERLEUCINA-2 

La interleucina-2 (IL-2) originalmente definida como factor de crecimiento 
de células T es producida después de la cstimulación por antfgcnos o 
mitógenos de células linfoides. Esta molécula ha pcnnitido la prolifcnción in vitro 
de células T a largo plazo (43). La IL-2 humana es una glicoprotelna de 133 

aminoácidos, con un peso molecular de lS.4 kD (44). 

La síntesis de RNAm para IL-2, y su subsecuente secreción, es inducida por 
mitógenos como la concanavalina A y la fitohcmaglutinina. La estimulación 

con antfgeno requiere de la presencia de moléculas clase 11 del CMH. La 
activación asl inducida puede se medida de 4-6 h después de la estimulación; 
alcamando su mhima liberación cerca de 20 horas después del estimulo antigénico 
o mito génico ( 4S). 

La IL-2 ejerce efectos importantes en linfocitos T periféricos o 
medulares los cuales pueden ser inducidos a expresar el receptor para IL-2, que 
induce la proliferación de células CD4 y CDS en respuesta al estimulo de IL-2 (46-
48). 

La importancia biológica de la IL-2 radica en su actividad como mitógeno 
y activador de linfocitos T . Las células CD4 son estimuladas a producir IL-2 

por la presencia de un antfgeno, asimismo responden a II..-1 que en presencia de 
las moléculas clase U del CMH inducen la producción de JL..2, la expresión de 
receptores para IL-2 y por tanto la proliferación de los linfocitos T (49). 

Adcmú de su actividad mitogénica, la IL-2 es capaz de inducir, en 
cultivos in vitro de linfocitos, la secreción de otras citocinas. como IFN-y, factor de 

crecimiento de a!lulas B, la propia IL-2 y posiblemente otras citocinas (SO
S2). La IL-2 aumenta directamente la citotoxicidad de monocitos humanos y 
estimula la activación de células citotóxicas no especificas denominadas NK, las 
cuales ejercen su acción Utica por medio de la citotoxicidad celular dependiente de 
anticuerpos, que se lleva a cabo cuando algunos receptores membranales 
denominados Fe, enlazan la porción terminal de las moléculas de 
inmunoglobulinas, las cuales se encuentran unidas a los antfgenos (S3). 
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Dada su propiedad de activar linfocitos T in vitro, ha dado pauta para su 
aplicación In vivo en protocolos de inmunolerapia adoptiva para pacientes con 
cáncer, también aumenta los niveles de IL-2 en inmuoodcficicocias humanas, 

igualmcote puticipa en la aeación de protelnu quiméricas pua la destrucción de 
células blanco que presentan receptores para IL-2. 

INTERFERON-y 

El interferón (IFN) fue descubierto como un agente antiviral, posteriormente 
se le atribuyeron propiedades antitwnorales (54). Los interferones son una familia 
de proteínas con una amplia gama de actividades 5')bn: diversos tipos celulares y se 
cl&sifican en dos tipos, los IFNs tipo l (IFN-a y el IFN-13) y el lFN tipo ll (IFN-y) 
(55). 

El IFN-y humano o también llamado inlerfcron inmune es una glicoprotelna 
bomodimérica que pesa de 21 a 24 kD. La variación en el peso depende del grado de 
glicosilación de la molécula, pero cada subunidad contiene un polipéptido de 18 

kD. El IFN-y es producido por linfocitos T y su transcripción es iniciada como 
consecuencia de la activación por algún antígeno o mit6geno (25, 56). 

El !FN-y tiene diversas propiedades de inmunoregulación que lo separan 
funcionalmente de los otros interferones, ya que es cqaz de amplificar la fase 
cognositiva de la respuesta inmune promo\'ieodo la actiwción de células T 
restringidas al CMH clase ll. Además es lUlO de los factores que promueve la 
diferenciación de los L TC y también estimula a los linfocitos B a secretar 
anticueI)JOS. El IFN-y no es un factor de crecimiento pata linfocitos y a 
menudo inhibe la proliferación de las poblaciones B. Actúa sobre las células 
presentadoras de antígenos pua incrementar la expresión de moléculas del CMH 
clase U. aumentando la eficacia de la pmcntación del 1ndgcno a l&s células CD4 

(57, 58). 

El lFN"'t es especie-especifico y ciadas sus capacidades antivirales e 
inductoras del sistema inmune, ha sido amplWncnte utilizado en el tratamiento 
de algunos tipos de cáncer. Ha mostrado ser efectivo en el tratamiento de 
leucemia de células "peludas", cáncer colOR<:tal y de riftón, en los que han 
dado regresiones parciales o totales de l&s masas tumorales, también se ha utilizado 
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en combinación con agentes quimio~ticos, radiaciones y otras citocinas (59, 
60). 

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a 

El factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) es un polipéptido no glicosilado de 
154 aminoácidos con un peso de 17 kD (61). El TNF-a es una citocina pleiotrópica 
que puede producir necrosis CD una amplia variedad de tumores cultivados in vi/ro, 

inhibe la bematopoyesis y actúa como un factor diferenciador de cierto tipo de 
leucemias. Además el TNF-a puede mediar reacciones inflamatorias agudas y 
regular la respuesta inmune celular (62-64). 

El TNF-a es producido por los linfocitos T y macrófagos activados. La 
producción de TNF-o: depende de la subclase de linfocitos T de que se trate, 
los linfocitos CD4 Th2 producen menor cantidad de TNF-a. que los linfocitos 
CD4 Tbl, lo mismo ocurre con las poblaciones CD8 (65, 66). Las células de 
memoria CD4 y CDS producen TNF-a. siendo mayor ésta en la población CDS (67). 

El TNF-a. incrementa la expresión de antlgenos del CMH clase 1 sobre las 
células T y aumentando también la proliferación de células activadas por la 
expresión de bajas cantidades del receptor para IL-2, asimismo, induce la 
producción de IFN-y en células T cuando la IL-2 está presente. Además puede 
incrementar la expresión de la cadena de SS kD del receptor de IL-2 en 
linfocitos T y en presencia de la IL-2 se da una aumento en la proliferación de 
células CDS y su citotoxicidad por un iocremento en la sintesis de esterases de 
scrina (68-71). 

El conjunto de conocimientos de las actividades que UCVllD a cabo los MB 
han sido de grm importancia para el entendimiento de los mecanismos que se 
activan durante la respuesta ínmune. 

IV. RESPUESTA INMUNE 

La respuesta inmune se inicia con el reconocimiento de algún agente ex1Iallo 
en el organismo (antlgcno), lo que permite la activación de la respuesta ionata o 
adaptativa, CD esta última los linfocitos T que se activan ante antlgenos 
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especlficos para culminar con la elimilllción de éste. La rcspuesla inmune 
especifica puede dividirse en fase cognoscitiva o de reconocimiento, fase de 
ll:tivaci6n y fase efectora. 

La fase cognoscitiva o de reconocimiento de la respuesta inmune consiste 
en la unión de antígenos extraños al receptor del linfocito T maduro responsable 
de la inmunidad medilda por células, estos linfocitos expresan receptores que 
reconocen solo pcqueiias secuencias de péptidos: Adcmis, tienen la propiedad de 
reconocer y responder solo a un péptido antigénico que se encuentre presente 
en la superiicie de otra célula (72). 

El reconocimiento del antígeno se da a tnvés de la formación del conjugado 
con el RCT, CDS o CD4, CD2, LFA-1 y sus contrapartes en la célula blanco LFA-
3, ICAM-1 o ICAM-2 re.-,,ectivamentc, involucnmdo moléculas del CMH clase 1 y 
clase íl (Figura 4) (73). 

La fase de activación, es la secuencia de eventos inducidos en los linfocitos 
T como consecuencia del reconocimiento de un antígeno especifico. En general. 
las células T no pueden responder a una célula extraña en ausencia de células 
accesorias o células prescntldoras de antlgcn0s (CPA), rcquiriáidose dos seftales 
para que se lleve a cabo la activación de los linfocitos T (72). 

La primera sella!, se da cuando una CPA enlra en contacto con un antígeno, 
lo procesa y lo IIC\'11 a la membrana celular para presentarlo a los linfocitos T 
asociados con el CMH clase 1 o íl (72· 74). Los antígenos ei<6genos, son 
cndocitados por una CPA formando veslculas dentro de las cuales ocurre una 
protc6lisis parcial del antlgeno por medio de cambios de pH, con lo cual se 
generan péptidos que son poslaionnentc asociados a las moléculu del CMH clase 
ll para después ser Ucvados a la superficie de la CPA (7S. 77). 

Los antígenos endógenos, como los productos de células infectadas por 
virus, son sintdízldos intracelularmente y asociados con las moléculas del 
CMH clase 1 en el retículo cndoplismico, para después ser transportados a través 

del aparato de Golgi dentro de veslculu de exocitosis a la superiicic de la célula 
(77-79). 
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A 

B 

l"IGURA ~. Representación esquemática de las uniones que se esublecen entre ligandos y 
receptores dunmtc la interacción de un linfocito T con 1111& célula presentadora de andgeoo 
(CPA) o una célula blanco. A. lnleracci6n de un linfocito CD4 con una CPA. B. Interacción 
de un linl'ocito CDS con una célula blanco. 
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Como resultado de la primera scl\al, los prc-LTC expresan en su superficie 
receptores para IL-2, que pueden ayudar en la unión del antlgeno al RCT, sin 
embargo, estas células no se pueden dividir a menos que se produzca una segunda 
seftal, la cual es proporcionada por la presencia de algún factor mitogénico como 
la IL-2 que es necesaria pero no suficiente para desarrollar funcionalmente a 
los LTC (25, 80). Cuando se presentan las dos seilales a un prc·LTC prolifera y 
madura a célula citotóxica bajo la influencia de las citocinas secretadas por las 
células CD4 como IFN-y y TNF-a (80). 

La fase efectora de la respuesta inmune es el estado en el cual los linfocitos 
T han reconocido ant!genos particulares, para posteriormente llevar acabo la 
eliminación del ant!geno que requiere del contacto celular con el RCT. Durante 
el proceso de diferenciación de un pre-LTC a un LTC , éste último adquiere la 
maquinaria necesaria para llevar a cabo la lisis celular. Primero producen 
gránulos unidos a la membrana citoplásmica con perforina y otras enzimas 
encargadas de lisar a la célula tumoral. Segundo desarrollan la capacidad de secretar 
citocinas como IFN-y, linfotoxina. TNF-a. e IL-2, en cantidades pequeñas que 
suelen no ser suficientes para provocar la diferenciación de otros pre-LTC 
(25,80,81). 

