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Al hombre enfermo,
primum movens de la profesion médica.
Con el firme deseo de poder, algin dia, aliviar su dolor



w

La ciencia, como crefa Francis Bacon, ticne la genuina y legitima finalidad de dotar a la vida
humana de nuevos conocimientos, y éstos, como pensaba Emest Renan, deben mejorar la condicion
humana,

Sin embargo, como ya lo ha reflexionado René Dubos, los progresos de la medicina no se
realizan en un vacio social; son el producto de elementos surgidos entre el conocimiento cientifico de
una época determinada y las exigencias de la comunidad; pero ésta iltima estd determinada en gran
medida por la publicidad, los estilos de vida creados por el mismo hombre y que integran un ciclo
terrible que ya ha sido descrito por Marcus en su teoria del consumismo y la creacion de necesidades
ficticias por el hombre. Cada sociedad engendra sus propias enfermedades .

Parece que cada individuo tiene su propio concepto particular de salud, aunque en realidad,
tecnicamente no hay una definicién plena y concreta de salud, la cual los médicos pretendemos entender
como un equilibrio bio-psico-social, y considerando esta triada, es ya comprensible suponer que depende
de inuchisimos factores.

La ilusion de que la salud debe ser un derecho innato del hombre es una de las grandes utopfas
médicas, pues clla dependera del modo de vida y de fa manera en que los hombres respondan a los
problemas que seguirdn surgiendo de un medio sicmpre cambiante.

El médico actual ha de tomar del cimulo de adelantos cientificos y tecnolégicos que hoy
enrriquecen a la medicina, aquellos clementos que tengan un valor verdadero en el diagndstico y/o
terapéutica de las enfermedades y que tengan un verdadero cfecto favorable en la preservacion de la vida
y supresion del dolor de los enfermos, teniendo siempre en cuenta uno de los principios médicos
fundamentales: "primum non nocere".

La responsabilidad moral del médico, en todas las sociedades, ¢s emplear todos los recursos
disponibles para socorrer al enfermo y para preservar la vida; para ello, ha de dejar a veces la cabecera
del paciente para ir al laboratorio y ahf buscar el remedio a los males de sus enfermos.

Asi pués, el médico (al igual que deben hacer los bidlogos y los quimicos) debe buscar el trabajo
interdisciplinario y ¢l intercambio de conocimientos, para de esa manera aportar nuevos elementos que
le permitan satisfacer esa responsabilidad de socorro al enfermo y preservacién de la vida,

Las Instituciones encargadas de 1a formacién de médicos, tendrén la responsabilidad de
fomentar en sus estudiantes la investigacion, elemento importante para el desarrollo de la ciencia
médica,

En lo que se refiere al aspecto especifico del presente reporte, debo comentar que la
Inmunoterapia Adoptiva promete ser un elemento que resolverd muchos problemas de giro
inmunolégico. El presente trabajo se ha realizado con la intensién de comprender mejor algunos
aspectos de esta bioterapia con miras a un adecuado control, y asf poder aplicarla en un modelo
experimental para CaCu.

Por otro lado, deseo expresar mi agradecimicnto al Dr. Benny Weiss Steider por haberme

permitido una estancia en su laboratorio de Diferenciacién Celular y Céncer en Ia FES- Zaragoza, asi
como también a la M. en C. Rosalva Rangel Corona por su direccién y ayuda.

Carlos Sdnchez Girdn
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1. INTRODUCCION:

Desde tiempos remotos se ha considerado a los transplantes de tejidos como un posible
recurso para sustituir la funcion de un tejido homénimo perdido o cuya falla impide la
adecuada funcion de un sistema dentro del organismo. Los primeros transplantes fueron de
organos y se realizaron sin éxito debido al rechazo de los tejidos implantados en el receptor, lo
cual implicaba una respuesta inmune a los antigenos de histocompatibilidad en cada uno de los
organismos, como se establecio en los experimentos de Medawar, cuyos trabajos
posteriormente dieron la pauta para el estudio de sustancias naturales capaces de inhibir la
respuesta inmune,

Actualmente se han utilizado factores (recombinantes) de la respuesta inmune y que
pueden actuar como moduladores de ella misma. Esto ha permitido conocer la forma de
rechazo de células extrafias y alteradas, las cuales adquieren caracteristicas diferentes a las
consideradas normales. Estas células transformadas pueden ser detectadas por el mecanismo
de "vigilancia inmunologica" que reconoce y destruye a estas células extrafias; sin embargo es
posible que estas células proliferen descontroladamente (evadiendo dicho mecanismo) dando
origen a una neoplasia. Una de las técnicas utilizadas para estudiar los mecanismos de escape
inmunologico es el cultivo de tejidos que proporciona informacion valiosa acerca de la

biologia de células tumorales.



2. MARCO TEORICO:

a) Cultivo de tejidos:

Uno de los principales objetivos del estudio de las células en cultivo, es determinar sus
funciones y principales actividades (4), asi como el interpretar la relacion que guarda con su
ambiente natural y de esta manera facilitar el entendimiento de las reacciones y procesos
bioldgicos en torno a los cuales se desarrolla y regula su actividad (5). |

Por lo tanto, la técnica de cultivo de tejidos es esencial en varias ramas de la
investigacion, ya que establece las condiciones favorables para el crecimiento, desarrollo y
proliferacion de las células dentro de medios nutritivos de cultivo bajo condiciones
controladas de laboratorio.

Los estudios iniciales para tratar de mantener células en cultivo se dan a principios del
siglo XIX, siendo uno de los problemas esenciales la falta de un medio nutritivo adecuado
para el mantenimiento de las diferentes estirpes celulares. En 1941 A. Fisher propuso el uso de
un medio de cultivo sintético (44). H. Eagle desarrollo este medio y en 1945 elabord la
formula para su medio minimo esencial, constituido por 15 aminodcidos, vitaminas, sales
inorganicas y una fuente de carbono (glucosa), el cual era capaz de sostener la supervivencia y
proliferacion de ciertas células de mamiferos, sin necesidad de algiin tipo de suplemento.

La obtension de un medio de cultivo sintético, did un gran paso en el avance de las
técnicas de cultivo de tejidos, sin embargo, los factores que influyen sobre el crecimiento de
los diversos tipos celulares in vivo, quedaron de manifiesto con el cultivo in vitro, lo que di6
como resultado el establecimiento de los requerimientos especificos de cultivo dependiendo

de la especie celular a cultivar (7). Por lo tanto, se hizo indispensable el uso de un suplemento



que enrriqueciera el medio esencial propuesto por Eagle, ya sea con hormonas, metabolitos
especiales y, de una manera mas general, con el uso de sueros de caballo, fetal de bovino o
humano, los cuales proporcionan al medio una gama de importantes promotores del desarrollo
celular,

Los sueros son sustancias complejas que han sido poco caracterizadas, aunque
contienen muchos factores definidos, los cuales pueden disminuir el crecimiento y
diferenciacion de algunos tipos celulares. Las hormonas del suero pueden enmascarar,
disfrazar, estimular o inhibir los elementos metabolicos bajo estudio. Su presencia, sin
embargo, no resulta constante y varia segiin el lote, lo que debe ser tomado en cuenta cuando

se realizan estudios sobre las propiedades de componentes en el medio de cultivo (7).

