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RESUMEN

Los mecanismos de vigilancia inmune proveen los medios
necesarios para discriminar lo propio de lo extraiozs7, Las respuestas de
linfocitos T contra células neopldsicas indican que los LTC pueden
reconocer antigenos asociadas a tumores a través de receptores de
superficie y mecanismos restringidos por el CPH3.20, Los antigenos
asociados a tumores pudieran ser el producto del procesamiento de
proteinas intracelulares codificada par genes expresados en células
tumorales tinicamentes2. En otros casos, sin embargo, algunas de estas
moléculas corresponderian a protelnas expresadas en etapas
tempranas del desarrolio embrionarios4 o bien a proteinas portadoras de
mutacioness4.53, Como ya se ha mencionado, el reconocimiento de
antigenos por LTC puede llevarse a cabo independientemente de la
presentacion por el CPH, como sucede en la lisis de células tumorales
que expresan un clerto tipo de mucina ss.

Las células AN y los macréfagos tienen un mecanismo de
reconocimiento independiente del CPH y son capaces de lisar a sus
blancos mediante citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo?2a.26,168,201,350,

Parte de la complejidad de la respuesta inmune en tumores se
analiza en este trabajo con dos enfoques diferentes:

1) mediante el andlisis de la actividad de AN en enfermos con melanoma
tratados o no con BCG. Los resultados de este andlisis revelaron que la
actividad litica mediada por céfulas AN en contra del blanco
convencional fue baja, en general, en el grupo control. Los enfermos
tratados con BCG mostraron un incremento, en ocasiones asociado con
una elevacién en los niveles de FNTa.

2) a través de! estudio de la participacién de productos de! CPH en el
reconocimiento de células neopldsicas en un modelo experimental de
origen murino. Desde el punto de vista experimental, los distintos
defectos genéticos de las células LR.4 permitieron demostrar con
claridad que el rechazo por parte de ratones C57BL/6J esta mediado, al
menos en parte, por anticuerpos especificos. Otros tipos celulares, tales
como las células AN, no tuvieron un efecto sobre fa lfinea celular en
estudio.
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Una de las principales funciones del sistema inmune consiste en
discriminar entre moléculas codificadas por el genoma celular en
condiciones normales o en condiciones patoldgicast. En el cancer, los
determinantes antigénicos pueden ser expresados en la superficie
mediante protelnas de membrana anormales o bien asociados a
productos del CPH23. Las respuestas mediadas por anticuerpos
estarfan dirigidas principaimente contra el primer grupo de antigenos, y
aquellas mediadas por linfocitos T, estarfan restringidas por moléculas
clase | y 1 del CPHss.

Los linfacitos T citotoxicos representan el mecanismo mds
eficiente para el reconacimiento y destruccidn de células malignas. Los
antigenos asociados a tumores son reconocidos por receptores de
membrana especificos, codificados por el genoma de células CD8+. Sin
embargo, también se han sido descrito linfocitos citotdxicos CD4+, y con
menos frecuencia linfocitos CD3+CD4-CD8-6-8,

Los linfocitos T /B CD8+ pueden reconocer, en ocasiones,
antigenos en forma no restringida por el CFH3. Reclentemente, ha sido
documentada la participacion de linfocitos T /8 en la destruccion de
algunas neoplasias 910,

La unién del péptido a las moléculas clase | es consecuencia de
una serie de eventos intracelulares que involucran el ensamble de la
cadena o ala B.m en el RE, el transporte de este complejo a través del
aparato de Golgi su la expresion en la membrana celfularii-14,
Alteraciones en cualquiera- de los pasos de esta secuencia puede
traducirse en la falta de presentacidén de antigenos a LTC (Linfocitos T
citotdxicos) CD8+ como se ha demostrado en diferentes sistemas
experimentalests. Un grupo diferente de mutantes incluye a la linea
linfoblastoide humana 721.174 y a la mutante murina RMA-S. Estas
células presentan defectos genéticos a nivel del sistema de transporte
rel;sponsable del ensamble de los péptidos antigénicos en las moléculas
clase 1617,

La mayor parte de los antigenos presentados por células
tumorales estan codificados por el genoma celular o de un virus y son
presentados por moléculas clase 120, En consecuencia, aquellas



variantes celulares con defectos en la expresién de este complejo son
menos antigénicas y en ocasiones evaden exitosamente los
mecanismos de vigilancia inmunets,17.21, Las células AN constituyen una
poblacién de linfocitos que no expresan Ig or TCR en la superficiez22s y
reconocen antigenos de una manera diferente a ia descrita para LTCzs,
El papel de estas células en la inmunologfa tumoral esta limitado a
algunos tipos de neoplasias, las cuales carecen o expresan niveles
bajos de moléculas clase | del CPH27-3, Sin embargo, se han descrito
células resistentes a AN las cuales no expresan moléculas def CPH, lo
que sugiere que el (los) mecanismo(s) responsable de susceptibilidad a
AN no esta limitado a la expresién de moléculas de H-2 o HLA3132,

Péginad



. COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

1. Generalidades.

El complejo principal de histocompatibilidad esta localizado en el
cromosoma 6 en el humano (HLA) y en el cromosoma 17 en el ratén (H-
2)7476, Los genes del CPH han sido clasificados en tres grupos en base a
su estructura y/o funcién: clase |, li y lll. Sin embargo, la caracterizacion
de esta region cromosomica ha revelado que existe una complejidad
todavia mayor?z.7s. En las Figuras 1a y 1b, se muestra en forma
simplificada la organizacion de los CPH del raton y del hombre7s.

Las moléculas de clase |, y posteriormente las moléculas de clase
Il, fueron identificadas por sus propiedades antigénicas al transplantar
tejidos entre individuos de una misma especie o que pertenecian a
distintas especies?7.78.8081, En la actualidad se ha demostrado que esta
diversidad antigénica estd determinada por el polimorfismo de las
moléculas y por péptidos unidos a ellas en el interior de la célulan, Las
moléculas clase Il son componentes del complemento y no participan
en la comunicacion celular por lo que no se incluyen en esta
presentacion47s,

. Fig 1a. Esquema de la
organizaclon genética

REGOHQUASEL . . de! CPH humano7s.
HAE HAJ HAA MAH HAG HAF :
i TTTTY |
J i




Fig 1b. Esquema de la
organizacion genética

del CPH de ratén7é, RATON | Qa Tla Hmt
D

Lyt L
Clase | Clase I Clase bl ClaZe |

2. Estructura

2.1. Moléculas clase I:

Estan formadas por la asociacién de dos cadenas polipeptidicas:
una cadena pesada o de 45 kD codificada en el CPH y una cadena ligera
de 12 kD, la 3,m, codificada por un gen localizado en el cromosoma 15
en el humano y 2 en el raton7476,

La cadena pesada posee tres dominios extra citoplasmaticos ( o
1, 2y «3). Los dominios o 1y o 2 conforman una cavidad limitada por
estructuras helicoidales en Ia parte superior y planas en el interior en la
cual se localizan péptidos pequefios de 7 a 8 a.as.83.84 (ver mas
adelante). Mediante estudios de cristalografia ha sido posible
caracterizar el sitio de unidn entre la molécula de clase | y el péptido que
ocupa la cavidadsses. Este andlisis ha mostrado la presencia de sitios de
union al péptido determinados por a.a. especificos (anclaje); cambios en
la secuencia de a.a, como en el caso de las mutantes H-2bm del ratdn,
han revelado que la afinidad por el péptido puede variarsr.

Esta asociacion entre moléculas de clase | y péptidos enddgenos
permite a los receplores para antigeno de las células T {principalmente

Péginas



CD8+), reconocerlos y desarrollar una respuesta inmune cuando son
antigénicoses.es, El polimorfismo de las moléculas de clase | facilita la
interaccién con un repertorio también polimérfico de receptores y la
asociacion con uno o mas péptidos, lo que eventualmente se traduce en
una mayor capacidad para responder ante el universo antigénicot.

El dominio o3 posee una secuencia de aminoacidos conservada
entre las moléculas clase |, tiene una conformacion globular parecida a
la de las inmunoglobulinas y constituye el sitio de unidn ala B2m yala
molécula CD876.90, La otra region conservada tiene 25 aminodcidos, es
intramembranal y define al dominio «47476. Finalmente, la region
intracitopldsmica consta de 30 residuos de aminodcidos y es
prescindiblez4.7s,

La cadena B (B2m) posee dos alelos en el ratén y ninguno en el
humano.7. Al igual que la cadena pesada, tiene la estructura globular
caracteristica de las moléculas que forman parte de la superfamilia de
las inmunoglobulinas13.17.7476, Ademas de interactuar con el dominio o3
de la cadena pesada la 32m tiene puntos de unidn con el sitio de unién al
péptido, lo cual parece ser critico para mantener la conformacion de las
moléculas clase |, Figura 213,17.74.76,

al a2

(2]
3
4

Fig. 2. Diagrama de la
molécula clase 176,

Pigineé



2.2, Moléculas clase i

Las moléculas clase Il estan formadas por ia union no covalente
de las cadenas poiipeptidicas « (32-34 kD) y B (28-33 kD). Cada
subunidad esta codificada por un gen diferente dentro del CPH y forman
pares especificos (i.e 1A o/ en el raton y HLADR o/ en el
humano)7e.77.91.92, Las cadenas o y 3 poseen dos regiones extra
citoplasmaticas de 90 aminiodcidos cada una, flamadas ai/a2y B1/32
respectivamenter?, El sitio de unién al péptido esta formado por la
interaccion de las regiones o1y 81, las cuales adoptan una estructura
similar, pero ligeramente mas grande, a la descrita para las moléculas
de clase 11374, La cavidad permite el ensamble de péptidos de 10 a 12
aminoacidos existiendo al igual que en {as moléculas clase | sitios para
aminodacidos de anclaje1a.74.93.

Los segmentos a2 y 32 no son polimarticos y probablemente son
importantes para uniones no covalentes entre las cadenas. Las
moléculas clase 1l poseen también regiones transmembranales e
intracitoplasmaticas Figura 37s.

Fig 3. Diagrama de fa
molécula clase 176,

En el RE las moléculas clase !l se asocian con una tercera
subunidad, la cadena invariante (Ci)11.13. Esta cadena es una gliproteina
tipo U, con un solo dominio transmembranal y una cola intracitopldsmica
aminoterminal. Existen 4 formas de Ci determinadas por procesamiento
altemativo del ARNm (p31, p33, p41 y p43)7s. Este péptido se disacia del

Pagina7?



complejo a/Bm en los endosomas y no se expresa en la membrana
celulars. La ausencia de Ci no impide que las moléculas clase Il sean
expresadas en la superficie celular; sin embargo, el sitio de union al
péptido es diferente a las que poseen la Ci, lo que sugiere que la Ci
acttia como chaperona en el doblamiento del sitio de unién al péptidoss .

3. Ensamble del péptido a las moléculas clase |
3.1. Procesamiento de péptidos enddgenos:

El procesamiento de péptidos enddgenos (derivados de proteinas
sintetizadas en la célula) no requiere el paso a través de un
compartimiento 4cido o proteasas lisosémicas 111383, Existe evidencia de
que los péptidos son generados en el proteasoma (20S) o complejo
proteasa multicataliticoiass-101,104, E|l paso inicial al parecer requiere de la
union de las proteinas citosdlicas a moléculas del sistema
ubicuitinata. 103,

3.2. Ensamble del péptido:

Las moléculas clase | y B.m entran al RE a través de un aparato
transportadoria;iez, En el RE, la cadena pesada de la molécula clase | se
asocia rdpidamente con la proteina p8813.94, Posteriormente se forma
un trimero con B,m del cual eventualmente se libera p889a.104,

En el RE se han identificado dos proteinas membranales
denominadas TAP-1 y TAP-2, con homologia con los transportadores
ABC11.13,105108, Estas moléculas forman heterodimeros, se localizan en
las membranas del RE y cis Golgi y son responsables de la translocacién
de péptidos a las moléculas clase 1100, La unién del péptidc al cornplejo
o/Bam se lleva a cabo una vez que p88 ha sido liberada, Figura 413.104,

En humanos y animales se ha demostrado cierto polimorfismo en
los genes que codifican para estos transportadorestos-108, [o que sugiere
que estas moléculas juegan un papel importante en [a seleccion de los
péptidos disponibles para unirse a las moléculas clase I11.13,76,100,

Defectos a nivel de los transportadores han sido detectados en
lineas celulares humanas (Tap 1 en la linea .134, Tap 2 en BM36.1 y
Tap 1y Tap 2 en T2)y murinas (Tap 2 en RMA-S). Estas células
sintetizan moléculas clase | y B,m, sin embargo, son incapaces de
ensamblar el péptido1s.17.21109,110,

El ensamble de las cadenas clase I, B.m y péptido es
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indispensable para la expresion de este complejo en la superficie
celular. Con algunas excepciones no hay expresion de moléculas clase |
en ausencia de B,ms7 y los heterodimeros clase I/B3,m en ausencia de
péptidos en la superficie celular son inestabless7.21,

3.3. Expresion en la superficie celular:

Una vez liberadas del RE las moléculas clase | son transportadas a
través del aparato de Golgi en donde sufren modificaciones en las
cadenas laterales de carbohidratosit.13, Las moléculas clase | tardan
aproximadamente 30 min en llegar a la superficie en donde
principalmente se encuentran heterodimeros de las moléculas clase |
unidos a péptidos11.13.102,

. Fig 4. Modelo
Citasol esquemdtico de |la

generacién de
2% g™
Prosexiome v
A

transporte intracelular
de las moléculas clase
. Las proteinas
citosdlicas son
degradadas por
proteasomas
dependientes de ATP y
son translocadas a la luz
del RE por los
transportadores de
péplidos: TAP-1 y TAP-
2. Las moléculas clase |
y B2m se depositan en el
RE y se ensamblan con
la ayuda de la chaperona
p88. El péptido se une al
heterodimero Bam/(L y se
transporta a través del
Golgl a la superficle
celutart3,

péptidos. Ensamble y
Protaina

4. Ensamble dei péptido a las moléculas clase II:
4.1. Procesamiento de antigenos extracelulares:

Estas moléculas son endocitadas o fagocitadas por células
presentadoras de antigenos. Las proteinas son posteriormente

Piégina®



fragmentadas en péptidos de 10 a 18 residuos de a.a. en los
compartimentos lisosomales y en endosomasi1.13.77,

4.2, Ensamble del péptido:

Después de entrar al RE, las moléculas clase 1l se asacian con la
Ci para ser transportadas posteriormente a través del aparato
Golgiti.1a.108, Posteriorments, los complejos Clase l/Ci interceptan a los
endosomas tempranos (ver Fig 5) y mediante una serie de reacciones
no bien caracterizadas todavia se lleva a cabo el ensamble de péptidos
con la moléculas Clase Il y la liberacion de la Ci Figura 57s.

4.3. Expresién de motéculas del CPH en la superficie celular:

El tiempo requerido para la expresién de moléculas Clase lf enla
membrana celular es de aproximadamente 2-4 hs13 | Al igual que en el
caso de las moléculas clase |, la ausencia de péptidos repercute en la
estabilidad de {a molécularr.

La presentacién de péptidos es un evento continua en {as células.
Los mecanismos antes descritos constituyen los mas conocidos, sin
embargo otras formas de presentacién de péptidos probablemente
existan. Los péptidos presentados en condiciones narmales no son
capaces de inducir respuestas inmunes debido a los mecanismos de
tolerancia establecidos durante el desarrallo.

Fig 5 Modelo
L itonel esquematico del

ensamble y transporte
intracetular de las
moléculas clase Ul. Las

cadenas O y B se
ensamblan en presencia
de la Ci. Los complejos
CI/Cl son transportados
a través del Golgi hasta
los endosomas
tempranos. En los
endosomas tardios la Gi
se degrada pemmitiendo el
ensamble del péptido
procesado con
anterioridad. £/ complejo
de moléculas clase
WWpéptido se transportan
- ala superlicie celulart3
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1. RESPUESTA INMUNE CELULAR
1. LINFOCITOS T

1.1. Generalidades

Los linfocitos T tienen un papel central en la respuesta inmune.
Las funciones de los linfocitos T se llevan a cabo a través de contacto
directo entre células y/o la accién de factores solubles. Los linfocitos T
se han dividido en dos grupos basados en la expresion en la superficie
de las moléculas CD4 y CD8. La expresion de estas moléculas se
adquiere en el timo durante el desarrollotez.

1. 2. Linfocitos CD4+

Los linfocitos CD4+ tienen funciones reguladoras de la respuesta
inmune y se denominan linfocitos Th (cooperadores) y generalmente
reconocen al antigeno en el contexto de moléculas clase Il del CPH. Las
funciones de los Th son ejercidas principalmente a través de citocinastéz,
Recientemente los linfocitos CD4+ se han subdividido en tres subtipos
en base a las citocinas que secretan:

(a) Cooperadores tipo | (Th1) que secretan IFNy e IL-2113,

(b) Linfocitos cooperadores tipo Il (Th2) que secretan IL-4113,,

(c) Linfocitos (ThO), son células con la capacidad para producir
ambos tipos de citocinas322 y probablemente son las células
precursoras de los linfocitos TH1 y Th2.