Existen diversos mecanismos por los cuales los LTC median la lisis celular. 
En allos pasados la exocitosis de granillos Uticos fue el mecanismo de lisis más 
aceptado, en este modelo los LTC se unen a la célula blanco y secretan el contenido 
de los granules llt!cos, que contienen protelnas formadoras de poros denominas 
perforinas, citolisinas, granzimas y enzimas que incluyen esterasas de serina; como 
consecuencia la célula muere por el daño causado en su membrana celular 
provocando un choque osmótico. 

Otro de los mecanismos de lisis mediada por los LTC es la apoptosis de la 
célula blanco, existen datos bioquímicos y morfológicos de observaciones In vivo e 
In vitro donde los blancos sufren la muerte celular programada después de haber 
estado en contacto con L TC, esta similaridad encontrada entre la apoptosis y la 
muerte mediada por los L TC sugiere que éstos activan un programa endógeno de 
suicidio en la célula blanco, sin embargo, también es claro que la muerte mediada 
por LTC es diferente a la apoptosis clásica. Primero, la lillgmentación del DNA 
mediada por L TC ocurre en presencia de inhibidores de proteínas, las cuales son 



eliminadas en la muerte celular programada en las mismas células. Segundo, Ja lisis 
ocurre en cinéticas más rápidas seguido de la fragmentación del DNA comparada 
con algún otro sistema. 

Finalmente, la muerte mediada por L TC a menudo presenta una morfología 
mixta de necrosis y apoptosis, éstas observaciones sugieren que los L TC utiliz.an 
múltiples mecanismos para asegurar una muerte rápida de sus blancos (82-86). 

En general, el sistema inmune es capaz de reconocer y eliminar agentes 
extraílos como son virus, bacterias y hongos que puedan dallar al organismo. 
Existen evidencias que indican que las células tumorales no solo se comportan 
como agentes extraños, sino que además presentan marcadores qulmicos de su 
ttansfonnación y antígenos tumorales, los cuales penniten que estas células sean 
~nocidas por el sistema inmune, con su consecuente destrucción. 

V. INMUNOLOGIA TUMORAL. 

En la actualidad, aún se debate acerca de los mecanismos celulares que 
conducen a una transformación maligna, En la cual se producen algunos cambios en 
la membrana celut.r, lo que confiere a las células ttansformadas características de 
imnunogenicidad que las células normales no poseen, ésto pcnnite que el sistema 
inmune las detecte y destruya. Sin embargo, no todos los tumores presentan el 
mismo grado de inmunogenicidad, que depende del tipo de neoantígenos que 
exprese (87-92). 

Por ejemplo, los tumores que surgen de manera espontánea en ratones 
ticoden a ser menos inmunogénicos que aquellos que son inducidos por virus o 
por agentes carcinógcnos (93-96). Esto ha conducido a la consideración de que 
algunos cánceres humanos, que se encuentran asociados con una etiología viral, 
como el caso del CaCu, pueden ser fuertemente inmunogénicos, razón por la 
cual requieren de muchos ailos para desarrollarse e invadir otros órganos (97). 

Estas caractcristicas 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 citotóxicos, en particular 
si existe la expresión de antígenos virales en la superficie de la célula blanco 
(82,98). Por esta razón, multa 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 utilimlas en el tratamiento de cánceres 
inmunogálicos, por medio de técnicas imnunoterapéuticas disciladas plllll regular las 
funciones del sistema inmune, dirigiéndolo hacia la destrucción de las células 
transfonnadas 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 neoplásico 
(Figura 5). La primera involucra la manipulación .ex vivo del plasma de pacientes 
con cáncer en un esfuerzo por remover factores que pudicnm bloquear el 
sistema inmune, asimismo se adicionan substancias quimioterapéuticas que ayuden 
a disminuir las masas tumorales antes de la reinfusión del plasma al paciente 
(99,100). 

La segunda bioterapia, frecuentemente utilizada se caracteriza por la administración 
de MB, en pacientes oncológicos, los cuales activan directa o indirectamente el 
sistema inmune. Algunos de los MB empleados son los interferones, 
intcrleucinas, factores estimuladores di: "colonias (FEC), anticuerpos 
monoclonales y algunos factores imnunopotenciadora como los muralmilpéptidos 
y Corynobacterlum parvum ( 1Ol,l02). 

El tercer tipo de bioterapia es la Inmunoterapia Adoptiva Celular (IAC) que 
se encuentra enfocada a la activación ex vivo de leucocitos de p11eientes con cáncer 
por medio de MB, en un intento por aumentar su número asl como su capacidad 
anti tumoral. 
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FIGURA 5, Tipos de bioteraplu contra d cáncer. La lnmunotmapia Adoptiva Celular 
involucra la manipulación ex vivo de las células sansµineas mononucleares (CSM) con el fin 
de incrementar su capacidad tumoricidad. La minipulaá6n ex vivo cid plasma de los 
pacientes se realiza, ya sea para remover factores inbiOidores de la retpUesta inmune o para 
adicionar factores tumoricidas. La administración in vivo de moduladores biol6sicos puede 
llevarse a cabo por via intravenosa, intraperitoneal, intramuscular o subculánea. 

La aplicación tradicional de la IAC, incluye la administración de células 
efectoras con actividad aotittimoral como son las células NK (Natural Killer) y 

LAK. estas úllimas son generadas mediante la activación coo altas dosis de JL..2. 
Las células NK y LAK tienen un grao poder lltico, sin embargo, no son especificas 
a algún antfgcno en especial, ya que no se encuentran restringidas al CMH y son 
capaces de actuar sobre células transfomuidas asl como normales. Estas células 
son obtenidas en cultivos de leucocitos de sangre periférica (LSP) a cuatro dlas en 
presencia de altas coocentracíones de U....2 (103,104). 
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De manera globü la aplicación de la IAC en pacientes oncológicos terminales 
ha mos!llldo cierta eficacia, pero no la que se hubiera deseado, además de presentar 
el inconveniente de requerir altas dosis de MB para mantener el efe<:to citotóxico de 
las células inmunocompetcntes. De esta fonna, se han desanolbdo diferentes 
metodologías para eliminar la administración exógena de MB, en particular, en 
trabajos preliminares realiz.ados en nuestro laboratorio se ha dcmos!llldo que 
usando la combinación de IL-2, IFN-y y TNF-a; se tiene a 21 ellas un efecto 
sinérgico sobre la proliferación de LSP de CaCu, asl como en la actividad citotóxica 
de éstos hacia células tumorales autólogas, empleando para obtener este efecto 
dosis de MB menores a las utilizadas por otros nutores. Sin embargo, no se habla 
detcnninado si el efecto proliferativo y citotóxico observado era el resultado de un 
solo factor o si realmente se presenta un sinergismo entre estos MB, en estos 
trabajos tampoco se detcnnino si la actividad lítica requiere necesariamente de 21 
días para generarse. 

Por esta razón se decidió aclarar estos dos puntos relevantes en el 
conocimiento de los mecanismos de rechazo tumoral lo cual permitiría contar con 
una estrategia terapéutica en la cual se utiliz.ara la IAC en pacientes oncológicos, en 
particular, en estadios avamados sobre todo en cánceres inmunogénicos entre los 
que se podria incluir al CaCu por su fuerte asociación con una etiología viral. Por 
lo antes expuesto el presente trabajo se realizó con la finalidad de determinar el 
efecto individual de IL-2, IFN-y, TNF-a y sus combinaciones sobre la proliferación 
y citotoxicidad de LSP de pacientes con CaCu y si es posible reducir el tiempo de 21 
días para la generación de LTC. 
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HIPOTESIS 

El sistema inmune es capaz de eliminar células con neoantfgenos o antlgenos 
virales, tales como las protelnas E6 y E7 del VPH 16 y 18, cuyo genoma se 
encuentra integrado en el 90"A. de las células con CaCu, de gran incidencia en 
México. Por otro lado, se sabe que la IL-2 es un potente mitógeno que actúa 
principalmente sobre linfocitos T, que permite una expansión clona! de ellos. 
Asimismo, es conocido que el TNF-a incrementa la expresión de la cadena de 55 
kD del receptor para IL-2 y que la presencia de estas dos citocinas juntas en 
los cultivos de LTC puede incrementar su potencial proliferativo y citotóxico. 
Por otra parte, es conocido que IFN-y promueve la diferenciación de pre-L TC a 
LTC. Recientemente, se ha demostrado que existe un efecto sinérgico de IFN-y y 
TNF-a; sobre la IL-2 en la inducción a la proliferación In vitra de LSP de pacientes 
con CaCu, obteniendo hasta 50 veces la población inicial. Los LSP generados de 
esta forma presentan una gran actividad lítica especifica contra las células 
tumorales autólogas. Sin embargo, no se sabe que modulador biológico es el 
causante del efecto citotóxico observado in vltro. 

En consecuencia, si se reafua el co-cultivo autólogo de LSP con células 
tumorales en presencia de IL-2, IFN-y, TNF-a y sus combinaciones, se esperarla 
que el TNF-a sea el factor inducror del efecto citotóxico, dada la potencialidad de 
TNF-a para generar LTC. · 
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OBJETIVOS 

Objetivo Genc111L 

Determinar por medio de co-cultivo de leucocitos de sangre periférica (LSP) 
con células tumorales autólogas (CTA) en presencia de inlcrleucina-2 (IL-2), 
intetfcrón-y (IFN-y), factor de necrosis tumoral-et (TNF-a) y sus combinaciones 
cual modulador biológico que induce el efecto citotóxico in v/tro de LSP de 
pacientes con cáncer cérvico-uterino (CaCu) y a partir de que tiempo de co
cultivo se genera este efecto. 

Objetivos Particulares. 

Generar linfocitos T citotóxícos en presencia de IL-2, IFN-y, TNF-a y sus 
combinaciones por medio de co-cultivos autólogos. · 

Determinar la capacidad proliferativa de los LSP generados a los 7,14 y 21 
días de co-cultivo por medio de MTT. 