Las condiciones para la generacion de cultivos in_vitro, hecha por L. Ham (8), O,

Lewis (9), y H. Warren (10), se resumen a continuacion:

* Sustrato o superficie de crecimiento

* Sales inorganicas en el medio de cultivo, 07 y COy disueltos

* Variables fisicoquimicas: temperatura (37°C), pH (6.8 a 7.2), osmolaridad,
potencial redox y un sistema amortiguador en medio de cultivo.

* Nutrimentos esenciales para la biosintesis y el metabolismo,tales como
azucares,aminoacidos,vitaminas, componentes nucleicos y elementos traza.

* Factores reguladores y hormonales para la multiplicacion celular,

* El uso de antibidticos para asegurar la esterilidad del medio (penicilina y
estreptomicina).

* Humedad saturante en el medio de cultivo (10%)

* Técnicas de manejo de células durante el cultivoy el subcultivo.



Después de optimizar las concentraciones de los componentes del medio, y las
condiciones necesarias para favorecer la fijacion y el crecimiento celular, se ha logrado hacer
crecer un nimero variable de lineas celulares a partir de diversos tipos de tejido humano, El
tejido conectivo ha sido motivo de estudio por medio de cual se han obtenido lineas celulares
de origen sanguineo, que son de gran importancia desde el punto de vista del buen desarrollo
fisiologico de los organismos, me refiero a los leucocitos.

Estos constituyen las células del sistema inmune, las cuales requieren de la presencia
de factores de crecimiento o modificadores biologicos (MB) para lograr su proliferacion y

actividad inmunoldgica (37, 38).

b) Sistema inmune:

Todos los vertebrados tienen un sistema inmunitario, el cual representa un sistema de
defensa, que se desarrolla mediante el reconocimiento especifico y eliminacion selectiva de
invasores extrafios a traves de la respuesta inmune (39).

La respuesta inmune tiene las siguientes caracteristicas:

Especificidad, Diversidad, Memoria, Autorregulacion y Discriminacion entre lo propio y lo no
propio.

El proceso de proteccion y vigilancia contra invasores extrafios en el organismo esta
compuesto de un complejo de actividades bioquimicas y celulares. La complejidad de este
proceso se divide en sistema inmune innato y sistema inmune adaptativo. El innato lo protege
contra las infecciones y el adaptativo es un sistema dual, que se mantiene a traves de dos bases
de defensa, que de manera especifica responden contra muchas sustancias extrafias,

constituido por la inmunidad celular y la humoral.



El sistema inmune esta caracterizado por una diversidad de células que interaccionan
entre si (40); un grupo de éstas se conoce como células accesorias, a las cuales pertenecen los
monocitos y macrofagos; estas células se originan en la Médula dsea a partir de un precursor
que sufrira una serie de cambios transicionales que lo llevara a una total maduracion (41). E!
curso natural establecido para el desarrollo de estos blastos se acompaiia de cambios en la
composicion y metabolismo celular asi como en su arquitectura, El otro grupo celular que
forma al sistema inmune es la familia linfoide, que a su vez se forma de dos poblaciones de
linfocitos que comparten caracteristicas morfologicas, pero que poseen diferentes funciones,
ciclos de vida y metabolismo: linfocitos B y T.

La linea de células linfoides se originan a partir de células madres pluripotenciales en la
médula 6sea. Estas son células hematopoyeticas que se autoreplican y son capaces de
diferenciarse en células unipotentes comprometidas. Los linfocitos T y B se generan, maduran
y accionan dentro de un sistema de 6rganos y circuitos que constituyen el sistema linfoide,

Durante la respuesta inmune, los linfocitos secretan activamente una serie de sustancias
llamadas linfocinas definidas como factores polipeptidicos, diferentes de las inmunoglobulinas,
que son secretadas por linfocitos activados y que tienen un gran numero de efectos
fisiopatoldgicos sobre reacciones mediadas inmunologicamente. El empleo de estas linfocinas

ha permitido el desarrollo de una nueva 4rea de investigacion como lo es la Inmunoterapia .

c¢) Inmunoterapia:
Los enfoques bioldgicos al tratamiento del cancer son variados, pero en general
pueden dividirse en tres categorias:

1) Agentes que aumentan las defensas de hospedero



2) Agentes que son directamente tumoricidas, y
3) Agentes que modifican la conducta del tumor.

Los agentes que aumentan las defensas del hospedero incluyen las citocinas, tales como:
Interferones (INF), Interleucina-2 (IL-2) y Factor de necrosis tumoral (TNF). '

Los Interferones, glucoproteinas naturales producidas por leucocitos en respuesta a
infecciones virales, no solo poseen una actividad antiviral, sino también antitumoral e
inmunomoduladora. IFN-a es secretado por leucacitos, INF-f8 por fibroblastos, y el IFN-y es
secretado por linfocitos en respuesta a mitdgenos, puede inhibir la proliferacion de células
infectadas con virus y aumenta la citotoxicidad de células T. IFN-o. es el tratamiento de
eleccion en la Leucemia de células peludas, produciendo una respuesta completa en el 50% de
los pacientes y parcial en el 90%, ademas tiene efecto antitumoral efectivo en el carcinoma de
células renales, cancer de ovario, Melanoma, Linfoma folicular y Leucemia Mielégena cronica
(32), y recientemente esta indicado su uso en el Sarcoma de Kaposi asociado al SIDA.

Por su parte la IL-2 es muy conocida por su actividad mitogenica sobre linfocitos T,
liberada por células T estimuladas por antigeno. La IL-2 purificada ha sido usada para activar
células NK (dei inglés Natural Killer) produciendo las llamadas células LAK (células killer
activadas por linfocina), que se caracterizan por tener una mayor actividad litica sobre células
tumorales, sin tomar en cuenta su inmunogenicidad, que las células NK .

Estudios clinicos de inmunoterapia adoptiva con administracion de IL-2 y células LAK,
han producido algunas remisiones completas y parciales en pacientes con melanoma y cancer
renal avanzados.

