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- CANCER

El cadncer es un grupo de enfermedades crénicas, de diferentes etiologias, con una

distribucién mundial y que abarca todos los grupos de edad. Como consecuencia de la

disminucién en la frecuencia de enfermedades mfeccmsas, control de Ias enfermedades

Ocupacionales (e\<p05|c|on a. asbestos: mesotehoma),

dietéticos (baJa fibra; cancer de colén); y (5) Estilo de vxda (tabaco y alcohol

cabeza y cuello Parkm 1993 Tnchopoulos 1981, Trichopoulos 1987, Armstrong 1975, Burkm 1983 Lnncey 1

Desde el punto de . vista endégeno, miltiples evidencias sugieren que el céncer es’ una -

enfermedad genética -en la cual las células sufren a través del'tie‘mbo,VUna”sere de~”
alteraciones (activacién de oncogenes, inactivacién de genes supresores, etc) que inciden
en la regulacnon del cremmlento y muerte celular Perkins 1997, Barbacid _ 1987, Murrny 1981 Wcmbcrg I985

En algunos smdromes heredxtarlos estas alteraciones ocurren en Ilnea germmal stn i

embargo, la mayor parte de estas alteraciones se adquieren como mutacno es somatlcas-

translocaciones cromosomlcas, deleclones, inversiones, amplnﬁcacnones 0 mutacxones en'

Parkin 1994 Lnncey 199"

punto (F:gura I) Las alteraciones genetxcas pued'




virales. Algunos virus pueden insertar en el DNA de la célula huésped” secuencias  que

—————— - inducen cambios genémicos que contrlbuyen ala transformacxon neoplamca"e”"“s 1997, Barbacid

1987, Blair l98| - . . . . . T

Es importante mencionar que e\uste evndencna de que en algunos casos, eI cancer de mama

y ovario puede ser consecuencxa de genes heredados en fo m dommante con alta

penetrancia, se han identificado- dos. genes medlante clonac1on posncnonal BRCAJ

locallzado en cromosoma 17 el cual al mutar mcrementa rlesgo para el desarrollo de

cancer de mama en 85% y: para desarrollar céncer de varlo'en 50% Una ‘de cada 500 '

: mu_|eres pueden presentar esta mutacion en lmea germmal en poblacnon ablerta, sm

embargo el 1°/ d HUJeres Ashkenazi presentan una’ mutacxon partlcular una delecwn ?-

el 'gen BRCA2 localizado en el cromosoma 1_) tamblen esta asocnado a-
ecuenCIa para el desarrollo de cancer de mama y ovarlo esta es menor ala
enco trada con la- mutacién BRCAI, también el 1% de Ias mUJeres Azhekena21 presentan la

'mutac n 6'l7delT °“'"’°°°

Durante el proceso’ de malxgmzacxon las celulas adquleren la capaCIdad de crecer en forma

mdependlente le actores de crectmlento, esta “transformacxon “ le confiere la posibilidad,

de v1v1r un tlem ‘o ‘mayor al de su contraparte normal, de- mvadlr el teJldO o los tejidos

. sanos y de mlgrar a organos dlstmtos de los cuales provnene (Flgura 1) Barbacid 1987, Blair 1981,

FIGURA 1. TRANSFORMACION MALIGNA
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En la actualidad S'e"l a utilizado cuatro diferentes abordajes para la identificacién de genes

asocnados con el cancer '(a)\ El estudlo de vnrus asociados a cdncer: (b) bioensayos para

genes asocmdos en ca e cultlvo de teJldos’f(c) Iocallzacmnes de genes en smos de




alteraciones cromosdmicas en tumores; y (d) aislamiento de genes asociados al de'sarro,l'lo

de cancer familiar Brbecid 1987,

Albcrts 1994 o

del ClC]O celular

algunas de estas moleculas dlrectamente o los productos regulados por estas (Flgura 2)‘“""’“s

1994, l‘oulds l9:8 llmes 1995 memn 1995, I\olfl99"

FiGURA 2. CICLO CELULAR
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APOPTOSIS

La homeostasis de los eucariontes multicelulares no esta limitada a la regulacién del
proceso de divisién, sino que es necesaria también la muerte de algunas células. La
apoptosis es un proceso activo de muerte celular la cual provee un control estricto del
nGmero total de células. Es especialmente importante durante la embriogénesis, en el
equilibrio en el nimero de células en el sistema nervioso central y en el sistema
inmuneAlberts 1994, Vawx 1993
Los mecanismos por los cuales se induce la apoptosis varian de acuerdo a las necesidades
del huésped; puede ser inducida como consecuencia de una alteracion irreparable de la
célula (radiaciones, esteroides), por la supresion brusca de algunos factores de crecimiento

\Y X . . .
oux 1993, Kew 1991 Dyrante la apoptosis se activan varias

o bien, a través del receptor Fas
enzimas, la caspasa 8 es una enzima apical, la cual al oligorimerizarse el receptor
activado, rompe a la proteina Bid que dispara la liberacion del citocromo ¢ de la
rf}itoﬁpndria, el citocromo c induce la oligomerizacién de Apaf-1 con la caspasa 9, la

“.cual.rompe a la procaspasa 3, dando lugar a la formacién de una proteasa activa que
: Kerr 1991,Sclulze-Osthoff 1998, Allen 1995, Budihardjo 1999, Matsuyama 2000 £t Bol 2

induce la muerte celular

inhibe esta via a nivel del citocromo ¢, sin embargo, existen vias alternas, independientes
de la mitocondria y las cuales no estan inhibidas Bcl 2. Una de estas vias utiliza la capasa 9

.. , . \"7 g " .
y Apaf 1’ pamclpando INK (anura 3) aux 1993, Kerr 1991,Schulze-Osthoff’ 1998, Allen 1998, Budihardjo 1999,
Matsuyama 2000, Adam 1998

FIGURA 3. MECANISMOS DE APOPTOSIS
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METASTASIS

Los procesos metastasicos representan la principal causa de morbilidad y mortalidad en
. nlee 2

cancer'sm‘"lce QO' Las metastasns son’ el resultado de una secuencna de eventos, los cuales

probablemente sean organo-selectlvos (medlados a traves de factores solubles y sus

' .receptores eJemplo, Ias qunmlocmas) Nicolson 199

y blologlcas : as’ cuales son ]mpoutantes para el proceso metastatlco

p'ua sobrevivir son. obtemdos por dlfusnon 0 utlhzando los mlsmos mecamsmos que lasa{ e
células del tejido en donde apaxecenr"“er 1978, Fider: '993 R“d'"s‘" '996 El perxodo en el que o

aprovechan los mlsmos |ecursos que su: comrap'lrte norrml varia de acueldo al tlpo de

neoplasna' sm embaroo al aumentar el numero ‘de células, la demanda de nutrlentes se
incrementa los cmles debera obtener dnect'lmente a través de la circulacion para lo cual se
requiere la formacmn de vasos de novo. La neovascularizacion se lleva a cabo una vez que

el tumor: alcanza lmm de dlametro en este proceso, la sintesis'y secrecion de los distintos

clementos mdlspenS'lbles para la angiogénesis son provnstos por los te_]ldos cxrcundantes a’

Fidler l9b:, Damerson 1994

la neoplasm En cdncer la autonomla para |mC|a1 la a 'mglooenesns no

solo penmte el obtenm nutnentes en ocasnones en forma preferencnl smo t'1mb|en le da

acceso a. la cnculacxon a las celulas neoplasmas por lo'mlsmo,

metastatlzm‘

‘La- mduccmn de angiogénesis esta medlada ‘

celulas endotehalgs. epiteliales, mesotellales y Ieucocltoscm"b"m 1968, Fidler 1994

capaces de produc|r, el factor de crecmuemo de Jfibroblastos (FGF), facto; a'e ctecumemo

vasculdf L’ﬁ([oléliﬂ/ (VEGF), factor de Ia permeabilidad vascular (VPF), -}1L-8, -

- Fldlerl978 Fldler l990 E].'

h oportunldad de -

tlaves‘;de dlstmtas moléculas: secretadas por’

as cuales son o




I

angiogenina, angiotropina, Factor de crecimiento epidérmico (EGF), fibrina,
nicotinamida, factor de crecimiento endotelial derivado de plaguetas (PD-ECGF), factor

transformante: de crecnmento alfa'y beta (TGFo-B) y factor de necrosis tumoral alfa
xJ ]
(T-NFa)Dam:rson 1994 Ucbn 1994 Rnk 1995 Weidner 1992, Horak 1992, O'Reilly 1994, Sldky 1975

los.-de :su contrapalte normalK°h" '99’ : L -

cancer ev mduce multxples alteracnones celulares una de estas es la dlsmmuc

produccnon del factor antlangxogemco TSP-1,

reoulacmn del pxomotor del FGF aumentando la produccién de este f'acto*
Damerson 1994, Ueba 1994 Rak 1995 Wudncr 1992, Horuk 1992, O'Reilly 1994, Sidky 19735, l\ohn 199

Invasividad: Para el desarrollo de metdstasis es también xmportante la. dlsmmuclén en la

cohesividad celulal, esta es consecuencia también de multlples i rac nes que ocurren en

la neoplasia; algunos tumores regulan negatlvamente la e presmn de moleculas

lndlspe|15'1bles para la adhesion homotdpica, en partlcular ha sndo bien estudiado la

-regulacion negativa. de la E-Caderina en canceres epndermoxdes. La E-Caderina es

responsable de la adhesién homotépica dependiente de calcio en algunos epitelipsShimeyama

1989. Umbas 1992, Kodowaki 1994, Oda 1994, Shiozaaki 1994 Al diSlTliﬂliil' la’c‘ohesividad celular, se f"ac‘ilita
. ; 3
la posibilidad de metastatizar, lo cual se f'acilita por meczinismos presentes en las células

neoplasicas que permiten la mvasnon al tejido conectlvo del huesped Tres mecamsmos :

favorecen y facilitan la mvasxvndad de los tumoneS' i

(a) La plesmn mecamca como consecuencna del apldo cnecxmlento de las celulas

neoplasxcas, resulta una de las causas mas obv S de la lnvasnon




(b) Las células tumorales adquieren la capacidad de movilidad en respuesta a-la presencia

de factores secretados que alteran elementos del cito-esqueleto, los factores son producndos

por células normales y tumorales. Algunos de los productos identificados a la fecha sonla "
-Kohn 1995 Steauli 1984 Lmtta gf :

citocina de auto motlhdad la tromboplastma y algunas monocmas

plesemes‘ d|stmtos endotellos“°"“ '99' Algunas

StLller-Stevenson 1989 Liotta 1990, Sle(lcr-Slc\cnson 1990. )’ 'ﬂgunas otras enzimas capaces -

Himelstein 1994, Fessler 1984,

metaloprotemasas

de romper los punmpales proteoghcanos de las membranas basales
DeClerck 1991, Fisher 1996 :

Una vez que la- o las células tumorales ingresan al torrente cnculatono deberan de .

sobrevnvn‘ a Ias distintas agresiones (sistema . mmune turbulencm etc) presentes en el
Zeidman 1961 :

torrente cnrcuhtono Posteriormente - la celula neoplasma se. “adhiere“a los

rgano medlante mecanlsmos
lFldl«.r 1985 Grccnblut I968

endotehos de vasos distales y se extravasa al parenquxm :del

parecndos a los que opel'aron durante el proceso de qusnv:dad-mlcla

Fidler 1994 La nueva colonia de células tumorale

receptores que le permil’en responder a la presencia de,
nuevo organo huésped; La supervivencia en este nt

rocesos.de defensa del huesped y

del proceso neoplaSIco) de la capacidad de evadxr Io v
I‘ndlcr B

una vez que la masa es mayor de Imm de I'x cap icid
1978, Fidler 1990, Adams 1998 R

desalrollar una red vascular

l‘malmente hs metast'\sxs a dlstancm ocurren luego de que las celulas tumorales tlenen

acceso a \"ISOS sangumeos \’ llnf"lIICOS. Para a cesar a IOS VﬂSOS sanoumeos se reqmele de