Medir la eficiencia citotóxica de LSP de pacientes con CaCu a los 14 y 21 
días de co-cultivo autólogo con células tumorales. 

Determinar el fenotipo de las poblaciones efectoras por medio de anticueipos 
monoclonales. 

Obtener LSP de 21 días de co-cultivo de todas combinaciones utili7.adas y 
IDIDtCllcrlos en ausencia de moduladores biológicos pma medir su viabilidad y 
capecidad lltica. 
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METO DO 

El material biológico que se utilizó en el presente trabajo consistió de 

biopsias de tumores de CaCu en estadios clínicos 1 B, U B y IV A, además de 
muestras de sangre periférica de las mismas pacientes, las cuales fueron obtenidas 

en el Instituto Nacional de Cancerología de la Secretaria de Salud 

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

a IOO'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, 

U.S.A.). 

Los medios nutritivos y soluciones fueron calentadas a 37oC en Baño de 
María antes de ser empleados en las técnicas de cultivo de tejidos 

OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS 

Las muestras sanguíneas fueron tomadas en condiciones de esterilidad con 

jeringas de 20 mi (Becton Dickinson Co. U.S.A.) conteniendo 0.1 mi de 
heparina 1000 U.1.lml (Rickercab/NCB, U.S.A.) como anticoagulante. 
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SEPARACJON DEL PLASMA 

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a SOO g durante IS 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 mi de clorhidrato de protamina 

1000 U/mi (F. Hoflinan-La Roche & Cie., S.A. Basilea/Suiz.a), antagonista de la 

heparina, que permite la coagulación y la separación del suero libre, el cual se 
obtuvo rompiendo el coágulo formado y transfiriendo el liquido restante a un 
tubo de vidrio. 

INACTIVACION DEL COMPLEMENTO SERICO 

Los sueros obtenidos fueron inactivados en un Baño de María a 57<>C durante 

30 minutos, con el fin de eliminar las protelnas del complemento, que podrían 
inteñerir en los experimentos. 

SEPARACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA (LSP) 

Al paquete celular, una vez separadO del plasma, se le practicó dos 

lavados adicionando 10 mi de Medio de Eagle (ME) (Apéndice 1). 

centrifugando a 500 g por 15 minutos, el sobrenadante fue desechado. Se 
adicionó un volumen de ME equivalente a la cantidad de sangre contenida en el 

tubo y se resuspendió suavemente. 

Esta mezcla se vertió en tubos de vidrio que contenían 2 mi de Linfo-Grad 
(Microlab, México). En cada uno de ellos se adicionaron 5 mi de la mezcla 

de sangre, haciéndola resbalar lentamente por las p~s del tubo. Se centrifugó a 

500 g por 30 minutos. La inteñase de color blanco, formada por células 

mononucleadas, fue separada cuidadosamente con una pipeta y trasladada a 
tubos para centrifuga a los cuales se habla adicionado 2 mi de EM procurando 

mojar las paredes con dicho medio para evitar que las células se adhirieran a 
ellas. Se centrifugaron a 500 g por 10 minutos, se desechó el sobrenadante y el 

botón celular se resuspendió en 5 mi de medio de cultivo RPMl-1640 (Apéndice 

2). 
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Las células fueron contadas en una cámara de Neubauer (American 
Optical, U.S.A.), algunas de ellas fueron utilizadas inmediatamente y el resto se 
conservaron en congelación, por medio de la técnica de criopreservación, para 
ser empleadas posteriormente. 

TECNICA DE CRIOPRESERVACION 

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

Las células fueron a 500 g por S minutos y resuspendidas en una solución 
para congelación compuesta, para el caso de LSP, por 90"/o de suero fetal de 
bovino (SFB) (Microlab, México) y 10% de dimetil sulfóxido (Sigma Chemical 
Co. U.S.A.) y para células tumorales de 80% de ME, 10% de SFB y 10% de 
dimetil sulfóxido. Inmediatamente después las células se transfirieron a pequeñas 
ampolletas (Cooke Laboratory Products, U.S.A.) de l mi y se congelaron a -700C 
durante 24-72 horas para ser posteriormente introducidas en Nitrógeno liquido a 
una temperatura aproxinuula de - l 90<C. 

Para descongelar las células se sacó la ampolleta del nitrógeno liquido y 
se colocó en un Bailo de Maria a 37-C basta que la muestra quedó completamente 
liquida. A continuación se centrifugó a 500 g por 5 minutos, se desechó el 
sobrenadante y el botón celular se resuspendió en RPMI para su utilización en los 
ensayos pertinentes. 

OBTENCION DE CELULAS TUMORALES 

Las biopsias de tejido tumoral fueron primeramente lavadas con ME para 
eliminar coégulos sangulneos y tejido necrótico. Posteriormente se cortó en 
trozos de aproximadamente O. S mm. de diámetro y se colocó dentro de un matraz, 
se adicionaron S mi de ME y se sometió a agitación constante a una temperatura 
de 37-C por 15 minutos con la finalidad de eliminar eritrocitos, tejido necrótico 
superficial y de preparar la muestra para su disgrega1:ión enzimática. El 
sobrenadante obtenido con esta primera agitación fue desechado y se 
adicionaron 2 mi de colagenasa tipo IV (Sigma Chemical Co. U.S.A.) al 0.05%, 
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Tripsina tipo 11 (Sigma Cbemical Co. U.S.A.) al 0.05% (Apéndice 3), durante 
20 minutos a 37-C. 

El sobrenadante, que contiene las células resultantes de la disgregación, se 

colectó y centrifugó a 500 g por 5 minutos, el botón celular se lavó con una 

solución amortiguadora de fosfatos (PBS) (Apéndice 4) dos ocasiones y las 

células se contaron, midiendo su viabilidad por exclusión 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 adherencia en 
microplacas de cultivo para las pruebas de proliferación de LSP. 

ADHERENCIA DE CELULAS MALIGNAS A PLACAS DE CULTIVO 

Para la evaluación de la capacidad proliferativa de los LSP en presencia de las 

células twnorales y de los factores inductores IL-2 (Cetus Co. U.S.A.), IFN-y 

(Genzyme, U.S.A.) y TNF-a (Sigma Chemical Co. U.S.A.), se procedió a la 
adherencia de células tumorales sobre la superficie de micropozos de cultivo 
para posteriormente realizar el co-cultivo con LSP. En una placa de 

microtitulación se depositó glutaraldehido al 0.1% en una solución salina de boratos 

(Apéndice 5) 0.1 mi/pozo y se incubaron a 4-C durante toda una noche. 

Una vez transcurrido este tiempo se lavaron dos veces con PBS. Las c;élulas 

fueron resuspcndidas en PBS para ser adicionadas a los pozos en un volumen de 50-
100 µVpozo y se centrifugaron a 500 g por 15 minutos. Posteriormente se 
ailadieron 100 µVpozo de glutaraldehido al 0.1% en PBS, teniendo el cuidado 

necesario para no desprender la capa adherida, se dejó reposar a temperatura 

ambiente por 30 minutos y finalmente se lavó con PBS-Twecn (Apéndice 6) 

dos veces. 
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CO-CULTIVOS CELULARES 

Se realizaron C<H:ultivos celulares, para medir la proliferación 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 proporción de 10: 1 (LSP:célula tumoral), el medio de cultivo 

consistió de RPMI suplementado con 10% de suero autólogo, 100 U/mi de IL-2, 10 

U/mi de IFN-y y 500 U/mi de TNF-a, solas y sus respectivas combinaciones. 
Se realizaron cambios del medio cada 7 días. La proporción de LSP y las 
concentraciones optimas de los MB se determinaron previamente (105). 

CONDICIONES DE CULTIVO 

Los cultivos celulares fueron mantenidos en una incubadora (Fonna 

Scientific, Division ofMallinclaodt, loe. U.S.A.) a 37-C, en una atmósfera con 10% 

de bióxido de cubono y un ambiente saturado de humedad. 

EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR 

La evaluación de la prolife111ción celular se realizó utilizando la 
técnica coloriméb'ica de MIT. Los LSP fueron removidos mecánicamente de 

los micropozos de C<H:ultivo y transferidos por duplicado en placas de 96 

micropozos fondo plano (Costar, U.S.A.), se adicionaron a cada pozo 20 µI de MIT 

al 0.5% (Sigma Chcm. U.S.A.) y se incubaron las placas a 37° C por 4 h. El MIT 
es un subtaciancia de color amarillo pálido que produce un producto de color azul 

obscuro (fonnu.ao) cuando es incubado con células vivas. Después de la 
incubación, el sobrenadan te es retirado y se adicionan 100 µI de alcohol 

isopropllico (Bakcr Analyzed, Mex) para disolver los cristales de formazan. Las 
placas fueron agitadas ligeramente para obtener una solución homogénea y después 

los pozos fueron leidos en un lector de ELlSA (Dyoatech) a una absorbancia de 

570om. 

El número celular fue obtenido extrapolando a partir de una curva patrón 

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

LSP provenientes delco-cultivo con células ttunorales de 14 y 21 días fueron 
lavados con RPMI-1640 y colocados en micropozos de cultivo en presencia de las 
células blanco, en una relación 10: l establecida previamente (105), en RPMI con 
10"/o de suero autólogo, e incubados durante 4 horas. Después de la incubación el 
pon:enlaje de citotoxicidad fue evaluado mediante la técnica colorimétrica de 
MTI, adicionando 20 µ! de una solución de MIT al 0.5% e incubando a 37 'C por 
4 h. Cuando se completó la incubación con el MTI, se adicionaron 100 µ! de 
alcohol isopropilico para solubilizar el fomw.an. 

La densidad óptica de cada pozo fue medida con un lector de ELISA, 
equipado con un filtro de 570 nm. El lector fue calibrado a cero usando un pozo 
donde solo se adicionó medio y MTT. 