Otro de las citocinas utilizada en el tratamiento del cancer es el TNF, producido y
secretado por macrofagos v linfocitos T activados, se ha mostrado que tiene efecto citotoxico
directo contra céulas tumorales, especialmente células del Melanoma en cultivo, también ha

mostrado tener una toxicidad similar a la IL-2 in vivo.



En la Inmunoterapia adoptiva celular (IAC), las células del sistema inmune son
estimuladas in vitro para adquirir propiedades antitumorales y posteriormente son transferidas
al huesped para que ejerzan su accion citotoxica. La IAC esta basada fundamentalmente en la
premisa de que las células malignas expresan Ag de superficie distintos de aquellbs presentes
en células normales y estos Ag tumorales pueden ser reconocidos por el sistema inmune
celular (29).

Tanto en los experimentos animales como en los ensayos clinicos de IAC, se usan
células inmunes autologas que son activadas y expandidas ex vive y posteriormente se

regresan al huesped en forma sistémica, pudiendo usarse en combinacion con otros agentes

terapéuticos. Este cultivo celular ex vivo requiere manipulacion selectiva de la respuesta
inmune antitumoral y de las condiciones inmunosupresoras que pueden estar presentes en el
huesped.

Las Células empleadas para IAC pueden clasificarse como: especificas y no especificas,
por su reactividad contra tumores autdlogos; en el segundo caso (no especificas) algunas
células pueden ser ampliamente reactivas tanto contra tumores autblogos como para tumores
alogénibos, comb lo hacen las células Killer activadas por Linfocinas (LAK). Las células
sensibilizadas in vitro (IVS) son células linfoides cultivadas en presencia de tumor, previo ala
transferencia adoptiva activadas con MB. |

En los estudios humanos, estas células son obtenidas de sujetos con tumor y se presume
que ya han sido sensibilizadas a Ag's tumorales in vivo, de manera primaria, de tal forma que
el periodo de sensibilizacion in vitro de células linfoides a los tumores aut6logos representa
una inmunizacion secundaria.

La sensibilizacion in vitro trata de crear o promover una respuesta inmune antitumoral
bajo condiciones controladas, estas condiciones pueden ser manipuladas para producir células

linfoides activadas con efectos antitumorales terapéuticos optimos.



Sin embargo, tales células pueden fracasar in vivo para detener el crecimiento tumoral, lo
que puede deberse a un nimero insuficiente de condiciones inmunoreguladoras existentes en el
huesped.

La inmunizacion ex vivo implica mecanismos inmunorreguladores y requieré expansion
de linfocitos sensibilizados a un nimero deseable. Esta expansion no siempre se lleva a cabo
en los cocultivos para generar células IVS, una posible explicacion a este fendmeno podria ser
la modificacion del sustrato, presumiblemente por condicionamiento del medio por liberacion
de metabolitos solubles por las células neopldsicas. Tal efecto explicaria el fracaso de la
proliferacion de linfocitos en algunos bioensayos de inmunoterapia.

En las técnicas empleadas en la IAC ha sido necesario administrar exogenamente citocinas
para mantener la actividad litica de las células inmunocompetentes transferidas, La utilizacion
de citocinas en el tratamiento de neoplasias malignas hematoldgicas y tumores sélidos, como
rIL-2, rIFN-0. o combinaciones de ambos ha proporcionado algunos resultados alentadores,
sin embargo, estos tratamientos se han visto limitados por la toxicidad de dichas citocinas,

Para el caso de la IL-2 los efectos colaterales toxicos de la terapia incluyen: fiebre, diarrea,
ndusea, rigidéz, sindrome pseudo-gripal, letargia y anorexia, con efectos en los sistemas
hematoldgico, pulmonar, renal, hepético y cardiovascular.

Las alteraciones hemodinimicas resultantes incluyen: Hipotension sistémica,
Taquicardia, disminucion de la Resistencia Vascular sistémica (RVS), aumento del Indice
Cardiaco (IC) y cambios variables de la presion capilar pulmonar en cuiia. Estas alteraciones
cardiovasculares pueden explicarse, en parte, por el incremento en la permeabilidad vascular
capilar y el desarrollo de un sindrome de lecho capilar.

Por otro lado, se han reportado arritmias auriculares y ventriculares asociadas a rIL-2,
asi como también Angor Pectoris e Infarto agudo del miocardio (IAM), y Miocarditis con

infiltracion eosinofilica variable la cual se ha demostrado en reportes de autopsia y biopsia



cardiaca.

El IFN-a también se ha asociado con toxicidad cardiovascular, que incluyen
hipotension sistémica, arritmias y disfuncion ventricular izquierda.

Las alteraciones hemodindmicas constituyen el efecto secundario toxico més
importante de la terapia con rIL-2. Cuando se han administrado dosis alt.as (del orden de 3 x
105 U cetus/kg/dia) se ha demostrado disminucion de fa Presion Arterial media (PAM),
aumento del IC y de la frecuencia cardiaca (FC), asi como disminucion de la RVS, sin cambios
en la Presion capilar pulmonar en cufia. Se ha visto que la estabilidad hemodinamica y
normalizacion de la PAM se alcanza dentro de 24 a 48 horas después de suspender la
administracion de rlL-2; sin embargo, se ha encontrado que en algunos pacientes puede
persistir una disminucion significativa en la RVS por més de 6 dias (pudiendo mantenerse

hasta por 14 dias).

Otro factor que puede tener un papel importante en el estado de hipotension durante el
tratamiento con rIL-2 es el Péptido Atrial Natriurético (ANP), el cual posee propiedades
vasodilatadoras y se han encontrado niveles plasméticos elevados de este péptido en pacientes
tratados con rIL-2 que han desarrollado hipotension.

Existe también una depresion de la funcién ventricular izquierda, con reduccién del
porcentaje de la fraccion de ejeccion ventricular izquierda (LLVEF, por sus siglas en inglés),
esta caida en la LVEF a pesar de la disminucion de la RVS apoya el diagnéstico de una
disfuncién miocardica primaria.

Se ha documentado también, elevacion de CPK-MB y cambios electrocardiograficos
en la onda T, los cuales ocurren en ausencia de enfermedad arterial coronaria e incluso se ha
presentado TAM en pacientes con coronarias normales, lo cual puede ser atribuido a la

profunda hipotension que estos pacientes presentan. La miocarditis no infecciosa relacionada
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con rIL-2 se caracteriza por infiltrado linfocitico y/o eosinofilico.

A nivel pulmonar se ha documentado congestion intersticial, edema pulmonar, derrame
pleural y en algunos casos dificultad respiratoria severa. No es claro el mecanismo exacto del
edema, pero puede estar relacionado al incremento en la permeabilidad capilar inducido por la
rlL-2.