(de '1dhe1'|rse al endotello vascular y finalmente la de

su- capacidad - de mvaswndad

extravasarse para colomzar Olganos.» Nuewmente la stipervivencia de las celulas tumor’lles o

memstasxcas. depende de mec'lmsmos snmlares a los que le permitieron asentarse en el smo o

pl'lmal'lo (Flgtna 6)H|mel~.lun 1994, lcsslgr 1984 DeClerck 1991




FIGURA 6. PROCESO METASTASICO
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CANCER DE CABEZA Y CUELLO

Las neoplasias del tracto aerodigestivo superior estan constituidas por un grupo
heterogéneo de tumores, con diferencias etioldogicas, epidemiologicas, anatomicas y
patolégicas™™* 7 El tabaquismo y alcoholismo durante periodos prolongados son
antecedentes frecuentes, el uso de tabaco esta asociado a la presencia de diferentes agentes
carcindgenos potencializados por el uso de alcohol, los cuales posiblemente induzcan

7
] Shantz 199

cambios en genes, como los detectados en mye, ras, int-2, bcl- . Como factores

‘egiblégicos, también en ciertas localizaciones se han encontrado secuencias de DNA del

virus de Epstein Barr (nasofaringe) y del virus de papiloma humano (laringe) 5™ 1%, En

esta region anatomica, la ‘neoplasia mas frecuente es el cincer epidermoide, el cual

representa el 90% de los tumores (Figura 7)3he 1997, Bamera-Franco 1998

FIGURA 7. HISTOLOGIA DEL CANCER DE CABEZA Y CUELLO
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INTEODUCCION

Desde el punto de vista anatémico, la exposicion simultinea a carcindgenos de la mucosa

recubre el tracto aerodigestivo superior, pudiera dar lugar a multiples lesiones
2997 , . .
Shantz 1997 " E] cancer epidermoide por estas razones es

que
premalignas o neoplasicas (Figura 8)
multicéntrico, y rara vez metastatiza a distancia. La principal cusa de muerte en este grupo

de neoplasias, es la falta de control loco-regional St 1981 Schuller 1986

FIGURA 8 A. HISTOLOGIA DEL CANCER DE LARINGE

Lt - = iy, r’g;,\r TROE
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FIGURA 8 B. RECURRENCIA POST-QUIRURGICA DEL CANCER DE
LARINGE
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FIGURA 9. CADENAS GANGLIONARES EN CABEZA Y CUELLO

FACIAL
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Desde el punto de vista anatémico es importante el conocimiento de las distintas estructuras
vasculares y lmfatlcas para la planeacwn del tratamiento. En el area de cabeza y cuello
existen vanas cadenas lmfétxcas “la: cuales contienen mas de 200 ganglios distribuidos a lo
largo del cuello (Fi xgura 9)8"“"'z o1

‘El drenaje linfatico de las diferentes regiones
anatémicas esta determinado por el origen ‘embrionario de éstas (Figura 10)5h219%7,
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FIGURA 10. DISTRIBUCION GANGLIONAR POR NIVELES

El grupo de edad mas frecuentemente afectado es. el de. adultos mayores, excepto en’

algunos casos en donde alteracnones genetlcas han Sldd.

‘ ue pudleran ser

tabaqmsmo ~ o,,_

xesponsables de neoplasnas en lnleldUOS Jovenes sm antecedentes d

alcoholismoS"z 1997,

Otro aspecto mteresante del '1rea de cabeza y cuello es la mmunobxo]ogla de‘los carcmomas, o

ep:dermoxdes leerentes estudlosehan demostrado que estos tumores se desarlollan en un .

ambiente de lnmunosupresnon locoreglonal con def'cnencxas en el numero y la func on de

los Imfocntos T peri o intra-tumorales, anormalidades en macréfagos, monocntos y anergla,_
los cuales son secundarios a la presencia de distintos factores ,mmunosup'resores
secundarios a la neoplasia en si y a las deficiencias nutricionales, y'antecedénbtves ‘que
frecuentemente presentan los pacientes Sehuller '986"”‘“’""" 1997, Tawake 1989 - A nivel sistémico, la
desnutricién frecuentemente observada en los pacientes pudiera incrementar la
inmunosupresignttdden 1997,

Las neoplasias de cabeza y cuello, son ficilmente ra‘cces‘ibles a la exploracion, sin embargo,

en México la mayor parte de los pacientes se diagnostican en etapas clinicas avanzadas por

lo que el prondstico frecuentemente es malo (Figura | ])Barer-Franco 1995

[ TESIS CON
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IMNTRODLCTIO! 9

FIGURA 11. NEOPLASIA EPIDERMOIDE DE REGION FRONTAL

En el Instituto Nacional de Cancerologia, este grupo de neoplasias representa el 14 % de
los tumores 'y las localizaciones mas frecuentes incluyen; tumores de cavidad oral y de

Barrera-Franco 1998

laringe (Figuras 12 y 13)

FIGURA 12. NEOPLASIAS EPIDERMOIDES DE CAVIDAD ORAL
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INTEODUCCION ‘zo

El tratamiento depende fundamentalmente de la extensién de la enfermedad, pero en el
momento actual la cirugia representa la terapéutica de eleccién tanto con intento curativo

iati F 998, Shah 198
como paliativoShet 1997, Barrera-Franco | ah 1981

FIGURA 13. ASPECTO CLINICO DE CANCER EPIDERMOIDE AVANZADO

En neoplasias tempranas los beneficios obtenidos con cirugia o radioterapia son parecidos y
la seleccion de un tratamiento u otro es particular a cada paciente, pero deben tomarse en

cuenta los diversos aspectos anatdmicos, cosméticos y funcionales principalmente

relacionados a la pérdida de la funcién de la mandibula y la laringeB™r>Fruco 1998, Glockman

1986, O'Brien 1986 . -

Desde kerl p.ﬁ‘ntg e ifgfgico han existido importantes avances en los abordajes y en
la posibilidad d
vavaspulares,ﬁ"pzlyarcars_‘;' de titanio y protesis artificiales o de estructuras propias (ascenso

géstrico) (Figura14)Glmkmnn 1986, O'Bricn 1986, Jess |986'

rec_onstm'i‘r el area utilizando colgajos miocutaneos, colgajos libres
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FIGURA 14, RECONSTRUCCION DE MADIBULA

En neoplasias avanzadas, cuando es posible la cirugia, esta es extensa y los defectos
cosméticos y funcionales son importantes, el indice de recurrencias es elevado y la

supervivencia a un afio es de 6 a 20% Sluckm 1986,

Como parte del tratamiento multidisciplinario de estos tumores, distintas formas de

jqunmloterapla‘ y/o radloterapla han sido utilizadas, para limitar la extension de la cirugia o

- disminuir las r¢cur;encnas (Figuras 15 y 16)BmerFranco 1998

o\s;de distintos metanélisis permiten concluir que la enfermedad metastasica o

S mcurable por lo que el uso de combinaciones con nuevos farmacos, dosis

mayore ‘de qulmnoterapna con o sin radioterapiaBeTereFrenct 1998, Gluckman 1986, Jess 1977, O'Brien

1986
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FIGURA 15. PLANEACION DEL TRATAMIENTO CON RADIOTERAPIA

menos viable debldo a la extension, eI smo del tun

regimenes agresivos de tratamiento. A pesar dt. los 'aV'mce menci

impacto en la supervxvencna a largo plazo por lo que elymane_|o ptlmo’de estos tumores no 5'5'; o

esta del todo definido Shantz 1997, Barrera-Franco l998
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FIGURA 16. ABORDAJE MULTIDISCIPLINARIO EN

EL TRATAMIENTO DE CANCER AVANZADO DE CABEZA Y CUELLO
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TRODUCCION 4
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CANCER DE MAMA

El cancer de mama es la principal causa de muerte en mujeres en paises desarrollados, se
estima que en el afio 2001, 192,000 desarrollardn este tumor y 40 200 moririn como
consecuencia de ésteC™Ie P0LC 196 7 5 ihcidencia de esta neoplasia es menor en Asia y
Africa, lo que sugiere que factores como menarca, peso, ingesta de grasas etc., pudieran

contribuir al desarrollo de este tumor Willet 2000, Pike 1993

La asociacion a ciertos factores familiares se ha postulado, en especial BRCA1 y BRCA2;
sin embargo, solamente del 5 al 10% de los cinceres de mama estin asociados a
mutaciones especifica en BRCA1, BRCAZ2, p53, ATM, PTEN, MLH1, o MSH2 R 1995

HISTOLOGIA

Desde el punto de vista histopatologico el 95% de los tumores en esta localizacién se
originan en elementos epiteliales. En el 70-80% de los casos se trata de carcinoma
infiltrante (Figura 17) " 1! de 5 al 10% lobulillar Fiz8itboms 2000 ¢ enos  frecuente

Gaffey 1995

mente pueden diagnosticarse como medulares, mucinoso, y otros.

FIGURA 17. CARCINOMA CANALICULAR INFILTRANTE
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Las células neoplasicas en el cancer canalicular infiltrante pueden ser: (a) bien .
. diferenciadas, formando glandulas, con nicleos uniformes y ausencia de mitosis. (b)
moderadamente diferenciadas, las cuales tienen moderada diferenciacién glandular, con
cierto pleomorfismo nucleary, (c) pobremente diferenciadas, en donde no existe formacion
glandular, marcada atipia celular y actividad mitética considerable. Este tipo de tumor con
frecuencia se presenta asociado a carcinoma ductal o lobulillar, factores importantes a

. . . . inil 4
considerar cuando se deciden cirugias conservadorag9*Prini19%3, Hayes 1996

El carcinoma lobulillar esti caracterizado por la presencia de células pequefias, las cuales
infiltran el tejido mamario y la grasa, habitualmente crecen alrededor de los lobulillos
normales, la presencia simultanea de carcinoma in situ hasta en el 75% de los casos, este

tipo de tumor frecuentemente es multicéntrico y bilateral (Figura 18)F!ston 1991, Fitsgibbons 2000

FIGURA 18. CARCINOMA LOBULILLAR
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Las neoplasias mucinosas, constituyen un grupo de tumores clinicamente menos agresivos

a los anteriormente descritos. Histolégicamente es frecuente observar abundante infiltrado

linfo-plasmocitario (Flgura 1 9) Gaffey 1995, Gasparinil 993, Hayes I9‘)6.
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FIGURA 19. CARCINOMA MUCINOSO

La evaluacion patoldgica es el elemento mas importante para determinar €l pronostico de
las pacientes con cancer de mama; varios aspectos son considerados en este anilisis,
presencia de ganglios metastiticos, tamafio del tumor, histologia, grado del tumor e

invasién vascular linfatica, Cosperini 1993, Hayes 1996

Otros parametros como la presencia de receptores estrogénicos o de progesterona, sobre-
expresion de Her2/neu en pacientes con ganglios negativos, tienen un valor aun no bien

establecido P 199

TRATAMIENTO QUIRURGICO

La mastectomia radical es la reseccién en bloque de la mama, piel, masculo pectoral y el
vaciamiento ganglionar axilar. A pesar de lo radical de la cirugia, las posibilidades de
curacién utilizando inicamente esta modalidad son pocas, con una supervivencia de solo
50% a cinco afios. Las fallas a tratamiento inicialmente se pensé, se debian a la incompleta
diseccion ganglionar, lo que origind la realizacion de procedimientos quiriirgicos radicales,
extendidos, en los que se resecaban los ganglios mamarios internos. El analisis de

supervivencia no mostro ventajas con respecto a cirugias mas conservadoras, por lo que se
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decidié realizar tratamientos quirtirgicos menos radicales. Los procedimientos quirlirgicos
" mas utilizados en la actualidad son; La mastectomia radical modificada, en donde se reseca
la mama, la fascia del mﬂsculo pectoral ‘mayor y algunos ganglios axilares 2y, la

mastectomia snmple en h cual no se reseca el musculo ni se realiza dlsecmon gangllonar

este procedlmlento en algunos centros oncologlcos Turner 1981, v"°"°s' 1987,Ch

aquellos que se encuentnan en el borde mfero lateral del muscu o pec ra| m' nor

‘se consndera la ‘eglon 'que aIOJa a los ganglxos postenores al pectoral menor. por debaJo de

la vena a\llar, f' 'almente el el mvel I se. encuentran los. ganghos localizados en la parte

media del pectoral menor'y contra la pared toxacxca (Figura 20) Trer 1981, Veronesi 1987, Chevinsky
1990 .