El porcentaje de citotoxicidad fue calculado con la siguiente fórmula: 

Donde: 

DOCB 
DOLSP 
DOCB+LSP 

% de citotosicidad = 1- íOO Ce±!,SPI- <DO LSP) 

(DOCB) 

=Densidad óptica de las células blanco. 
= Densidad óptica de los LSP sensibilizados. 
=Densidad óptica del CCH:Ultivo de células blanco con LSP 

sensibilizados. 
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INMIJNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

Los LSP provenientes de los ca-cultivos celulares frescos y de 7, 14 y 21 
ellas fueron adheridos en portaobjetos cubiertos con 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 OC: por 30 min con el anticuerpo 
monoclonal de ratón anti-humano (anti-CD4, CDS, CD45RO) (Coulter clone, 
U.S.A.), enseguida se los portabjctos fueron l&vados con PBS y después de 
incubaron con el anticuerpo fluoresceinado de camero dirigido contra las 
inmunoglobulinas de ratón °cGAM-mC) (Coulter clone, U.S.A.). La proporción 
de células marcadas se analU.ó mediante el conteo de S 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 (JL.2), 
INTERFERON-y (IFN-y) Y FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a (TNF-a). 

En trabajos preliminares se demostró que la IL-2 ejerce un efecto 
proliferador in vitro sobre LSP de pacientes con CaCu, el cual se ve incrementado 
al emplear una combinación de IL-2, IFN-')' y TNF-a, llegando a obtener 
poblaciones SO veces mayores al número inicial en cultivos de mAs de 4 semanas 
(SI, !OS). Sin embargo, no se ha determinado la capacidad proliferatiw de los 
LSP con cada una de las citocinas y sus combinaciones. 

Por esta razón se co-cultivaron 2.5 x 106 LSP de la paciente 1 con células 
tumorales autólogas (CTA) en presencia de IL-2 e IL-2 + IFN-y + TNF-cx, 
evaluando el número celular a los 7 y 14 días de co-cultivo. Los resultados 
mostraron en ambos casos una proliferación gradual con respecto al tiempo, siendo 
mayor cuando se emplearon los tres MB (Gráfica 1). 

Por otro lado, se pensaba que el TNF-cx pudiera estar incrementando la 

capacidad proliferativa de los LSP de pacientes con CaCu, dada su potencialidad de 
inducir la expresión del receptor de SS kD para IL-2 (Tac), por lo cual. se cultivaron 
LSP de la paciente ll en presencia CTA utilizando IL-2, TNF-cx, IL-2 + TNF
a y la combinación de los tres MB, evaluando el número celular cada 7 días, hasta 

los 21 dfas de ca-cultivo. Los LSP cultivados en presencia de IL-2, IL-2 + TNF-a 
y los tres MB juntos, mostraron un aumento constante del número celular, 
obteniéndose el mayor grado de proliferación, como ya se ha reportado, en 
presencia de la combinación de los tres MB, con un 1 108 x ioJ. La presencia 
de TNF-a solo, no mostró inducción a la proliferación obteniéndose un número 254 
x io3 LSP (Gráfica 11). 
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GRAFICA 1 
PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE 

PERIFERICA (LSP) DE LA PACIENTE CON CaCu (1), 
EN CO-CULTIVO CON CELULAS DEL TUMOR 

AUTOLOGO EN PRESENCIA DE IL-2, IFN-\'Y TNF-111. 

No DE LSP (x 106 ) 

5 

4 

3 

o 7 14 

OIAS DE CO-CULTIVO 

• CT +LSP+IL-2 0 CT +LSP+IL-2+1FN-V+ TNF-o<. 
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GRAFICA 11 
PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE 

PERIFERICA (LSP) DE LA PACIENTE CON CaCu (11), 
EN CO-CULTIVO CON CELULAS DEL TUMOR 

AUTOLOGO EN PRESENCIA DE IL-2, IFN-~Y TNf·O\ 

No DE LSP (X 1 O ") 

7 14 

DIAS DE CO-CULTIVO 

•cT+LSP+IL-2 

12JCT+LSP+TNF-"-

• CT +LSP+IL-2+ TNF-o<. 

~CT+LSP+IL-2+1FN-\'+TNF-ol 
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En el caso de la paciente m se amplió el número de combinaciones de 
MB, para confumar el efecto de cada uno de ellos sobre la proliferación de LSP de 
pacientes con CaCu, de esta manera los LSP de la paciente m fueron co
cultivadas en presencia de las citocinas solas así como de sus combinaciones, 
incluyendo como control negativo LSP activados con células tumorales. En 
este ensayo el control negativo y el cultivo estimulado con la combinación de 
IFN...,, + TNF-a mostraron un aumento no significativo en la proliferación, 
obSC1'Vándose un mantenimiento de la población. Los cultivos que fueron inducidos 
a proliferar con lL-2 e IL-2 + TNF-a presentaron proliferación similar, obteniéndose 
406 x 1o3 y 395 x I03 LSP a los 21 días respectivamente. Los LSP ca-cultivados 
con IFN--y, TNF-a, IL-2 + IFN--y presentaron una baja proliferación. Nuevamente 
la mayor inducción a la proliferación fue obtenida cuando se emplearon de 
manera conjunta CTA + !L-2 + IFN...,, + TNF-a con 945 x 103 células efectoras 
(Gráfica lll). 

Las células linfoides de la paciente N presentaron un comportamiento 
semejante al reportado para la paciente 11!, en donde la población inicial solo se 
mantiene en ausencia de MB, en presencia de lFN"""'Y e IFN--y + TNF-a, también 
en este caso los LSP que fueron estimulados con IL-2 e IL-2 + TNF-a 
presentando un aumento constante del número celular durante el tiempo de cultivo, 
de5111cando el hecho de que la combinación de IL-2 + lFN"""'Y presentó una 
proliferación similar al cultivo con la IL-2 sola. Por otra parte, las células co
cultivadas en presencia de TNF-a siguen presentando una baja proliferación como la 
ya reportada, obteniéndose la mayor proliferación, como era de esperarse, al utilizar 
la combinación de los tres MB (Gráfica IV). 

Estos resultados nos indican que la mejor combinación para generar un gran 

número de LSP es la combinación de los MB. Los LSP obtenidos con esta 
combinación de MB presentan un tiempo de doblaje de aproximadamente nueve 
días, mientras que los MB por si solos no pueden generar una respuesta 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 la proliferación inducida 
por IL-2. 
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GRAFICA UI 
PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE 

PERIFERICA (LSP) DE LA PACIENTE CON CaCu (111), EN 
CO-CULTIVO CON CELULAS DEL TUMOR AUTOLOGO 

EN PRESENCIA DE IL-2, IFN- ~ Y TNF- O( 
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GRAFICA IV 
PROLIFERACION DE LEUCOCITOS DE SANGRE 

PERIFERICA (LSP) DE LA PACIENTE CON CaCu (IV), EN 
CO-CULTIVO CON CELULAS DEL TUMOR AUTOLOGO EN 

PRESENCIA DE IL-2, IFN-K Y TNF-c1. 

No DE LSP (X 103 ) 
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CITOTOXICIDAD ESPECIFICA DE LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA 

PROVENIENTES DE PACIENTES CON CaCu, EN PRESENCIA DE IL-2 E 

IL-2+1FN-r+ TNF-<1. 

En trabajos preliminares se habla demostrado que los LSP previamente 
sensiblizados con IL-2+1FN-y+TNF-a en cultivos de más de 4 semanas (a largo 
plazo), eran capaces de generar una respuesta · citotóxica-específica hacia las 
células tumorales autólogas con una baja actividad lítica contra células normales 
autólogas o heterólogas tumorales (JOS, 106). 

Por esta razón, en el presente estudio se realiz.aron ca-cultivos autólogos, 
de LSP y células tumorales, de cuatro pacientes con CaCu, en presencia IL-2 y 
su combinación con IFN--y y 1NF-a. Evaluando la actividad lítica de los LSP 
obtenidos a los 14 y 21 días. Para ello los LSP sensibilizados en MLTC fueron 
retados con células de tumor autólogo, LSP autólogos y con células de la línea 

Calo proveniente de otro CaCu. 

La evaluación de la citotoxicidad de los LSP sensibiliz.ados en ca-cultivo de 
14 y 21 dlas mostraron una alta especificidad baciii las células del tumor autólogo 
independientemente de los moduladores biológicos empleados. Sin embargo, el 
grado de citotoxicidad fue diferente dependiendo del MB usado, siendo mayor 
cuando se emplearon los tres MB, llegando casi al 100% de citotoxicidad. Mientras 
que la actividad lítica hacia los LSP autólogos y la linea CaLo fue baja a los 14 días, 
la cual se ve disminuida aún más a los 21 días (Tabla 1). 

Estos resultados nos proporcionan evidencias de que es posible generar una 
respuesta citotóxica-específica de los LSP de pacientes con CaCu, desde la segunda 
semana de co-cultivo usando IL-2 sola o la combinación de IL-2+1FN-y+1NF-a, 
siendo mayor en ésta última. 



TABLA l. CITOTOXICIDAD DE LSP DE PACIENTES CON CANCER 

CERVJCO.UTERINO A 14 Y 21 DIAS DE C().CIJLTIVO AUl'OLOGO EN 

PRESENCIA DE JL.2, IPN-y Y TNF-u 

14D!AS 21PIAS 

CO-CULTIVO EN PRESENCIA DE 

IL-2 3F IL-2 3F 

A. PACIENTE l 

TUMOR AUTOLOGO 87 98 85 97 
LSP AUTOLOGOS 7 8 o 
Cal.o 14 10 4 

B. PACIENTE ll 

TUMOR AUTOLOGO 82 88 86 90 

LSP AUTOLOGOS o 14 3 9 

Cal.o 7 14 

C.PACRNTEW 

TUMOR AUTOLOGO 64 78 65 89 

LSP AUTOLOGOS 2 2 
Cal.o 36 30 IS 13 

D. PACIENTE IV 

TUMOR AUTOLOGO 82 90 84 95 

LSP AUTOLOGOS 12 14 6 6 
Cal.o 25 2 5 2 

J:L.2 INTERLEUCINA-2 
311 TRF.S FACTOIIFS (JNTERLEUCINA-2, INTERFERON-r Y FAC1VR DE 

NECROSIS TUMORAL -a) 

CaLo LJNEA CELUUR DE CANCER CERYICO UTERINO 
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EFEcro CITOTOXICO DE LSP DE PACIENTES CON CaCu, 
PROVENIENTES DE CO-CULTIVO AUTOLOGO CON CELULAS 
TUMORALES, SOBRE CTA, CELULAS NORMALES AUTOLOGAS Y 

CELULAS TUMORALES BETEROLOGAS. 