Los efectos toxicos del interferon estdn limitados a la dosis, y se han relacionado mas
al rIFN-a.. Algunos pacientes presentan taquicardia ventricular no sostenida, insuficiencia
cardiaca congestiva e hipotension profunda, esta titima puede conducir a paro cardiaco
(disociacion electromecénica).

Ademas de sus efectos arritmogénicos y de trastornos de la conduccion, puede también
ocacionar cardiomiopatia dilatada y muerte sibita. Se ha reportado la instalacion de
Hipertension Arterial durante el tratamiento con interferon, sin embargo esto no ha podido ser
explicado por ningtin resultado, ni in vitro ni in vivo, en reportes previos (35).

La cardiomiopatia congestiva relacionada con rIFN-o se ha visto con dosis de 9 x 106
Uldia. Las dosis utilizadas actualmente son del orden de 10 x 106 U/dia para la Leucemia

Mieloide Cronica y de 3 a 5 millones de Unidades tres veces por semana en la Hepatitis C.

A pesar de que es posible activar células inmunocompetentes de pacientes oncoldgicos
in vitro por medio de citocinas conservando su actividad al ser transferidas, aun no se ha
dado una explicacion contundente al hecho de que in vivo no se observe actividad
antitumoral aun en los casos en que encuentran masas tumorales altamente infiltradas, Ante
esta situacion han surgido algunas hipétesis para explicar la evacion del sistema inmune por
parte de las células tumorales, entre ellas se encuentra la posible existencia de factores

inhibidores de la proliferacion o actividad litica producidos por las células tumorales.
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Factores inhibidores en la proliferacion de Linfocitos:

Los mecanismos por los cuales las células malignas evaden el sistema inmune son
inciertos, ya que acttian al mismo tiempo una serie de factores complejos entre el paciente y el
tumor (42).

Se han planteado algunas hipétesis que siguieren la presencia de factores
inmunorreguladores (IRF), que parece ser una familia de glicoproteinas interesantes por su
estabilidad a la digestién enzimatica y al calor, se piensa que estos IRF con caracteristicas
bioquimicas atin no definidas son los causantes de la inhibicién a la proliferacion de linfocitos,
sin embargo se desconoce su mecanismo de accion.

Entre las hipdtesis formuladas se encuentran:

1) LosIRF y el mitégeno o Ag puede competir por un receptor comun, en la

superficie del linfocito, importante en la iniciacion de la proliferacion que tiene
una afinidad superior para IRF que para otras moléculas.

2) Simultaneamente, los IRF pueden impedir que el Ag se una a su respectivo

receptor por enlace a un sitio cercano pero separado.

3) interferencia por IRF con la generacién de la sefial, en la membrana celular,

necesaria para iniciar la proliferacion causada por union de IRF a un receptor

separado.

Asi mismo, se ha planteado que existen otros factores que pueden intervenir en esta
evacion al sistema inmune, entre los que se encuentran algunas sustancias solubles producidas
por los tumores y secretadas al medio exterior,

Por otro lado, existen evidencias que demuestran que los sobrenadantes derivados de
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algunas lineas celulares tumorales pueden inhibir la proliferacion de linfocitos asi como la
produccion de citocinas. Sin embargo, los efectos de esos sobrenadantes sobre la generacion
de respuesta citotoxica ha sido muy poco estudiada dando como resultado que se conozca
poco acerca del efecto tanto in vitro como in vivo . l

No obstante, estudios in vitro realizados con lineas celulares tumorales han
demostrado que estos factores solubles pueden inhibir la proliferacion y capacidad citotoxica
de linfocitos en cultivo, fenomeno que se observa incluso en cocultivo de células tumorales
con linfocitos,

En lineas celulares de carcinoma de colon se ha mencionado la presencia de un factor
soluble en el medio que bloquea la proliferacion mitégena de células T, asi como la
produccién de IL-2. Este fendmeno también se ha observado en lineas de otros tipos de
carcinomas como RCM-1 y CoCM-1 derivadas de adenocarcinoma colorectal, hepatocelular,
melanoma, cancer pulmonar y sarcomas (35). Sin embargo, no existen reportes de la

existencia de este tipo de factores en medios condicionados por células de CaCu.

d) Cancer cervico-uterino:

En México el CaCu tiene gran importancia como causa de mortalidad, ya que dentro
de las enfermedades neoplasicas de la mujer ocdpa el primer lugar, ademas de tener una alta
incidencia en mujeres jovenes en etapa reproductiva.

Los tumores de cervix se desarrollan de manera gradual a partir de precursores
preinvasores que, en un estado in situ, reversible, pueden existir por varios afios siendo
completamente asintomdticos. Las anormalidades tempranas conocidas como Neoplasia

intraepitelial cervical (NIC) son diagnosticadas entre los 30 y 40 afios de edad, y generalmente
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evolucionan a CaCu invasor en un periodo de tiempo variable que puede ser de 8 a 20 afios.

En la actualidad se han incrementado los avances en las investigaciones en el campo
epidemiolégico del CaCu, lo que ha llevado a la apariciéon de nuevas hipotesis acerca de su
etiologia. Se ha discutido el papel que juega el cigarro, el uso de anticoncéptivos, las
deficiencias nutricionales, los factores dietéticos, los habitos higiénicos asi como el
comportamiento sexual en el desarrollo de este tipo de neoplasia. Como resultado de estos
estudios el CaCu se ha asociado estrechamente con una etiologia viral, ya que existen
evidencias que han demostrado el patron de distribucion de particulas virales en la superficie
celular de este cancer.

Entre estos 'agentes involucrados en la transformacion, se encuentra el virus del

Papilloma_humano (VPH), el virus del Herpes simple (VHS) y en menor grado el

Citomegalovirus (CMV), De la familia de los Papillomavirus se han clasificado mas de 60
tipos en el humano, de los cuales 23 pueden infectar al hombre y a la mujer, pero los mas
frecuentemente detectados son los VPHs 11, 16, 18 y 31 que estan asociados con la
transformacion de células epiteliales del cérvix, asi como las del cuello del utero, lo cual se ha
comprobado mediante estudids citoldgicos e histoldgicos de tejidos infectados.