FIGURA 20. DRENAJE LINFATICO DE LA GLANDULA MAMARIA

Level 3
Level 2

el mvel II:
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El porcentaje de metéstasis en ganglios nivel II varia de 1.5 a 29% y aun cuando es poSible

la presencia de metastasis en nivel Il sin tener metastasis en el nivel 1 la incidencia es de

apenas 0.2 a 0.4%. Lo que se traduce clmlcamente en que. la pOSlbllldad de desarrollal:f :

metastasis ganglionares en el nivel 11l en mu_jeres con dlseccxén de los niveles
del 1.3 al 3% 'lurnu' 1981, Verontst 1987, Chcvmsky 1990 }

mal prondstico.

Aproxmxa‘damente el

Es pues necesario en analisis de otras’
Turner 1981, Veronesi 1987,

pacientes sobrevive aun'sinx erapla adyuvame.

variables que pudlelan lnc1du‘ en él dlagnostlco de estas pacientes
Che\ insky 1990 :

TRAT,«\M]ENTO QUIM!OTERAPEUTICO

El cance. de mama es uno de Ios tumores sohdos més qulmmsenalble Las drogas actlvas
incluyen -antraciclinas y antraqumonas. antlmetabolltos, alcqlondcs de la Vmca Y ta\anos. o

El blanco de estos agentes es varlado, actuan a dxfcremes mveles del cnclo celular,

recxentemcn‘e sc han :

particularmente -en la sintesis de DNA y RNA> En(este tl.lrani

utilizado otros tlpos de terapia como cl Trastuzumab un” antlcuerpo monoclonal dmgldo

COlllla el oncogen c- -erbB-2 ’)lContc.s 1987, Enddnlsm.m 1991 Tnlchcr l996 DcGrccor|ol989 Gelmon I99-l Snlmén "001

En ocasiones histolégicamente puede documemarse el ef‘ecto del tlatamnento en el lumor y
en los ganglios, las imagenes observ'lclas varian desde respuestas patologlcas completas,
respuestas parciales o no 1cspuesms. E! te_||do tumoral es remplazado en los casos en los

que existen respuestas por fibrosis o necx‘OSIs (Flgura 21)

It e e
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FIGURA 21. HISTOLOGIA DE CANCER DE MAMA POST QUIMIOTERAPIA,

Los agentes quimioterapetticos se emplean solos o en combinaciones, existen terapias
iniciales 0o de primera linea en los que se combinan 5 fluorouracilo, mitomicina C y
adriamicina y terapias de segunda y tercera lineas que emplean diferentes combinaciones de

farmacos.
A continuacion se enlistan algunos de los agentes mas utilizados:

Antraciclonas y antraquinonas. Antes de la aparicion de los taxanos, la antraciclina y sus
congéneres especialmente la doxorubicina, eran consideradas las drogas mas eficaces para
este tumor con un porcentaje de respuesta de 35 a 50%. Los efectos colaterales incluyen
ademas de nausea y vémito, la induccién de dafio miocardico. La incorporacion a

liposomas ofrece una modalidad interesante de tratamiento, la principal limitante es el

desarrollo del sindrome mano-pie.. Como monodroga su uso es limitado; sin embargo, su

driamicina, proporciona un porcentaje de respuesta de
Fossati 1998, Nabholiz 1999,

combinacién con ciclofosfamida

20 a 60% mujeres virgenes de tratamieﬁto

Agentes alquilantes La ciclofosfamida como droga inica no se utiliza en esta neoplasia,
pero se utiliza en combinacién con SFU y adriamicina. La toxicidad incluye hematuria
por inflamacion vesical. Los agentes alquilantes se asocian con un riesgo mayor de

desarrollar posteriormente, leucemia mielocitica aguda "5 1995 Tamok11988
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Cisplatino y carboplatino. Se utilizan a dosis altas como monodroga, las maneras mas

.y . ' . . . .« Sledpe 1989
frecuentemente utilizadas son en combinacién con ciclofosfamida y adriamicina™ % 7.

Antimetabolitos. Al igual que los agentes alquilantes los antimetabolitos como el

metotrexate se utiliza en combinacién con otras drogas.

E! 5-FU y sus derivados se utilizan ampliamente en el tratamiento del cancer de mama, en
diferentes esquemas, su administracién en infusién aumenta la efectividad de estos

agentes®"1?!

Alcaloides de la Vinca: La vincristina, vinblastina vinorelbine, y vindesina, actian
evitando el ensamble de los microtiibulos, lo que inhibe la replicacion celular. Se utilizan

en varias combinaciones con agentes alquilantes, antimetabolitos, taxanos, etcAinr 1991,

Taxanos. Los taxanos estabilizan los microtibulos induciendo arresto en la fase G2 del
ciclo celular. El paclitaxel utiliza como vehiculo aceite de castor y alcohol lo que induce
reacciones anafilacticas, por lo que se administra en combinacidén con dexametazona y

antihistaminicos Papadimitriou 2001, Winer 1998, Blu.ml999‘

TRATAMIENTO CON RADIOTERAPIA

Esta modalidad terapéutica constituye una parte fundamental del tratamiento del cancer de
mama, se emplea como tinica modalidad o mas frecuentemente para consolidar tratamiento
quirdrgico o post quimioterapia. Su papel en el tratamiento de enfermedad cutanea,

metastasis 6seas y cerebrales esta bien establecido (Figura 22) P 19%,

FIGURA 22. CAMBIOS INDUCIDOS POST RADIOTERAPIA

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




3)

CANCER DE CERVIX

El céancer cérvico uterino es una de las pnncnpales causas de muerte por cancer en los ‘

Crookl‘)%

de bases s e\lslen dlslmtos fenotl

La region - tempram posee sels m'u'cos de lectuna (El :

o

‘capside, viral (Figuira: 2;))4 ‘




FIGURA 23. VIRUS DE PAPILOMA HUMANO

LCR

Después de la |nfec010n por el HPV existe un perlodo de latencna asmtomanca segmdo de

" una infeccion '1ct1va en'la cual, el virus se replica pero no- se mtegra al genoma, lo que

clinicamente se mamf‘esta como la presencia de condiloma accummata o bien el desar llO" e

de neoplasia intraepitelial. La integracion al genoma de alounos tipos de HPV altamente

oncogénicos contribuye al proceso de la transformacién neoplas:ca”° 1998, Bosh 1995, Crook19%6

En las neoplasias tempranas de bajo grado el virus no. se encuentra mtegrado en ‘el 80% de’

los casos 1O %98 Bosh 1935, Crook19%6, be Grujil 1996 1 5 mtegxacnon viral result’mte aliera los =
marcos de lectura de E6 y E7, e induce la perdld-l de la’ regulacnon de Ia trascrnpmon de
E6 y E7, y la sobre-expresion de oncoprotemas La pxotema E6 de los virus de alto riesgo,
se une con gran afinidad a p53 e induce la degxadwcnon celuhr de p53, el resultado esla .
perdlda de sus: funciones de pausa ‘en G., y la'mlnbncnon de la apoptosis, E7 interactia

con la- plotema del retinoblastoma (Rb) ‘lo que' mduce la- disociacion del factor de
Ho 1998,

tlascupcmn E2F que resulta en la peldlda deI control del ciclo celular (Figura 24)
Bosh 1995, Crook 1996, De Grujil l996 S
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FIGURA 24. INTEGRACION DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

) IS,
RB 107 o

‘*E? = % &%@
@1304

El DNA del vn'us se: encuenlra mtegrado en las lesiones i invasoras en mas del 99% de los
Crook 1996 1 ;

casos

-oncogénicas del Vlrus Hlstolog

ha documentado lndlrect'unente la lmportancm de la mmumdad en el desarrollo"del tumor’

y de lesiones 1socnadqs con eI vlrus de paplloma En pacnentes con SIDA esta neoplasn

‘se ha consnderado como pammetro para defmr enfermedad y en pacnente sexoposmvos
"a VIH existe una frecuencm mayor de condllomas estos hechos lefuerzan la |mportanc1a
del S|stema mmune en el connol dela mfeccnon pon VPH Sln embargo el papel que el
: vnus tlene en el desmollo de mmumdad contra el cancervcervncoutermo no esta

klotalmente aclaradoD" Gl'l.ljll 1998, Evans 1997, Coleman 1994 Amn) l996.AIg\undcr I996 :

:"HISTO‘L_(V)GIA Y CLINICA

“Las nébblasias'epidermoides son los tipos histoldgicos mas frecuentes (80%) (Figura 25),

en el 15% son adenocarcinomas (mucinoso, endometroide células claras, seroso) y de 3 a

T TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

a5 % adenoescamosos




INTEDUTUION 34

FIGURA 25. CARCINOMA EPIDERMOIDE DEL CERVIX UTERINO

ESTADIFICACION CLINICA

La etapificaciéon clinica de este tumor se realiza basandose en el tamafio de tumor,
invasion a parametrios, vagina y drganos vecinos. El crecimiento habitualmente es lento y

las metastasis a distancia tardias. Dos clasificaciones son empleadas, la de la FIGO y la
dela AJC Benedet 2000, Lagasse 1980, American Joint Committee1998

El carcinoma cervical sigue un patrén de progresion relativamente ordenado, se caracteriza
al inicio, por diseminacién locorregional a los érganos pélvicos (Figura 26), ganglios
-linfaticos regionales, y posteriormente a 6rganos a distancia. La eleccién del tratamiento
3dep'er>1de de factores como; el estadio élinico, el tamafio tumoral, presencia de ganglios
fpélvkicos'i‘nﬁltrados por tumor, la-histologia, condiciones morbidas y la preferencia de la

paciente.
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FIGURA 26. CADENAS GANGLIONARES PELVICAS

CONDUCTO TORACICO -
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TRATAMIENTO
ESTADIOS CLINICOS TEMPRANOS

La cirugia permanece como el tratamiento de eleccidn (excluyendo aquellas con

contraindicaciones médicas para la cirugia) para todas las pacientes con enfermedad micro

invasora (Estadios 1A1, IA2). Estas pacientes, se curan en el 100% de los casos (Figura
27) Piver 1974, Landoni 2001, Inouc 1990 g
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FIGURA 27. PRODUCTO/IDE HISTERECTOMIA

Para. Ias pacnentes con enfermedad temprana, estadios IB1, IB2 y. IIA el tratamlento con

Landoni 1 997

radlotelapla o en c1rug|a es igualmente eficaz La eleccxon depende de las'»

prefexencnas de las pacientes, y de las tendencxas de tlatamlento Instnucnonales Para este

d |nf'1denectomxa pelvnca bllateral (mcluye

grupo de pacientes, la hlsterectomn radl ‘

la reseccidn de ganglios llxacos ara "lOI‘thOS obturadores elwcos etc es el tratamxento
pa s

de eleccién Landoni 2001 "y 5. supervwencm pam hs pacientes con estadlos IB] es de‘

alrededor del 90-95% mientras que para estadlos IB" y A ‘es del 60 90% a 5 afios
lnouel990

ENFERI\’IEDAD AVANZADA

El' tratamlento de ]as pacxentes con enfermed'ld avanzada (lIB a lVA), tradxcxonalmente ha

consnstldo en '1p|a ‘conio modahdad umca (Flmna 28), si nd el pronostlco de

estas pacnente poco alentadm, los - poncentajes de supexvnvencna a 5 anos varlan del 70" a

15% . L“"""“"° Sm embar‘go, a partir de los afios ochenta, se” han publlcado varios -

estudlos y de quumotelapm concomltante ~con radlacmn utlllzando

prmcxpalmente cnsplatmo, ﬂuoxouracnlo y mitomicina C. Inicialmente la evaluacxon de’
estas: texaplas no demostraron meJox qupexvlvencm, sin embargo, recientemente se han
vpubhcado lesultados del uso de:: qumno-radlotelapla concomitante versus radioterapia

sola, que sugieren un me_gor contlol de la enfermedad Revs: 1999 Rose, 1999, Whitney 1999, Peters 1999;

Morris 1999
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FIGURA 28. BRAQUITERAPIA

Esta modalidad de tratamiento resulta novedosa como tratamiento adyuvante en etapas

tempranas y como tratamiento definitivo en estadios 1B2

Peters 1999 Morris 1999

Cmco i

estudlos aleatorlzados comparando radioterapia sola y qulmloterapla neoadyuvante o

concomltante demostraron conswtenlemente la superlondﬁd del tratamlento'combmado en,}

: SUOIEICI‘I (]ll

) localmente avanzados (del IB

so:de: qunmloterapla concomltante en. todas las pacnentes con tumores*'”

N
al IVA) Pelcrs 000 Ducﬂas comumcaclén ersonul
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SISTEMA INMUNE

La inmunologia moderna surgié a partir de los conocimientos generados
por quimicos y microbiélogos quienes estudiaron y describieron los
diferentes componentes del sistema inmune. Una vez establecidas las
bases quimicas del sistema inmune, los inmundélogos han iniciade el

estudio de In inmunobiologia.