Se ha determinado que los LSP co-cultivados en presencia de CT A, IL-2 + 
IFN-y + TNF-a, son capaces de generar una respuesta citotóxica-especlfica hacia 
el twnor autólogo a los 14 dias de co-cultivo. Sin embargo, no se sabe cual 
modulador biológico es el que está induciendo el efecto Utico o si es necesaria 
la presencia de varios MB para obtener éste efecto. 

Para evaluar cual de los MB o que combinación de éstos es necesaria para 
inducir el efecto citotóxico observado, se realizó un primer ensayo donde se co
cultivaron los LSP de la paciente ll con CTA en presencia de IL-2, TNF-a., IL-2 + 
TNF-a y la combinación de las tres citocinas. Evaluando a los 14 y 21 días la 
actividad citotóxica de los LSP sensibilizados contra CT A, la linea CaLo y LSP 
autólogos. Encontrando que en todos los casos se obtuvo una alta citotoxicidad hacia 
las CTA de más del 90%, cabe hacer notar que a los 14 días, los LSP que hablan 
sido sensibiliudos con IL-2 presentan una citotoxicidad menor hacia las CTA que la 
observada en las demás combinaciones (Figura V A). Ahora hien, la 
citotoxicidad de las células efectoras sensibilizadas en presencia de IL-2, TNF-a y 
los tres MB hacia los LSP autólogos disminuyó de manera gradual con respecto al 
tiempo de co-cultivo, mientras que las células que se estimularon con IL-2 + TNF-a 
a los 14 y 21 dlas mantuvieron una citotoxícidad del 14% (Gráfica V B). La 
actividad Utica hacia la linea CaLo fue menor al 14% y disminuyó a los 21 días de 
co-cultivo, los LSP sensibilizdos con TNF-a., son la excepción ya que mantienen el 
mismo porcentaje de citotoxicidad durante todo el tiempo de cultivo (Gráfica V C). 
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GRAFICA V 
PORCENTAJE DE CITOTOXICIDAD DE LEUCOCITOS 

DE SANGRE PERIFERICA (LSP) DE LA PACIENTE 
CON CANCER CERVICO UTERINO (11) 
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En el siguiente ensayo tmnbién quisimos evaluar el efecto ele IFN-y sobre la 
citotoxicidad, con este propósito se realizó un co-cultivo autólogo con LSP de la 
paciente ffi con células tumorales autólogas en 8USC11Cia y presencia de las citocinas 
asl como de sus respectivas combinaciones. Al igual que en el experimento 
anterior se observa una alta citotoxicidad hacia la CT A con los MB solos o sus 
combinaciones, en este caso los LSP inducidos con JL.2 finostraron una actividad 
semejante a la combinación de los tres MB desde los 14 días ele ro-cultivo (Gráfica 
VI A). De manera similar que en el ensayo anterior la citotoxicidad de los LSP 
inducidos con TNF-a hacia los LSP autólogos fue menor del 13% (Gráfica VI B). 

Se realizó otro ensayo semejante al anterior con las células de la 
paciente IV, en el cual se observó una vez más un alto porcentaje de citotoxicidad 
hacia las CT A, tanto con las citocinas solas como con sus combinaciones (Gráfica 
VII A). La .,Ovidad Utica hacia los LSP autólogos y la linea CaLo se mantuvo en 
un porcentaje menor al 25% (Gráfica VIl B, C), solo los LSP que fueron estimulados 
con JFN-y presentaron un ligero auiñento en la citotoxicidad contra la linea CaLo 
con un 38% (Gráfica VJ1 C). 

Los resultados hasta ahora obtenídos · no proporcionan evidencias 
suficientes para atribuirle a algún factor el efecto citotóxico-cspcclfico generado 
por los LSP de pacientes con CaCu, sin cmbugo, como los porcentajes de 
citotoxicidad son altos en todas las condiciones empleadas, seria recomendable 
realizar los ensayos de citotoxicidad con diferentes relación de células 
efectoras:células blanco para evaluar cual MB induce la actividad Utica 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 VII 
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 

DEMB. 

Una vez que se corroboró que los LSP de pacientes con CaCu proliferan y 
tienen actividad citotóxica-específica hacia las células del tumor autólogo cuando 
son generados en presencia de los MB, el siguiente paso fue conocer si estos LSP 
siguen viables y con actividad lítica cuando eran co-cultivados en ausencia de MB. 
Con este propósito los LSP de la paciente IV sensibilizados por 21 días con los MB 
solos y sus combinaciones, fueron co-cultivados por cuatro días más en presencia de 
CT A y ausencia de MB para evaluar su viabilidad y citotoxicidad usando como 
células blanco CT A, LSP autólogos y la línea CaLo. 

A los 4 dias las células efectoras de la paciente IV provenientes del co
cultivo con los MB solos o en combinaciones sin IL-2 se encontraban muertas. 
Interesantemente, cuando se utilizaron combinaciones donde se encontraba presente 
la 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 mueren a diferencia de 
aquellos generados con la combinación de los tres MB. Los LSP de la paciente Il 
provenientes de estas dos combinaciones se co-cultivaron cuatro días en presencia 
de CTA y en ausencia de MB. Corroborándose los resultados anteriores y en este 
caso la viabilidad de los LSP previamente sensibilizados con los tres MB fue mayor 
(90"/o), 

Una vez que se determinó que la combinación de los tres MB confiere a los 
LSP la capacidad de mantenerse viables en ausencia de los MB, se procedió a 
evaluar si los LSP de la paciente IV que hablan sido sensibilizados con los tres MB 
conservan su capacidad citotóxica especifica. Encontrándose que seguia siendo muy 
alta (87%). 

Para confirmar que esta citotoxicidad sigue siendo específica los LSP de la 
paciente II sensibilizados por 21 días con los tres MB y co-cultivados por cuatro 
días, más, en ausencia de MB fueron retados con CT A, LSP autólogos frescos y la 
linea CaLo. 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 auullogos y la linea 
CaLo (O y 2%). 

TABLA 2. PORCENTAJE DE VIABllJDAD DE LSP DESPUES DE CUATRO 

DIAS DE CULTIVO EN AUSENCIA DE MODULADORES BIOLOGICOS. 

cr 
LSP 

IL-2 

IFN-y 

TNF-u 

ND 

PACIENTE 

11 

CQNDICION 

CT+LSP NO 
CT+LSP+IL-2 

CT+LSP+IFN-y NO 
CT+LSP+TNF-u ND 

CT +LSP+IL-2+1FN-r ND 
CT+LSP+IL-2+TNF-u ND 

CT +LSP+IFN-r+ TNF-u NO 
CT+LSP+IL-2+1FN-r+ 'INF-u 90% 

CELUU.S TUMORALES 

LEUCOCTTOS DE SANGRE PERIFERICA 

INTERLEUCINA-2 

INTERFERON-y 

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a 

NO DEI'ERMJNADO 

LSPMUERTOS 

IV 

SO% 

SO% 

15% 

Los resultados de estos ensayos proporcionan evidencias de que es posible 
aumentar el grado de proliferación de los LSP de pacientes con CaCu, hasta 20 
veces el número inicial a 21 dJas, utilizando la combinación de IL-2 + IFN--y + 
TNF-a. Asimismo, se observó que se mantiene una gran respuesta citotóxica
especllica contra las CT A, hasta por cuatro dJas de cultivo en ausencia de MB. 

43 



RELACION DE LINFOCITOS CD4:CD8 GENERADOS POR EL 
CO-CUL TIVO DE LSP DE PACIENTES CON CaCu. 

Es conocido que existen alteraciones en la relación de células CD4:CD8 
en sangre periférica 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 
tomando en consideración que las poblaciones citotóxicas son generalmente de 
fenotipo CDS era importante conocer la relación de linfocitos CD4:CD8 en 
pacientes con CaCu. Además de determinar el fenotipo y la relación de linfocitos 

CD4:CD8 de los LSP que presentaron una gran ac.tividad proliferativa y citotóxica 
en contra de las células tumorales autólogas. 

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

El marcaje de los LSP al inicio del cultivo mostró que las cuatro 
pacientes tenlan una relación normal de linfocitos CD4:CD8 de 2: 1 (Tabla 3). A los 
7 dias la relación CD4:CD8 presentó variaciones sin observarse un patrón 
constante para ninguna de las pacientes (Tabla 4). A los 14 dlas de C<Kultivo, los 
LSP generados en presencia de TNF-a o con la combinación de los tres MB 
presentaron un proporción CD4:CDS de 1:1, mientras que el resto de las 
condiciones varia, sin presentar un comportamiento regular (Tabla 5). Por otro lado, 
a los 21 días la población CDS es mayor en todas las combinaciones · de MB, 
excepto para los LSP de la paciente IV sensibil.iz.ados con IL-2 + IFN-')' en donde 
se mantiene la relación inicial (Tabla 6). 



TABLA 3. RELACION DE LINFOCITOS CD4:CDI DE PACIENTES CON 
CANCER CERVICO UTERINO {CaCu), AL INICIO DELCO-CULTIVO. 

PACIENTE EC-m EC·llB EC-IV 

1 2:1 
u 2:1 

m ~1 

IV ~1 

EC ESTADIO CUNICO 

TABLA 4. RELACION DE LINFOCITOS CD4:CD8 DESPUES DE 7 
DJAS DE CO-CULTIVO AUTOLOGO. 

CONDICION n 
CT+LSP ND ND 
CT+LSP+IL-2 1:2 2:1 
CT+LSP+IFN-y ND ND 
CT+LSP+TNF-<x ND 1:2 
CT+LSP+IL-2+1FN-y ND ND 
CT+LSP+IL-2+TNF-a ND 2:1 
CT+LSP+IFN-y+TNF-a ND ND 
CT+LSP+IL-2+IFN-y+TNF-o: 1:2 2:1 

CELULAS 1VMORALES CT 
LSP 

IL-2 
IPN..y 
TNF-a 
ND 

LEUCOCITOS DE SANGRE PERJFERICA 
INTERLEUCINA·2 

INTERFERON·r 
FACTOR DE NF:cROSJS TUMORAL-a 
NO DETERMINADO 

PACIENTE 
m IV 

3:1 2:1 

1:3 1:2 

1:1 1:2 
1:1 2:1 
3:2 2:1 

4:1 1:1 

3:1 1:1 
2:1 1:1 



TABLA S. RELACION DE LINFOCITOS CD4:CD8 DESPUES DE 14 

DIAS DE CO-CULTIVO AUTOLOGO. 