Otro de los virus involucrados en la carcinogénesis del CaCu es el VHS tipo I
miembro de la familia Herpesviridae humana, Asi mismo, se tienen evidencias directas de que
el VHS-II tiene potencial oncologico para producir neoplasias en animales, observdndose la
presencia de Ag's especificos del virus en la membrana de células de tumores cervicales. La
mayoria de los estudios actuales consideran que el VPH es el principal agente etiolégico del
CaCu. Finalmente, la deteccién del ARN viral en algunos tipos de cancer y lineas derivadas de
CaCu hacen sugerir que para que se manifieste este cancer debe expresarse continuamente el
agente viral,

En conclusion, existen evidencias moleculares como es la presencia de Ag's virales
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(VPH y VHS), que apoyan la hipotesis de que muchos compaiieros sexuales y una edad
temprana de actividad sexual, son factores que pueden contribuir al desarrollo de una
neoplasia cervical debido a que el paciente estd expuesto a multiples infecciones genitales. Se
ha demostrado que los virus implicados alteran el comportamiento celular mediante la
activacion de genes celulares por mutacién o acarcinogénesis, Por lo que aparecen nuevas

proteinas de membrana las cuales pueden ser altamente inmunogénicas,
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3, JUSTIFICACION:

Por esta razdn, en este trabajo se cultivaron in vitro células tumorales, a partir de
biopsias de CaCu, para obtener medios condicionados en los cuales se cultivaron LSP de
donadores sanos; para determinar la posible existencia de factores inhibidores, midiendo la
capacidad proliferativa de los LSP en estos medios.

Se ha elejido CaCu por ser un tumor frecuente en nuestro medio y por el ficil acceso

para la obtension de las biopsias.

4. HIPOTESIS:

Existen indicios que indican que algunas células tumorales pueden secretar moléculas
que inhiben la activacion de linfocitos, escapando de esta manera al reconocimiento
inmunologico. Asi mismo es sabido que este tipo de méleculas pueden estar presentes en el
medio donde fueron cultivadas las células tumorales; por lo tanto, si se cultivan LSP de
donadores normales en presencia de medios condicionados, se esperaria encontrar alteraciones

en la proliferacion de linfocitos.
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5. OBJETIVOS:

Objetivo general:

Determinar la influencia de los medios condicionados en la proliferacion de linfocitos.

Objetivos especificos:

1) Cultivo de células tumorales de CaCu y recoleccion del medio de cultivo

condicionado.

2) Cultivo de LSP de sujetos sanos en medios condicionados en presencia de IL-2

3) Evaluacion de la proliferacion de LSP a intervalos de tiempo de 3 dias.
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6. METODOLOGIA:

Siembra de células tumorales:

Las muestras de tejido tumoral se transportaron en tubos de plastico de 50 ml de
capacidad (Falcon USA) conteniendo medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma Chemical Co.
USA) suplementado con 10% de suero fetal de bovino (SFB, Microlab, México) previamente
desactivado a 56°C, al cual se le adiciond penicilina 1000 U/ml y estreptomicina 1 mg/ml
(Lakeside, S.A. México). El transporte se efectud en un recipiente que contenia hielo.

Antes de procesar las muestras se lavaron bajo condiciones de esterilidad con una
solucién amortiguadora de fosfatos PBS (Phosphate Buffer solution). A continuacion el tejido
fue cortado en pequefios trozos y procesado por diferentes métodos de cultivo dependiendo

de su consistencia.

a) Meétodo de disgregacion mecénica,

Los fragmentos de tejido se colocaron en un matraz Erlenmeyer para someterlos a
lavados intensivos con PBS en un bafio de agua a 37°C y con agitacion constante, a intervalos
de 15 minutos cada lavado hasta obtener la disgregacion completa del tejido. Las células que
se obtuvieron de cada procesamiento fueron lavadas tres veces con RPMI-1640 mediante
centrifugacion a 500 g, 5 minutos cada una,

Este método se empled preferentemente para muestras de consistencia blanda.
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b) Meétodo de disgregacion por Colagenasa-Tripsina.

Los fragmentos de tejido son lavados inicialmente durante 15 minutos con PBS en una
bafio de agua a 37°C con agitacion constante. A continuacion el sobrenadante se desecha por
decantacién y el tejido restante es sometido a la digestion enzimética con una solucién de
colagenasa (tipo 1V, Sigma Chemical Co, USA) al 0.1% a 37 °C en bafio de agua durante 20 a
30 minutos. Después de este tiempo las células en suspencidn son aisladas mediante pipeteo,
se lavan 3 veces, para finalmente resuspenderlas en 5 ml de RPMI-1640 y posteriormente
distribuirlas en cajas de petri llevandolas a un volimen final de 5 ml para incubarlas. El tejido
restante es sometido a una solucion de tripsina (Sigma Chemical Co. USA) a 0.025% durante

30 minutos a 37°C. Este método se empled cuanda la consistencia del tejido era fibrosa.

¢) Método de disgregacién multienzimatica,

Los fragmentos de tejido son lavados inicialmente durante 15 minutos en PBS a 37 °C
y agitacion constante, luego el tejido es sbmetido a una mezela de enzimas compuesta por
DNAsa 0.002%, Colagenasa 0.01% y tripsina 0.01% durante 30-60 minutos dependiendo de
la apariencia del disgrégado. Déspués de este tiempo, las células contenidas en el sobrenadante
son aisladas mediante pipeteo y el tejido restante es sometido a una nueva mezda enzimatica
compuesta por DNAsa 0.002%, Colagenasa 0.01%, Hialuronidasa 0.1% _aurante 30 minutos.
Las células obtenidas de cada disgregacion son lavadas 3 veces con RPMI-1640. Este método

se empled cuando la consistencia del tejido era muy rigida y fibrosa.

Condiciones de Cultivo:

Los cultivos celulares contenidos en cajas de petri, fueron mantenidos en incubadora
(Form Scientific, Division of Mallincrodt, Inc. USA) a 37°C de temperatura, con una

atmosfera al 10% de bioxido de carbono y un ambiente saturado de humedad.
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Obtencion de medios condicionados:

Las lineas celulares derivadas de CaCu llamados: CaLo, InBl y HeLa, fueron
cultivadas en cajas de Petri con RPMI-1640 suplementado con suero fetal de bovino (SFB)
hasta saturacion de sustrato de 75% momento en el cual se recolecté el medio de cultivo; asi

mismo se obtuvo el medio completamente saturado.

Obtencion de LSP;

Con una jeringa de. 20 mi, impregnada con 0.1 ml de Heparina a concentracion de
1000 U/ml, previa asepsia de la region se obtuvieron 15 ml de sangre de una vena periférica
de sujetos sanos.

La sangre obtenida se centrifugd a 55 speed durante 10 min., se separd el plasma del
concentrado celular, el cual posteriormente fue lavado con volumen igual de RPMI-1640,
centrifugindose nuevamente bajo los mismos parametros, se desecho el sobrenadante y
nuevamente se lavo con RPMI. Se resuspendié mediante pipeteo suave para homogeinizar la
muestra y se separd en volimenes de 5 ml que fueron vertidos con mucho cuidado en tubos
que contem’ah 2 mi de Fiééﬁ-Hypaque, posteriormente se centrifugd durante 30 minutos a
1000 rpm; se separa cuidadosamente la capa de leucocitos, situada entre el paquete de
eritrocitos y el RPMI. Se lavaron los leucocitos tres veces con RPMI-1640 centrifugindolos

por 5 min,, a 55 speed.