El sistema inmune une dos tipos de moléculas, los receptores para el
reconocimiento, que son moléculas no heredadas que se generan por
recombinacion somtica, y moléculas generadas en linea germinal que son
responsables de la informacién interna del individuo. Estas moléculas
heredadas incluyen enzimas y organclos para el procesamiento de
antigenos, moléculas del complejo principal de histocompatibilidad para
la presentacién de antigenos, citocinas que orquestan la inflamacién y
regulan-las respuestas y diferentes tipos de moléculas presentes en la
superficie
las dl t

_celular.y que son responsables de la adhesion entre células y de

ntas interacciones celulares. El sistema inmune combina lIa

informacio

B

germinal y som:tica utilizande un lenguaje  quimico

adquirido a través de la evolucion.
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SISTEMA INMUNE
GENERALIDADES

El sistema inmune esta constmudo por una comple_;a red de 6rganos y células a traves

de los cuales es p051ble reconocer antlgenos y en determmadas 51tuac10nes iniciar una

’ 'respuesta mmunep”"l 1999,

solublesR"'ll 1969, Clark 1989, “‘“"“ 1979, Otros tnpos celulaxes comparten alguna

1986, Trinchieri l‘)s‘)

que estas llevan a cabo Savary Son necesarlas tamblen,

factores solubles que 1egulan el crecnmento celular o la actlvacxon de'
1990 : SELT A

Los linfocitos al mual que el resto de las celulas hematopoyetlcas, se orlgman a partlr e

una célula tronco locahzada en. la medula 6sea (e cepto dumnte la embrxogenesw

: tempram) en’ donde 1mc1an una“ sene de cambxo

regy ladbs y coordmados en la

~expresion de- genes que da lugal a_las dlstmtas forma: funcxones de las celulas

, ) ‘ R e
m’ldmass"“" grude 1988, Hung 1992, Tersiappen 1991, Es 1mp rtante mencnonar que entre todas las

‘células hematopoyetxcas, umcamente los lmfocntos ician una sene de rearreglos que'

. dan lunm a un 1e extono hetero éneo de 1ece tores ar'l el 1econ0c1mlento ant1 emco,
a
postel 101mentc. baJo un esmcto contlol son seleccnomdas aquell'\s clonas con que nov
~|econocen ,auto anngenos Estos’ eventos se ]levan a cabo. en dos tlpos de

comp'ummentos 'matomlcos los org,anos lmfmdes prlmarlos (el timo y '-la medula '

'osea) los cuales poseen las caracterlstlcas anatomlcas y funcnonales necesarxas para‘

fa\ orecer- 1'1 diferenciacién y/o maduracién de estas células Picker 1999
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GENERALIDADES

La médula 6sea es. el .6rgano hematopoyético mds grande en la mayoria de los

mamiferos. La medula 6sea se encuentra. contemda en los huesos largos (dentro de L

sanguineos formados ahl son‘de v1da corta Picker 1999,

Al llegar ala medula osea; los precursores de las celulas hematopoyetlcas pos:blemente.

se a51entan en mcho 'lﬁcos en: donde e\lsten celulas del estroma nodrlzas, células

reticulares, adxpocntos, macrof'lgos y protelms de matrlz e\tracelular, Ios cuales
favorecen los procesos de dlferencxamon de las dxstmtas esnrpes celulares 'y en los

cuales c-kit y su llgando pudlelan tenel un lmpommte papel Picker 1999, “h““"g ’990 :

Durante la embriogénesis los* lmfocntos B mlgr'm de los dlstmtos organos'

hematopoyéticos a la médula 6sea en donde a través de la v1da contmuan generéndose Yoo

Mmelches 1971 Osmond 1974 CEl progr

diferenciandose ama de m’lduramo v d

hes que’ 2

incluye la e\presxon de antmenos lmaJe especificos y el rearreglo de:lc
g Picker

codifican para €l receptor p'ua antigeno de este tipo celula
1999, - Osmond 1986 l\mcade 1989 B'mclun.m 1992 Burrow 1993 LOI y

dlferencmmon de hs celulas B han sndo descrltos e\tensamente y no serdn menc1onados
Pld\cr l999 Osmond 1986 l\mt.ndc 1989, B.mchumu l992. Burros\ 1993 : g FR

en este trabajo

En el timo se llevan a;cabo‘lﬂikhci'cme's”imbortantes relacionadas a la linfopoyesis de

\uuu |9ss !

células T Este' organo recibe los progenitores de células T, provee el micro

ambiente necesmo para la dllerencxamon de los linfocitos Ten desanollo, y coordm'r K
la liberacién de estos a la peufern Miller 1986,

timocitos inician una secuencn ordenada -de eventos que son mstructwos e mductlvos '

1mport'1nte mencnonax tambxen que un pequeno porcentaje de celulas T se dlferencxa en

ouos omanos como Ia ]amma propla del mtestmo Piicker 1999

mfoc:tos Bj o

Durante el proceso de dlferencmmén, los,
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El timo es una estructura piramidal localizada en el mediastino antero-superior, detrés
del esternén. Esta rodeado por una cédpsula delgada de tejido conectivo,~la cual‘ se
invagina formado el . ‘septum, que subdivide al timo en 16bulos, ‘el septum esté-{

vascularizado, posee lmfatlcos y se encuentra inervado Crdicor 1980, Cada lobul

dividido en dos capas, la extema o corteza y la interna que conforma la medu]a exnste,;f. .

Crdicor 1980

sin embax go, no e\xsten lmf’ltxcos aferentes . Los e\tremos dlstales del eptum -

‘ uvasculares, smos en donde exlste mt

Crdxeor | 980

51dentes en el timo

= Las celulas epntellales se encuentran en utlmo contqcto con los nm cxtos tanto en la
coxteza como en la médula, ademas de secretar dlstmtos factores solubles, est’ts células
expresan moléculas clase 11M°° 1967 Existen algunos tipos de células epltellales que ‘
reciben nombres especificos, en la corteza existen células nodrizas y en la’ mcdulafi
corpiisculos de Hassall, cuya funcién es desconocida ¥ 18 Ep el timo iambiéh es
posible identificar = células musculares presentes en la médula, las cuales defiV’m 'dé lé\
cresta neural poseen en la superficie receptores para acetil colinay p051blemente se

encuentxen involucradas en la patogénesis de la miastenia gravis " 1980

El des'm ollo embrionario sucede en forma lemprana mcluso antes de qu otros organos

colomzado por celuhs tronco %" '93'.

,Bo man 98: iA cs 1990 Exxsten varios
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tipos de células epiteliales en el timo las cuales interacttian con los timocitos de acuerdo

con su localizacién, estas expresan moleculas del compleJo prmclpal
hlstocompatlbxhdad secretan c1tocmas’~(IL IL-3 :IL-6 J‘IL 7,‘ LIF y GM CSF),

nlnbe el desarrollo de lmfoc1t05 B mtera taa 'on los

dlfelencnmon T en el timo “"“"” 988

zinc, el cual potencna l'\s senales'a t1

de timocitos IL’5-R+ Dardme 1988, l\cndall 1991 '

existen lmfocntos que inician ]a etapa final de s
Wu' 1991, Raherulla 1991, C

exportados a la circulacién’

diferenciacion las células T expresa'
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comprometidas a convertirse en células T, sin embargo, en esta etapa algunas pueden
diferenciarse a linfocitos B, células NK o células dendntxcass"m"‘“"l990 la diferenciacion

dependera del micro ambiente en el que se desarrollen Shortman1990 Al contmuar conla

lxnfocxtos T OL/B CD4+ 0 CD8+, [umposmvos) Picker '999

maduros plobablemente abandonan el -tmlo a tlaves : de

capiIm_es.ls.mmsonl939.
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péptidos propios (delecion clonal), o cuando menos inactivados (anergia clonal) y de
esta manera evitar la auto reactivi‘dad (SELECCION NEGATIVA) Sentman 1991, Picker 1995

La restriccion del tipo celular reqtuere de una serie de eventos moleculares durante: los

cuales se actlvan y/o se 51Ienc1an diferentes genes; algunos de estos codlﬁcan para

citocinas, receptores
FIShEI’ 1991

e 'cxtocmas, moléculas que transmlten senales y factores de

tr'lscrlpcxon

Um*vez‘ diféréhci'\doslos- linfocitos migran a tejidos ’pefiféricos organizados; los

‘oxg'mos lmfoxdes secund’mos (bazo, anallos linfaticos, .placas de Peyer etc) que .

wl
constltuyen ]os smos en donde ocuxren las respuestas inmunesRouse 1982

-adicional, una’ ploporcxon 1mpoxtante de lmfocttos y macrof'lgos ‘se. encuentran en

. En forma o

c1rculacnon y de esta manera es p051ble que celulas mvolucradas en la funcmn’mmune'?, -

tengan acceso a dlferentes compzu'txmentos en donde se .genera una respuesta nmune'.
Young 1999 :

local yen ocasxones a partnr de ésta, una respuesta sxstennca

A dlferenm de otros sxstemas, el inmune se encuenna dxstrlbuldo en: toda la economla y -

por lo tanto 1equlexe de condiciones especnﬁcas que f'1v01ezcan los e' cuentros entre :

células mmunes y-el antigeno en sus dlstlntas forma de presentarse

sistema adem'\s de plastncxdad reqmere de mowhdad lo que permltxra eJercer la funcién
de 1econocxm|ento activacion y e_]ecucmn de dlferentes funcnones La complejldad de
este s1stema radica precisamente en los distintos requisitos indispensables para su
ﬁuwiommiénto‘ generacidn de un amplio espectro de posibilidades para reconocer zil~

antlLenos. plesencm de Ul‘l micro ambiente que en forma eficiente favorezca y regule la' =

rreuns 200l Este o

e\pansxon de: lmfocntos con distintas especificidades, y finalmente debe dlspersar los

lmfocxtos efectores y de memorla a los sitios en donde son requeridos Freits 2001,

El conocm 'emo de la ﬁsmlogn del tejido linfoide - 1esulta fundamental para el‘"‘

emendlmlento de I'1 respuesta inmune. Cada 6rgano linfoide tlene partlcularldades
an'uomlcas que le conﬁeren un potencial funcional especnﬁco, en estos, coe\lsten
células’ lmfmdes de dlferentes caracteristicas con celulas del estroma y se establecen

comple_]'\s mtelaccmnes entne gstaghreitas 1993
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En la actualidad el conocimiento del sistema inmune requiere el estudio de varios

elementos y células sin embargo, dado que los linfocitos T tienen un papel .

fundament'ﬂ el la iniciacién, regulacion y por tanto en el reconoc1m1ento de lo proplo, oy

el contemdo de este documento discutira prmmpalmente a este tlpo celular hacnendo

_h[llpzflp é'en que el funcionamiento correcto de estas requiere interacciones multlples

'CELULAS EFECTORAS
LINFOCITOS T: CARACTERIZACION Y SUBTIPOS CELULARES.