Es importante mencionar que no todos los linfocitos CD4+
presentan estos patrones de secrecién, algunos linfocitos *naive”
tnicamente son capaces de secretar IL-2 y casi nunca secretan |L-
481,162,

Se ha sugerido que los linfocitos T CD4+tienen un precursor
comun a nivel de células tronco del sistema hematopoyético. La
diferenciacion en Th1 o Th2 podria estar determinada en parte, por
citocinas, tales como la IL-10 o IL-12113, ’

1.3. Linfocitos T CD8+
Los linfocitos T citotéxicos fueron identificados in vitro como

células capaces de reaccionar en CML contra moléculas alogénicas del
CPH 114, Posteriormente se demostré que tenfan capacidad para lisar
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células neopldsicas o infectadas por virus114.115, Esta variedad de células
T constituye la poblacién mayoritaria entre aquellas que expresan la
glicoproteina CD8 en la membrana. Primordialmente, pero no en forma
exclusiva, los LTC reconocen antigenos endogenos presentados por
moléculas clase | de CPH 20114116,

En circulacion el porcentaje de LTC es bajo73 , sin embargo en
cultivo es posible identificar estos linfocitos al co incubarse con {L-2
despuéds de 5 a 10 dias. Los linfocitos CD8+ requieren de cuando
menos dos sefiales para adquirir caracteristicas funcionales; es
necesario el reconocimiento del antigenos en {a celula blanco asi como
la presencia de citocinas (IL-2, IFNyy probablemente IL-4, IL-6, IL-7 e
IL-12) 78,113,

1.4. Receptor de Células T

El reconocimiento de antigenos se lleva a ¢cabo a través de dos
tipos de receptores especializados: (a) la variedad o/ que esta
presente en >95% de las células circulantes y (b) los receptores
conformados por las subunidades y/3, expresados por una pequefa
fraccion de la poblacion 10.117-12s,

La estrategia mediante la cual se genera la diversidad para el
reconocimiento es similar en el caso de las Igs y el RCTet.e2,162,197.198,
Ambos tipos de moléculas requieren de regiones variables y una regién
constante de anclaje, la cual en el caso del RCT es responsable de la
activacion de células T. Las regiones variables de la cadena 3 del RCT
estan codificadas por un gran numero de segmentos génicos
denominados V (variable), J {unién), D (diversidad) y la regidn constante
C (constante). En el caso de la cadena o, los genes involucrados son V,
J y C. Las regiones variables tnicas se generan por la recombinacion
somatica de estos genes en las dos cadenas, el nimero de
combinaciones posibles es mayor a 1 x 1016 (259),

El RCT es parte de un complejo molecular en la cual participan un
minimo de ocho proteinas integrales de membrana tipo |, codificadas
por seis genes diferentes 124,125,129-131,

E! sitio de unién al antigeno lo constituyen los heterodimeros
conformados por las cadenas «/B o y/8 el RCT. Las subunidades de!
complejo CD3: v, 8, g { y v 120-131, no tiene participacion en el
reconocimiento antigénico, sin embargo son importantes en la
activacion de la célula. Dentro del complejo CD3 se ha demostrado que
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pueden constituirse dos elementos de activacion disociables formados
por las subunidades ¢/, {/vy las distintas variedades de la cadena £ (a,
b, ¢), los cuales tienen funcion de transductores de senales 76.123.130132,
Figura 6.

Fig 6. Componentes
del complejo del RCT.
El RCT esta constituido
por las subunidadaes o/
0 ¥/8, las subunidades del
. complejo CD3 v, 6y €
_ >s-.s", ©stdn presentes como
""""""""""""""""""""" “mondémeros unidos en
forma no covalente al
_RCT. Las cadenas L y v
estdn presentes como
homodimeros §-{ o

heterodimeros {-v76,

Es importante mencionar que una de las principales funciones de
las proteinas ¢,y v es el facilitar la expresién en la supeificie del
complejo del RCT.

1.5. Linfocitos T y/3

Los linfacitos T /8, constituyen una poblacién de células que
difieren ontogénicamente de los linfocitos T o/B, utilizan un répertorio
restringido de regiones variables, predominan en epitelios y participan
en el reconocimiento de antigenos bacterianos, proteinas de choque
térmico y superantigenosio.113.122,128138-141, Tal y como ocurre con las
células AN, los linfocitos /8, no estdn restririgidos por productos del CPH
122,

1.6. Moléculas accesorias:
Existen ademds otras moléculas que funcionan como elementos
accesorios de adhesién o bien de activacion: CD2, CD28, LFA-1,

CD45 y CD4/CD8133-137, La Figura 7 muestra esquematicamente el
complejo de reconacimiento antigénico y las moléculas accesorias?s.
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CLASE IT (FA3

Fig 7. Moléculas en la
superficie de células T
involucradas en el
reconocimiento
antigénico y respuesta
celular. Las inleracciones
entre las células T CD4+
y las CPA o las CD8+y
célula blanco, involucran
diferentes moléculas en la
superficie celular las
cuales reconocen
diferentes ligandos76.

crH

1.7. Activacién de células T:

Los mecanismos que conducen a la activacién de células T son
complejos, involucran la participacion de proteinas de membrana,
transduccion de seales y la activacién de distintos genes.

En las células T al reconocer al péptido en asociacién al la
moléculas del CPH se generan los siguientes eventos: (a) Transduccién
temprana de seriales, (b) transcripcion de genes, (c) expresién de
moléculas de superficie, (d) secrecién de citocinas y /o inicio de
funciones citolfticas y (e) induccidn de la actividad mitéticatsz144-152,

Las sefiales de activaciéon tempranas incluyen: (1) la fosforilacion
de tirosinas de protefnas de membrana y citoplasmaticas, (2) hidrdlisis
del inositol fosfolipido de la mebrana celular, (3) aumento de las
concentraciones de calcio y (3) aumento de la actividad de la protelna
cinansa C132,144-152,

Durante {a activacién de células T se expresan tres categorias de
genes: proto-oncogenes celulares/genes de factores de transcripcion,
genes de citocinas y genes de receptores de citocinas 132.144-152,

La Figura 8 muestra un esquema simplificado de algunos de los
eventos que tienen lugar al activarse la célula T.
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+ O"“ Los princlpates eventos

calamdsdine bioguimicos que suceden

- ,_f_,,_\w despuss do fa unién del RCT al

4 antigeno, se esquematlzan en
Pt b ./—\ fa figura7s,

2. CELULAS ASESINAS NATURALES
2.1. Generalidades

Las células AN han sido definidas morfolégicamente como
linfocitos grandes, cuyos didmetros varian dependiendo de su estado
funcional, que contienen abundantes granulos en ef citoplasma y que
constituyen entre el 5-15% de las células circulantes con apariencia
finfoidez2.23,28.153, .

A diferencia de los LTC, las actividad litica de las células AN no
est4 restringida por productos del CPH27. De hecho, existen diversos
ejemplos que demuestran una correlacion inversa entre fos niveles de
expresion de moléculas de clase | y fa susceptibilidad a esta variedad de
células del sistema inmune2?, Sin embargo, es importante sefalar que
existen también excepciones a esta propiedad de las células ANz,
También es imponante mencionar que las células AN no requieren de
sensibilizacion previa para ejercer su actividad litica contra células
tumorales o células infectadas por virus 158,

La actividad litica de las células AN o fa inhibicién de la misma es la

consecuencia de reacciones no del todo definidasze.27.161-165, Por
ejemplo, 1a capacidad de inducir lisis por tas células AN depende de la

Paginuis



cantidad de receptores NKR-P1 presentes en la membrana de la
célulais4 . Por el otro tado, la respuesta a las sefiales inhibitorias a través
de Ly-49 es mas intensarss.

2.2, Marcadores de superficie

El andlisis con anticuerpos monoclonales ha revelado que
expresan CD14, CD56, CD16, niveles bajos de CD2, sdlo la cadena
n del complejo CD3 y la subunidad p70 de! RIL-226, No se han
identificado arreglos en los genes que codifican para las igs o los RCTzs.

Recientemente se han identificado dos familias de receptores
presentes en las células ANs4.1s5, Es posible que fos miembros de estas
familias estén relacionados genéticamente, ya que comparten algunas
caracteristicas estructurales. Sin embargo, la unién a sus ligandos tiene
efectos distintos en la actividad celulariss-1ss,

Una de las familias de receptores contiene a las moléculas MKR-
P1 (en la rata) y NK1.1 (en el raton)154. La otra familia esta definida por
el antigeno Ly-491ss,

El antigeno Ly-48 se expresa en el 20% de las células AN
esplénicas del raton, corresponde a una proteina integral tipo Il y a
diferencia de NK1.1, envia sefales inhibitorias a las células AN1s4-158, Es
importante senalar que los genes que codifican para estas moléculas
estdn localizados en el cromosoma 6 del ratén, en una region
denominada complejo de genes de células AN (NKC) 155. En humanos
recientemente se ha identificado al antigeno p58 como la molécula
responsable del reconocimiento del CPHues,

2.3. Papel de las células AN en céncer

Se piensa que este tipo celular representan el principal
mecanismo de proteccion contra metéstasis hematégenas, como se ha
podido documentar en modelos animales experimentalesiss-ies,

Pacientes con céncer, particularmente aquellos con carga tumoral
importante o con metastasis, tienen disminucién en et nimero de células
AN circulantestes.t69-172. La interpretacion de estos datos es
controvertidatss; sin embargo, algunos estudios han mostrado una
correlacion entre la baja actividad de células AN y la presencia de cdncer
familiari72, Una evidencia adicional en favor de un papel en la vigilancia

Piginatlé



inmunoldgica por parte de las AN se obtuvo de fa mayor frecuencia de
neoplasias en individuos con terapia inmunosupresora quienes tienen
niveles disminuidos de esta variedad celulariss.17s,

El papel de las células AN puede ser especialmente importante en
algunos tipos de neoplasia. En tumores de cabeza y cuello, la
disminucién en la funcién de células AN puede tener valor prondstico en
predecir recurrencias, respuesta al tratamiento y sobrevida libre de
enfermedadies. Varios estudios han mostrado una correlacion inversa
en el nivel de actividad de fas células AN y la presencia de enfermedad
metastdsica, particularmente en céncer de mama y melanoma
metastdsico, existe evidencia de una actividad de células AN
significativamente menor que pacientes con enfermedad
localizadats6.170,En neoplasias hematoldgicas, como en leucemia sin
tratamiento se han encontrado niveles disminuidos de la funcién de
células AN1ss, Estos datos, sin embargo, no son consistentes ya que en
otros estudios no se han mostrado alteraciones 18s,

La explicacién a estas discrepancias no se conoce, sin embargo,
podria ser debida a factores que en forma independiente de la
neoplasia modifican la actividad AN 166,174,175,

2.4. Activacién In Vivo de células AN

Se ha demostrado la capacidad de algunos agentes de aumentar
la proliferacidn, activacion y citotoxicidad de células AN. Ejemplos de
estos factores incluyen citocinas (IFN, IL-2, IL-12), productos
bacterianos, lectinas y Ac monoclonales 32.163,164,176,177,

3. CELULAS ASESINAS ACTIVADAS POR CITOCINAS

El estudio de células CAAC ha resultado ser altamente complejo
debido en parte a lo heterogéneo de esta poblacién celular. La actividad
citotdxica de células CAAC esta mediada por células AN (CD3-/CD16+)
y por linfocitos T (CD3+/CD8+) activadas por IL-2 y posiblemente por
otras citocinas17e. Las células citotéxicas generadas a través de este
método son capaces de lisar, en forma no restringida por el CPH, una
gran variedad de células tumorales 178179,

La mayor parte de células CAAC son inducidas mediante la unién

de la IL-2 a la cadena p7503 del receptor de IL-2178-180, Algunos agentes
bioldgicos, tales como los interferones, la interleucina 12, los productos
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bacterianos, algunas lectinas y anticuerpos monoclonales pueden
incrementar e} nimero y actividad litica de las célutas CAAC 177.1¢0,

4. LINFOCITOS INFILTRANTES DE TUMORES

Como su nombre lo indica son linfocitos presentes en el estroma
en el cual se encuentran inmersas las células neoplasicas. Su actividad
citotdéxica in vivo o in vitro es baja, sin embargo, al incubarse con IL.-2
la actividad litica se incrementa considerabliemente, razén por la cual se
han utilizados en el tratamiento de tumores1st.182,

Las diferencias en el fenotipo, en las estructuras que reconocen al
antigenos, asi como el tipo de péptidos que las células AN, LTC, CAAC y
LIT son capaces de identificar, enriquecen considerablemente las
estrategias utilizadas por el organismo al desarrollar una respuesta en
contra de células alteradas.

5. CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad mediada por células constituye uno de los
mecanismos efectores mas importantes de los sistemas de vigilancia
inmunoldgicars. Dentro del sistema inmune se han descrito diversos
tipos celulares con actividad citotoxica, dentro de los cuales destacan los
LTC (/B o v/3), las células AN, las células LAK y aquellas que ejercen
su actividad al ser transfectadas experimentalmente con genes que
codifican para la sintesis de alguna citocina 114,

Los LTC y las células AN pudieran ejercer funciones
complementarias in vivo. En una fase inicial células neoplasicas o
infectadas por virus serfan detectadas y atacadas con células AN.
Posteriormente, como consecuencia del estimufo antigénico, los LTC
darian lugar a una poblacién con distribucién clonal y aftamente
especifica.

Aungue los mecanismos de lisis pudieran ser comunes a todos los
tipos de células citotéxicas es importante enfatizar que el
reconocimiento del antigeno se lleva a cabo a través de diferentes
estructuras, pudiendo ademds estar restringido (LTC) o no (AN, T y/8 y
CAAC) por el CPH 149,183,
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Los cambios celulares que determinan la actividad litica de las
células son complejos. El primer paso consiste en la rapida adhesion de
la célula citotoxica a la célula blanco a través de moléculas de superficie
especificas, tales con RCT y/o moléculas accesoriasss-18s. Estudios de
microscopia electrénica han demostrado la presencia de extensas
interdigitaciones entre las membranas en los sitios de contactoi4s, Este
sitio de contacto es rico en lalina. También se ha demaostrado
polasizacion de los microtibulos hacia el sitio de contacto a partir del
MTOC?4.149, un esquema simplificado se presenta en la Figura 9.

Existe probablemente mdas de un mecanismo por el cual las
células citotdxicas ejercen su accidén litica:

1) La formacidn de conjugado es seguido en ocasiones de lisis
dependiente de calcio que induce apoptosis en la célula blancotes,

Fig. 9. Esquema de los
pasos que determinan la
actividad citotdxica
mediada por LTC o
céfulas AN74.

2) Algunos LTC y las células AN lisan a sus blancos mediante la
secrecion de proteinas contenidas en vesiculas o granulos
intracitopldsmicas. Algunas de fas moléculas contenidas por estas
estructuras son:
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(a) La perforina, que induce la formaciéon de canales en la
membrana celular1sr-191,

(b) Un conjunto de proteasas que reciben el nombre genérico de
granzimas 1, 2 y 3187191,

(c) Proteoglicanosis7191,

(d) Factor quimiotactico que participa activamente en el
"reclutamiento” de PMNps7-191,

(e) Factor inductor de la degradacion de DNA1e7-191

() Componentes lisosomales tales como la B-hexosaminidasa, B-
glucoronidasa y aril-sulfatasa 187-191,

El mecanismo litico mejor caracterizado es el de la perforina. La
perforina es una protefna antigenicamente relacionada al C9 del
complemento que al polimerizarse forma estructuras tubulares que
atraviesan la membrana celularts7. Los canales que resultan de la
insercion de los polimeros de perforina inducen cambios en la
concentracion de iones y en la presion osmética intracelulars? . La
incubacion in vitro de moléculas de perforina con células resulta en la
lisis de las mismaste7 .

El gen que codifican para la perforina murina se encuentra
localizado en el cromosoma 10, tiene tres exones, dos de los cuales
codifican para el polipéptido. El gen de la perforina humana tiene una
organizacion similariez

3) La apoplosis es otra de las rutas liticas y es objeto de estudio
por varios grupostes.is2.193, L os mecanismos mediante los cuales las
células citotdxicas inducen la muerte a través de esta via no estan bien
dilucidados, sin embargo, recientemente se ha descrito la induccién de
apoptosis a través de la liberacién de granulos de serino proteasas en
presencia de perforinaret.ie4

L.a induccidn de la muerte programada no requiere la sintesis de
proteinas, lo cual sugiere que las proteasas inician la desintegracién
nuclear mediante mecanismos postraduccionales en los cuales esta
involucrada la activacién prematura de la serin-treonina cinasa p34cdc2
inducida por la Fragmentina-2 (en células AN) y por la Granenzima
B (LTC)1e5.