Ensayo de proliferacion de LSP con medios condicionados:

Se sembraron LSP en RPMI-1640 en una placa de 96 pozos (de 200 pL cada uno),
poniendo en cada pozo 30% de MC, 100 U/mL de IL-2, 10% de SFB y 100 pL de una
suspencion de LSP, fue incubada a 37 GC, en medio ambiente himedo con 10% de CO,. La
proliferacion de LSP fue evaluada a los 3, 6, 9y 12 dias.
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Evaluacion de la proliferacion de LSP:

La proliferacion de linfocitos fue evaluada mediante el método de reduccion del MTT,
Las células vivas reducen enzimaticamente el MTT a Formazan (de color amarillo), el cual es
extraido con Isopropanol y posteriormente la solucion es leida determinando densidades
opticas (DO) mediante un lector de ELISA, que permite determinar concentraciones muy
pequeiias de color, efectuandose lecturas a absorvancias de 570 y 630 nM. Para determinar el
nimero de linfocitos vivos los valores de absorvancia obtenidos se restan y el valor final se
interpola en la recta obtenida de una curva patron elaborada con un nimero conocido de
linfocitos, con MTT, a los cuales se les practica una curva de regresion,

El contenido de los pozos a evaluar se resuspende y se pasa a otra placa de trabajo,
se centrifuga a 2500 rpm, durante 10 min.,, desechando posteriormente el medio. Se lava con
200 pL de PBS; se centrifuga nuevamente y se desecha el medio.

Se agrega MTT a concentracién de 0,05% y se incuba 3.5 a 5 hrs, Después de la
incubacion se cenirifuga nuevamente y se agrega Isopropanol agitando sﬁavemente en vortex
para lograr homogeinidad de la suspension, posteriormente se realiza la lectura de la DO en

cada pozo; se comparan los resultados con el testigo y se obtiene el nimero celular.
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RESULTADOS:

Se probaron medios condicionados de 3 lineas celulares (CALO, HELA, INBL) y 2
estirpes de Carcinoma Cervico-uterino (CaCu) de-distintas etapas clinicas, denominandolas:
HaViy AlMe.

HAVT fue establecida a partir de una biopsia de NIC obtenida de una paciente de 49
afios de edad, del Hospital Fernando Quirdz. ALME es una estirpe proveniente de una biopsia
de CaCu etapa clinica II-B, CALO e INBL son dos lineas establecidas desde hace 2 afios a
partir de biopsias de pacientes con CaCu en etapas clinicas II-B y IV-A respectivamente, y
HELA es la conocida linea celular establecida desde los afios 50.

Para los ensayos se sembraron 100,000 leucocitos de sangre periférica (LSP)
suspendidos en 100 uL de RPMI-1640 en cuatro columnas (que correspondian a los dias de
lectura 3, 6, 9 y 12), en cada uno se coloco 30% de medio condicionado (MC) de las lineas y
estirpes celulares antes mencionadas (dos pozos para cada medio condicionado). A cada pozo
se agregaron: 20 uL de IL-2, 20 puL de suero fetal de bovino (SFB), en un volimen total de
200 pL por pozo; para el control no se usé medio condicionado, La concentracion de LSP
en la suspencion sembrada fue determinada por hemocitometro,

Se montaron seis ensayos, de los cuales se excluyeron dos para el andlisis estadistico
por estar incompletos debido a contaminacion de pozos. |

La evaluacién de la proliferacion de LSP se llevd a cabo cada 3 dias, mediante el
método descrito previamente, de reduccion del MTT. Se determinaron Densidades Opticas

(DO) a 570 y 630 nM y el nimero de LSP se calculé de la siguiente manera:

DO 570 - DO 630 = no. de células vivas
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El valor obtenido se extrapola en una curva de regresion con valores conocidos
(figura 1),

En todos los ensayos se observo proliferacion en los LSP utilizados como control, esta
proliferacion alcanzo el maximo a los seis dias de cultivo. El porcentaje de proliferacion de
LSP en los medios condicionados fue menor en comparacion con los controles.

El porcentaje de proliferacion de LSP en relacion al control, en comparacién con el
evaluado con los distintos medios condicionados se muestra en la figura 2. En donde la menor
proliferacion se observo en CALO y ALME, 49 y 50% respectivamente (promedios en el dia 6
de cultivo), Para HelLa el porcentaje méds bajo de proliferacion fue de 58%, esto ocurrid
también al sexto dia de cultivo, en promedio.

HaVi tuvo un patrén de proliferacion muy similar al control, llegando en ocaciones a
superar a éste en su numero.

La menor proporcion en que se encontrd disminuida la proliferacion de LSP en medio
condicionado de INBL fue de 36%.

Los valores de LSP medidos a 9 y 12 dias de cultivo fueron considerablemente
menores a los obtenidos a los 3 y 6 dias, aunque en el control el nimero de LSP fue mayor a
los sembrados (mas de 100,000). Después del sexto dia observamos una disminucion
progresiva de la proliferacion de LSP en la mayoria de los medios condicionados probados, e

incluso en el control en un caso (figuras 3 a 5).
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DISCUSION:

En algunos tipos de tumores, como carcinoma de pulmon, cancer renal y melanoma, se
han encontrado factores inhibidores de la proliferacion de LSP, la cual a veces se relaciona con
el grado de malignidad del tumor. Esto limita fa accién del mecanismo de vigilancia
inmunologica y puede ser una forma por la cual las células tumorales la evadan, De hecho, en
los pacientes con cancer se ha visto baja actividad de la citotoxicidad natural asi como baja
vigilancia inmunolégica, o cual puede ser un factor que contribuya al desarrollo del cancer o
ser consecuencia de la propia neoplasia; también es un hecho conocido que la respuesta
inmune contra el tumor es débil y tardia, por lo que no enfrenta exitosamente el crecimiento
progresivo del tumor. Es decir, los paciente con cincer se encuentran inmunodeprimidos, con
disminucion tanto en su actividad como en el nimero de células T y B. Asi mismo se ha
reportado que tienen una baja expresion de antigénos del sistema HLA.