CONDICION 1 11 

CT+LSP NO ND 
CT+LSP+IL-2 1:2 1:1 

CT+LSP+IFN-y ND ND 
CT +LSP+TNF-a ND 1:1 

CT+LSP+IL-2+1FN-y ND ND 
CT+LSP+IL-2+TNF-a ND 2:1 

CT +LSP+IFN..y+TNF-a ND ND 
CT+LSP+IL-2+IFN-y+TNF-0 1:1 1:1 

CELULAS TUMORALES CT 
LSP 

IL-2 
IFN-y 
TNF-a 
ND 

LEUCOCITOS DE SANGRE PEIUFERJCA 
INTERLEUCINA-2 
INTERFERON-y 
FAC1VR DE NECROSIS 1VMORAL-a 
NO DETERMINADO 
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PACIENTE 
m IV 

1:1 1:3 

2:1 2:1 

2:1 1:4 

1:1 1:1 

1:1 1:1 

1:1 2:1 

2:1 1:3 

1:1 1:1 



TABLA 6. RELACION DE LINFOCITOS CD4:CD8 DESPUES DE 21 

DJAS DE CO-CULTIVO AUTOLOGO. 

CONDlCION 1 n 
CT+LSP ND NO 
CT+LSP+JL-2 1:1 1:1. 

CT+LSP+IFN·y ND NO 
CT+LSP+TNF-« ND 1:2 

CT+LSP+JL-2+IFN-y ND NO 
CT+LSP+JL-2+TNF-« ND 1:1 

CT+LSP+IFN-y+TNF-« ND NO 
CT+LSP+JL-2+IFN-y+TNF-« 1:1 1:1 

CELULAS TUMOIW..F.S cr 
LSP 
IL-2 
IF'N-y 

TNF-o. 
ND 

LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA 
INTERLEUCINA-2 

INTERFERON·r 

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a 
NO DETERMINADO 

PACIENTE 
m 1V 

1:1 1:4 

1:1 1:1 

1:4 1:1 

1:2 1:2 

1:2 2:1 

1:2 1:1 

1:3 1:3 

1:1 1:1 

Por lo tanto, podemos decir que en la mayorla de los casos se da un aumento 
de la población CDS+, lo cual puede explicar el efecto citotóxico especifico 

observado. 
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Las poblaciones que fueron estimuladas con citocinas solas así como sus 
CXiillbin.aciones mostraron tener una gran citotoxicidad-cspecifica hacia las 
~ del tumor autólogo, además de haber observado que en algunas 
C0111binaciones los LSP se encuentran viables aún en ausencia de MB, lo cual nos 

hacia sospechar que esta células pudieran ser de memoria, dadas las características 
antes mencionadas. Para detenninar la presencia de este tipo de células, los LSP 
de les pacientes n, m y N que hablan sido sensiblizados por 21 dlas en presencia de 
IL-2 + TNF-« y la combinación de los t:reS MB fueron marcados con el 
anticuerpo anti-CD4SRO que es conocido como marcador especifico para las células 
de memoria, dando reacción positiva en todos los casos, pero el porcentaje de 
células de memoria fue mayor cuando se utilizaron .los tres MB (Tabla 7). 

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

CO-CULTIVO .EN PRESENCIA DE 

fL.l+'fNF-a JW+IFN-ytTNF-a 

P.'1.CIENTE 11 

PACIENTEW 
PACIENTEIV 

.. .. 
CIH SRO 

FACWR DE NECROSIS TUMORAL-a 
INTERLEUCINA-2 
JNTERFERON-r 
POBLACIONES DE MEMORIA 
SO%DE CELULA.S POSJ1WAS 
75% DE CELULAS POSITIVAS 
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DISCUSION 

El cáncer es una enfemtedad que por mucho tiempo se ha considerado 
incurable, por esta razón durante las últimas dos décadas se ha tratado de 
desarrollar alternativas terapéuticas para dar mayores oportunidades de 
sobrcvida a pacientes oncológicos, en particular con estadios avanzados. Entre 
las terapias implementadas con este fin destaca la Inmunoterapia Adoptiva que 
ha mostrado tener un futuro prometedor, ya que por medio de ella es posible 
generar in vi/ro células efectoras dirigidas contra antígenos tumorales como los 
virales. La transferencia de las células efectoras obtenidas In vitro ha tenido 
algunos éxitos disminuyendo masas tumorales parcial o totalmente ( 108, 109), 
sin emb31110, ha resultado se muy tóxica. Por esta raz6n, se han implementado 
proyectos de investigación básica para adecuar metodologías que permitan la 
generación de un número suficiente de células efectoras con actividad antitumoral 
específica, que puedan ser transferidas In viVo pensando en su posible aplicación 
cllnica, en pacientes oncológicos sobre todo en estadios av8117.11dos para quienes los 
tratamientos convencionales suelen ser paliativos con una baja esperanza de 
sobrevida a S años. 

En nuestro país el tipo de cáncer con mayor incidencia es el cáncer cérvico 
uterino (CaCu), que en IJi actualidad ocupa el primer lugar de mortalidad por 
enfermedades neoplásicas. Por esta razón y por la poca efectividad de las terapias 
utilizadas para este tipo de cáncer y dada su asociación con una etiología viral, el 
CaCu, se considera un buen candidato para ser incluido en protocolos de 
Inmunoterapia. Es por ello en los últimos S aflos nuestro laboratorio ha trabajado 
en el desarrollo de una mctodologla que permita obtener células efectoras 
especlñcas dirigidas contra células tumorales de CaCu. 

Los trabajos hasta ahora reali7.ados han demostrado que la combinación de 
moduladores biológicos como IL-2 + IFN""'f + TNF-a son capaces de generar una 
gran respuesta proliferativa sobre LSP de pacientes con CaCu (105), lo cual se 
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corrobora en el presente trabajo, sin embargo, no se conocía cual de estos MB era 
el responsable de dicha proliferación. No obslllnte, al probar el efecto de cada 
uno de estos moduladores sobre la proliferación de LSP no encontramos que alguno 
de ellos individualmente induzca una gran acción proliferadora como la 
observada al utilizar los tres MB juntos por lo que la proliferación observada se 
puede atribuir a lUl efecto sinérgico entre las funciones de estos tres MB, en 
donde la IL-2 actúa como agente mitogénico, IFN--y como factor diferenciador y 
TNF-a potenciando Ja actividad de IL-2. Por otro lado, la proliferación 
observada con IFN--y o TNF-a solos puede estar inducida por la IL-2 endógena 
ya que IFN--y adicionado actúa como diferenciador más que proliferador, por su 
parte el TNF·<X que induce la expresión del receptor de 55 kD para la IL-2 
parece no ser seflal suficiente para incrementar la proliferación de los LSP que 
requieren de la presencia del receptor de alta afinidad, por tanto en este caso la 
proliferación observada puede ser el resultado de la IL-2 endógena, lo cual 
requeriría de más tiempo de co-cultivo para obtener una prolifereción semejante a 
la inducida por la IL-2 exógena (71, 110-112). Por otra parte, el haber encontrado 
que el tiempo de doblaje de los LSP es de aproxlinadamente nueve dlas, nos hace 
pensar que bajo nuestras condiciones de trabajo se están generando linfocitos T 
citotóxicos (L TC), debido a que su crecimiento exponencial es más lento que el de 
las células NK y LAK, cuyo crecimiento exponencial es de cuatro dlas en presencia 
de altas concentraciones de IL-2. 

Olro dato interesante, es el hecho conosido de que los LSP de pacientes 
oncológícos en estadios avanzados disminuyen su capacidad proliferadora (115), 
por lo cual pensamos que los LSP de la paciente IV no mostraron grandes 
diferencia en proliferación con IL-2 y los tres MB ya que se trata de LSP de una 
paciente en estadio IV A. No obstante, debemos destacar que fue posible obtener 
una población considerable de LSP con IL-2 o los tres MB con respecto al control, 
y aunque la diferemcia entre ellos no es tan grande, también en este caso se obtuvo 
la mayor población con los tres MB. 

Por olro lado, se habla observado que en cultivos MLTC de 4 semanas (105, 
106), la combinación de IL-2 + IFN-y + TNF-a generaba una actividad 
citotóxica aún mayor que Ja inducida por Ja IL-2 sola. Para explicar esto podemos 
pensar que bajo estas condiciones de cultivo se proporcionan las dos señales 
necesarias para la generación de linfocitos T citotóxicos (L TC) a partir de sus 



prec:ursores, pre·LTC. La primena sdlll es proporcionada por la intem:ción del 
receplor de células T (RCT), presente en la superficie del pre·LTC, con el 
antígeno asociado a el complejo mayor de histocompalibilidad (CMH) clase 1 o 
clase ll. Como resultado de esta señal, los pre-LTC expresan en su superiicie 
receptores para IL-2. Sin embargo, los LTC activados por antlgeno no pueden 
dividirse a menos que se produzca una segunda señal, dada por la presencia de 
algún mitógeno como la IL-2. De tal manera, si un pre-LTC es estimulado con 
las dos seflales, se divide y madura bajo la influencia de las citocinas secretadas 
por ellos mismos, por ejemplo, la población de células CD4 (Tul) producen 
IFN-y y TNF-a. que convierte a los CDS en células citotóxicas. Una vez 
maduro, el LTC puede atacar y destruir células tumorales (80). En este caso 
pensamos que al cultivar los LSP en presencia de las células tumorales, 
proporcionamos una de las señales necesarias para la maduración de L TC 
observándose solo el mantenimiento de los LSP a lo largo del cultivo con una 
pequeña actividad citotóxica hacia las CT A por ausencia de la segunda seilal que 
en este caso estarla dada por el mitógeno. Sin embargo, no descartamos que esta 
citotoxicidad se pueda incrementar al aumentar el tiempo de cultivo. 

Por otra parte, al emplear en nuestros ensayos el co-cultivo autólogo estamos 
proporcionando la primera seilal, mientras que la segunda se encuentra ausente en 
algunos casos, en éstos últimos transcurrirá un tiempo mayor para que se secreten 
MB endógenos que induzcan la proliferación y diferenciación de los LTC, por esta 
razón observamos que a los 21 días de ca-cultivo encontramos una alta citotoxicidad 
hacia las CT A en la mayoría de las combinaciones de MB. Por lo tanto, es necesario 
emplear en los ensayos de citotoxicidad diferentes proporciones de LTC:CTA para 
medir la eficiencia citot6xica al utilizar los MB solos y sus combinaciones. 