4) Los linfocitos CD4+ con actividad citotéxica han sido descritos
en distintos sistemas experimentales, incluyendo ratones en los que se
ha inactivado el gen que codifica para la B.mis4.196 . La actividad litica
esta determinada posiblemente por FNTw«, FNTB o IL-12 (faclor
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citotoxico de AN; NKCF)197-199,

5) Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA). La
participacién de anticuerpos en el reconocimiento de antigenos
tumorales ha sido mencionada anteriormente. Algunos tipos de células
citotéxicas como los macrofagos, células AN y posiblemente LTC,
poseen receptores Fc en la superficie celularrs.1se.200.201, Las Igs unidas
a estos receptores son responsables del reconocimienio de
determinantes antigénicos presentes en la superficie de las células
tumorales; posterior al cual la célula citotdxica lisa a su blanco a través
de cuaiquiera de los rnecanismos antes descritos (perforina,
fragmentina, apotosis, etc.) 1se.

Es importante sefialar que la actividad litica no es un
acontecimiento terminal, ya que las células efectoras pueden reiniciar el
ciclo y lisar a otras células blanco7s .

Como ya se ha mencionado es necesaria la participacion de
factores solubles en las respuestas inmunes. Estas moléculas actian
como cofactores en la activacion de linfocitos T y otros tipos celulares.
En ocasiones tienen una accion litica directa en contra de diferentes
blancos celulares. Genéricamente se les conoce con el nombre de
citocinas las cuales se discuten a continuacion.

6. CITOCINAS
6.1.Generalidades

Son hormonas protéicas producidas por diferentes tipos celulares
que regulan respuestas inmunes e inflamatorias. Su secrecidn es
momenténea y autolimitada, depende de la presencia de un receptor y
pueden ejercer su funcidn en diferentes tipos celulargs202203.212,

A continuacién se describen brevemente algunas de las
caracteristicas de los receptores para Interleucinas que han sido
identificados:

(a) El primer grupo posee varios dominios extracitoplasmaticos
caracteristicos de la superfamila de las Igs.

(b) Los receptores tipo i unen a factores de crecimiento
hematopoyético y otras citocinas tales como la IL-2, IL-4 e IL-6;
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estos receptores tienen en los dominios
extracitoplasmaticos una regién conservada de cinco
aminoacidos (WSXWS).

(c) Los receptores Tipo Il se han identificado solamente a nivel de
secuencia de aminodcidos y son los receptores para los
interferones, este tipo de estructuras pudieran también incluir
receptores para factores de la coagulacion.

(d) Los receptores tipo lll son los sitios de unién para los FNTn y
FNTB, este tipo de receptores tienen secuencias homdlogas a
la proteinas Fas, CD40 y a receptores para factores de
crecimiento nervioso.

(e) Los receptores para citocinas tales como la IL-8 poseen siete
cadenas alfa helicoidales transmembranales, caracteristicas
que han sido también descritas para los receptores B-
adrenérgicos Figura 1076,204-212,

El nimero de citocinas descritas en los dltimos anos ha ido en
aumento; actualmente se han caracterizado quince
interleucinasz0s,211.212, ademas de los factores que han conservado su
nombre original como los factores estimulantes de colonias, los
interferones, etc. La IL-2, el FNTa y los iIFNa , By y, son citocinas
especialmente importantes en la inmunidad tumoral, no solo por los
efectos in vivo sino por el uso de éstas en el manejo de algunas
neoplasias, por lo que se describen con mayor detalle a continuacion.

Fig 10. Miembros de la
familia de receptores
para citocinas. Estos
receplores comparte
algunas regiones
estructurales que permite

T T T T e e agruparlos en familias.

Existen cinco familias de
receptores para citocinas;

d - (&) con estructuras
similares a las

E E E i inmunoglobutinas, (b) de

tipo I, que contienen la

LR LA R R LI A4 FHeBA FNIR TR TR Eﬂﬁgg secusncia WSXWS, (c)
oo de tipo Il, que

[ corresponden a los

receplores para los IFN,
(d? tipo 1V, corresponden
alos receptores para FNT
y (e) receptor de la IL-
878,
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6.2. Factor de Necrosis Tumoral

El FNTa, también llamado caquectina, es producido
principalmente por macréfagos y otras células fagociticas en respuesta
a diferentes tipos de estimulos (endotoxina, mycobacterias, lisados
parasitarios, {FN, IL-1, etc). Otros tipos celulares, como linfocitos T
activados, células AN y eosindfilos son igualmente capaces de producir
esta citocinaz213.214 . El FNTB o linfotoxina es producida por linfocitos T en
respuesta a diferentes estimulos antigénicos21s. Estos dos tipos de FNT
tienen una homologia en su secuencia de aminoacidos del 28%, estédn
funcionalmente relacionados y se unen al mismo receptora1a .

En humanos, el FNTu es una proteina de 157 a.a, que en la
circulacién forma dimeros y trimerosz2is.21e, El gen que codmca para esta
proteina esta localizado en el cromosoma 6, en la misma regicn
cromosomica en la que se encuentran los genes que codifican para
productos del CPH 215,217,218,

La sintesis del FNTa se induce después de que las células han
sido estimuladas; en el caso particular de los macréfagos, existe una
reserva intracitopldsmica que es liberada también después del
estimulo213, por lo que el FNTo se produce en grandes cantidades y
facilmente satura sus receptores213. La biosintesis de esta molécula es
regulada positivamente por IFNy213. Por otro lado, su produccion es
inhibida por esteroides y otros agentes antinflamatorios213.

Las acciones del FNTa, se inician al unirse el trimero a los
receptores de la superficie celular con una afinidad muy baja 213,218,

Es especialmente interesante para este trabajo el hecho de que
particulas no digeridas por macréfagos producen liberacién sostenida
de FNTe, lo cual puede ser importante para entender fa induccién de
granulomas por M. tuberculosis y M. bovis13.220-222,227, También se ha
reportado que los macréfagos estimulados con BCG son capaces de
producir FNTo. 213,220-222,228,

In vitro el FNTo induce la activacion de macréfagos, tiene un
efecto sinergista con la IL-2 en la activacion de células T, estimula la
proliferacion de timocitos y favorece la actividad de células AN y
CAAC=13.223,22¢, Otros de sus efectos han sido descritos sobre el sistema
de coagulacion o sobre células endoteliales, lo cual es importante en la
fisiopatologia del choque sépticoz13,225,228, En piel la administracion de

Péagina23



FNTo puede producir necrosis hemorrdgica, principaimente en tumores
muy vascularizados.

Los efectos sistémicos del FNTa incluyen:

(a) La induccion de choque séptico en colaboracién con otras
citocinas, tales como la IL-1, [L-6 e IFNy . Clinicamente estas
citocinas producen fiebre, hipotension, choque, depresién de la
funcion del miocardio, falla pulmonar, hipoxemia, falla renal,
isquemia gastrointestinal, hipoglicemia y acidosis lactica, datos
caracteristicos del choque sépticozi3.22s,

{b) Caquexia: Ei FNTo es capaz de inducir caguexia como
consecuencia de anorexia, pérdida de peso, anemia, catabolismo
de lipidos y proteinas. Se han encontrado en diferentes patologias
niveles altos de FNTo que pudieran ser los responsables de la
caquexia presente en estos padecimientos tales como infecciones
parasitarias, cancer 220.226.228 y SIDA213.

(c} Inflamacién: E! FNTo tiene un papel importante en la
remodelacién tisular durante los procesos inflamatorios y en otros
mecanismos de dafno inmunea21s.

El FNTa tiene también es importante en la fisiopatogenia de
algunas reacciones inmunopatoldgicas tales como la enfermedad de
injerto contra huésped23, esclerosis multiple2i3, reacciones alérgicas
cutdneas220, enfermedad por complejos inmunes213 y en algunas
enfermedades autoimunes2:3,

a. FNTy y cdncer

Es posible que el FNTo en céncer sea liberado por linfocitos
infiltrantes de tumores (LIT) y macrofagos al interactuar con las células
tumorales22s, in vitro se han observado tres patrones de respuesta al
FNTo: fineas celulares resistentes, efectos cistostaticos y muerte celular
por apoptosis229-230, La resistencia a FNTa en algunos tumores parece
ser secundaria a un incremento en la produccién de la enzima
superoxido dismutasa (SOD)213. De este hallazgo se deduce que uno de
los mecanismos lfticos en la destruccién de tumores ademds del efecto
citotéxico directo, es la induccion de superéxidos reactivos213.231 que
aumentan fa actividad procoagulante en el centro de! tumor y producen
hemorragia213.231,
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Algunos tumores sélidos son capaces de producir FNTo el cual
ejerce un efecto autdcrino negativo, regulando el crecimiento del
tumor2:3,

b. Infeccién por BCG.

La inyeccién del BCG produce, independientemente de la via de
administracién, la formacion de granulomas formados por células
epiteliodes y linfocitos T activados . En la génesis de los granulomas es
impontante FNTo 221.222.227, Esta citocina esta involucrada asi mismo en
la destruccién de la bacteria2z0.227.228, Experimentalmente el administrar
anticuerpos anti-FNTa en animales infectados con mycobacterias evita
la formacién de granulomas y el crecimiento bacteriano produce la
muerte del huéspeda2o,

El FNTa liberado en el microambiente del granuloma parece estar
involucrado en un mecanismo autdcrino y paracrino que aumenta la
sintesis y liberacion de esta citocina, favoreciendo la acumulacién de
macréfagos e incrementando su capacidad bactericidazz7. A nivel
sistémico el FNTa pudiera ser responsable de la caquexia presente en
enfermos con tuberculosis puimonarz13,220,227,

6. 3. Interleucina-2

La IL-2 es un polipéptido de 15.5kD, es producida por los Thi y
otras células granulares (AN) al ser activadas2or.211.212, Tiene efectos
autécrinos y paracrinos y no han identificado efectos enddcrinos2sz.23s,
Sus acciones relevanles son; a) estimular el crecimiento de las células T,
b) promueve el crecimiento y accidn citotdxica de las células AN y c) en
los linfocitos B actia como factor de crecimiento promoviendo la sintesis
de |gszo7.234,235,

Al activarse las células T como consecuencia del reconocimiento
antigénico y en presencia de IL-1 e IL-6, se inicia la produccién de IL-2 y
en forma simulténea la expresion del receptor para este ligandozo7.

El receptor de IL-2 esta compuesto de cuando menos tres
cadenas proteicas: Un receptor de baja afinidad de 55kD (p55 o cadena
a), un receptor de mediana afinidad compuesto por una proteina de
75kD (p75 o cadena B) unida a una proteina de 64 kD (p64 o cadena ),
las cadenas «, B yy se unen para formar un receptor de alta afinidad,
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Figura 11 76,204,207,
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Para inducir proliferacion de células T la IL-2 debe unirse al
receptor de alta afinidadzo7. La estimulacién de células AN por IL-2
requiere aparentemente solo p75207.

La regulacion de p55 y p75 se lleva a cabo a través de diferentes
citocinas. A nivel transcripcional el IFNn  induce la expresién de p55207y
la IL-2 induce la expresion de p75 en monocitos humanosz2o7.

a. Efectos Antitumorales

Los efectos en células tumorales de esta citocina son indirectos,
tienen lugar a través de la activacion de celulas AN, LTC y CAAC234238 y
al inducir la produccién de otras citocinas tales como [FNy, FNTa y
FNTR207,234,236,

La IL-2 ha sido utilizada In vivo en diferentes tipos de neoplasias,
como terapia Gnica a dosis variables o simultineamente con células
CAAC o TIL autblogos activados in vitro. Diferentes porcentajes de
respuestas se han observado en neoplasias tales como; cédncer renal,
melanoma maligno, cancer de ovario, y algunos tipos de neoplasia
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hematoldgicas 236-239.

La administracion exdgena de IL-2 induce efectos sistémicos, en
ocasiones muy graves. Algunas los efectos secundarios son
consecuencia de la liberacion de citocinas tales como FNTn e INFn .A
nivel cardiopufmonar induce hipotensién y/o sindrome de fuga capilar.
Entre otros efectos no deseados deben mencionarse la pancreatitis, la
anemia y en el 23% los pacientes desarrollan infecciones
frecuentemente por S. aureusz4.

6. 4. Interferones

Los interferones (IFN) fueron descubiertos en 1956 por su
actividad antiviralz+1. Posteriormente se demostré que los INF tienen la
capacidad de inducir o suprimir funciones celulares a través de la
regulacién de distintos genes portadores de secuencias especificas en
la regién reguladora2+2,

Existen tres tipos de interferones: o, 3y y . Algunas de fas
diferencias entre ellos estdn determinadas por los estimulos y las
células que los producen 243.244,

4

a. INFo/B

Los interferones tipo | {o 0 B) son secretados por todas las célutas
nucleadas en respuesta a infecciones virales24s.24s, El interferon tipo ll o
inmune, es producto de linfocitos T activados por antigenos o
mitdgenos247,248,

Se han identificado 26 genes para IFN a (incluyendo algunos
pseudogenes) localizados en el cromosoma 9 en el humano y 4 en el
raton. Los genes carecen de intrones y codifican para un total de 22
proteinas con un peso molecular promedio 20 kD249, La razdn de esta
complejidad no es clara, sin embargo, at parecer los distintos tipos de
IFNa, tienen acciones diferentes dependiendo del tipo celular 250251,

Existe una sola forma de IFNB. Esta citocina es codificada por un
gen localizado en el mismo cromosoma que contiene a los genes que
codifican para los INFozs0251. Aunque existe solamente entre 15-30 % de
homologia entre los INFo y B, estas citocinas se unen al mismo receptor
de membrana2s0.251,
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b. INFy

El INFy es una proteina de 17 kD codificada por genes localizados
en el cromosoma 10 del ratén y 12 del humanoz2s2. La sintesis de esta
citocina es inducida en linfocitos Th1, en LTC y en células AN al ser
estimuladas por -2 y FNTa243,253, La presencia de IL-10 regula
negativamente la produccion de IFN yz211,

Aunque comparte algunas de las caracteristicas violdgicas de los
IFNs tipo | es inducido por algunas infecciones virales solamente y en
general tiene menor accién antiviralso, Sin embargo, su actividad
inmunomoduladora es mayorzs,

Una de las funciones mds relevantes del INFy consiste en su
capacidad para regular los niveles de expresion de moléculas clase | y
clase Il del CPHz48.255, En consecuencia, las células tratadas con INFy
incrementan su capacidad para presentar antigenosass,

Otras funciones importantes del IFNy son:

(a) La activacion de monocitos y macréfagos2s3.2ss,

(b) Incrementan la expresion de moléculas de adhesidn2ss,2s4,

{c) Influyen en el cambio de clase de las g 253,254,

(d) Regulan negativamente la proliferacién de las células Th22s3254,
(e) Ejerce un efecto cooperador con la IL-2 en la regulacién de
algunas  respuestas del sistema inmune2s3,2s4,

El receptor para el INFy, al igual que el receptor para los INF o y 3
pertenece al grupo de receptores tipo Il para citocinas2o4.2s4, Sin
embargo, atin cuando existen regiones de homologia entre los dos
receptores, la unién al ligando es especificazss,
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lil. CANCER
1. ANTIGENOS TUMORALES

Una de las caracteristicas mds importantes de la respuesta
inmune es la capacidad de reconocer moléculas y discriminar lo propio
de lo extrafio3s. El reconocimiento de antigenos por anticuemos y células
se lleva a cabo a través de receptores especializados: las Igs y el RCT.
La diversidad de estos sistemas de reconocimiento estd determinado
por complejos mecanismos genéticos cuya expresién constituye parte
del programa de diferenciacion de las células linfoides.

Las Igs reconocen antigenos expresados por moléculas en
suspension, asociados a células o estructuras extracelulares? . Por el
contrarlo, los RCT requieren que fos antigenos sean presentados por
moléculas del CPH2; esta restriccidn no es absoluta ya que algunos
determinantes antigénicos reaccionan directamente con los RTCz.

E!l papel que desempeiian los sistemas de vigilancia en la
identificacion de células neoplasica asi como en su erradicacién
constituye uno de los campos mds activos y controvertidos en la
inmunologia. Gran parte de esta controversia surgi6 de la dificultad para
identificar antigenos expresados exclusivamente por células
neoplésicasas-as,

L.os primeros antigenos tumorales fueron identificados en tumores
inducidos en roedores por agentes quimicos3e.s, luz ultravioletase o
viruss1-43. Sin embargo, es importante mencionar que tumores inducidos
experimentalmente diferian en sus caracteristicas antigénicas, atn
cuando hubiesen sido inducidos por el mismo agente oncogénico44.s,

En el caso particular de tumores inducidos por virus también se
identificaron respuestas inmunes dirigidas contra proteinas codificadas
por el agente infeccioso43.46.47.

En tumores espontdneos los determinantes antigénicos
identificados en las células neopldsicas pueden ser consecuencia de:

(1) La expresion de proteinas codificadas por genes portadores de
mutaciones4e-s2,

(2) Lasintesis de protefnas que son expresadas exclusivamente en
algun momento de la diferenciacion celular 7.
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(4)

El incremento en la sintesis de proteinas sin alteraciones
detectables37.5354.