Los linfocitos se activan por el reconocimiento de antigenos en la superficie de la
célula blanco, los cuales estan asociados con moléculas det MHC y de adhesion como ICAM-
1 (moléculas .de reconocihﬁento inmune); ambas moléculas son esenciales en el
reconocimiento de células blanco por parte de células T. Existen evidencias de que la
alteracion en la expresion de estas moléculas puede bloquear el inicio de respuestas
antitumorales efectivas, la expresion de moléculas de adhesion o antigenos HLA puede ser
regulada positiva o negativamente por citocinas como el IFN y TGF-8,

Recientemente se ha reportado que la inmunosupresion puede ser inducida por
productos tumorales (metabolitos), agentes fisicos, quimicos o infecciosos que inducen la
transformacion maligna de las células, Entre los productos tumorales se encuentra el Factor
de transformacion del crecimiento-B (TGF-8) el cual es de particular interés por su alta

distribucion y efectos, se sabe que este factor es secretado en grandes cantidades por varios
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tumores, ademas es un potente inmunosupresor, que inhibe la proliferacion de células T y la
produccidn de citocinas a muy bajas concentraciones.

En nuestros resultados pudimos observar disminucion de la proliferacion de LSP en
presencia de MC de pacientes con CaCu. Los resultados demuestran que la proliferacion de
LSP en dichos medios condicionados estd disminuida de manera importante en comparacion
con el control, siendo mayor este efecto para CALO y ALME,

Los MC de células procedentes de tumores de mayor estadio clinico, como son CALO
y ALME con estadio clinico IT causaron mayor disminucion de la proliferacion de LSP.

El MC de HAVI no mostrd inhibicion de la proliferacion sino que, por el contrario,
aumenta la proliferacion, tal vez debido a su estadio clinico temprano, el cual de acuerdo al
reporte histopatoldgico se trata de un NIC. Por lo que es probable que ¢l grado de inhibicion
de la proliferacion esté en relacion con el estadio del tumor, siendo este efecto directamente
proporcional (a mayor estadio clinico del tumor, menor proliferacion de LSP); ademas la
posible secrecion de factores inhibidores de LSP puede estar relacionada con la progresion
del tumor ya que de acuerdo a nuestros resultados a mayor estadio clinico se observa una
mayor disminucion de la proliferacién.

Ahora bién, es importante mencionar que a fos 7 dias de cultivo debe cambiarse el
medio en los pozos, ya que de lo contrario los LSP moririan al terminarse los nutrientes y los
factores estimuladores, este cambio debe efectuarse con las mismas condiciones iniciales, sin
erﬁbargo, en estos ensayos creemos que durante el procedimiento perdimos LSP, debido a la
centrifugacion o por barrido en el momento de retirar el sobrenadante, Consideramos que este
punto es critico y que puede ser un factor que influya en la disminucion del nimero de LSP
obtenida despues del dia 6 de cultivo. Sin embargo, a pesar del menor nimero de LSP se
observa el mismo comportamiento de proliferacion con los distintos medios condicionados; es

decir, el patron de proliferacion observado en los dias 9 y 12 es muy similar al observado en
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los dias 3 y 6 solo que con un nimero menor de LSP,

Esto nos hace pensar que la pérdida de LSP se debe a un problema técnico al cambiar
el medio de cultivo a los 7 dias.

De cualquier manera, nuestros resultados sugieren disminucion de la proliferacién de
LSP en los medios condicionados correlacionado con el estadio clinico del CaCu. Es fuerte la
sospecha de que este efecto sea producido por un factor que antagoniza con el reconocimiento
de antigenos por parte de los linfocitos, posiblemente por modulacion en la expresion de
moléculas MHC y de adhesion, las cuales son esenciales para el reconocimiento antigénico. En
particular pensamos que puede ser TGF-B, el cual también puede ocacionar proliferacion de
ciertos tumores porque este factor no es exclusivamente inhibidor del crecimiento, ya que
algunas células tumorales son resistentes a esta inhibicion y ocacionalmente pueden ser
estimulados a crecer. TGF- promueve la angiogénesis y la adhesion-movilidad de células
tumorales, lo cual explicaria la capacidad de metastatizar de las células tumorales en estadios
avanzados. Y en este contexto pensariamos que a través de TGF- la célula tumoral puede
evadir el sistema inmune bloqueando la sintesis de adhesinas y/o moléculas de CMH al mismo
tiempo que favorece la migracion. Sin embargo, no debemos descartar que existan receptores
solubles de IL-2 en el MC como se ha reportado para otros carcinomas, que pueden estar
capturando la IL-2 (mitégeno de linfocitos) que se adiciona al medio impidiendo de esta
manera la activacion a la proliferacion de los linfocitos.

El siguiente paso en nuestro estudio es determinar la presencia de TGF-B en el medio
condicionado de las estirpes y lineas celulares establecidas, lo cual se puede lograr por medio
de anticuerpos monoclonales dirigidos contra TGF-B. De resultar negativa esta prueba se
tendria que buscar el factor responsable de la inhibicién por medio de una cromatografia del
medio condicionado, y probando cada fraccién para saber en cual de ellas se encuentra el

factor y posteriormente caracterizarlo.
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CURVA PATRON PARA LA ESTIMACION DEL NUMERO DE LEUCOCITOS DE SANGRE

PERIFERICA (LSP) A DIFERENTES DENSIDADES OPTICAS (DO)
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Figura 6.1 : Células de HaVi (NIC), estirpe aislada a partir de una paciente
del H.G. Dr. Fernando Quirdz G.  Saturacion a 75% (microfotog. inv. 10X)

Figura 6.2 : Células InBl (CaCu 11-B), ereciendo en RPMI-1640, adberidas al
fondo del plato de cultivo, caracteristica de los epitelios. (microfotog. inv. 10X).



APENDICES

APENDICE 1

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO
EAGLE MEDIUM (EM)

Se mide un volumen de agua bidestilada 5% menor al volumen de medio total deseado,
utilizando para ello dos matraces. Se adicionan 13.4 g/l de EM en polvo (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium, Sigma Chem. U.S.A.) agitandose suavemente, seagregan3.7g de
Bicarbonato de Sodio, 100 U/ml d¢ Penicilinay 100 U/ml de Estreptomicina.