Los linfocitos T constituyen una poblacion de células del sistema inmune diversa. Los
linfocitos T circulan , tienen la capacidad de asentarse en diferentes érganos linfoides y
no linfoides y son responsables de inducir citotoxicidad, ayuda, colaboracién ademas de

secretar distintas substancias Benolst1999.

Dmante el ‘desquollo intratimico los linfocitos T se diferencian, rearreglan los. genes
que codxﬁcan los receptores para el reconocimiento  antigénico (af—y8), son
seleccxonados positiva y negativamente mediante‘él‘recdnocimiemo de las moléculas
del- complejo principal de lnstocomp'ltlbxlldad y adquxeren las ‘caracterlstlcas ]

necesarias para funcionar como linfocitos de “ayuda” CD4+ o “cxtotoucos” CD8+ Huta
1990, Adkins 119911, Benoist 1992, Dunon 1997, Zml\erungcll978 \on Bohcmcr 1978 Tch 1988’ v :

Los linfocitos Thl, mediante la secrecion de IFN el ENT: [3, son responsab]es de las
respuestas celulares clasicas que inducen la destruccnon de orgamsmos mtracelulares,
asi mismo en circunstancias de desregulacién <,1ndtlc¢11 respuesta autoinmunes organo-
especificas. Los linfocitos Th2, a través de la IL-4'e ‘lL-' ‘estan_ involucrados en
respuestas de tipo inflamatorio y alerglco. actl\'an células: ‘cebadas y eosmoﬁlos e

inducen IgE Benoist1999,

Es posible que exista una célula m'xclxe qu Iugar a todos los tipos de celulas lmfoxdes-

(precmsox comin lmtmde PCL )‘°“ Boe
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subsecuente involucra la activacién de diferentes genes, es posible que para el

desarrollo de las células B se requiera Pax5 Vor Boechmen 2000

, mientras que Notch 1 se
requiere para el desarrollo de células T, pero no células NK #** 2090 Eq interesante el
hecho de que células CD44"CD257ckit” dan lugar a linfocitos T y células NK, lo que

sugiere que Notch participa en una etapa mas temprana en el desarrollo de estas células
Di Santo 2000

Notch 1 regula a las proteinas HES, las cuales reprimen la funcion de los factores de
transcripcién bHLH en el compromiso de linaje al inducir la expresion de Pax5 en
linfocitos preBP! $2° 2000 por 6tro lado, las proteinas Id, forman heterodimeros con
bHLH los cuales interfieren con la expresién de TCR-at y por lo tanto con el desarrollo

‘de las células T, Rivers 2000 ...

La regulacién génicafbdjeiloé factores de trascripcion involucrados en la regulacion de
citocinas pudiera también modular el crecimiento y la diferenciacion de las células
linfoides: Los lihfocitos vd dependen de la presencia de IL-7 en mayor grado que los

of, para el desarrollo de células NK es indispensable la presencia de IL-15 (Figura
 99)PiSanto2000

FIGURA 29.DIFERENCIACION DE CELULAS HEMATOPOYETICAS

ProT ‘ Célula NK
IL-7+ PC
X Célula T
EpoR @J élula
Pro
GATAL R
GATA2- Célula B
NFE2- T mm*

gf&fﬁ C-mybes GATA3e+

PU 1+ -

Abbs+ PU 1oe PCG Acbs ++ ) Monocito

CHT-LT CHT- PCM . GATA
GATAI- .
GATA2+ . ‘ Granulocitos
'&E;,; GATA1
8- GATA2+
C-myb+ NFE2+ &;;
:gg; C/EBPa+ PCPE Megacariocito
GATA- A i
Abi:)s- paquetas
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’Los mlembros de las proteinas Notch juegan un papel fundamental en el desarrollo de
'las células pro-T Fleming 1998 § a¢ broteinas Notch son receptores transmembranales,
existen cuatro miembros de la familia que interactian con algunos ligandos
transmembranales que incluyen; Jagged 1, Jagged 2, Deltal y Delta “like” 1 y 3 Mitner
1999 Es posible que las sefiales provistas por Notch sean suficientes para inducir la

diferenciacion de células T ™ ', incluso para la diferenciacion de linfocitos T af o

v8 (Figura 30).

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

FIGURA 30. DIFERENCIACION DE LINFOCITOS T

PROGENITOR CD4-CD8- aff TCR+ af TC,
LINFOIDE CD4+CDS8+ CDH;
Notch

Notch Notch ap’;‘g/v
Otro? Pre-TCR
- @ - @
\ Nolch\ Ncﬁh\‘
¥8 TCR+ af TCR

CD8

IgM+ O 8 TCR+ @ aff TCR+ ,

CD8+

Algunos autores proponen que Notch-1 regula la expresion de CD4 vs. CD8 durante el

desarrollo de Ia celula T. De acuerdo a esta proposicion, los linfocitos DP que se

e CDS Deftos 2000 7 4 expresxon de CD4 esta regulada durante el desarrollo,

‘,‘lmfocxtoﬁ CD4 CDS- y en la de los linfocitos CD8+CD4- S 1993, S 1994 gy oopy g
,f,'CD4 se encuentra en una region rica en genes, localizada en el cromosoma 12, esta

" flanqueado por el “enhancer” especifico LAG-3 y por un grupo de tres genes mas, que

incluyen al gen que codifica para la subunidad £3 de la proteina G heterodimérica R°™Y

1996 En el silenciador del gen que regula la expresion de CD4, existe un sitio de union
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unién para HES-1 lo que sugiere que a través de un mecanismo dependiente de HES-],

4 Robey 1996

la sefial de Notch puede reprlmlr la expresnon de CD Una propuesta

interesante es el hecho de que Notch 1:se encuentra. mvolucrad enla maduracnon de .-

Madki
linfoides secundarios BF¢'eY '996 'hc

Plkc.r l993 Campbell 2000

encuentran e\cluswamente en los asos endotellales altos
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Figura 31. LOCALIZACIONES CELULARES EN GANGLIO LINFATICO

MACM)FAGOS

La expresxon de CD62L permite a las células CD4 niive rodar en la pared vascular y el
receptor para qulmocma CCR7 induce activacion mediada por integrinas lo que leS

penmte extravasarse. Los vasos endoteliales altos son las tUnicas estructuras del

" organismo que expresan los ligandos para dichas moléculas®™<" %%,

“La localizacién restringida de estas células implica necesariamente que células

presentadoras de antigenos deben estar presentes en estas areas, el tipo célular mas

Piker 1993, Campbell 2000

abundantes en este sitio son las células dendriticas Otras células

presentadoras de antigenos, como los linfocitos B y macréfagos se encuentran fuera del
area T, lo que sugiere que el tipo celular capaz de presentar antigenos a las células T

ndive son las celulas dendntlcas (Figura 31) Yiker 1993, Campbell 2000

Es posible que o tlpOS celulares (linfocitos B y macrofagos), en los ganglios

Garside 1998, En la

lmfatlcos prese sporten antigenos, inaccesibles a las zonas T

zona T exxste dos ipos. de células dendriticas, las derivadas de precursores mieloides
Ias cuales -expresan CD1 1b y las derivadas de precursores linfoides que expresan DEC-
apel que estas células tienen en la presentacion de antigenos a

€ no se conoce, aunque se especula que pudiera incidir en la
‘a hl o_ThZ Steinman 1997, Ingulli 1997, Luther 1997.

: Unai" vez:que las'c€lulas: CD4 niive reconocen al antigeno, proliferan al secretar niveles

'_ elevado de’IlL-2 en un ambiente rico en IL-12, que a su vez es secretada por las células

= dendntncas, postenormente las células CD4 migran al foliculo.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Las células ndive expresan CCR7, un receptor especifico para quimiocinas producidas
por las células del.estroma presente en- las zonas T,.la mlgracxon al foliculo sucede

varios dlas despues, a traves de la expresxon de CXCRS que los lmfocxtos CD4

; abandona 1 :

+adquir

aferentes después de

Jenkins 200! :

rga nos no lmfoxdes

Picker 1995

. Las celulas CCR7— permanecen el ci
Je‘nl\‘m

Vlas ce]ulas niéive
g -‘de alo_;arse en teJldOS que e\presen P Selectm'l

s secundarlas y adqumendo la
Merica 2000

! m‘ ’OOI
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Los linfocitos CD4 niive tienen la éapacidad de diferenciarse en linfocitos Tul, Th2 y

Tyu3, produmendo cada uno cxertas combmacxones de cxtocmas. El mecamsmo _por el

cual adquneren esta polandad no se conoce, ‘sm embargo es. posnble 'que las -~

cnrcunstanc'

Bmlmn | 990

homodlmero oca

expresion de las cadenas alfa-
8 Sm\ada 1994 Sl

silenciador de CD

e\panswn clonal Los lmfocxtos CD8+ eJercen una ﬁmclon cntotouca a tr

formadora -de canales (perforina), y de la regulacxon posmva
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membrana, secretando las vesiculas que contienen granulos preformados y en forma

constitutiva  si las vesiculas contienen granulos smtetlzados de novo BUrees 1987,

Shlukm I )

formar canales

tiene como funcién la actwacnon'de

mninoterminall\ummcr 199 6'

Los proteoolicanos se ‘encuentran:

hem’ttopovetxcas y tlene
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Las lisosimas presentes en los linfocitos T citotdxicos, no poseen las caracteristicas
clasicas de las presentes en otras células y estas se encuentran asociadas - a protel'nas

granulares de membrana (LAMPI LAMP2) las cuales junto con la granuloﬁsma :ysonj
Peters 1989 Kantian 1996 L -

autoproteccnon de los lmfoc1tos T 01totox1cos

lmportantes para '

;,lmfocxtos .

granulos “Pena '997, asi mxsmo partxcnpa la calretlcuhm

Dupms 1993 :

el rechazo a tumores Kagi 1994, van den Brock 1996

estudiar, sin embargo pud;era_‘

il‘m]lanSllpI‘esLlpl‘éSién c'ontra t’L'ImC_‘)i

epitelios gemtales etc) en donde se conocen como lmfocxtos intra’ epltehales (IEL)”“"’“’ b

este hecho ‘tas‘i : mlsmo sugxere ,Ia posnbxlxdad ‘de reconozcan

Jnnu\'a)

mclependlentemente de la presencm de celulas dendrmcas

Hayday 2000 = g posnble que flos Jmfocllos
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desarrollarse ya que rearreglos de las cadenas y/8 pueden detectarse en la semana 8 de

gestacién y se expanden posteriormente por estxmulacxon perlferlca los lmfocnos Ty/S =

se desarrollan antes de que la TdT se actlve hecho que probablemente contubuya al -

limitado repertorio de recombinacién: VDJ ”“’d“" 2°°° Es osnble asf'mxsmo'" ue e\1sta"
’ q

una diferenciacién e\tratlmlca de estas" e»ulas e p Atxcular en‘e

Hayday 2000

Re01entemente se ha descrlto la umén del RCTy/S a peptldos presentados por moleculas ,‘ B

twacxon de los lmfocxtos Ty/8 al actlvarse, regulan posm'a ;

mfotactlcas, MII‘lla MIHIB, RANTES, linfotactina que ~reclutan”

dlfelent:s

a plocesos infecciosos. Su partlcxpamon en enfermedades,

rnson 1996 Shihoara 1996, Seyvmour 1998

n "vdesanollo de neoplasnas de este tlpO Peng 1996 P‘""'""""gg’

1ntestmo delgadof s

Su papel en cancer no yse encuentra'_{ o
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actualidad se les reconoce como células involucradas en un amplio espectro de
funciones inmunes, ﬁlogenencamente, es posible que las celulas NK; aparecxeran antes

que ]OS lmfocxlos T Savary 1986, Tnnclucn 1989

fllﬂClOll l’urussm l99l

"‘“"“'987’ N'"“ '989. CD5 ‘e ewpresado tambxen

\ (funcxones mhxbltorms ‘0" actxvadoras C € 'b.res inhil?itorios
humanos I\IR (tambxen conocidos como p38 NI\BI _‘p7O p140,-p50. NKAT), CD94
y NI\GZ. s parecen tener un 1mp01tante papel en la e ‘p":'f cxda de las funcnones

c1tot0\|cas de las células NK‘ okoyama '999.