Por genomas de origen viral41-43.49,55,

1.1 Antigenos reconocidos por anticuerpos

Por razones historicas el estudio de las moléculas de superficie en

tumores se ha llevado a cabo principalmente utilizando anticuerpos. En
general, los antigenos identificados mediante esta estrategia no son
exclusivos de fas células neoplésicas ya que algunos son detectables en
la superficie de células normalesss. Sin embargo, su participacion en
algunas de las propiedades de {as células tumorales justifican su
inciusion. También cs importante mencionar que estas moléculas no
son reconocidas en su forma nativa por LTCss,

A continuacion se presenta una lista de algunos de los antigenos

de interés oncoldgico:

(a)

(b)

{c)

(d)

(e)

Carbohidratos asociados a tumores (TACA), tales como: La serie
Lacto {tipos 1 y 2) y los antigenos /Trifsialosil-Tn/T. Debe
senalarse que algunas de estas son moléculas de adhesion que
determinan el 0 los sitios de metdstasisss.

Antigeno mucinoso de células epiteliales: codificado por e! gene
MUC-1. Este antigeno no esta restringido por moléculas de clase !
del CPH, es reconocido por finfocitos T n /3. Se encuentra
presente  en adenocarcinomas de mama, pancreas y en algunos
fumores del ovarios?-se,

HER2/neu: Adquiere propiedades antigénicas cuando se expresa
en concentraciones elevadas por células de tumores de ovario,
mama y pulmdnss,

Moltécutas clase 1l dei CPH: No son propiamente antigenos
tumorales; sin embargo, son moléculas expresadas en forma
anormal  en el 75% de los melanomas primarios. Pudieran estar
involucrados en las respuestas inmunes mediadas por células al
presentar peptidos exégenos y prabablemente enddgenosss.

Proteinas de matriz extracelular: Son secretadas en grandes
cantidades por las células de melanoma y pudieran tener un pape!
importante en [a adhesidn, movilidad e invasién de estas células 53.
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(g)

(h)

]

)

{k)

(m)

)

ICAM-1: Esta molécula de adhesidn es una glicoproteina de 89 kD
que se encuentra presente en el 70% de los melanomas
primariossa.

MUC18: Es una gficoproteina de 113 kD, semejante a la molécula
de adhesion neuronal, que se expresa normalmente en el
musculo liso de {os vasos y en melanoma sa.

Proteinas Oncofetales: Entre las que se encuentra ef proteoglican
condroitin sulfato y el antigeno placentarioss.

Ganglidsidos: Al igual que algunas proteinas oncofetales, estas
moléculas interacttan con proleinas de matriz extracelular. Los
gangliésidos GM3, GD2 y GD3 son expresados en melanomass,

Receptores para hormonas de crecimiento: Estdn involucradas en
el transporte intracelular de materiales biologicamente activos al
igual que las proteinas de transporte cationico. Existen cuando
menos seis sistemas de receptor-factor de crecimiento en el
melanoma, los cuales mds que antigenos capaces de evocar
una respuesta inmune han servido para caracterizar a la célula
maligna. Algunos ejemplos incluyen los siguientes factores: FCE,
FCN, ILGF, FCDP, TGFB y FGFs3.

Antigenos asociados a la pigmentacion: Existen tres antigenos
que se expresan tanto en melanocitos normales como en
neoplasicos: 70-80 kD, 50/8/17 kD y HMSA-1s3 .

Antigeno neuroglandular altamente glicosilado: Es un excelente
marcador inmunohistoquimico que se expresa ademds en
algunos tejidos normales y en carcinomasss.

Antigenos de diferenciacion: Algunos ejemplos incluyen a la alfa-
feto proteina y el antigeno carcinoembrinario, etcss.

Productos codificados por genes portadores de mutaciones:

i) p53: Es una molécula relevante en el control del ciclo celular que
puede funcionar como un supresor de tumores. En
aproximadamente el 50% de los cdnceres humanos se han
encontrado mutaciones en  este gen4s,4s.60,351,
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ii) p210: es la proteina producto de la fusién génica que resulta de
la translocacion de los genes BCR y ABL, predominantemente en
leucemias mielégenas cronicasso.

iiy En un grupo pequefio de neoplasias se ha documentado la
expresion de proteinas virales, i.e HPV-16, que esta asociado con
el 90 % de los cénceres epidermoides del cérvix 1.62,

iv) p16: Recientemente descrita como inhibidor de la cinasa
dependiente de ciclina-4 (cdk4)se3. Este inhibidor esté codificado en
una regién génica de menos de 40 kb localizada en el brazo corto
del cromosoma 9, en [a que se encuentra el gen supresor multiple
de tumores-1 (MTS1)ss. El MST1 se encuentra deletado
frecuentemente en lineas tumorales provenientes de tumores de
mama, pulmoén, cerebro, hueso, piel,vejiga, rifién, ovario y
linfomasss.e4, En lineas de melanoma maligno frecuentements
existen mutaciones sin sentidos4.

1.2 Antigenos reconocidos por Linfocitos T Citotéxicos

Actualmente se considera que los linfocitos T son las células més
importantes en el desarrollo de respuestas inmunes especificas contra
tumores malignos 34.58,85.65,

Gran parte de la informacién que favorece la actividad de LTC
como el mecanismo principal en la respuesta inmune contra tumores
malignos ha sido obtenida a partir de modelos murinossts2s7-69, Dentro
de esta serie de experimentos ocupan un lugar preponderante los
experimentos de Boon y cols., quienes indujeron LTC especificos contra
antigenos de superficie expresados por la linea P815 y una serie de
mutantes incapaces
de proliferar in vivo designadas genéricamente como tum- &7-6e, E|
analisis genético reveld que las lineas celulares tum- expresaban
antigenos especificos determinados por mutaciones puntualessr-es, Solo
una de las lineas tum- debfa su antigenicidad a la expresitén de un gen
sin alteraciones en la secuencia de nucledtidossr-e9,

En humanos, utilizando una estrategia equivalente fue posible
identificar cuatro Ag estables en la linea celular de melanoma MZ2-E
codificados por el gen MAGE 1. Los determinantes antigénicos son
péptidos de nueve aminodcidos codificados por el tercer exén del gen
MAGE-1 y estan restringidos por moléculas HLA-A134887071 |
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Asi mismo, en tumores epidermoides de cabeza y cuello, se
describié el antigeno SC-CHN que esta restringido por moléculas HLA-
A272, Estos antigenos son reconocidos tnicamente a través de linfocitos
T citotoxicoss.

2. MELANOMA MALIGNO
2.1. Generalidades

El melanoma maligno es una neoplasia derivada de los
melanocitos, principaimente cutdnea, pero que puede aparecer en otros
sitios del organismo, como mucosas y retina2se, Este tumor es
responsable del 90% de las muertes por cancer cutdneo2ss,

Se calcula que cada afio se presentan 70,000 casos nuevos de
melanoma en el mundo, principalmente en individuos de tez blancazso.
En Australia, el pais con més casos de melanoma en el mundo, 40 de
cada 100,000 individuos desarrollan este tumor2éi. En Japdn, por el
contrario, <1 por 100,000 habitantes padece esta enfermedadzeo-263,

La etiologia del melanoma es desconocida; sin embargo, la
historia familiar de melanoma, la presencia de nevos displdsicos, el color
de la piel y la exposicidn solar prolongada son antecedentes importantes
para el desarrollo de esta neoplasia26a,2s,

El factor ambiental mds importante para la aparicién del
melanoma es la radiacién UV (280 a 320 nm) debido a su capacidad de
inducir mutaciones en el genomazes.2es, El papel que la luz UV pudiera
tener en la etiologia del melanoma se fortalece por la observacion de
que individuos con Xeroderma pigmentoso tienen un riesgo 2000 veces
mayor que el resto de la poblacion general de desarrollar melanoma
maligno y otras neoplasias cutdneas 267.

Aunque no existe un patrén hereditario caracteristico para el
desarrollo de melanoma, se calcula que del 8 al 12 % de los individuos
con esta neoplasia tienen historia familiar de melanomazss-270. En
pacientes con nevo displasico el porcentaje de melanoma familiar es
aun mayor, y la susceptibilidad es heredada en forma autosémica
dominanteess, En algunos individuos se han reportado alteraciones en el
brazo corto del cromosoma 1 270,
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2.2. Caracteristicas clinicas y factores prondsticos

Se han descrito cuatro variedades de melanoma maligno: a} de
diseminacion superficial, b) el léntigo maligno melanoma, c) el
melanoma nodular y d) el melanoma acral lentiginoso271.

La estadificacion de esta neoplasia s importante para establecer
el prondstico y tratamiento. El sistema de estadificacion mas utilizado fue
propuesto por fa Sociedad Americana de! Cancer (Tabla 1a)263. Sin
embargo, estos criterios de estadificacidn no incluyen a la profundidad
de la lesion, que es fundamental para el prondstico de la enfermedad
(Breslow)272. Recientemente, el Comité Conjunto Americano ha
recomendado un sistema de estadificacion mas adecuado (Tabla
1b)as2.263,

Tabia 1a. Clasificacién clinica de melanoma

Estadio Localizacién

t Piel
i Meléstasis Ganglionares

1 Metastasis Sistémicas

2.3. Histologia

Los melanocitos son células dendriticas derivadas de la cresta
neural que migran a la epidermis, tracto uveal, meninges y mucosas en
el segundo mes de vida intrauterina273.274. En la edad adulta la mayoria
de los melanocitas se encuentran en la unién dermoepidérmica y en el
ojo, aunque pueden encontrarse en otras regiones de! cuerpo273. La
concentracion de melanocitos varia en diferentes regiones del cuerpo,
siendo mayor en cara y genitales. Una funcién importante de los
melanocitos es la sintesis de fa melaning, la cual tiene un papel muy
importante en la proteccion de fa luz.

En condiciones normaies los melanocitos establecen contactos

con fos queratinocitos, 1o que permite la regulacién de la proliferacién y
pigmentacion a través de IL-1, IL-6, FNTn y FCFera.275,

Péagina3a



El melanoma maligno se origina en la unién dermoepidérmica a
partir de Ja cual puede crecer verticalmente o en forma radial y
vertical278. Las células tumorales no tienen una morfologia
caracteristica, en general son pleomdrficas (fusiformes, epitelioides,
células gigantes, multinucleares, etcz7s) y sdlo muestran moderada
actividad mitética. La cantidad de melanina es variable y en algunos
casos e€s necesario usar tinciones especiales para identificar el

pigmentoz7s-278,

Tabla 1b. Sistema de Clasificacion del CCA

Estadio

THM y nivel de invasion

T1(75mm, invasién a dermis)
T2(0.76-1.5 mm, invasion a la
interiase reticulo papilar)

T3(a. 1.5-3mm; b, 3-4 mm,
invasion a la dermis reticular),
NO,MO.

T4 (a. 4mm e invasién a telido
subcutaneg; satelitosis), NO,MO0.

Cualquier T, N1(metastasis en

transito o regionales), N2

a. mas de 3 metdstasis ganglionares;

b. metastdsls en trénsito;

c. a+b), MO.

Cualquier T, cualquier N, M1
a. metastasis a piel, tejido subcutaneo ganglios;
b. metdstasis viscerales).

La cantidad de infiltrado linfocitario varia de tumor a tumor, siendo
mds abundante en tumores in situ. En melanomas avanzados, la
infiltracién linfoide disminuye considerablemente279.280, En algunas
ocasiones se han documentado en zonas de infiltrado inflamatorio
intenso dreas de regresion tumoral 262,263,
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Para el diagndstico histolégico son importantes los siguientes
criterios: faita de cohesividad de las células névicas, nicleo y nucleolo
prominente e invasién de la dermisze2.263,

2.4. Inmunologfa del Melanoma
a. Antigenos de melanoma

El melanoma maligno es una de las neoplasia humanas mejor
caracterizadas desde el punto de vista inmunoldgico. Algunos de los
antigenos presentes en este tumor han sido descritos previamente en el
texto. Entre los antigenos importantes para el diagnostico por
inmunohistoguimica deben mencionarse en forma particular: la proteina
S-100 y HMB-45281,

b. Respuesta inmune en melanoma

El melanoma maligno es una de las pocas neoplasias en las
cuales se ha identificado una respuesta inmune especifica34 65.282.284.285,
Entre los diferentes elementos del sistema inmune involucrados en la
respuesta contra el tumor deben mencionarse:

i) Las células AN obtenidas de donadores sanos que muestran un
incremento en la actividad litica contra lineas de melanoma2s.

ii) En diferentes estudios se ha demostrado actividad citotoxica a
través de células CAAC contra lineas celulares de melanomaieo, £}
porcentaje de lisis es dependiente de la dosis de iL-2 utilizada
para activar este tipo celular 286,

iy El papel de los LTC ha quedado claramente demostrado con el
aislamiento de clonas especificas, en particular contra células que
expresan el antigeno MAGE?34.65,284,285,287-289,

iv) Linfocitos T infiltrantes de tumores constituyen una poblacién
con mayor especificidad contra antigenos expresados por el
tumor pero con una menor actividad liticaietiez, Sin embargo,
canstituyen una poblacién importante para el uso potencial en la
inmunoterapia después de ser cultivadas en presencia de 1L-2 288,

v) Inmunidad humoral: Se han identificado varios tipos de

anticuerpos en el suero de pacientes de melanoma la refevancia
como mecanismo antitumoral no es clarazes,
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2.5. Tratamiento
a. Manejo de la lesién primaria

La cirugia continia siendo la mejor opcidn terapéutica para el
manejo del melanoma maligno. La extensién de la reseccién dependen
daf tamafio y la profundidad del melanoma. Estas caracteristicas
también son tomadas en consideracion para la realizacién o no de
diseccion ganglionar regionalaso-2es,

La radioterapia se ha utilizado en Europa para tratamiento de
melanoma superficiales con dosis que frecuentemente exceden los
10,000 cGy 254,

b. Manejo del melanoma maligno metastasico

En los pacientes con melanoma metastasico a ganglios linfaticos,
ademds del tratamiento quirdrgico han sido incluidos diferentes terapias
adyuvantes con el proposito de prevenir o retardar la posibifidad de
recurrencia del tumor. Las estrategias empleadas han incluido:
quimioterapia, inmunoterapia activa pero inespecifica (tratamiento con
BCG, C. parvum, levamisol, y factor de transferencia), inmunoterapia
activa especifica (utiizando células de tumor autdlogo y BCG) y
VACUNSS290-301, 345-350,

Las opciones terapéuticas incluyen:

iy  Cirugia, en lesiones cutédneas superficiales, metéstasis
cerebrales, o lesiones viscerales sintomadticas principaimente en
pulmén 262263,

iy - Radioterapia, en lesiones cutdneas superficiales, metéstasis
. cerebrales 0 en hueso 252,263,

i} Quimioterapia, es principalmente efectiva en metastasis en piel,
tejido celular subcutaneo, ganglios linfaticos y pulmén, los
esquemas utilizados incluyen agentes tnicos tales como DTIC o
combinaciones que incluyen Vinblastinaz62.263.300,

iv) Perfusién de agentes quimioterapéuticos en recurrencias en
extremidadesee2.263,
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v)  Hipertérmia, se ha utilizado experimentaimente en metdstasis
hepaticas?62.263,

vi)y Tratamientos intralesionales con diterentes agentes algunos
ejemplos incluyen BGCG, derivados purificados de paredes
bacterianas, citocinas recombinantes etca62.263,,

viij  Inmunoterapia sistémica utilizando lL.-2 y células CCAC, IFNo
€10263,286,345-350,

La sobrevida media en pacientes con melanoma metastdsico es
de 6 meses, por lo que el o los tratamientos instituidos se consideran
paliativos 302304,

Estos resultados obligan a instituir programas de deteccion de
lesiones tempranas y son la razén de gue el melanoma sea objeto de
estudios con tratamientos experimentales.

La frecuencia de lesiones tempranas en &l instituto Nacional de
Cancerologia es menor al 1%, la mayor parte de los pacientes acuden
con estadios clinicos il y I, razon por la que se han utilizado diferentes
agentes en el manejo de la enfermedad sistémica como en terapia
adyuvante en individuos de alto riesgo. El presente trabajo representa
un analisis de algunos pardmetros inmunoldgicos de la terapia
adyuvante mas utilizada en este Instituto en los dltimas 20 afios, el BCG
en melanoma maligno.
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IV. ANTECEDENTES DIRECTAMENTE
RELACIONADOS CON EL PROYECTO

1. Modelo Experimental: LR.4

1. 1. Antecedentes

La linea celutar H-2- LR.4, fue obtenida a partir de! tinfoma murino
de células T L5178Y que fuera inducida por metiicolantreno en ratones
DBA/2 (H-2d). Esta variante celular es una mutante espontdnea
seleccionada mediante {a exposicién a concentraciones crecientes a 5-
bromo-2'-deoxiuridina y es sensible a HAT2ss,

La caracterizacion genética de LR.4 mostré la ausencia de
moléculas clase | y clase |l del CPH en la superficie celular debido a la
extensa metilacién de las moléculas clase |, a mutaciones en los genes
de B2m e IAB, y a la ausencia de transcritos para lE n 8267, Estas
alteraciones son probablemente en parte responsables de la falta de
reconacimiento de estas células por el sistema inmune de animales con
diferentes haplotipos: H-2a (A/M), H-2b (BALB.b), H-2d (BALB/c) y H-2k
(C3H) en los cuales el tumor crece en la cavidad peritoneal y
eventualmente mueren2s7.258,

1.2. Respuesta de animales

A diferencia de los animales con haplotipos antes mencionados,
los ratones C57BL/6J (H-2b), rechazan LR.4 después de una fase inicial
en la cual prolifera el tumor en cavidad peritoneal. La linea celular LR.4
alcanza un maximo crecimiento en ios ratones C57BL/6J alrededor del
dia 20 después de haber sido inoculados con el tumores7.2s8, E| rechazo
varia dependiendo de cada ratén; sin embargo, la mayor parte de los
animales recuperan su peso alrededor del dia 40 post inoculacién. Es
importante senalar que en ocasiones es posible obtener células viables
de la cavidad peritoneal en ese momento.