Se complementa el volumen deseado con agua bidestilada, se ajusta el pHentre 0.2
y 0.3 menos del ideal, que es 7.2, empleando para elio Acido Clorhidrico diluido y se csteriliza
por filtracion con membrana de poro de 0.22 micras,

COMPOSICION DEL EM
Aminoacidos : Concentracién
(mg/)
L-arginina 84.00
L-cistina 62.57
L-glutamina 584.00
Glicina 30.00
L-histidina 42,00
L-isoleucina 105.00
L-leucina 105.00
L-lisina 146.00
L-metionina 30,00
L-fenialanina 66.00
L-serina 42.00
L-treonina 95.00
L-triptofano 16.00
L-tirosina (sal disodica) 104.20
L-valina 94,00
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Vitaminas :

D-Ca Pantotenato 4,00
Cloruro de Colina 4,00
Acido Folico 720
Inositol 7.20
Nicotinamida 4,00
Piridoxal 4,00
Riboflavina 0.40
Tiamina 4,00

Sales Inorganicas :

Cloruro de Calcio Anhidro 200,00
Nitrato de Hierro III nonhidratado 0.10
Cloruro de Potasio 400,00
Sulfato de Magnesio anhidro 97.67
Cloruro de Sodio 6400.00
Fosfato Monosédico monohidratado 125.00

Otros Compuestos :

L-glucosa 4500.00
Rojo Fenol 15.00
APENDICE 2

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO
RPMI-1640

Se mide un 90% del volumen final requeridode agua destilada y desionizada y se
coloca en un recipiente de tamaifio lo mds cercano posible a la medida del volumen final a
preparar, Latemperatura del aguadebe ser de 15-200C. Bajo agitacion lenta y constante
se adiciona el RPMI-1640 (RPMI-1640 MEDIUM, Sigma Chem, U,S.A.) hasta su disolucion,
no debe aplicarse calor al agua. Con un volumen menor al 5% del total de agua se enjuaga el
paquete que contenga el Medio en polvo para remover cualquier traza de éste que hubiera
quedado adherido y se adiciona al recipiente.

A la solucion obtenida se le adicionan 2.0 g de Bicarbonato de Sodio 026.7 mide
solucion de Bicarbonato de Sodio al 75% por cada litro de volumen final de Medio a
prepararse. El Medio en su presentacion comercial contiene ya el aminoacido L-glutamina,
sin embargo, el cultivo de células linfoides requiere de una mayor concentracion del
mismo. Por tal motivo, en esta ctapa de la preparacion se adiciona L-glutamina (Sigma,
Chem. U.S.A)) en una concentracion 2mM. La agitacion es util para la total disolucion de
estos compuestos.
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Se ajusta la solucion a pH 7.2-7.4 a 200C usando, para este fin, una solucién
concentrada de Hidroxido de Sodio. Se adiciona la cantidad de agua requerida para
completar el volumen final y se esteriliza la solucién filtrandola con membranas de poro
de 0.22 micras.

COMPOSICION DEL RPMI-1640

Sales Inorganicas : Concentracion
@)
Nitrato de Calcio 4H,0 0.100
Sulfato de Magnesio anhidro 0.04884
Cloruro de Sodio 6.0
Fosfato Dibasico de Sodio anhidro 0.8
Aminoacidos :
L-arginina 0.2
L-asparagina 0.050
L-4cido aspartico 0.20
L-cistina 2HCI 0.0652
L-4cido glutimico 0.02
L-glutamina 0.300
Glicina 0.10
L-histidina 0.015
L-hidroxiprolina , 0.020
L-isoleucina 0.050
L-leucina 0.050
L-lisina HCI 0.040
L-metionina 0.015
L-fenilalanina 0.015
L-prolina 0.020
L-serina 0.030
L-treonina 0.020
L-triptofano 0.005
L-tirosina 0.02883
L-valina 0.020
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Vitaminas :

D-biotina

Cloruro de Colina
Acido Félico
Myo-Inositol
Niacinamida
Acido-p-Amino Benzoico
Acido-D-Pantoténico
Piridoxina HCl
Riboflavina

Tiamina HCI
Vitamina B-12

Otros :

D-Glucosa
Glutation reducido
HEPES

Rojo Fenol
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0.0002
0.003
0.001
0.035
0.00!
0.001
0.00025
0.001
0.0002
0.001
0.000005

2.00
0.001
5.958
0.0053



APENDICE 3

PREPARACION DE VERSENO

A 800 ml de agua bidestilada se adicionan las siguientes substancias;

COMPUESTO CONCENTRACION
N

Tris Base 3.04

Cloruro de Sodio 8.00

Cloruro de Potasio 0.40

Etilén-diamin-tetra-acético (EDTA) 0.20

Posteriormente se agitan perfectamente los compuestos con el agua y se afora a | L con agua
bidestilada, ajustandosc el pH a 7.7 con Acido Clorhidrico 10 N y se esteriliza en autoclave a
20 Ibde presion durante 20 minutos.

APENDICE 4

PREPARACION DE SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)

En 1 L de agua bidestilada, se disuelven las siguientes sustancias:

Cloruro de sodio 8.00g
Fosfato de sodio monobasico 216
Fosfato de potasio 020g
Cloruro de potasio 020g

Una vez disueltas las sustancias, se ajusta el pH a 7.2 con &cido clorhidrico y se esteriliza la
solucién por medio de autoclave, a 20 b de presion por 20 minutos.
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APENDICE 5

PREPARACION DE ENZIMAS

COLAGENASA

La solucién de Colagenasa al 0.05% se prepara disolviendo 0.05 g de Colagenasa Tipo
IV (Sigma Chem, U.S.A)) y 0.1 g de Glucosa Anhidra en 100 ml de Verseno.” La solucién final
se esteriliza mediante el uso de filtros de membrana millipore de 0.22 micras. Para facilitar su
manejo, la solucion estéril se distribuye en tubos pequefios y se almacena a -49C para evitar

su autodigestion,

TRIPSINA

La solucion de tripsina se prepara colocando 0,025 g de tripsina (Sigma Chemical
U.S.A.) en 100 ml de verceno, esto se mezcla y se filtra utilizando un filtro millipore de 0.22
micras, Se recomienda colocarla en tubos pequefios y almacenarla a temperatura bajo cero para

evitar su autodigestion,

HIALURONIDASA

La solucion de Hialuronidasa al 0.01% se prepara disolviendo
Hyaluronidase (Sigma Chem. U.S.A.) y 0.0l g de Glucosa Anhidra en 100
ml de Verseno. La esterilizacipn y almacenaje son similares a los de

la Colagenasa.

DNAsa.

La solucion de DNAsa al 0.002% se prepara disolviendo DNAsa (Sigma Chem.
U.S.A.) y 0.01 g de Glucosa Anhidra en 100 ml de Verseno. La esterilizacion y almacenaje son
similares a los de la Colagenasa.

APENDICE 6
Preparacion del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-bromuro de difenil tetrazolium (MTT):

El MTT se prepara disolviendo 0.005 g de MTT (Thiazolyl blue, Sigma Chiemical
U.S.A.), en | ml de PBS. Su manejo debe ser cuidadoso ya que es un compuesto téxico, se

recomienda usar guantes durante su preparacion, y una vez preparado almacenarlo a baja
temperatura y protegerlo de la luz.
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