Las células NK en contraste con los lmfocxtos T CltOtO\lCOS no estan restrmgldas por las:

Piontek 19
dene ;s, sm embargo esta no

moléculas del compleJo puncnpal de lnstbcompatxb:hda

restriccion parece sex alelo especmca Colonna 1993 Esta caractenstlca de restriccion de las

o

células NK paltce .

er complementaua a la de: hs otras células citotoxicas,
G'mom-Celh 199" l\orkolopoulou 1996

especnalmente en la lisis de celulas tumorales
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De acuerdo a estas observaciones las célula NK poseen dos tipos de receptores; de
activacién e inhibitorios. Los receptores de activacién . incluyen a CDI16, NK1.1,
LAG3, 2B4, NI\-TRI CD2, CD69 Ly6 gp4 ps0, Ly49DY°"°""““ 1999, CD16 esta

Bm‘(erns l99” 3

esta restrmglda por estas

7
estas Ortaldo 199

a la superfamilia de las mmunOOIobulxms‘ °"°""““ 1995 Est

estar asociadas

IILAB\\»4L"\\HI |99_‘ Ve

mmanos son parecidos a lectmas e mcluyen a CD94, NKG2A las cuales
Sivori 1996

inh»ibfi tor,

pueden _formm heterodlmexos

Recientéxﬁehté ha sido identificado el cp‘mp]ejo‘,de genes NK (NKC), es posible que
este ébxﬁblejb al-igual que el CPI—I’ codiﬁque’, para moléculas estructuralmente diferentes

importantes para la actividad de células NK (Figura 32) Yokoyama 1999,
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FIGURA 32, MAPA DEL COMPLEJO DE GENES NK
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Las células NKI 1.definen a una poblacién celyularrque produce grandes titulos de
citocinas y e\presan un repertorio restringido del 1eceptor para antxgeno de la célula T.
Un subgrupo celular expresa CD4+CDS- y produce IL 4 otro subtipo de células
expresa TCR+CD4 CDg-Viewi 19%. g posnble que una de las funmones_que estas celulas

mvanante Vcc"JaQ Al umr ’e an lgeno a.

. es posnble que estas

tol9
mmoxales\ushnmoo 9;
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TH1, estimulando a células CD4 convencionales a secretar citocinas TH2 Mendiraua 1997,

Chen 1997,  Smiley 1997, Terabe 2000 Este mecamsmo tendrxa un efecto anti-autoinmunidad,

posxblemente medlado por IL-13 'Este efecto

rotector en autommumdad pusxera en ‘
v nuley 1997; Tcrnbel

md1v1duos con tumor vitar:la'destriiccion del tumo

Mendir mm 1997 o

manela especnﬁca

ambxentes anatomlcos-
utche 1986 Bult.hcr l996

s posxblemente controlen su dlferencmcnén’ regulen sti: supervwencx

‘Las etapas medlante Ias cuales gt ompartamenta 1zados pueden

‘ "'dmdlrse en: aclhesxon del lmfocno ‘lf_tendotello _”vasculm 'rodar ‘a lo largo del

"endotelxo, actl\amon celular- medlad'l por receptores unidos- a* protemas G, arresto

dependlente de la. activacion,. mowmxento de los lmfoc1tos a través del endotelio y

5
finalmente la compartamentalizacion de las células (Fxgura 33) Butcher 1991, Springer 1995, Imhor

199\
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FIGURA 33. CIRCULACION DE LINFOCITOS

CIRCULACION

ZSADHESION °  TRANSMIGRACION

CIRCULACION VIA LIF

En el adulto, el nimero y la distribucion de los linfocitos se encuentra en equilibrio. La
continua produccién o expansion de linfocitos hace necesaria su regulacion, y la
necesidad de estos de competir por su supervivencia. Este objetivo se alcanza mediante
un proceso._ activo en el que los linfocitos, a través del sus receptores para el
recdpociﬁﬁéhto del antigeno, reciben sefiales esenciales para su supervivencia y

maduracion, al igual que distintos érganos para asentarse y madurar en estos sitios Takeda

1999, von Bocmer 1992

i Es posible que los requisitos para asegurar la supervivencia de los distintos tipos

: célulares (naive, memoria, linfocitos B, T y CD4 o CDS8), sean diferentes, y que la
-+ disponibilidad de éstos, module las poblaciones y especificidades existentes Freits 2001,
La variabilidad de estructuras anatomicas existentes en el sistema inmune (nichos),

pueden ofrecer condiciones alternativas para mantener vivas a la diferentes células™™*"

e TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Los centros germinales que se desarrollan a partir de los foliculos durante las respuestas
T dependlentes, es uno de Ios mejores ejemplos del concepto de nlcho en inmunologia.

Los centros germmales son’ ohgoclonales, las celulas B que mxgran a estos se activan

Vfuera de' ,°

OCItOS 'YS )’ v1ce erS,l'l"mchol 1997 Tnnchot 1998

memona es altamente heterogeneo,

selectchiadR“'" 199

la

La adqlllSIClOI‘l del fenotxpo de i nto ,_durante

efectora/memorla comcxde con Ia produccmn ‘de- citocinas que le conﬁeren -a:los

linfocitos: Th la dlfelencmcxon hacxa Th Th”R“s' 2000 Rementemente se ha descrl

que las celulas Thl se unen a la selectma P. dmglendo a través de esta molecula el~~ -

‘asentqmlento de linfocitos Thl. en mertos smos, como la piel o artxculacxones en. os

‘casos de artritis reumatoide. En contraste las células Th2 expresan el lxgando para E . '

selectma, el asentamiento de estas celu]as dxf‘ ere al de las Th1'ekins 2001
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FACTORES SOLUBLES

La citocinas. son proteinas secretada por diferentes tipos celulares, que ejercen su

funcién ‘en forma autécrina o pardcrina “°" ' Ias citocinas. interactian. .

" través de receptores de superficie y -general

una estructura - que consist

mismo; ' caracteristicas sirnilares entre

' Las t&tocyﬁi_nagtlkp(o,‘i_I._ pueden ser ag| ocina _de-.cv.fadénba“s’jéonr‘ta*s"yléi'tdcihaé de
ca‘denzisl lalgas,las de c'adehé“éérta incluyen a la IL-2, IL-3; IL-4, IL5,GMCSF. IL-7,
IL-9, IL-13, IL-15,M-CSF, y SCF (figura 34) - .

s

FIGURA 34. RECEPTORES PARA CITOCINAS TIPO I

Las citocinas tipo I de cadena larga incluyen a la hormona de crecimiento, prolactina,

eritropoyetina, trombopoyetina, leptina, IL-6, IL-11, LIF, oncostatin M, factor

neurotrépico ciliar, cardiotropina y GCSFSPrang 1993. Shang 1997.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Los receptores de las citocinas tipo I, son glicoproteinas de membrana tipo I. Poseen

cuatro residuos de cisteina conservados .y puentes: disulfuro Inter -cadenas en la regién

e\trac1t0plasm1ca, Ia reglon mtracntd lasmxcapontxene una caJa rxca en prohna que,

“no lmfoxdes"eo"1rd '999 Est

comparten alguna d

que la IL-10 acttian a traves de Ia

1993 Sus funciones mmunoreguladoras son 1mportantes y han

revisadas Leonard 1999

y algunas qunmxocmas """““ '999

Ambas citocinas est'm estructuralmente

una - metaloprotemasa Ilamada

receptor, la forma secretora es
T ACEI\nc"IcrmsS Biack 1997 Mossl997 S
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Estudios en animales indican que ratones LTa-/- muestran un importante defecto en la
formacion de ganglios linfaticos y placas de PeyerDc Tongi1993 Estas alteracxones en'

ganzllos lmf'mcos no. son: umcas en. ausencna de LT estudxos rec1entes sugleren su "

factores influyan en este proce oSt 558

secr‘e‘tad ~Zlotnik 2000

L'IS qumuocmas poseen 4 c15temas car’acteristicas,'
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unida a la membrana de diversas células por un puente de mucina®*"*2%%, [ a primera

y tercera cxstema y la segunda Y cuarta. cnstema forman puentes disulfuro y aunque'v

solamente forman un puente dlsulfuro la qumnotactma mantiene su funcxonz'm""‘ 2000 ;i

estasAnsell -001

rlesponden habxtualmente a qumuocnms pxoducxdas

1L.-2
McGrath 1999, Saada 1998, Burgcr ’000

El papel de algunas qumnocmas durante h embrxogen

como lo demuestran los hallazqos en. modelos alg 0

: lmpmtante papel en el traﬂco de lmfocntos A_\": Graih 199

“Muller 2001
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TABLA 1. LIGANDOS PARA LOS DISTINTOS RECEPTORES DE

I
/

i
1

QUIMIOCINAS
RECEPTOR LIGANDOS
QUIMIOCINAS ALFA O CXC
CXCRI1 IL-8,GCP-2
CXCR2 IL-8, GCP-2 Gro o, Gro 3, Gro v, ENA-78, PBP
CXCR3 MIG, IP-10,I-TAC
CXCR4 . - |SDF-1/PBSF
CXCRS - .

I BLC/BCA-I

"QUIMIOCINAS BETA O CC

© XCRI - -

 QUIMIOCINAS GAMMAOC -

Linfotactin™,

 CX3CR1 .

" 'QUIMIOCINAS DELTA O CX3C

Fractalkine/neurotactin
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INMUNOLOGIA TUMORAL

En los tiltimos afos se han realizado importantes avances en el entendimiento de
los mecanismos inmunes especificos, el conocimiento de las células T y
subtipos, linfocitos B, células NK y células dendriticas, sin embargo, aun
existen grandes interrogantes con relacion a los diferentes procesos de
inmunidad. Uno de los aspectos mas importantes pendientes es el entendimiento
del porque, el sistema inmune es incapaz de reconocer inicialmente una célula
transformada la cual eventualmente se multiplicara y metastatizara. Varias
posibilidades se han postulado, que incluyen un inadecuado procesamiento y
presentacién de antigenos, la presencia de factores supresores, ausencia de
moléculas accesorias o la falla en la identificacion células neoplasicas al no

reconocer a estas como un “peligro” para el individuo.