El mecanismo de rechazo de este tumor esta mediado
inmunologicamente, ya que al inocular células LR.4 viables en animales
que han rechazado el tumor o en ratones C57BL/6J inmunizados con
LR.4 tratada con MMC, no existe crecimiento tumoral. Asi mismo, se ha
observado que la capacidad de rechazo desaparece con el
envejecimiento, ya que la inoculacion de LR.4 a animales C57BL/6J no
inmunes de 87 semanas permite el crecimiento del tumor e
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Justificaclién

invariablemente mata a los animales en un periodo incluso menor que
otros animales susceptiblesas?.

Debido a que la caracterizacion molecular inicial de LR.4 se realizé
con células en cultivo, existia la posibilidad de que estas células al crecer
en la cavidad peritoneal pudieran expresar moléculas de CPH y a través
de este mecanismo presentar péptidos relevantes para ser reconocidas
y rechazadas por CTL atn en ausencia de 3,m, como han demostrado
otros autorese?. La posibilidad de que moléculas clase Il pudieran presen-
tar péptidos relevantes como se ha sido publicado en algunos modelos
experimentaless-8, fue descartada debido a que los ratones H-2b tienen
una mutacion en punto en el promotor de EB257.

Estudios realizados previamente en este laboratorio han mostrado
asi mismo la presencia de titulos bajos de anticuerpos citotdxicos contra
LR.4; sin embargo, debido a la importancia que las celulas citotéxicas
tienen en el reconocimiento y destruccién de tumores decidimos
explorar diferentes posibilidades a nivel de la inmunidad celular para
}_ratar de entender el o los mecanismos involucrados en el rechazo de

R.4.
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2. Uso de BCG en pacientes con Melanoma
2.1. Generalidades

La inmunoterapia en c&ncer tiene como objetivo principal el lograr
la destruccidn tumoral a través de la modufacion general de diferentes
mecanismos inmunolégicos o bien mediante citotoxicidad
directazse.301.338, La posibilidad de evaluar ia repercusion de estas
terapias en el sistema inmune en el humano resuita compleja ya que
mas de un tipo celular participa en la destruccion tumoral en respuesta a
los diferentes agentes utilizados.

En el caso de agentes inmunomoduladores complejos, tales como
el BCG, los blancos celulares pueden ser diversos y por lo tanto los
mediadores liberados reflejan esta diversidadass.asz.

2.2, Bacilo de Galmette-Guerin (BCG)

Es una cepa de M. bovis aislada por Aibert Calmette y Emile
Guerin en 1928 que se ha usado en forma atenuada como vacuna
contra fa tuberculosis y en algunas otras enfermedades 305, Esta cepa de
bacterias ha sido distribuida a diferentes paises y en consecuencia las
condiciones de cultivo han variado, reflejandose en la virulencia y
antigenicidad cuando se les compara con €l original3os,

En México, los microorganismos provienen de la cepa Danesa
1331, la cual es mas virulenta que otras cepas disponibles en el
mercado (i.e. Tice o la proveniente Instituto Pasteur). Cada ampolleta
consiente 2.5 X 106 bacilos vivos, lo que equivale a 5 mg de masa306.

El BCG fue una de las primeras terapias inmunes utilizadas; sin
embargo, hasta la fecha se desconocen los mecanismos precisos que
son responsables de los cambios en la respuesta inmune contra
tumores339,

El uso del BCG se ha limitado progresivamente en distitntos paises
a la administracién local en céncer de vejiga3«.a41, En México, sin
embargo, este complejo continua usandose en enfermos con melanoma
maligno cutdneo. La aplicacién intratumoral del BCG ocasiona la
formacion de granulomas y eliminacién de las células neoplésicas en el
sitio de aplicacion como lo ha demostrado el andlisis histopatolégicas.
Por el contrario, el uso sistémico del BCG para el tratamiento de
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metanoma maligno es controvertido y con el advenimiento de algunas
citacinas recombinantes, tales como IL-2 y el, IFNn , su uso se ha
abandonado2esaso,

23 Experiéncia en el instituto Nacional de Cancerologia

En el Instituto Nacional de Cancerologia los resultados de un
estudio de pacientes con melanoma maligno en estadios |, il o il (no
seleccionados aleatoriamente), mostré aumento en ia sobrevida y en el
periodo libre de enfermedad en aquellos pacientes que recibieron BCG
(Tablas 2 a y b, y [datos no publicados]).

Tabla 2a. Sobrevida a 5 afios en pacientes que recibleron BCG como terapia
adyuvante past quirtirgica, con diagnéstico de melanoma EC

BCG(+) BCG()

Nimero 59 37

% Sobrevida 86 42 *
(5 aiios)

%de 15 45 =
recurrencia

PLE(m) 23 11

E! gruépa cantrol fueron paclentes con el mismo EC que no recibieron BCG, Ia seleccién no se
reallzd en farna aleatoria, *X 2 p <0.001, t* p<0.001 PLE. Periodo libre de enfermedad.

Las diferencias en la sobrevida observadas en este estudio se
atribuyeron al tipo de BCG empleado, 1a dosis y la via de administracién.

En el presente estudio se decidi6 analizar algunos parametros
inmunoldgicos en pacientes con metanoma maligno estadio clinico N
con o sin terapia adyuvante con BCG que pudieran explicar diferencias
tan impartantes con respecto a la literatura mundialsso,
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Tabla 2b. Sobrevida a 3 aitos en pacientes que recibieron BCG como terapia
adyuvante post quirdrgica, con diagndstico de melanoma EC {I.

BCG(+)  BCG ()

Nimero 27 54

% Sobrevida 78 29 *
{3 afos)

% de 56 77 "

recurrencias

PLE(m) 12 6+

£l grupo control fueron paclentes con el mismo EC que no redbleron BCG, la seleccidn no se
realizo en forma aleatoria. * Log Rank p <0.01, ** X 2 p <0.021,***t p<0.01.

La respuesta clinica a ia administracién intradérmica del BCG en la
mayor parte de los pacientes se puede resumir de la siguiente manera:

10, Respuesta inmediata, caracterizada por fa presencia de fiebre 24
o] 48 hrs posterior a fa vacunacién que dura de 48 a 72 hrs.

20, La respuesta tardia que aparece 2 a 3 semanas después a la
aplicacién del BCG. Los pacientes presentan nuevamente fiebre y
en los sitios de aplicacién del BCG existe inflamacion y necrosis.

30, La administracién de nuevas dosis de BCG induce una respuesta
inflamatoria en las aéreas que corresponden a los sitios de
inyecciones previas.

En algunos pacientes estas respuestas no se presentan en las
primeras aplrcaclones del BCG, y en un nimero menor de pacientes no
existen en ningin momento, lo que clinicamente se ha interpretado
como un estado de inmunosupresion.

Se ha propuesto que la actividad antitumoral del BCG pudiera

llevarse a cabo ser a través de dos mecanismos: la induccién de
citotoxicidad mediada por macréfagos a través de CCDA vy la liberacién
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de factores solubles, tales como el FNTwz213.218,220,231, In vitro se ha
demostrado la liberacién de esta citocina por macréfagos activados por
endotoxina o por BCG201.220, In vivo, en diferentes patologias infeccio-
sas y neoplasicas se han encontrado niveles séricos elevados de esta
citocina2zo.22s,

En pacientes con céancer el FNTo pudiera ser secretado tanto por

las células neopldsicas como por las células del sistema inmune que
Infiltran el tumore2o.224,226,
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V. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue documentar la eficiencia
del sisterna inmune en contra de diferentes lineas tumorales humanas y
murinas, a través de diferentes estrategias in vitro.

El proyecto se divide en dos fases:
FASE 1. Modelo experimental:

1.  Establecer los principales mecanismos inmunes involucrados en el
rechazo de un modelo murino tumoral.

1.1 Caracterizar los diferentes mecanismos inmunes celulares en
contra de ia linea tumoral murina LR .4.

1.2 Investigar el papel de las moléculas clase ! o clase il del CPH en la
susceptibilidad a LTC, células AN y células CAAC en un modelo
experimental de origen murino.

FASE ll. Modelo humano:
1. Los conocimiento obtenidos del modelo murino se utilizaron para
plantear una estrategia en el estudio del sistema inmune humano

en pacientes con melanoma reciblendo terapia adyuvante
con BCG.
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MATERIALES Y METODOS

1. Pacientes con Melanoma
1. 1. Seleccion de Pacientes

Se incluyeron en el estudio 20 pacientes con diagnéstico de
melanoma maligno cuyas caracteristicas se resumen en la Tabla 3
Como controles se estudiaron 10 enfermas con céncer de la mama y 10
individuos sanos.

1.2 . Tratamiento con BCG

Los pacientes con diagnédstico clinico e histolégico de melanoma
maligno con ganglios linfaticos clinicamente positivos fueron distribuidos
al azar mediante sorteo para recibir o no BCG.

Aquellos pacientes que resultaron elegidos (n=10) recibieron la
primera dosis de BCG (Una ampolleta con 2.5 x 106 bacilos vivos) dos
semanas después del tratamiento quirdrgico y de la confirmacion
histolégica de metastasis en ganglios linfaticos. La administracién de
BCG fue por via intradérmica y equivalié a 50 dosis, distribuidas en 4
puntos, en el tercio superior de la pierna o en regiones interescapulo-
vertebrales. Es importante mencionar que los sitios de administracién
eran lejanos al sitio de la diseccién ganglionar. La periodicidad con la
que el BCG fue administrado a los enfermos fue de acuerdo al siguiente
esquema: 1a (dfa 0), 2a (dfa 15), 3a, 4a y 5a (dfas 30, 60 y 90).

Antes de cada aplicacién de BCG se colectaron 20 cc de sangre en
tubos heparinizados y 5cc de sangre sin anticoagulante para obtener
suero. La sangre heparinizada se proceso el mismo dfa para el ensayo
de células AN y marcadores de superficie. Los sueros se almacenaron a
-200C para determinar los niveles de FNTn Las muestras de sangre
tomadas antes de la primera administracién del BCG correspondieron al
dia 0.
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Tabla 3. Seleccidn de pacientes

Pacientes + Pacientes -
BCG BCG
Edad (afos)
Promedio 479 50.6
Rango 29-60 28- 86
Sexo (%)
Masculino 70 30
Femenino 20 80
Localizacion
del tumor (%)
Cabeza y cuello 10 0
Tronco 20 20
Extremidades:
Superiores 20 30
Inferiores 40 40
Mucosas 10 10
Uleeracién(%) 55 45
Tratamiento quirdrgico (%):
Escicién
amplia 100 100
Diseccién

ganglionar 100 100

2. Animales.

Se utilizaron ratones de la siguientes cepas: BALB/c (H-2d),
BALB b y C57BL/6J (H-2b) de ocho a doce semanas. Para algunos
experimentos se utilizaron hembras C57BL/6J de 87 a 95 semanas.

3. Protocolo de inmunizacién para la Obtencién de Antisueros

Grupos de ratones C57BL/6J jdvenes fueron inmunizados

semanalmente por cinco semanas con 1x106 de los diferentes tipos
celulares o bazos tratados con MMC (anti H-2d o anti LR.4) de acuerdo a
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protocolo antes descrito2s6.257, Los animales fueron sangrados del
corazén una semana después de la Gltima inmunizacién. El titulo de
anticuerpos fue determinado por inmunofluorescencia de acuerdo a
protocolo que se describe mas adelante. Los sueros fueron
almacenados a -200C.

4. Determinacion de Ag de Superficie por Inmunofiuorescencia
Indirecta

Para la evaluacién de antigenos de superficie se incubarén 1x106
células humanas o de raton con 100p del anticuerpo en estudiozs7:

(a) Para los ensayos en humanos se utilizaron células
mononucleares y se evaluaron con los siguientes anticuempos: aCD16,
aCD4, y oCDB8.

(b) Las célufas de ratdon analizadas incluyeron: céfuias
mononucleares de C57BL/6J de 8 a 12 semanas , C57BL/6J de 87
semanas y las diferentes lineas tumorales (LR.4, L5178Y, EL4.4, L929,
Yac-1, 745, 5ab1, L929).

Los anticuerpos empleados incluyeron: aCD4, oCD8y oCD25.
En aigunos experimentos se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti
LR.4 (inducido con LR.4 tratada con MMC y por CR), anti timo de BALB.b
yantiH-2 d.

Después de la incubacion durante 1 hr en hielo, las muestras se
lavaron con PBS-BSA y se incubaron durante 1 hr mds con el anticuerpo
fluoresceinado. Las muestras se analizaron al microscopio y mediante
citometria,

El analisis de las muestras se realizé en un citdémetro marca
Coulter EPICS-PROFILE 1l

Los resultados se obtuvieron mediante un programa y fueron
registrados en forma de histogramas. En el eje de las X se grdfica la
intensidad de la fluorescencia en unidades en una escala logaritmica
(10-1, 101, 102, 108}, y en el eje de las Y el niimero de célufas.

5. Inmunoensayo para la Determinacién de FNT o

Se utilizé un ELISA comercial (Dupont, EUA). £l ensayo consistié
en analizar 100 uf del suero de los pacientes en los diferentes dias de la
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aplicacién del BCG. Como control se analizaron diferentes diluciones de
FNT o recombinante (0 a 1000 pg/mi). Las muestras y controles se
incubaron por 18 hrs a 40C. Posteriormente se afadieron el anticuerpo y
el conjugado incubandose 1 hr a temperatura ambiente, la reaccion fue
detenida coun una solucién “stop" provista por el juego de reactivos y
leida a 490nm. Las diluciones del FNT a se utilizaron para elaborar una
curva en la se extrapololaron las lecturas de las diferentes muestras
para calcular la concentracion en pg/ml.

6. Cultivos Celulares

Las lineas celulares tumorales se propagaron in vitro en una
atmdsfera humidificada con § % de CO2 y a 37°C en medio de cultivo
RPMI1640 {Gibco/BRL) suplementado. La viabilidad celular se
determiné por exclusién del colorante azul tripano.

7. Lineas Celulares

Las caracteristicas generales se describen en las tablas 4a y
4b256,257,308,309,

Tabla 4a. Lineas Celulares Humanas

Linea No. ATCC Tipo celular Origen
K562 CCL 243 LMC Dp
SK-MEL-3  HTB 69 Melanoma MetGL
A-375 CRI Melanoma PCut
BP-1* - Melanoma PCut
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Tabla 4b. Lineas Celulares Murinas

Linea Haplotipo  Cepa Origen Estirpe
L5I78Y H-2d DBA2 MC T
LR.4 H-2- DBA2 MC T
EL4.4 H-2b C57BL/64 DMB T
Yac-1 H-2a A/Sn MMLV T
929 H-2% AKR ER F

745 H-2d DBA2 VF T
5ab.1 H-2b Cs578L/64 MEL

8. Muestras de Tejidos Humanos

La obtencion de lineas celulares autdlogas de los pacientes fue
dificil. Algunas de las razones fueron: (a) dificultad para obtener
muestras estériles ya que los tumores se encontraban frecuentemente
ulcerados, (b) dificultad para mantener los cultivos viables y (c) falta de
muestra.

Las muestras de melanoma, fueron disgregadas mecédnicamente,
lavadas y digeridas de 2 a 4 hrs con una solucién de DNasa (tmg/ml) y
colagenasa (1mg/mi). Las células obtenidas mediante este método
fueron cultivadas y utilizadas cuando fue posible en ensayos de
citotoxicidad como células blanco.

Se obtuvieron 3 lineas celulares las cuales se denominaron: BP-1,
M-muc (obtenido de melanoma de mucosas, paciente 4) y M-Bra
(obtenido de la metdstasis cerebral del paciente 5). Debido a las
caracteristicas de los cultivos la tnica linea de crecimiento rédpido fue
BP-1, porlo que solamente estas células se utilizaron como blanco para
fos ensayos de citotoxicidad po célula AN.

El andlisis de esta linea mostré el siguiente haplotipo del
HLA:A28-A19, B22-B35, Cw4-Cw6é, DR8-DR5, DQw4-DQ7,
DRw52.

Asi como un cariotipo: 46, XX,17q-
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9. Separaracién de Células Mononucleares
9.1. Separacion de células circulantes humanas

Se diluyd la sangre heparinizada en dos volimenes de PBS, y
posteriormente 35 ml se colocaron sobre 15 ml de F/R. El gradiente se
centrifugo durante 30 minutos a 1200K, después de lo cual se separd la
capa de células mononucleares y se lavaron 3 veces con PBS para
posteriormente determinar la viabilidad y nimero310.