Por otra parte, debemos destacar la gran importancia que tiene el haber 
encontrado en nuestros ensayos in vi/ro, que la actividad citotoxicidad-especlfica 
en presencia de las tres citocinas se puede generar a partir de los 14 dlas de co
cultivo. Dicha actividad se puede atribuir a la presencia constante del antígeno y 
los MB, que estarian proporcionando las condiciones necesarias para inducir y 
mantener la actividad lítica especifica de LSP en un tiempo menor que el requerido 
durante una respuesta inmune común, en la que también se secretan estos MB pero 
en un período más largo actuando de -. similar, desarrollando una actividad 
lítica 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 pequeila, a 

este tiempo existe actividad lítica contra células heterólogas y LSP autólogos 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 porcentaje de mortalidad. Para 
confinnar esta hipótesis sería necesario utilizar anti-CDl6 en LSP de 14 días de 
sensibilización. 

Dada la gran actividad lítica mostrada por los LSP sensibilizados con 

lFN-')' o TNF-a solos esperábamos que este comportamiento se mantuviera al 

adicionarlos de manera simultánea a los cultivos. Sin embargo, los LSP generados 

en presencia de lFN-')' + TNF-a mostraron una menor capacidad citotóxica, este 
fenómeno puede estar dado por la autorregulación de la respuesta inmune, en la cual 
se producen citocinas, como la IL-IO, que es secretada por los linfocitos Th2 (CD4) 

y T2 (CDS), y es capaz de inhibir la proliferación de las diferentes 

subpoblaciones de linfocitos T, además de bloquear la acción diferenciadora de 
lFN-')' (39, 113). Por esta razón pensamos que los LSP generados en presencia 

de lFN-')' + TNF-a, están secretando IL-IO que regula tanto la proliferación 

mediada por TNF-a como la diferenciación inducida por IFN-')', dando como 

resultado la baja proliferación y menor citotoxicidad observadas por los LSP 

sensibilizados con esta combinación de MB. Además, la falta de la segunda señal 
dada por el estimulo mitogénico de IL-2 exógena, ausente al inicio del cultivo, 
provoca que sea necesario más tiempo para generar L TC ya que se requiere 

sintetizar IL-2 endógena que sirve como segunda señal, por lo cual al adicionar 

IFN-')' y TNF-a se requiere de un tiempo semejante al de la respuesta inmune in 

vivo para generar la actividad citotóxica. Aun así pensamos que si se evalúa la 

actividad lítica a 28 o 42 días, en estas condiciones, no se obtendría una 

citotoxicidad semejante a la alcanzada cuando se adicionan los tres MB desde el 
inicio del cultivo por el efecto sinérgico de TNF-a sobre IFN-y e IL-2. 

Las diferencias encontradas en el grado de proliferación y citotoxicidad 

hacia las CTA por los LTC puede deberse a las diferentes subpoblaciones de 

linfocitos T estimulados por la combinación de citocinas empleadas, ya que éstas 

inducen diferente subpoblaciones de las células T, por ejemplo, la IL-2 puede 

inducir la proliferación de células CD4 a bajas concentraciones y CDS en altas 

concentraciones (111, 114), el TNF-a favorece la aparición de linfocitos CDS y 

el IFN-'I' células CD4 (84, 108). 
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Ahora bien, los LSP genetados en presencia de la combinación de IL-2 + 
IFN-y + TNF-a mostraron una gran 8Ctiws.d proliferatiw y lltica, que parece ser el 
resultado de la acción conjunta de IL-2 actuando como mitógcno, IFN-y como el 
factor diferenciador y TNF-a aumentando la acción mitogénica de IL-2 e 
induciendo la secreción de enzimas proteollticas necesarias paca la lisis de 
células transfonnadas. 

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que la combinación de 
los tres MB es la mejor condición para obtener una mayor proliferación y gran 
actividad lítica como consecuencia de UD efecto sinérgico entre la IL-2, IFN-y y 
TNF-a, ya que al utilizarlos por separado o en combinaciones de dos MB no 
se observa un aumento paralelo en la proliferación y citotoxicidad, observándose 
que la citotoxicidad es muy alta y la proliferación baja. Sin embargo el TNF·a 
parece jugar UD papel muy importante en la inducción de la actividad lltica de los 
LSP ya que cuando se utilizó 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 detectó 
citotoxicidad hacia los LSP autólogos y la lineA CaLo por parte de los LSP 
generados a 14 días. Esto se atribuye a la generación de CTLs que ejercen su 
función litica mediada por el complejo mayor de bistocompatibilidad (CMH), 
cuyas moléculas presentan diversos baplotipos; de 181 forma que la respuesta de 
tos linfocitos se encuentra restringida a UD reconocimiento especifico de éstas 
moléculas a las cuales se encuentra unido el aotlgeno particular. De esta forma, 
pensamos que en nuestros ensayos los linfocitos T generados están restringidos 
a un haplotipo particular, por lo cual se da un reconocimiento y lisis especifica 
hacia la célula tumoral autóloga, sin presentar lisis hacia células beterólogas 
aunque procedan de UD mismo tipo de tumor. Esto nos hace pensar que se están 
generando células especificas, ya que ta citotoxicidad contra tos LSP autólogos 
frescos y la línea CaLo disminuye a los 21 días si se compara con la observada a 
tos 14. 

Asi como tas citocinas pueden favorecer la generación de una población de 
linfocitos, tambiái pueden controlar la proporción de estas poblaciones, de esta 
manera la combinación de tas tres citocinas antes mencionadas parece generar 
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variaciones en la proporción de linfocitos CD4:CD8 que l su vez detenninan el 

tipo de citocinas secretadas que regulan la proliferación 1 y citotoxicidad de los 
LSP. Por tanto, el haber encontrado a los 21 días una proporción de linfocitos 

CD4:CD8 de 1:1 en los cultivos estimulados en presencia de IL-2 puede estar 
inducida por la sintesis endósena de IFN-')' importante en la uh.duración de Jos pre
LTC (113). Ahora bien la detenninación de Ja proporción l:l de linfocitos 
CD4:CD8 desde los 14 días de en-cultivo en presencia de ti-2 + IFN--y + TNF-a 
nos indica que Ja administración exógena de estos MB ; reduce el tiempo de 
generación de células especificas. Ya que se proporcionan simultáneamente en el 
cultivo las principales citocinas involucradas tanto en los procesos de 
proliferación y diferenciación de pre-LTC favoreciendo; el equilibrio en la 
proporción CD4:CD8 además de conferirles una gran actividad proliferativa y 
lítica manifestándose esta última por el aumento de células CDS. 

Por otra parte, el encontrar la misma relación CD4:CD8 con TNF-a solo, 
se atribuye a la inducción de la expresión de receptores , para IL-2, con la 
subsecuente producción de IL-2, que podria desplazar la relación normal de 
linfocitos CD4:CD8 a una relación 1:1 a los 14 días de ce-cultivo. Sin embargo, 
Ja disminución de la relación a 21 días de ce-cultivo con una mayor proporción de 

células CDS parece estar inducida por TNF-a que incrementa la población de 
linfocitos T restringidos al CMH-clase l (71) los cuales en presencia de IFN-')' 
endógeno induce la diferenciación de una población de células altamente 
citotóxicas. 

Por otro lado, es importante destacar el hecho de haber identificado 
células de memoria en nuestros cultivos que son resultado dd una expansión clona! 
de células T activadas mediante un antígeno, que necesitan de ciertas condiciones 
para Ucgar a ser linfocitos T de memoria, entre éstas se encuentra la activación a 
través del receptor de la célula T (RCT) en conjunción con la molécula de CD3 
(40, 67), por esta razón pensamos que al cultivar los LSP de Pacientes con CaCu en 
presencia de IL-2 + TNF-a se generó un porcentaje de células de memoria, el 
cual fue superado al utilizar los tres MB lo que indica que 'at administrar Jos tres 
MB de manera simultánea se favorece la proliferación de cél~as citotóxicas que en 
presencia constante de antígeno son diferenciadas a células de memoria. Bajo 

las condiciones de cultivo empicadas podrlamos estar neutriiJÍ7.lllldo el efecto de 

citocinas, como IL-1 º· que regulan negativamente la respuesta inmune. La 



suposición anterior se basa en el 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 proliferación de linfocitos CDS 

por la presencia de TNF-a que sinergU.a con IL-2 e IFN-y manteniendo de esta 

manera la diferenciación de L TC. 

Ahora bien, es conocido que las células de memoria son capaces de 

mantenerse viables por periodos prolongados · de tiempo exclusivamente en 

presencia del antígeno (41, 42) y que para convertirse en células de memoria 

requieren de IFN-y y TNF:a que son secretados por los linfocitos CD4 (Thl) 

activados mediante un antígeno o como en este caso son adicionados de manera 

cxógena. Por esta raz6n pensamos que los LSP que hablan sido sensibilizados con 

los MB solos o las combinaciones en las que no se utilizó IL-2 se mueren, ya que 

pueden no haberse generado linfocitos T de memoria o su número fue muy bajo, por 
lo que al retirar del cultivo los MB las poblaciones citotóxicas desaparecen por la 

falta de la señal 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 
viabilidad, lo que puede estar mediado por la cantidad de células de memoria 

generadas y dado que cuando los LSP fueron sensibilizados con los tres MB se 

obtuvo la mayor viabilidad y actividad llticá, se· atribuye a la aparición de una 

mayor cantidad de células de memoria, confirmando llllCVIUllente que esta 

combinación es la mejor para inducir una alta proliferación, citotoxicidad y 
células de memoria, lo que se puede atribuir a un efecto sinérgico de éstos tres 

MB. 

El hecho de haber encontrado un 50"/o de células viables con fenotipo 

CD4SRO+ , en los LTC generados en presencia de IL-2 + TNF-a o IL-2 + IFN
y, parece ser el resultado de la existencia de una mayor cantidad de células CDS de 

memoria que células CD4 ya que las células CDS tienen la capacidad de sintetizar 

una gran cantidad de IL-2 y TNF-a (67),en comparación a las células CD4 , las 
cuales pcnnitirlan el 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 dlas en ausencia de MB se mantienen vivos y disminuye un 20% 

su actividad lítica con respecto a los 21 dlas. Esto se puede atribuir a la muerte de 

las células citotóxi~pcclficas, pero no de memoria, que tambim son obtenidas 

en nuestros cultivos. 