La mayoria de los tumores no expresan antigenos capaces de ser reconocidos
por el sistema inmune, esta incapacidad puede deberse a los a los
mecanismos de tolerancia establecidos para antigenos “propios”. En general,
las posibilidades de reconocimiento estarian dirigidas en contra de antigenos
tnicos (mutados o procesados en forma alternativa), antigenos cancer-
testiculo, que se expresan en forma normal durante el desarrollo y en forma
aberrante en células somaticas adultas, y antigenos de diferenciacion
(especificos para el linaje celular). Algunos antigenos (propios) pudieran al
procesarse y exponer sitios cripticos, no expuestos al sistema inmune
previamente, o bien, células recientemente trasformadas pudieran ser lisadas a

través de mecanismos inespecificos de inmunidad.

i
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Los origenes de la mmunologla tumoral se encuentran asociados a observacnones clmlcas

(tratamlento del cancer medlante la moculamon de matenal purulento, la presencxa de

celulas tumorales in. vmo  Maurer 1 '97“

’ tumor Roscmberg 1988

La excitacidn generada por est'us bs

3 -5, '
lOS paCIEHIES Rosemberg 1994, Cohien 2000, Chou 1988 Como CO




SISTEMA INMUNE 69
INMUNOLOGIA TUMORAL

respuestas anti-tumorales a través de la secrecién o exprésién de factores supresores como

la IL-10, eL factor transformante B, prostaglandmas y. ganghosxdos, y pueden inducir una
d Wojtowicz-

regulacion negatlva de moleculas del compleJo
Pprngn 1997 Fcrrone 1993 - :

‘rmr_;lpalude histocompatibilida

CELULAS"Y ] OLECULAS RELE TES EN LA INMUNOLOGIA TUMORAL

1. RECONOCIMIENTO ANTIGE ICO/

esan ‘e ocasxones, moleculas que pueden ser reconocidas por el

Las celulas tumorales e

noleculas puede ser identificada in vitro, por

Sch\\unzmtruber 1994 -Dnsns 2000, Pcng'

ste. econocnmlento

lmportantememe la autoreactlw a

reconocidos por el sistema lnmune sof e\presados por celulas tumomles y algunas celulas

normales, dando lugar a autommu ad este eplfenomeno se observa en pacxentes “con

melanoma maligno (Figura _33)

La respuesta natural contra el melanoma frecuentemente involucra la sensitizacién de’

linfocitos T en contra de una proteina no mutada (gp100), que se expresa en células de

. tke 4, b 996. Ooverwijk 199 :
melanoma y melanocitos normaleSB““‘” 1994, Rosemberg 1996. Ooverwijk 1999 | 5 consecuencna;

clinica es el desarrollo de vitiligo que se observa en pacnentes en forma espontanea (Fleura‘ »
35B, 35C) y en algunos pacientes sometidos a mmunoterapla (Figura 35D, 355) R°°mb°'3 '9-96'“

Overwijk 1999, Vverastegui observaciones no publlcadas Una mtenogante al respecto es el porque este
El p
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fenomeno no se generahza (ya que los melanoc:tos se encuentran dlstnbundos por toda la

Van Dcn Eydend 199 i

lento de pacnentes)

clonas de Imfocntos T capaces de reconocerlos no estan 2t antlgeno
: arcmoembrlonal lO (CEA), es ejemplo de este grupo de antlgenos, se plensa corresponde a
: juna molecula de adhesxon presente en el colon fetal. En el '1dulto, eI 95%-de los tumores

on"m'ldos en colon lo expresan, al igual que un algunos otros tlpos de cancer.
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3 . . -

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Antigenos tumor—especnflcos compartldos Este tipo de antigenos estan codificados por

genes completamente snlenc:ados en te_jldOS normales. Se actlvan en una serie de tumores

. de dlferentes.etlologlas.fLos‘antlgenos prototlpo se encuentran codnf‘cados por los genes

placentarlos Pc""“" '994 T""“s'" '99"'U""°""°"° '997 Estos te_udos tlenen como caractenstlca'

H Hnss 1988

‘comun qur. no ewzpresan moleculas del CP ) '1l e‘(plesarse en

6n enémlcai

’_En la nama Iactante, mmblen e\lste una subghcosnlacxon de la
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linfocitos T citotdxicos, tiene de 369 a 377 aminoécidos y presenta una modificacién post-

transcnpcnonal el resnduo de aspargma presente en la posncnon tres, esta substituido por

Vnn Den E)dcnd 1997 \Volfel 1995 Robblns |996

‘ en la oncogenesns

apoptosis o estlmulen la plollferamon celular R“b"‘md '997

\luzm 1996 L

apoptosns a través de F'IS a capacidad de Ia protefna mutad

fnoxmales y neophsncos, lsar umcamente a los annoenos 2 presados en celulas tumorales )

Heda 1997 Tues antloenos han sido detectados de esta categona en humanos PRAME p.>3 y
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HER-2/ney¥™ ¢* Broseen 197 -] o5 antigenos codificados por PRAME ,se expresan en

testiculo, ovarlo, endomemo Yy ‘glandulas adrenales mientras que los codlf'cados por 33y

HER-’/nez son 'ublcuos HER-Z/neu se_encuentra’ sobre- e\tpresado en el aO% de los
; A ~A‘7‘ F:sk 1995 En el -

‘canceres ‘de mama y ovarlo, su presentacxon esta: restrmglda po HLA

Ropl\e 1 996

vreconocxdos por mfocxtos T cntotoxxcos

diﬁc,adois por la oncoprotema E7 del virus del paplloma, el peptxdo '

‘ presel 'Vado a lm 0c1tos I‘ cxtotO\xcos esta restrmgldo por HLA-A2 Ressing 1995

2. RECONOCINHENTO DE PL‘PTIDOS POR LINFOCITOS T EN EL CONTEXTO
DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE HlSTOCOz\‘IPATlBILIDAD :

En el reconocimiento antxgemco dc las células T, normalmente

el receptor para antigeno de Ias celulas T (RCT) y las mol

histocompatibilidad (CPH) Al reconocer el pcptldo presente,.las

o CD8 (Clase I) yen' presencna de la co estnmulacnon adecuada se-inicia
Hunn; 1996 Amslrong 1998 :

proce,so, de

actwacton celuhr

Las células tumorales e\presan principalmente moléculas de CPH clase I y fre ventementev, E
no e\presan moléculas clase 1l A™Vo" 1998 agie hecho genero hace 25 anos la lnpétesns de.
que los lmf‘ocntos CD8 eran los nesponsablcs de mediar la respuesta mmune ‘antitumoral,
En la actualidad, se sabe que estas células repr esentan - uno ‘de varlos mecanlsmos‘ ‘

disponibles en el sistema inmune para la destruccxon de tumores ""‘s‘m"g 1996,

3. CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENOS :

‘Las celulas dendrm”as son el tlpo celular mas ch:ente en la presentacnon de antlgenos

Estas celulas tom’m antlgenos y comple_]os CPH peptldos. mlgran los‘organos':hnfondesv,

secundarlos en donde interactdan con los linfocitos T espeancos ‘'son el tnico’ ‘tipo celular »
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que . estimula linfocitos T en ~reposo in vivo e in vitro, Inician respuestas innatas y

determinan’la tolerancna, por lo que han desarrollado una via de transporte Unico a traveés de
Théry 2001 '} bk T o

: la membrana

una poblacxén ; celular»

.as; celulas dendrmcas constltuyen

. : : B 998
: cuales nician un:complejo proceso de maduracion Binchereau 1998

‘Las CDe [ adunas tlenen numerosos procesos membranales que se emende ‘a‘cientos de

] mlcrometros de la celula formando “dendritas o seudopodos, en el cntoplasma estas celulas: :

g poseen ademas endosomas, lisosomas y en el caso partlculal de las celulas de Langerhans:

: granulos de Blrbeck que son estructuras rehmonadas al procesamlento antlgemco H"‘" 1996,

Las CDe no expresan CDI4, CD3, CD19, CD20, CD24, CD56'ni CD66b'e\‘prééan'varias»
moléculas de adhesién y coestimuladoras CD11a (LFA-1), CD1Ic, CDSO (ICAM-2), CD54 N
(ICAM-1), CD358 (LFA-3), ¥ CDIO‘) (ICAM-J, CD80 (B7 1) CD86 (B7.2), CD4O En

circulacion expresan CD2, CD44 CDla CD16 CD32 y. CD33 'y al madurar solamente‘_,‘ :
expresan CDSO y CD85 H.\nl993 Bam.hcrcuu |994 Fuylonl 1995, Takamizawa 1997 : SR

Las CDe son activas en procesos de pinocitosis.de antigenos solubles, poseen"r’ec'ebtdres’; .

mespecnf‘cos que facilitan la fagocitosis, Fc7R (CDI6 CD32), receptores de complemento ’

negativamente su capacidad para procesar antloenos aumentando la functon de present

- de antigenos Hart 1985 ) as CDe procesan antloenos pnncnpalmente a traves de los hsosomas‘ o

endociticos restringidos por clase [] Lanzaavecchia 1996,
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Existe sin embargo, la c'lpamdad de reahzar procesamlentos alternativos de antigenos

l Norbury 1997

exogenos, que estaran restrmgf os por clase Este tlpo de procesamlento lo

. ) i y
v'°'"°° '99“\”“ '995 S"ss '996 Una poblacnon dxferente d CD en humanos e\presa niveles

se ha encontrado en sangre y amlgdalas, requnexe deA L, 3 para crecer y una seiial de

. actxvacnon provista por CD40L para madurar ,Es posxble que esumulen a lmfocltos CD4+ a
Groouard 1997. Ol\\ ! g ;

diferenciarse a células. TH2. ntraste con las CDe mlelo deS‘

(CD11%) que inducen la dnferencnacwn a THlR'““‘“‘ 1999 y parecen ser la prmcnpal fuente' B

Slegnl

de interferén Tipo I por lo que es posxble que tamblen posean funcwnes efectoras

La CDe tiene diferentes etapas de madtuacnon Los precursores*de CDe mlgran de la MO'»
circulan en la sangre a sitios especificos en donde maduran y actuan como centmelas del
‘ sistema mmune"“s“nl990 Esta migracién esta dirigida por la e\pleSIon de receptores de
quimiocinas CCR1, CCRS5, y CCR6 y por moleculas de adhesnon como el ligando de
»_;CD62PR‘“""'l 11999, Greaves 1997 Sozzani 1995. | a5 CDe presentes en los tejidos incluyen a las células
de Langerhans, las CD de higado, de mucosas, y las de pulmon procesan y presentan

antigenos en el contexto de moléculas clase | y Il (Figura 36) Albert1998. Svensson 1997
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Figura 36. DIFERENCIACION DE CELULAS DENDRITICAS

MEDULA SANGRE TEJIDOS . ORGANOS LINFCYDES
OSEA
o-@® - *"‘
CD34+ PRECURSOR cn cD . “Veo
o)) INMADURA ACTIVADA INTERDIGITANTE .
INTERDIGITANTE ST : :

En forma adicional las CDe requieren una seﬁal indéh

- prolongado de moleculas del compleJo (2hren mmaduras vs 2 dlas en maduras) Pure '990 :

" Una vez aCthﬂd'l la.CDe migra a la zona T de los GL al expresar CCR7D"’u '998 C'“‘" '999 en'

‘los teJldos lmfoxdes secundarios la Cde, elabora qmmlocmas como DC CKI y MDC que

atraen t'lnto células T de memoria como células T nalve para ser estlmuladas"d‘"“””" T““g

'999. L'IS CDe secretan IL-1 que induce proleeracnon de células CD4 y CcDS§ y

dxferencnacnon de células B, estimulando una potente respuesta mmuneY“““"“" 1996 ”"""“ 1996,.
: ;En los organos linfoides secundario, los linfocitos CD4 activados pueden actlvar a las CDeii N
a traves de interacciones CD40/CD40L lo que provee sefiales de” supervnvencxa a las CDe,_"
v,.'esto permite estimular LTC, incluso en ausencia de ayuda CD4+Rldge '998 Steinman, '99' ~Es<: :

’pOSlb]e también, que las CDe puedan presentar Ag a Nl\ a traves de CDl lo que enf

conjunto, orquesta una lmportante ‘respuesta inmune . S"°‘"b°'g"' '998 Bennet 1998 Una de las

maclenstlcas mds lmportantes de las CDe, ladlca en la capacidad que poseen para

estimular células niive a través de laurggulamon positiva de CD4QLFemandez 1999

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Es posible que la presencia de moléculas clase Il en la CDe permita su intervencién en la
seleccmn negatlva enel txmo pOI Io que pudleran partxcnpa en la tolerancia a diferentes

mveles

Existen(difere‘nte pos.de CDe que comparten algunas caracterlstlcas y sin embargo, son