9.2. Separacién a partir de bazos murinos

Los bazos de los diferentes ratones utilizados fueron disgregados
y las células mononucleares se obtuvieron mediante gradiente de F/R o
bien, lisando los eritrocitos con amortiguador de ACK311.

10. Tratamiento con Mitomicina C

El tratamiento consistié en incubar 4x106 células durante 1 hr con
25 pg/mi de MMC (Sigma) protegidas de la luz. Las células fueron
lavadas 3 veces, determinada la viabilidad y ajustando el nimero celular
a 5x105 células/ml para ser utilizadas en el cultivo mixto de linfocitos o
bien 1X106 para los protocolos de inmunizacién3ia,

11. Cultivo Mixto de Linfocitos

Se indujeron linfocitos T citotdxicos mediante el co-cultivo de
células mononucleares del bazo de ratones C57BL/6J con las células
estimuladoras apropiadas, previamente tratadas con MC, en una
proporcién de 2:1. Los cultivos celulares se incubaron a 370C durante 5
dias2s7.

12. Marcaje de Células Blanco con Cr51
Para los ensayos de citotoxicidad se incubaron 1X106 células
blanco con 300 pCi de Cr51 en 700 ! de SBF durante 1 hr a 370C. E|

is6topo no incorporado fue lavado y el numero de celular se ajusté a
1X105 células mies7.
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13. Evaluacién de Células Citotéxicas
13.1. Actividad Litica de Linfocitos T Citotdxicos

Cien microlitros de las diferentes proporciones de células
efectoras (10x106, 5x106 y 2x106 células/mi) fueron incubadas con 100
pl de las células blanco marcadas con Cr51 e incubadas durante 4 hrs a
37 oC. Las condiciones de liberacién mdxima y espontdnea se
obtuvieron al incubar las células blanco con 100u de solucién al 20% de
tritén X100 o con medio de cultivo31a.

La radiactividad del sobrenadante (en 100 pi) de la muestra se
midié en un contador Auto Gama (Packard 5650).

Los resultados se expresaron de acuerdo a la ecuacion:
% Liberacion de Ci51 = (LM-LE/LT-LE)/100

En donde: LE = liberacién espontanea, LM = liberacién de la
muestray LT = Liberacién total.

Para investigar la presencia de antigenos asociados a tumores en
las lineas celulares L5178Y y LR.4 se utilizaron los siguientes grupos de
animales C57BL/6J para inducir LTC: a) ratones virgenes; b) ratones
creciendo LR.4 en la cavidad peritoneal (dfa 20); c) ratones que habian
rechazado el tumor (dia 40); d) animales inmunizados con LR.4 tratada
con MMC y e) ratones inmunizados con L5178Y. Los bazos de cada
grupo fueron estimulados con L5178Y o con LR.4 tratadas con MMC y
se ensayaron contra las mismas lineas turnorales en experimentos
paralelos.

Linfocitos T citotéxicos alogénicos se utilizaron como controles.
Estas células efectoras se indujeron utilizando comblnaciones
apropiadas de células mononucleares de bazo: C57BL/6J vs BALB/c
(anti-H-2d). La posibilidad de que el rechazo se llevara a cabo a través
de antigenos menores se exploié utilizando como células estimuladoras
bazos de ratones BALB.b. La linea celular L5178Y fue usada como
blanco control de los LTC anti-H-2d. Otro grupo de animales estuvo
constituido por ratonas sanas de 87 semanas.

De cada grupo de animales se realizaron tres o mds
ensayos. Los resultados representan el promedio de estos.
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13.2. Citotoxicidad por Células Asesinas Naturales
13.2.1. En humanos

Las células mononucleares se ajustaron a las concentraciones
antes descritas y se co-cultivaron durante 4 hrs con las lineas tumorales
K562, SKMEL-3, A-375 y BP-1; el procedimiento para obtener el
porcentaje de lisis fue el mismo que el utilizado para LTC314,

13.2.2. Enratén

Se utilizaron células mononucleares de bazo de los siguientes
grupos de animales: a) los niveles basales de actividad por AN se
determind con ratones C57BL/6J no inmunes; b) ratones que crecieron y
rechazaron LR.4; c) animales inmunizados con células de LR.4 tratados
con MMC vy d) ratones tratados con 100ug de poli(l:C) (Sigma) 24 trs
previas al ensayo.

Las células mononucleares se cultivaron en las proporciones -
descritas anteriormente con Yac-1 y LR.4 marcadas con Cr51 y el
porcentaje de lisis se calculd de la manera antes descrita.

Otro grupo de animales estuvo constituido por ratonas sanas de
87 semanas.

De cada grupo de animales se realizaron tres o mds
ensayos. Los resultados representan el promedio de estos.

13.3. Induccién de Células CAAC

El protocolo utilizado en estos experimentos fue una modificacion
del descrito por Mulé y Rosenberg3ts. Un milléon de células
mononucleares de bazo de ratones C57BL/6J jovenes se incubaron en
medio RPMI que contenfa 250 U de IL-2r (Boerhing Mannheim
Biochemica, Alemania) y fueron incubadas durante 3 dias. Antes de
utilizarlas en ensayos de citotoxicidad, las células fueron lavadas, la
concentracion celular ajustada a 1x105 y se ensayaron contra Yac-1,
LR.4 y L5178Y.

Otro grupo de animales estuvo constituido por ratonas sanas de
87 semanas.

De cada grupo de animales se realizaron tres o més
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ensayos. Los resultados representan el promedio de estos.

13.4. Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpos

Las células blanco marcadas con Cr51 se incubaron durante 1 hr.
con 100y de la dilucién apropiada del anticuerpo anti LR.4 o bien anti H-
2d (1:10)(modificado de Alfaro et al. 1992257),

Las células efectoras fueron obtenidas de bazos de C57BL/6J +/-
200pg de poli I:C i.p (Sigma Chemiclas, EUA).E! ensayo de citotoxicidad
se llevd a cabo de acuerdo a lo descrito previamente.

De cada grupo de animales se realizaron dos ensayos.
Los resultados representan el promedio de estos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Mecanismos de rechazo de la linea tumoral L.R.4 por
ratones C57BL/6J

Las moléculas clase | del CPH tienen un importante papel en la
presentacion de antigenos a LTC, los cuales representan el mecanismo
principal del rechazo a tumores2o. La ausencia de moléculas del CPH en
la superficie celular constituye, por lo tanto, una de las estrategias
utilizadas por las ceélulas tumorales para evadir la vigilancia
inmunoldgicazs7, hecho que posiblemente es responsable del
crecimiento de LR.4 a través de barreras alogénicas, ocasionando
eventualmente la muerte de los animales que expresan uno de los
distintos haplotipos estudiados hasta la fecha2s7.

Sin embargo, como ya se ha mencionado, el tumor crece en la
cavidad peritoneal de ratones C57BL/6J pero es rechazado en >95% de
los animales. Parte del trabajo que se presenta en esta tesis esta
orientado a estudiar el o los mecanismos inmunoldgicos responsables
de! rechazo de LR.4 por esta estirpe de ratones.

Es importante mencionar que aun cuando es posible inducir
anticuerpos circulantes mediante la inmunizacién de ratones C57BL/6J
con células LR.4 tratadas con MMC, los titulos son por lo general,
bajoss7.

La estrategia experimental para la evaluacién de los mecanismos
involucrados en el rechazo de la linea LR.4 por ratones C57BL/6J
consistio en explorar la participacién de diferentes células citotéxicas: (a)
los linfocitos T citotoxicos estimulados con LR.4, la linea parental
L5178Y, antigenos mayores (anti H-2d) y antigenos menores; (b) debido
a la ausencia de moléculas clase 1 y clase lI, también se decidié estudiar
la participacién de células AN en condiciones basales o de estimulacién
in vivo o in vitro (células CAAC) y (c) se estudio la participacién de
inmunoglobulinas en el reconocimiento de LR.4 y su capacidad para
inducir CCDA.
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I. Actividad de linfocitos T citotoxicos en ratones
C57BL/6J

1. LTC anti LR.4

En esta serie de experimentos se exploré la posibilidad de que
células mononucleares de bazo de diferentes grupos de animales,
estimuladas con LR.4 en cultivo o crecidas in vivo, pudieran tener
actividad litica contra ella, y contra de la linea parental L5178Y. La
Figura 12 muestra los resultados promedio de los diferentes ensayos.
La actividad de LTC en contra de L5178Y es minima y no existe en
contra de LR.4. La interpretacion de estos hallazgos es sencilla, LR.4 es
H-2- y por lo tanto no presenta antigenos siendo LTC resistente. Existen
otros ejemplos en la literatura en donde defectos en la presentacién de
péptidos por alteraciones en el ensamble de moléculas del CPH o en los
trasportadores de péptidos ocasionan la ausencia de reconocimiento
por LTC 16,17,109,110,257,318.

Fig. 12. Citotoxicidad
por LTC inducidos in
30 vitro vs LR.4, Las
células efectoras fueron
obtanidas de! bazo de
20 ratones C57BL/6J y
posteriormente
estimuladas con Ia linea
10 e celular LR .4 tratada con

MMC. Las células blanco
fueron: (a) L5178Y. (@)
o pr.0 e 001 B6 virgenes,

{_%)JPM '\lﬂncmunizados con

FroponcIEs { @ ) 86 con tumor,

<©) B6 40 dias post-
8 rechazo. ¥ (b) LR.4, (B)
B8 virgenes, (¢ ) B6
inmunizados con LR.4
MMC, ( 8 ) B6 con tumor,
(O ) B6 40 dias post-
304 rechazo.

% DE USIS

~ OE USIS
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2. LTC anti L5178Y

La observacion in vitro de un incremento en la lisis en contra de la
linea parental L5178Y en ratones inmunizados con LR.4 sugirié la
presencia de péptidos compartidos por ambos tipos celulares. En el
siguiente grupo de experimentos se planed utilizar L5178Y como célula
estimuladora en los CML con el propésito de inducir LTC especificos
como ha sido descrito por otros grupossie. 3o,

Como se observa en la Figura 13, la actividad litica inducida por
L5178Y en ratones virgenes fue discreta, sin embargo, células de bazo
de ratones inmunes contra L5178Y o LR.4 mostraron un incremento
notable. Un hallazgo importante fue que la presencia de tumor i.p. indujo
un estado de inmunasupresidn transitorio, ya que en animales que
habian rechazado LR.4 se restablecid en parte la funcion liticazas, |

Los resultados obtenidos en ratones inmunes sugieren que LR.4 y
L5178Y probablemente expresen determinantes antigénicos
equivalentes que no son expresados por LR.4. Estos antigenos serian
responsables de la activacién de LTC in vivo a través de otras células

presentadoras de antigenos.

PPy

F_i'g. 13, Citotoxicidad por
LTC inducidos in vitro con
L5178Y. £ método
experimental fue similar al
descrito en la Figura 12. Las

células estimuladoras fueron
///" fueron: (a) L5178Y, (&) B6
/v’—"

04

204

% DE LISIS

2 L5178Y y las cefulas blanco
virgenes, (@) B6 inmunizados
con LR.4 MMC,( & ) B6
inmunizados con L5178Y MMC,
° P s0.1 oo {O)BETIP; y (b) LR.4, (@)
: e I - B8 wvirgenes, ( ¢ ) B6
® inmunizados con LR.4 MMC
{ ® ) B6 inmunizados con
L5178Y MMC, (O) BB TIP
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3
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3. LTC anti antigenos menores y antigenos mayores

La posibilidad de que algunas de las células LR.4 expresaran
productos del CPH y determinantes antigénicos no relacionados con
moléculas de clase | o clase Il (antigenos menores) fue estudiada en
ensayos de citotoxicidad similares a los descritos en las secciones
anteriores. Linfocitos T citotéxicos especificos contra el haplotipo H-2d o
contra antigenos menores fueron inducidos en cocultivos de células de
bazo de ratones C57BL/6J con células de bazo de ratones BALB/c (H-
2d) o con células T del timo de ratones BALB.b (H-2b) tratadas con MMC.

Las Figuras 14a y b muestran que los LTC inducidos de acuerdo a
estos protocolos no tenian actividad litica contra LR.4 y si contra Ia linea
parental L5178Y. Una vez mdas se detectd un periodo de
inmunosupresion transitoria en ratones con LR.4 i.p. (Figura 14b).

Es importante mencionar, sin embargo, que la inmunizacién de
ratones C57BL/6J con timos de BALB.b protegi¢ a los ratones, evitando
el crecimiento de células LR.4 (datos no mostrados). Las diferencias de
los hallazgos obtenidos in vivo o in vitro podria sugerir que €l o los
antigenos no corresponden a antigenos menores, ya que estos son
presentados por moléculas clase Il del MHCa23.324, Es posible que se
trate de antigenos de superficie compartidos entre LR.4 y células T
presentes en el timo de animales BALB.b.
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Fig 14 {a
Citotox:cldad por LTI
inducidos in vitro vs
antigenos menores. Las
graficas muestran la
susceptibilidad de las
lineas LR.4 y L5178Y a
ser lisadas por LTC
inducidos en diferentes
pos de ratones
57BL/6J con células de
bazo de ratones BALB.b.
(@ )B6 virgenes vs.
L5178y, ( & ) B6
inmunizados con células T
del timo de_ratones
BALB.b vs L5178Y, (O )
86 virgenes vs LR. 4 y (
®) B6 inmunizados con
células T del timo de
ratones BALB.b vs LR.4.

(b) Citotoxicidad por
LTC anti H-2d, Las
graficas muestran la
susceptibilidad de las
lineas L5178Y y LR4 a
ser lisadas por LTC
inducidos en diferentes
%rupos de C57BL/6J en
ML contra células del
bazo de ratones BALB/c.
L5178Y:
( @) B6 virgenes, (:i)Bo
crénicos, ( O ) B6 40
Fhazo de
LR4 (&) B6'con tumor

L.p.

LR.4: (@) B6 virgenes, (
<) B6 cronicos, (w) BS

con tumor L.p.
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4. Actividad citotéxica por células AN y CAAC.

Los LTC son las células primordialmente involucradas en el
rechazo de tumores2o; sin embargo, otres tipos celulares pudieran
intervenir en el reconocimiento y destruccidn de LR.4 10.2223, El papel que
las células AN tienen en la inmunologia tumoral es controvertido1ss-1es,
Existe evidencia en ciertos modelos animates de la importancia de estas
células en el rechazo a tumorestes-168, principalmente en células que no
expresan moléculas de CPH27.

Dado que las células LR.4 no expresan moléculas clase | o clase i,
se investigd la posibilidad de que las células AN mediaran el rechazo de
LR.4. La Figura 15 muestra los resultado de estos ensayos en diferentes
condiciones in vitro e in vivo. La actividad de células AN basal en
ratones C57BL/6J en contra de la linea Yac-1 es menor al 20%. Existe,
sin embargo, un incremento discreto contra el blanco convencional a!
inmunizar a fos animales y uno significativo al administrar poli (1:C) i.p 18
hrs. antes del ensayo. En ninguno de los casos se detectd actividad litica
por parte de células AN en los diferentes grupos de animales analizados
en contra de LR.4. Es importante mencionar que 1a linea LR.4 es
resistente también a fa actividad litica por células CAAC (datos no
mostrados).

60

50

40+

30 4

20

Fig. 15. Susceptibilidad de
las lineas celularcs Yac-1
LR.4 a la lisis por células A
Los ensayos se lievaron a

cabo utilizando células
maononucleares obtenidas de
dilerentes grupos de C57BL/6S
{ver texto). La gréfica muestra
los resultados de la lisls vs

Yac-1: (@) 86 virgenes, &0)

86 + poli{l:C); vs. LR.4 (1) B6

virgenes, ()86 + poli {:C)
‘______—-o————-_"’
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Il. Respuesta humoral de ratones C57BL/6J contra [a
linea celular LR.4

Andlisis de la especificidad de los antisueros anti H-2d y anti
LR.4 inducidos en ratones C57BL/6J.

Experimentos previos de nuestro laboratorio habian demostrado
que los ratones C57BL/6J eran capaces de producir anticuerpos
especificos en contra de las células LR.4257. Como una extensién de ese
trabajo se decidié profundizar en el estudio del papel que desempenan
en el reconocimiento y control del tumor.

Los antisueros anti H-2d y anti LR.4 fueron inducidos en ratones
C57BL/6J con células tratadas con MMC de acuerdo al protocolo
descrito en Materiales y Métodos. En todos los casos se uso suero
normal de ratones C57BL/6J como control. La especificidad de los
reactivos fue determinada con una coleccion de células pertenecientes
a distintas vias de diferenciacion.

En las Figuras 16a-c se muestran los resultados de los andlisis
hechos por citometria de flujo de antisueros anti H-2d en contra de las
lineas celulares LR.4 y L5178Y, y de antisueros anti LR.4 en contra de
una coleccion de lineas celulares.

En la Figura 16a panel (a) se muestra la reactividad de
anticuerpos anti H-2d en contra de las células L5178Y y en el panel (b)
se corrobora la falta de expresion de moléculas clase | por parte de la
linea celular LR.4257, Es importante mencionar que esta variante
tampoco expreso moléculas CD4, CD8 o CD25 (datos no mostrados).