El mayor porcentaje de viabilidad obtenido a cuatro dlas de cultivo en 
ausencia de MB con los L TC sensibili7.ados es en presencia de los tres MB 
que puede ser el resultado de la generación de uoa mezcla de poblaciones de 
memoria CD4 y CDS, que secretan las citocinas como IL-2 e TNF-a, necesarias 
para mantener y sustentar las poblaciones de células citotóxicas sean o no de 
memoria. 

Ante las evidencias mostradas en el presente trabajo consideramos que 
la utilimción de los tres MB es la mejor combinación para obtener una gnm 
población de células efectoras de memoria, con acción citotóxica-específica hacia 
el tumor ya que ninguno de los MB llegó a tener la actividad proliferadora y 
diferenciadora sobre los LSP como la inducida por los tres MB. Sin embalgo, es 
ncc:esario determinsr espccificamente el fenotipo de la población de las células que 
presentan gnm actividad lltica estableciendo la proporción de células CD4 
CD4SRO :CDS CD4SRO, además de valorar la presencia de IL-10 y otras 
citocioas como IL-2, DA, IFN-')' y TNF-a que se estén secretando al utiliz.ar cada 
una de las combinaciones de MB. Asimismo seria recomendable probar si la 
citotoxicidad es dada por los linfocitos CD4 o CDS por medio del bloqueo de 

antlgenos del CMH clase l. Por otra parte, es importante destacar que el tiempo 
para generar LTC en presencia de los tres MB es muy corto debido a que a partir de 
los 14 días se obtiene una actividad citotóxica especifica, esto tiene gran 
trascendencia ya que se pueden generar LTC en un tiempo relativamente 
corto, pensando en su posible aplicación cllnica en pacientes oncológicos en 
estadios avanudos para los cuales los tratanúentos convencionales no son 
eficientes. Por último, 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 se pueden implementar técnicas de Inmunoterapia 
Adoptiva que parecen oüecer UDa gnm ayuda al paciente sin dai!arlo. 

S6 



CONCLUSIONES 

1. Es posible obtener linfocitos T citotóxicos cspcclficos hacia células tumorales de 
CaCu, scnsbilizados en presencia de de IL-2 + IFN-y + 'INF-a., a partir de los 14 
dlas de CG-CU!tivo autólogo. 

2. La citotoxicidad obscrvada por los LSP C<KU!tivados en presencia de IL-2 + 
IFN-y + TNF-u se debe a un efecto sinérgico de IL-2, IFN-y y 'INF-a sobre 
proliferación y citotoxicidad de los LTC. 

3. Con la combinación de IL-2 + IFN-y + TNF-« se genera un alto porcentaje de 
células de memoria con actividad citotóxica especifica hacia las células tumorales 
autólogas, la cual se mantiene aún en lllSCDCia de lqs MB, después de 4 días de co
cultivo. 
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APENDICES 

APENDICEI 

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO EAGLE MEDlllM (EM) 

Se mide un volmnen de agua bidestilada 5% menor al volumen de medio total 
deseado, utilizando para eUo dos matraces. Se adicionan 13.4 g/I de EM en 
poivo (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma Chem. U.S.A.) agitándose 
suavemente, se agregm 3.7 g de Bicarbonato de Sodio, 100 U/mi de Penicilina y 
100 U/mi de Estreptomicina. Se complementa el volumen deseado con agua 
bidestilada, se ajusta el pH entre 0.2 y 0.3 menos del ideal, que es 7.2, empleando 
para ello Acido Clorhldrico diluido y se esteriliza por filtración con membrana 
de poro de 0.22 mictas. 

Amlno6ddo. 

L-uginina 
L-cistina 
L-glutamina 
Glicina 
L-histidina 
L-isoleucina 
L-leucina 
L-lisina 
L-metionina 
L-fenilalanina 
L-serina 
L-treonina 
L-triptofano 
L-tirosina (sal disódica) 
L-valina 

COMPOSICION DEL EM 

Concentración 
(mg/I) 
84.00 
62.57 

584.00 
30.00 
42.00 

105.00 
IOS.00 
146.00 
30.00 
66.00 
42.00 
95.00 
16.00 

104.20 
94.00 



Vlblmlnu 

o.ca Pantotenato 
Cloruro de Colina 
AcidoFólico 
Inositol 
Nicotinamida 
Piridoxal 
RiboDavina 
Ti amina 

Sales lnorpnlcu 

Cloruro de Calcio Anhidro 
Nitrato de Hierro m nonhidratado 
Cloruro de Potasio 
Sulfató de Magnesio anhidro 
Cloruro de Sodio 
Fosfato Monosódico monohidramdo 

0tl'09 Compuestos 

L-glucosa 
RojoFenol 
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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 
l:ZS.00 

4500.00 

IS.00 

ESTA TESIS RO DE!E 
SALIR DE LA BIBLIUTECA 



APENDICE2 

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO RPMl-1640 

Se mide un 9-0"/o del volumen final requerido de agua destilada y desionizada 
y se coloca en un =ipiente de tamaño lo más cetC&DO posible a la medida del 
volumen final a preparar. La temperatura del agua debe ser de 15-200C. Bajo 
agitación lenta y constante se adiciona el RPMI-1640 (RPMI-1640 MEDIUM, 
Sigma Chem. U.S.A.) hasta su disolución, no debe aplicarse calor al agua. Con un 

volumen menor al S% del total de agua se enjuaga el paquete que conteng el Medio 
en polvo para remover cualquier traza de éste que hubiera quedado adherido y se 
adiciona al =ipicnte. 

A la solución obtenida se le adicionan 2.0 g de Bicarbonato de Sodio o 26.7 
. ml de solución de Bicarbonato de Sodio al 75% por cada litro de volumen final de 
Medio a prepararse. El Medio en su presentación comercial contiene ya el 
aminoácido L-glutamina, sin embargo, el cultivo de células linfoides requiere de 
una mayor concentración del mismo. Por tal motivo, en esta etapa de la 
preparación se adiciona L-glutamina (Sigma, Chem. U.S.A.) en una concentración 
2mM. La agitación es útil para la total disolución de estos compuestos. 

Se ajusta la solución a pH 7.2-7.4 a 20>C usando, para este fin, una solución 
concentrada de Hidróxido de Sodio. Se adiciona la cantidad de agua requerida 
paracompletar el volumen final y se esterili7.ll la solución filtrándola con membranas 
de poro de 0.22 micras. 

COMPOSICION DEL RPMI-1640 

Sales lnorginlcu 

Nitrato de Calcio 4H20 
Sulfato de Magnesio anhidro 
Cloruro de Sodio 
Fosfato Dibásico de Sodio anhidro 
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Concentración 
(sil) 

0.100 

0.04884 
6.0 
0.8 



AmiaoAcldos 

L-uginina 0.2 
L-asparagina o.oso 
L-Acido aspártico 0.20 
L-cistina 2HCI 0.0652 
L-icido glulámico 0.02 
L-glutamina 0.300 
Glicina 0.10 
L-histidina 0.015 
L-hidroxiprolina 0.020 
L-isoleucina o.oso 
L-leucina o.oso 
L-lisina HCI 0.040 
L-metionina 0.015 
L-fenilalanina 0.015 
L-prolina 0.020 
L-scrina 0.030 
L-treonina 0.020 
L-triptofano o.oos 
L-tirosina 0.02883 
L-valina 0.020 

Vitaminas 

D-biotina 0.0002 
Cloruro de Colina 0.003 
Acido Fólico 0.001 
Myo-lnositol 0.035 
Niacinamida 0.001 
Acido-p-Amino Ben7.Óico 0.001 
Acido-D-Pantoténico 0.00025 
Piridoxina HCI 0.001 
Riboflavina 0.0002 
TiaminaHCI 0.001 
Villlnina B-12 0.000005 
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Otros 

O-Glucosa 
Glutation reducido 

HEPES 
RojoFenol 

APENDICE3 

COLAGENASA 

200 
0.001 
S.9S8 

O.OOS3 

PREPARACION DE ENZIMAS 

La solución de Colagenasa al 0,05% se prepara disolviendo O.OS g de 

Collagenase Type IV (Sigma Chcm. U.S.A.) y 0.1 g de Glucosa Anhidra en 100 

mi de V erseno. La solución final se esteriliza mediante el uso de filtros de 

membrma millipore de 0.22 micras. Para facilitar su 11W1Cjo, la solución estéril 
se dillnlluye en tubos pequeilos y se almacena a - 4<>C para evitar su autodigestión. 

TRIPSINA 

La solución de Tripsina al 0.05% se prepara disolviendo O.OSg de Tripsina 

tipo ll (Sigma Chem. U.S.A) y 0.02 g de EDTA en 100 mi de PBS. La 

esterilización y almacenaje son similares a los de la Colagenasa. 
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APENDICE4 

PREPARACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS 
(PBS) 

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

COMPUESTO 

Cloruro de Sodio 
Fosfato de Sodio Monobásico 
Fosfato de Potasio 
Cloruro de Potasio 

CONCENTRACION 

(gil) 
8.00 
2.16 
0.20 
0.20 

Una vez disueltas las substancias, se ajusta el pH a 7.2 con Acido 
Clorhídrico y se estcrili7a la solución por medio de autoclave por 20 minutos a 
20 lb de presión. 

APENDICE5 

PREPARACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA (SALINA) DE 
BORATOS 

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

COMPUESTO 

Acido Bórico 
Borato de Sodio 
Cloruro de Sodio 

Esta solución debe ser aforada a 1000 mL 
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CONCENTRACION 
(g) 
6.19 

9.54 
4.39 



APENDICE6 

PREPARACION DE LA SOLUCION PJIS..TWEEN 

En un litro de agua destilada se disuelven las siguientes substancias: 

COMPUESTO 

Cloruro de Sodio 
Fosfato de Potasio 
Fosfato de Sodio monobllsico 
Cloruro de Potasio 
Téeen20 

Se ajusta el pH a 7.4 y se almacena a 4oC. 
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CONCENTRACION 
(g) 

8.0 
0.2 

2.9 

0.2 
0.5 
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