L.os antisueros anti LR.4 obtenidos mediante inmunizacién pasiva
o de animales que habfan rechazado el tumor reaccionaron con la linea
celular en estudio Figura 16b (panel a}. La especificidad del antisuero se
ilustra en las Figuras 16b y 16 c; en L5178Y, EL4.4 (Figura 16b, panetb y
panel c), Yac-1 y 745 (Figura 16c panel a y panel b}, el porcentaje de
células positivas y la intensidad de la fluorescencia fue
considerablemente menor que la obtenida para la linea celular LR.4, al
igual que las lineas no linfoides L929 {fibroblastos) y 5ab.1 (melanoma)
(Figura 16c, panel ¢ y panel d).

Estos resultados pudieran interpretarse como la consecuencia de

una reactividad cruzada entre diferentes antfgenos o como evidencia de
la existencia de un(os) antigeno{s) compartido(s).
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Fig16b.Especificidad de los
antisueros anti LR.4 en
contra de diferentes lineas
calulares. (a) LR.4, (b)
L5178Y y (c} EL4.4.
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Fig 16 c. Especificidad de los antisueros anti LR.4 en contra de diferentes lineas
celutares. (a) Yac-1, (b) 745 (c) L929 y (d) 5ab.1.
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llI. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

DA)

Los resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad
sugirieron que las variedades de células efectoras estudiadas no son
responsables del rechazo de LR.4.

Una alternativa podria estar determinada por anticuerpos y
complemento como fue demostrado in vitro en experimentos hechos por
Nava y cols257 o por la accién combinada de anticuerpos y células de!
sistema inmune (este estudio). Con estos antecedentes el siguiente
grupo de experimentos consistié en ensayar la actividad de CCDA
mediada por células AN.

Debido a que la actividad litica basal de las células AN fue minima,
la estrategia experimental incluyé dos grupos de animales: ratones
C57BL/6J virgenes o tratados con poli (1:C) i.p. La Figura 17 rauestra los
resultados de estos experimentos. Se encontré actividad de CCDA en
contra de Yac y LR.4, la cual fue proporcional al porcentaje de
positividad con el antisuero (ver arriba). La adicidn de poli {I:C), resultd
en un aumento en la lisis en contra de LR.4 y no modificé la
susceptibilidad de LR.4.

Los resultados de estos experimentos explican, en parte, el hecho
de que titulos bajos de anticuerpo participen en respuestas tan efectivas
en el rechazo del tumor; sin embargo, no descartan otras posibilidades
no exploradas en este trabajo, tales como aquellas mediadas por
factores solubles (FNTa o 83, [FNs o IL-2).
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Fig. 17. Susceptibilidad
de las lineas celulares
Yac-1 y LR.4 a la lisls
mediante CCDA. Los
ensayos se realizaron
utilizando células
monornucleares de
C578L/64 +/- poli(l:C) vs
las lineas celulares Yac-1
y LR.4 incubadas con
anlisuero anti LR.4,
(m) B6 - poil {i:C) vs
Yac-1, (D) B6 +
poli(I:C} vs Yac-1.

B6 - poii{l:C) vs
(LF&. RO)BG‘Z ;;E:u ()1:8
vs LR4.



IV. Evaluacién de la respuesta inmune en ratonas
C57BL/6J viejas.

Estudios en humanos y animales han mostrado alteraciones en
inmunidad celular y humoral relacionadas con la senectudszs-32s. Este
deterioro del sistema inmune se caracteriza por un incremento en la
frecuencia de neoplasias, en la susceptibilidad a infecciones y en un
aumento en las respuestas autoinmunesazs.320,333,

Los mecanismos responsables de las disfunciones inmunes no
estdn relacionadas con el nimero total de linfocitos o con las
proporciones de células CD4+/CD8+. Las alteraciones pudieran ser de
tipo funcional a nivel de LTC 325335, células AN 331332 0 en la produccion
de citocinasass,

Estudios previos de nuestro grupo de investigacién habian
demostrado una incapacidad de ratonas C57BL/6J viejas para rechazar
a la linea celutar LR.4 lo que se tradujo en una mortalidad del 100% de
los animales estudiados en un tiempo menor que el detectado en cepas
sensibles al tumorzss.as,

Debido a estas diferencias en Ia capacidad de rechazar LR.4, se
decidi6 estudiar la proficiencia del sistema inmune en ratonas C57BL/6J
de 87 semanas; como controles se usaron ratonas jévenes.

1. Fenotipo de Linfocitos esplénicos

El primer experimento consistié en determinar si en las ratonas
viejas, la proporcién de linfocitos CD4+/CD8+ no estaba alterada con
respecto a las ratonas jovenes.

Las figuras 18 a-d muestran un ejemplo del analisis de estas
poblaciones celulares.
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Figura 18. | ipo de células ¢s de bazo obtenldas de ratones
de 8 y 87 semanas. (a) CD4+ en ratonas de 8 semanas, (b) CDB* en ratonas de 8
semanas, {c) CD4* en ratonas de B7 semanas y {d) CD8+ En ratonas de 87 semanas.
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La tabla 5 muestra el promedio de cinco ensayos en los que se
evaluaron las proporcidnes de linfocitos T CD4+/CD8+ y se observa que
no existen diferencias significativas en los porcentajes de células
positivas entre los dos grupes de animales analizados, lo cual confirma
los datos publicados por otros autores3ss.

Y

Tabla 5. Porcentaje de Linfocitos T CD4+y CD8+en ratonas de 8 y 87 semanas.

CD4+(%) CD8+(%)
Ratonas de 8 semanas 43 40
Ratonas de 87 semanas 41 41

2. Evaluacién de la funcién citotéxica

El andlisis actividad litica de determinada por células del bazo
obtenidas de animales viejos y controles jovenes fue evaluada
mediante: (&) LTC en contra de moléculas clase | del CPH (respuesta
alogénica), (b) analisis de la actividad de células AN, y (c) por capacidad
de inducir células CAAC.

2.1. Citotoxicidad por LTC

Se estudiaron respuestas alogénicas (anti H-2d) en ratonas
C57BL/6J de 87 semanas Yy en animales C57BL/6J jovenes; el protocolo
para el CML fue descrito en la seccion de Materiales y Métodos. Los
resultados de estos experimentos mostraron que las ratonas viejas
tenian una actividad litica menor que la detectada con células linfoides
de animales jévenes en contra de la linea celular L5178Y (Figura 19 a).

Al no existir disminucién en el porcentaje de células CD8+, es
posible que las diferencias entre estos grupos de animales pudieran
estar determinadas a nivel funcional, posiblemente en la transduccion
de sefales, tal y como ha sido demostrado en otros modelos
experimentalesazs,331,332,335,
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Figura 19 a, Evaluacién
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20 7 celular L5178Y: () B6
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2.2. Citotoxicidad por Células AN

Como ya se ha mencionado, la actividad litica de células AN es
baja en condiciones basales en animales C57BL/6J jévenes; sin
embargo, en animales viejos se detectd una actividad ain menor en
contra del blanco convencional, Yac-1, Figura 19 b. En estos
experimentos no se determiné con anticuerpos especificos si existia una
disminucion en el nimero de células AN, pero los resultados coinciden
con las observaciones hgchas por otros grupos de trabajo que han
demostrado alteraciones posteriores a la unién con sus blancos3s1.3s2,

Figura 19 b. Evaluacién
30 - comparativa de la
funcién inmune
citotéxica mediada por
células en ratonas
20 4 C57BL/6J de 8 y 87

/ semanas.

Susceptibilidad de Ia linea
celular Yac-1 a la lisis por
10 4 células AN. Los ensayos
se realizaron utilizando ( »

1 )B6 de 8 semanasy ()
B6 de 87 semanas.
0 T ;
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2.3. Citotoxicidad por Células CAAC

La incubacion de célufas del bazo con IL-2 por tres dias revel6 al
microscopio una mayor cantidad de blastos en las muestras obtenidas
de ratonas viejas (resultados no presentados).

Es importante mencionar que la proporcidn de células CD4+/CD8+
se mantuvo constante y que no hubo cambios en la expresion de CD25
en los dos grupos de animafes estudiados. Finalmente, no hubo
diferencia en la actividad mediada por células CAAC en animales viejos
vs jovenes (Figura 19 c). Estos datos estan de acuerdo con los
pubficados por otros grupos de trabajo325,337,

Debe enfatizarse que el estadio de inmunosupresion que
caracterizé a este grupo de animales viejos se asocié con una mayor
frecuencia de infecciones, principalmente cutdneas y en algunos casos
con la aparicion de linfomas.

Las alteraciones detectadas en este grupo de experimentos no
explican satisfactoriamente fa incapacidad de fos animales viejos para
rechazar a las células LR.4, ya que los resultados obtenidos en otros
experimentos demostraron que los .TC y las células AN no tienen un
papel importante en la lisis de LR.4 in vitro en animales jévenes.

Una explicacion posible serfa que los linfocitos T pudieran ser
"ineficientes” en fa secrecion de factores solubles, tales como IL-4, IL-5 0
IL-6 que son necesarios para la produccién y cambio de clase de 1g3ss, y
cuya importancia en la lisis de este tumor ha sido demostrada
anteriormente en animales jGvenes. Experimentos equivalentes con
animales viejos no fueron llevados debido a fimitaciones en el nimero
de animales.
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Efecto del BGC en la respuesta inmune de enfermos
con melanoma.

Pevpetuar lay cosay produce siesmpre
menoydolor que quesrer cambiarlos
Gséle Halimi.. Lo causer de lay mujeres

Las limitaciones propias de la cirugfa, de la radioterapia y de la
quimioterapia para el tratamiento de los tumores malignos en el hombre
ha motivado la busqueda de modalidades terapéuticas alternativas. La
inmunoterapia constituye una de estas modalidades, en la cual el
sistema inmundgico del paciente es manipulado con la finalidad de
provocar una reaccién contra el tumor. Para lograr este objetivo es
inherente asumir la existencia de diferencias entre el tumor y los tejidos
normales, susceptibles de ser reconocidas por parte del sistema
inmune,

Los estudios en inmunologia tumoral han intentado mostrar la
produccién espontdnea de reacciones inmunoldgicas especificas
dirigidas contra tumores autdlogos tanto en modelos animales como
humanos, para seguidamente amplificar este tipo de reacciones con el
proposito de obtener un beneficio terapéutico.

El andlisis de los mecanismos inmunes involucrados en ia
destruccién de tumores ha resultado altamente complejo y los
resultados dificiles de interpretar en ocasiones. Como es elcaso del uso
de inmunomoduladores complejos, tales como el BCG.

El BCG fue una de las primeras terapias inmunes utilizadas; sin
embargo, hasta la fecha se desconocen los mecanismos precisos que
son responsables de la respuesta contra tumores3se . Los posibles
mecanismos invoulcrados en la actividad tumoral def BCG se proponen:
(1) la induccién de mecanismos citotoxicos mediados por anticuerpos, y
(2) la secrecién de algunas citocinas par macréfagos, probablemente
FNTar13,219,229,231 |

1. beterminacién de niveles séricos de Factor de Necrosis
Tumoral

La actividad antitumoral del FNTo ha sido documentada por
diferentes investigadoresz13.219,229,231, sin embargo, en pacientes con
cdncer, el FNTo tambien puede ser secretado por las células
tumorales220224,226, En este estudio la presencia de niveles elevados de
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FNTa en individuos con tumor fue una dato casi constante, al
compararlo con individuos sin tumor (Tabla 6) o individuos sanos (datos
no mostrados).

En la Tabla 6 se puede observar que 9 de los 10 casos de
individuos con tumor (Grupo 1} presentan elevaciéon de FNTa. Debe
enfatizarse que no existié una correlacion entre el nivel de la citocina y el
tamafio o la extension del tumor; tampoco la sobrevida se vid afectada
por la elevacion inicial de esta citocina. Cabe mencionar que en el
Instituto Nacional de Cancerologia fa mayor parte de los pacientes se
presentan por primera vez a la consulta con lesiones grandes, ulceradas
y en ocasiones infectadas, por lo que no es posible precisar si la
elevacion de la citocina es consecuencia del tumor, de la necrosis y
ulceracion concomitante en la lesiéon o de una combinacion de estos
factores.

A diferencia de los pacientes con tumor, los niveles de FNTo en
individuos con melanoma tratados quirdrgicamente, sin datos clinicos
de actividad tumoral (AT) (grupo 1), fueron generalmente bajos. En uno
de los casos (paciente 4), aun sin evidencia tumor, el nivel de FNTo fue
equivalente al detectado en los enfermos del grupo I, lo que se debid a la
presencia de tumor no detectable clinicamente, como se discute més
adelante.

La administracién del BCG modifica los niveles séricos del FNTo
en la mayor parte de los pacientes. En respuesta al BCG se observaron
dos patrones de secrecion de FNT «, como se muestra en la Figura 20.
El primer patrén se muestra en las figuras 20a b, las cuales muestran los
niveles séricos en los pacientes 1, 2, 5, 7, 8 y 10; en ellos se observd un
incremento en los niveles sanguineos de la citocina quince dias después
de la administracién del BCG; el nivel méximo del FNT o circulante se
alcanzé el dia 30 (posterior a la segunda aplicacién) y se mantuvo
elevada a lo largo de! tratamiento.
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Tabla 6. Niveles séricos de FNTX en pacientes con Melanoma Maligno

Grupo | Grupo il
§75 15
0 15
160 35
125 210
45 5
40 0
105 8
32 6
590 13
25 2

Valores séricos de FNT O expresados en pg/m!. Grupo I: individuos con tumor al mormento de
gb:enterb {a muestra. Grupo It Individuos post tratamiento quinirgico, sin tumor clinicamente
etectable.

Los pacientes 3, 6 y 8, presentaron el segundo patrén de
respussta. Ese grupo de pacientes, a diferencia de fos pacientes antes
descritos, no presentaron una elevacion importante en el nivel del FNT o
Figura 20 ¢). Clinicamente los pacientes 3 y 8 correspondieron al grupo
de individuos que no presentan ningun tipo de reaccion posterior a la
aplicacién del BCG; sin embargo, el paciente 6 tuvo una respuesta
adecuada a la aplicacion dei BCG.

l.a dificultad para evaluar estas respuestas a la adminstracion de
BCG se ejemplifica en los pacientes 5 y 7 (Figura 20 a) en guienes
existio la elevacion mds marcada del nivel circulante del FNT o el cual se
mantuvo elevado a los largo del seguimiento. En el paciente 5, despugs
del 800 dia, en donde el nivel de FNT « era de 515 pg/ml se documentdé
fa presencia de metastasis cerebrates. El paciente 7 por et conlrario, se
encontraba libre de enfermedad 3 afos después de la cirugia, momento
en que se redactd este escrito.

Finalmente es importante mencionar que el paciente 4, quien
present6é un nivel basal de FNT o elevado, no presento respuesta
clinica al BCG y sin embargo el nivel circulante de FNT o se mantuvo
elevado . Durante el tratamiento con BCG (tres meses) no fue posible
detectar AT, sin embargo a 6 meses de haber concluido el tratamiento
con BCG acudid a este Instituto con enfermedad sistémica, la cual
probablemente fue ta responsable de fa elevacion persistente del nivel
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Fig 20 c. Determinacion de los niveles séricos de FNT
Paclentes: (®@)3, (m)6y ($)8..

Es importante senalar que el incremento en los niveles de esta
citocina correlaciond en forma significativa con un aumento en el
porcentaje de monocitos circulantes, Figura 21. Este dato pudiera ser
consecuencia de la estimulacion de macréfagos, los cuales pueden
inducir directa o indirectamente la produccion de otras citocinas tales
como el GM-CSF.

El FNT y otras citocinas (IL-1, IFNs, etc), ademas de su actividad
citotoxica directa contra algunas células tumorales son cofactores
importantes en la activacién de linfocitos y otras células del sistema
inmunez23 . En respuesia a esta activacion las células son capaces de
producir otros tipos de citocinas (IL-2, IL-4, IFNy, etc) o bien ejercer
funciones caracteristicas de células efectoras, tales como la
citotoxicidadz2a,
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Fig 21. Determinacién de monocites circulantes. Se
realizaron biometrias hemdticas los dias 0, 15, 30, 60 y 90 del
tratamienio con BCG. La grafica muestra el promedio de
monocitos clculantes.

2. Determinacion de la funcion citotéxica por Células Asesinas
Naturales

Se ha discutido ampliamente la importancia de las diferentes
células citotoxicas en la inmunidad contra tumores y por esta razén se
decidio analizar si fa administracion de BCG modifica la capacidad lftica
de las células AN en contra de algunas lineas tumorales mantenidas en
cultivo.

Las células AN tienen un pape! relevante en la destruccién de
células transformadastes. Algunos estudios han mostrado alteraciones
en la capacidad citotéxica de estas células en pacientes con diferentes
tipos de neoplasiasteeie7.168, La actividad litica normal es variable, por lo
que es imporlante estandarizar en cada laboratorio la actividad iftica
contra el blanco convencional, la eritroleucemia K562 156, En nuestro
laboratorio, en individuos sanos el porcentaje promedio de lisis fue de
50% utilizando una proporeion de 50 celulas efectoras contra 1 celula
blanco. Al analizar la actividad litica de celulas AN contra lineas celulares
de melanoma maligno en este grupo de individuos no se detecto
actividad citotdxica Tabla 7.
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En 30 individuos con tumor analizados, existié una disminucion
importante en la capacidad de lisar a la linea K562s con respecto a los
controles sin cancer, Tabla 7. Estos pacientes se dividieron en 3 grupos;
(a) mujeres con cancer de mama en diferentes etapa clinicas, sin
tratamiento previo, (b) pacientes con melanoma maligno EC Il virgenes
a tratamiento los cuales conformaron el grupo control y (c) pacientes
con melanoma maligno EC I virgenes a tratamiento, pero
seleccionados mediante sorteo a recibir BCG después del tratamiento
quirdrgico.

Estas diferencias han sido reportadas en individuos con diferentes
tipos de neoplasias y en algunos estudios se ha mostrado correlacién
entre el nivel de lisis por células AN y fa sobrevida y periodo libre de
enfermedad166.168.169,

Liama la atencion que 20 de los pacientes analizados tenian
diagnostico de melanoma maligno y sin embargo no existio lisis en
caontra lineas celulares estabiecidas en cultivo derivadas de melanomas
malignos. La interpretacidn de eslos resultados se analizara con detalie
mas adelante.

Tabla 6. Niveles promedios de lisis por células AN

% de Lisis
K582 A-375 BP-1 SK-MEL 3

Individuos

sanos 50 1 2 3
individuose

con cancer A 9 6 2
Individuose

ocon melanoma 29 1 1 4]
Individuos*

con melanoma 24 1 0 0

Actividad promedio de células AN contra {a lfneas celuiares: K562, A-375, BP-1, SK-MEL3.
Se analizaron 10 individuos en cada grupo. (+) pacientes con cancer de la mama, (+) pacientes
con melanoma - BCG, {*) pacientes con melanoma + BCG dia 0.
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La adminstracién de BCG modificé de alguna manera, no
uniforme, la actividad litica de las células AN contra K562 y otras lineas
tumorales. Como se muestra en las Figuras 22 (a,b,c), se identificaron
en estos pacientes tres patrones de respuesta:

a) Pacientes con actividad litica inicial cercana al 50 %, en quienes
existié ademds un incremento alrededor de los dias 30 a 60, que fue
mayor a los niveles de lisis detectados en individuos sin cancer
(Pacientes 1, 6, 7).

b) En otro grupo de pacientes la actividad de lisis por células AN
fue iniciaimente baja, pero en los dias 30 y 60 se detectd un incremento
considerable en la lisis contra K562 {pacientes 2, 3, 5y 9).

c) Individuos en quienes no se presentaron modificaciones en la
capacidad de lisis contra K562 (Pacientes 4, 8 y 10) a pesar de la
administracion repetida del BCG, Figuras 21, a, b, c.

En algunos de los pacientes que mostraron un incremento inicial
en la actividad litica de las células AN secundaria la administracién de!
BCG, se detectd una disminucién significativa durante el tratamiento
(pacientes 3 y 5) la cual se asocid a la presencia de metdstasis.

En los pacientes 1, 2, 5, 7, 9 y 10 este incremento se correlaciono
con el aumento en el nive!l circulante de FNT o en el dia 30 de
tratamiento; debe enfatizarse, sin embargo, que los niveles elevados de
esta citocina, en algunos pacientes, coincidieron con baja actividad litica
como se puede observar en los pacientes 4, 5 (dia 90) y 10 (dia 60). La
diversidad de cambios en la respuesta mediada por células AN no
permitié llegar a una interpretacion satisfactoria sobre el papel que
pudiera jugar el FNT o (Figuras 22 a y b).
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Fig 22, Susceptibilldad
de la linea K562 a la
lisis por células AN.
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22¢. Susceptibilidad de la linea K562 a la lisis por
ulas AN. Pacientes (m) 4, (®)8y (¢ ) 10.

Ademas de K562, también se utilizaron diferentes lineas celulares
de melanoma como blanco (Tabla 8) muestra los resultados promedios
de estos ensayos. Claramente se observa que en casi todos los
pacientes no existe actividad litica en contra de todas las lineas
utilizadas, a pesar de que utilizando el blanco tradicional K562 hubiera
existido incremento en la lisis durante el tratamiento con BCG.

Tabla 8. Actividad de células AN contra lineas tumorales

Paciente % de Lisis
DIA O DIA 15 DIA 30 DIA 60 DIA 80
1 0 0 0 0 4a
2 0 0 0 0 2a
3 78 20s.ab 202 18 Sab
4 1a 0 0 0 (4]
5 0 (] 0 0 392
"6 0 0 0 0 5a
7 0 0 0 0 0
8 4b 0 0 0 0
9 4a 0 102 106 192
10 0 0 182 0 7a,5b

Actividad Iitica por células AN contra lineas celulares de melanoma maligno; a, A-375,b,BP-1,

5, SK-MEL 3, en pacientes con melanoma tratados con BCG. La tabla muestra los resultados
en una proporcidn de 50:1 (efectora:blanco).
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El o los mecanismos responsables de la resistencia o
susceptibilidad a la actividad de células AN parecieran no ser los mismos
en todos los enfermos. Por ejemplo, algunos de los pacientes,
principalmente aquellos con enfermedad sistémica, presentaron
actividad litica por células AN contra las lineas de melanoma, aln
cuando la lisis contra K562 hubiera disminuido y nunca antes hubiera
habido lisis contra lineas de melanoma (paciente 5). Estos hallazgos se
encontraron asi mismo en el paciente 1, 9 y algunos controles sin BCG
en presencia de actividad tumoral diseminada (datos no mostrados).
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Al analizar mediante inmunofiuorescencia el fenétipo de las
células mononucleres de los pacientes estudiados se encontré una
proporcién normal de linfocitos CD4+, CD8+y CD19+ (datos no
mostrados); el porcentaje promedio de celulas CD16+ fue normal (12 +/-
6) en los 30 pacientes analizados con cancer, lo que reveld que no habia
diferencias significativas con respecto a los individuos sanos.

La falta de una correlacién entre el porcentaje de células CD56+ y
el incremento de la funcién citotoxica pudiera deberse a que las celulas
AN se definen operacionalmente, mas que en base a un inmunofenotipo
definido. Es importante sefialar que existen anticuerpos que reaccionan
con esta poblacién de celulas del sistema inmune pero no estuvieron
accesibles en este estudio 34.
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CONCLUSIONES

1. Modelo Experimental

A lo largo de este trabajo se ha insistido en el papel que
desempefian los LTC como parte de los mecanismos de vigilancia
inmunolégica en la identificacion, limitacion de la diseminacién y lisis de
células neopldsicas. La actividad antineopléasica de esta variedad de
celulas linfoides ha sido documentada in vitro e in vivo, tanto en
humanos como en modelos experimentales, principalmente de origen
murino.

El reconocimiento de antigenos expresados por células
neopldsicas depende de la integridad del complejo RCT/CD3 en la
superficie de los LTC y de la presentacion de antigenos por moléculas
del CPH, en la mayoria de los casos de tipo |. Defectos en cualquiera de
estos complejos sistemas de comunicacion podrian ser la causa de que
algunos tumores escapen de los sistemas de vigilancia inmunoldgica.

La variante celular H-2-LR.4, fue seleccionada en nuestro
laboratorio por su capacidad para crecer en ratones endogamicos que
expresaban uno de diferentes haplotipos. Con excepcion de la cepa
C57BL/6J, todos los animales investigados murieron a consecuencia de
transplantes ip de esta linea celular. Algunos de los defectos genéticos
que contribuyeron a esla caracteristica fueron deleciones en los genes
que codifican para B2m e lAa, la falta de expresion de |Ea e 1Eb, y
niveles elevados de metilacion en aquelios que codifican para molécuias
de clase . La posibifidad de que Ia linea celular LR.4 secretara factores
solubles con actividad inmunosupresora fue descartada por otros
miembros del grupo en base a los resultados obtenidos en otras estimes
de ratén (BALB.b [H-2b}, BALB/c, BALB.k, C3H o CD1 [no endogamica]).

Desde el punto de vista experimental, los distintos defectos
genéticos de las células LR.4 permitieron demostrar con claridad que el
yechazo por parte de ratones C57BL/6J estd mediado, al menos en
parte, por anticuerpos especificos. Otros tipos celulares, tales como las
células AN, no tuvieron un efecto sobre la linea celular en estudio.

Parte de la relevancia de este trabajo reside en la caracterizacion
inmunoldgica de las células LR.4 y en la definicidn, cada vez mas
precisa, de un modelo experimental que permite estudiar la interaceién
de una célula neopldsica con el sistema inmune del animal. Otros grupos
han demostrado que tumores con defectos en la expresién de productos
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del CPH, secundarios o no a lesiones en el gen de la B2m, pueden
determinar cambios en la antigenicidad del tumor (i.e. capacidad
metastdsica), en sus rangos de crecimiento entre distintas estirpes de
ratén o en la susceptibilidad a células AN. Sin embargo, en este caso
particular, varias de las caracteristicas descritas en otros tumores se
encuentran representadas en la misma célula. En relacion al animal de
experimentacion, la capacidad de responder inmunologicamente ante
una linea celular muy poco antigénica nos ha permitido iniciar
experimentos orientados a explorar algunas propiedades del sistema
inmune de esta estirpe y su expresion en animales B6Cr, (C57BU/6J X
BALB/c).

2. Enfermos con Melanoma Maligno

Los experimentos realizados con ratones endogdmicos pueden
ser considerados como un indicador de la dificultad que representa el
analisis de la interaccion entre el sistema inmune y un tumor maligno. La
diversidad de tumores malignos y la compiejidad de los tipos celulares
que componen a cada uno de ellos son solo algunos de las factores que
deben ser tomados en consideracion. Por parte del sistema inmune, las
poblaciones celulares y los productos que secretan algunas de ellas
obligan a restringir el andlisis, al menos en fases iniciales, a aspectos
parciales del problema.

En humanos, por limitaciones obvias, con frecuencia es
recomendable intentar establecer una correlacion entre algunas
estrategias usadas con fines terapéuticos y las consecuencias que
pudieran tener sobre el sistema inmune. Con esta idea se decidio
evaluar algunos parametros inmunoldgicos en pacientes con melanoma
maligno tratados o no con BCG. Es importante mencionar que el BCG ha
sido usado en nuestro pais como terapia adyuvante en entermos con
melanoma maligno o con cancer de vejiga. Los resultados no han sido
sistematizados hasta la fecha pero puede decirse que el efecto es
favorable en el cancer de vejiga y no tan claro en la otra variedad de
neoplasia.

La complejidad molecular y efectos biolégicos del BCG no han sido
aclarados con precisidon. Parte de esta limitacién se debe al
desconocimiento que aun existe sobre los mecanismos bdasicos del
sistema inmune. Con el propdsito de verificar si el BCG tenfa un papel
importante en la inmunidad celular mediada por células AN y los niveles
circulantes de FNTo en pacientes con melanoma se disefiaron algunos
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experimentos apropiados.

Los resultados de este andlisis revelaron que la actividad litica
mediada por células AN en contra del blanco convencional fue baja, en
general, en el grupo control. Los enfermos tratados con BCG mostraron
un incremente, en ocasiones asociado con una elevacion en las niveles
de FNTo. Es importante mencionar que las variaciones giraron en torno
del blanco convencional y en términos generales no hubo actividad
contra células derivadas de melanoma. La resistencia de las células
neopldsicas a la actividad litica de las células AN pudiera tener distintas
explicaciones, algunas de las cuales son: los niveles de expresion de
moléculas clase | del CPH, la falta de expresién de moléculas de
supetsficie que permitan el establecimiento de contactos con las células
efectoras o bien, la induccién de sefiales inhibitorias sobre las células
efectoras. De estos experimentos es posible concluir que las células AN
no son un factor importante en contra de las células de melanoma; su
actividad posiblemente este restringida a células con niveles bajos de
moléculas clase | 0 sea mds eficiente sobre otras estimes celulares.

Un hallazgo importante fue la variabilidad de los niveles de FNTo
detectados antes y después de administracién de BCG o bien
secundarios a la carga tumoral. En el caso particular del BCG, el
incremento en los niveles de BCG correlaciond con la concentracion
sanguinea de monaocitos. Sin embargo, independientemente de la
concentracién de esta citocina, no se detectd ningun efecto claro sobre
los melanomas. Posibles explicaciones podrian ser: que existan algunos
factores solubles que interfieran sobre la actividad antitumoral del FNTo.
o bien que las células sean resistentes a esta citocina. Tampoco fue
posible establecer una correlacion entre la actividad litica de células AN

y los niveles de FNTo.

Es importante mencionar que si bien la administracién de BCG
mejord algunos pardmentros inmunoldgicos in vitro, no hubo una
mejoria en el periodo fibre de enfermedad. Tanto el grupo en estudio
como el grupo control tuvieron una sobrevida similar (Tabla 8).
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Tabla 8. Periodo Libre de Enfermedad y Sitios de Metdstasis

Paclentes Paclentes
{+) BCG (-)BCG
Periodo Libre
de Enfermedad 12m 11m
Sobrevida
2 24m{%) 30 20
Sitio de recurrencla (%}
Piel 60 60
Ganglios 70 60
SNC 30 20
Higado 10 20
Hueso 10 20
Pulmén 40 10
T digestivo 10 20

Los datos obtenidos en este trabajo demostraron que existe una
gran dificultad para evaluar la repercusién que pudieran tener sobre el
sistema inmune Inmunomoduladores complejos. También se demostro
que la mejorfa relativa de algunos pardmetros inmunoldgicos no tienen
necesariamente una correlacion con el prondstico de los pacientes. Aun
cuando el nimero de enfermos estudiados fue pequefio, no existié una
diferencia entre los grupos que recibieron o no BCG.

Finalmente, es posible recomendar que el uso de compuestos con
actividad local o general sobre el sistema inmune debe ser ponderado
cuidadosamente. Solo en aquellos casos en que Ia evidencia clentlfica
sea suficiente y favorable debera recomendarse su uso, teniendo en
cuenta los riesgos que pudieran tener para el enfermo.
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Apéndice A
1. Anticuerpos:
a. Humanos
Anti CD4 (Coulter, EUA)
Anti CD8 (Coulter)
Anti CD16 (Coulter)
b. Ratén
Antisueros: Anti H-2d, Anti LR 4, Anti timos de Balb.b
Anti CD4 (Boehring Mannheim)
Anti CD8 (Boehring Mannheim)
Anti CD25(Boehring Mannheim)
2. Segundo anticuerpo (Fluoresceinado)

a. Humanos
GammFit (Coulter)

b. Ratén

Cabra anti ratén GAM (InmunoSelect, GIBCO, EUA)
Rata anli ralon {Boehring Mannheim)

3. Citocinas

IL-2r murina (Boehring Mannheim)

4. Activadores de funcion AN murinas
Poli I:C (Sigma, EUA)

5. Ensayo para FNT

'ELISA (Dupont ELISA kit NEK-066, EUA).
6. Medio de cultivo

RPMI (GIBCO/BRL)

Aminoacidos no esenciales (Sigma)

Piruvato de sodio (Sigma)
Dextrosa (JT Baxter, México)
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Anfotericina B (GIBCO/BRL)
Sulfato de estreptomocina (Sigma)
Suero Bovino Fetal (GIBCO/BRL)

7. Reactivos diversos

Ficoll (Sigma)

Radilar (Senoslan, México)

Azul Tripdn (GIBCO/BRL)

Mitomocina C (Sigma)

2m/Ci/miCrs1 Na51CrQ4 (Amersham, Inglaterra)
ASB (Sigma)

PHA (Boehring Mannheim)

Colagenasa (Sigma)

DNasa (Sigma)

Triton X100 (Sigma)

Paraformaldehido (Electron Microscopy Sciences, EUA)
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Apéndice B.
Amortiguadores

"Amortiguador de Fosfatos (PBS) (1L)
NaCl 0.15M

KCI 0.0026 M
NaH2PO4 0.008 M
KH2PQO4 0.0014 M
pH74

PBS-ASB (100 mi)

PBS 100 mi
ASB 3 g
NaN3 0.05 g
pH74

Buffer de lisis (ACK) (1 L)

NHCH 89 g
Na EDTA3 7.2 mg
KHCO3 1.0 g
pH72-74 .

Medio de cuitivo y suplementos:

Medio RPMI (1 L)

RPMI-1640 10.0 g
Dextro 25 g
NaHCO3 20 g
pH74 "~

Suplementos

Suero fetal bovino . 10 %
L-Glutamina 2 mM
Piruvato de sodio 1 mM
amino-4cidos no-escenciales ( 0.1 mM)
Anfotericina-B 50 pg/mi
Sulfato de estreptomicina 100 pg/mi
Gradiente Ficoll/Radialar

Ficoll 64 g
Radialar 20 m!

DENSIDAD 1.077 g/
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Almacenado a 4 a 250C, protegida de a luz.

Mitomicina C

Mitomicina C 2 mg
Agdua bidestilada 4 mi
Almacenado a 4oC protegida de la luz
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