‘de moleculas co- estlmuhdoras como lCAM l y B7 pot lo tanto au

tumorales no presenten moleculas del CPH (b) la ausencna de co- estlmulacxon prewene de B

generar una respuesta inmune vngorosa '\ms‘“’"“ 1996, Sule-Suso 1995, '\"'ch'“' '993 (c la presentacnon

de antigenos en ausencia de coestlmulacmn genera tolerancia 'y no actwacton M‘“‘"‘g" 1999

(d) las células tumorales frecuentemente presentan mutaciones que lmplden la. e\presmn en
Ferrone 1995, Corrmcr 1998

la superficie de molecuhs del compleJo o ‘moléculas co-estlmuladoras
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En contraste con lo mencnonado las células dendrmcas -aun en individuos con cancer no

presentan mutacnones que lmpldan la expresnon del moleculas del comple_jo o moléculas co-

estnmuladorasﬁ e

pnesentes en el g'mglno Imtatnco“"”" 201, Estudlos ammales favorecen el segund
Glrolmnom 1990 Cruz |990 Cohcn 1997 Czemlcrckl l9§;l

proceso son las celuhs dendrltlcas

endrmcas como ya se’ mencmno en, la ’séccic’m anterio

Postenormente las celula 'dendnnca ‘fani cntan

maduracnon poseen relanvamente -poca capacxdad para senSIblhzar la cual se ev1denc1a por

la ba_;a e\plesmn “de moleculas del CPH pelo prmcnpalmente por la baja presencia de

S molecuhs co estlmuladora\ La beemcnon de 'I‘NFa e lL IB, alertan a la células dendriticas

dela telmxmcnon de la fase de procesamlento antlgemco y estlmulan la presentacion de

antigenos a hnfocxtos T Kimber 1992 reclutando a las células dendriticas en ganglios linfaticos

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Cruz. 1990 Lindhout 1998, Jonuleit 1996, Su:mman 1995 En el gangllo lmfatlco las senales provxstas por las

células T y la umon a llgandos como CD40 y CD154 mducen la regulacnon posmva de las ‘ [

» sensnbxhzacmn :
1998, Rldge 1998, K

| PAP_EL DE "osueriOCITos’EN LA RESP‘UESTA‘»ANTJTUMORAL.

"Es p05|ble : que algunas células dendrmcas favorezcan la pohrlzamon de respuestas
celulares THl Ias cuales posiblemente represente el mecanismo antltumoral mas eﬁcnente L
Hu '998 EI tIpO de células capaces de inducir este tipo de diferenciacion se ha denommado ‘

; Dcl (celulas dendrmcz\s tipo 1) y su diferenciacion esta favorecnda por la presencn dek'

o 2
IFNy Cohun I993 Czerniceki 001

Una vez que Ios linfocitos T son sensibilizados, éstos deben de: recnrcular a traves de los
linfaticos v'son acnvados po: la presencna del antigeno tumoral hacxa el cual fueron

B !
sensnblhzados Plautz 2000

Los Imfocnos CDS, son. una de las prmmpales células involucradas en el 1echazo a tumores,

sin embalgo no son las Unicas celulas cqpaces en mediar inmunidad antltumoral Durante '

las ultimas tres decadas estudlos en anlmales han mostrado la lmportanma de los lnfocxtos

T CDS,.para lo cual es necesaria la expresién de moléculas clase I Fidler 1978, Fudier 1977, C°h“"v‘i

1994 Estudios recientes utilizando ratones knockout han mostrado vque_:la;ausencna ‘de’
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. .
ningin mecanismo medxado por celulas T es esencnal para el rechazo de "meresCohen 2001, Winter

1999, Plautz "000

5. MECANISMOS INMUNE ANT[TUMORALES MEDIADOS Y NO MEDIADOS
POREL ANTlGEN

cnfca T pueda prescmdlr del contacto directo con

contacto con el tumor (o} por a

antlgenos El mecamsmo de‘ rechaz secundarlo es pues consecuenc1a de a secrecnon dei v

cntocmas y quumlocmas Los' eféctos medxados por cnocmas y qulmlocmas mcluyen unf

efecto antlanglogemco y pro-apoptotlco, dlrecto e indirecto al actlvar celulas accesorlas,,}- '

(no-T) De igual manera las citocinas median que linfocitos’ T actlvados, celulas NK

- 2
; lmando) en las células tumorales Rosen 2000, Berke 1995, Berke 1995, Henkart l9

mediado por células T, alcanzdndose una act:vacnon optlma durante el encuentro con 'el

hY 2 2
tumor 1iki 1992, Ksander 1992, Frey 1997

Las citocinas son capaces de ejercer un efecto antltumoral directo, el FNT o lnduce un
efecto antiangiogénico que per se,” es c'lpaz de mducw rechazo tumoral Asher '99' Mule 1938,
~Asher '9‘“’ se puede inducir un efecto pro-z apoptdtico mediado por IFN’ y/o TNFCL"“"”' '998

S"“s 1998, Burke 1997, Tamura 1996, Yeung 1996 , ¥ es posible también incrementar la susceptlbllndad de

Ias celulas tumorales a la accion de otros mecanismos antitumorales. - La e\poswlon de las™

‘celulas al interferon aumenta la trascripcién en la célula. tumoral del fosfohpldo-

escramblasa, induciendose Ia tmnslocacxon de fosfatldllserma al e\tenor de la membrana




SISTEMA INMUNE 82

INMUNOLOGIA TUMORAL

Zhou 2000 15 que incrementala actividad fagocitica medlada por macréfagos, y la umon de

macréfagos tumorlmdas Krahling 1999, U‘s“g’ 1991,

' La accnon “antitu il medlada por cntocmas

ademas de os;lmf‘ocntos T;: celulas NK LAKv i
Emnghnunsen 198:,'F:dlcr 1985 Smkl 1985 Kot 1983. Mulc 1987 Sm\mrd-Akcrs I993 Ferrnnle I99- Kntaynmn l9§ Bnrlon(,l995‘ :

-Las cél‘ula‘s NK e presan una serle de’ receptores de superf'cxe (KIR) para identificar ‘elulas’
transformadas o infectadas que han regulado neaauvamente la expresnon | v
CPH Morum 1998 Moretta 1997 Mon.ua I977 Lopez-Boler 1996 EStLIdIOS rec1entes han d mostrado que

clonos especnﬁcos de celulas NK reconocen combmacxones de CPH hxpoe\tpresados y
e\presqdos normalmente con el obJeto de evadn‘ las 1espuestas T M"”"“ 1997 . Las células NK
median también la lisis tumoral a traves de la secrecxon de algunas cntocm'ls Steward-Akers:1993,
Kamamura 1993 mducxendo ade“

cuales adquxeren mayor capacidad de reconoc:|m1ento tumoral Fehniger 1999, Mohan 1997, Salazar
Mather 1996 : : "

a traves de estas, la dlferencmcnon a células LAK las--.

l estudlar el modelo murmo, sin®

La mmunologu' 1 hat lograclo grandes avances

embargo, dado que la mtenc:on de esta revnsnoh fue el"anallsls de la mmunologla tumoral

,humana' no s dnscutlran estos aspectos en detalle, cabe sefialar, sin embargo, que'

'anomnhdades detectadas en ratones pudleran ser relevantes en el cancer humano, como,
Correa 1995 M:zogushl :

Ios hallazgos que descrlben ]as 1ltelac10nes en Ias semles de transduccmn
: |99z. \\’unn 1995 i : L

: Orec;)kaspecto' importante de la investiqacién enel modelo murmo ha sido la C'lracterlzacxon

de 62 LOW

Ias ce’lulas CD

de los g'mehos lmhtlcos*"""“"“’ 1999 'lo que le conf'ele a las celulas que exp >san C

nega“va de CD67JUM 1990, Jung 1988, Jung l9SS bradley 1991 , por lo que lyas cel;l

4L0\\

ganglios linfiticos regionales, expresan CD6 , ¥ muestran.-meno
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: 2
recircular €ohen 2001 o posible que estos linfocitos tengan una circulacién restrmglda que

. 419
incluye el lecho tumoral Risergaard 1999, Cohen 2001

6. iNMUNbé’UPRESION

Es posnble que para que exista una respuesta antltumoral efectlva, esta deba ser THI l

en tumox s la mduccnon de respuesta H La secreélon de IL-IO prostagla dmas quctorf'* o

~°"°" °°l La consecuenc :

Veraste gw"OOZ

Desde el punto_de vista sistémico, llama la atencién ‘que la asocmmon de crec1m1ento
tumoral y un estado de inmunosupresién zenerallzado, se observa umcamente en neoplasnas

avanzadas Mul\hrjl 1986m, loaunnides 1993, North 1985



STSTEMA I NG 7 84

(135*._;11&0:? l'nfuturr)"

ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS 7]

Los organos linfoides secundarios son estructuras Unicas las cuales proveen los
elementos necesarios para la inicjacién y mantenimiento de una respuesta inmune. Esta
funcién se refleja en ciertas caracteristicas estructurales comunes a todos los te,udos,

lmfmdes secundarlos, en estos sitios existen mecanismos - a traves de los cuales los*

'sangre \A ﬁna]mente, en estos sitios exlste una

microambientes linfoides “zonas T y zonas. B” b

. ’ . » Picke
interaccion celular.' feker 1999

bazo permlte 1nte1actuar con antlgenos presen S a a'ngre, ‘los ganghos linfaticos -

rec1ben a los antxgenos a través de vasos lmf'ltxcos‘ los antigenos tisulares estan en

: contacto con el tejldo linfoide asociado a mucosas a traves de epitelios especializados
‘ ,Muc Lennanl993 5 - .

iGANc":LuosL‘mmcos

capsulares que se  agrupan

asculales (a\lla ingle, regiones” cervncales,
Weiss ‘1983, S

earales de la vasculatuxa Imf'xtlca

Weiss 1988

eferentes Los linfiticos aferentes al blfurcarse conf

células del estroma™*™ %3 [ a linfa y células depositadas 'o’SubCap"su]'ar deben

pasar a través de los linfocitos presentes en la:corteza'via:senos radiales ‘antes de
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alcanzar la medula del ganglio” ™™ *°_ La medula consiste en senos medulares ricos en
macrofagos y células plasmaticas, separados entre si por células del estroma y fibras.
Esta distribucién anatémica permite a antigenos presentes en cualquier region de la

economia entrar en contacto con células del sistema inmune.

Los linfocitos, especialmente virgenes, tienen un continuo flujo a través de la corteza,
estos entran a los ganglios a través de las vénulas endoteliales altas presentes en la zona
T de la corteza (o paracorteza. Las vénulas endoteliales altas expresan moléculas de

adhesion que interactian con las presentes en los linfocitos especialmente virgenes™

1996

FIGURA 37. GANGLIO LINFATICO

La corteza puede dividirse en dos regiones estructurales y funcionales; zonas T y zonas
' nB 'Il..o's linfocitos B estan agrupados en foliculos en donde también se pueden identificar
celulas dendntlcas foliculares, macrofagos y algunos linfocitos T CD4" efectores y de

memona (Flgura 37) Rouse 1984

den dwxdlrse a su vez en foliculos primarios, los cuales estan

E con una‘red:de celulas dendrmcas follculares y algunos macrofagos, rodeados de un

= amllo de: mfocntos B en reposo con las caracteristicas de los presentes en los foliculos
: Pplcker 1999

: pnmanos

Z31S CON
FALLA DE ORIGEN
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En reposo los ganglios habitualmente poseen solo algunos foliculos secundarios
mientras que aquellos estimulados por el antigeno tienen una corteza con muiltiples

centros germinales. En la paracorteza emsten principalmente linfocitos T los cuales son
Ebnet 1996 . S

principalmente CD4" (proporcién 3:1 con’ respecto a CD8 )

Cuando los. foliculos no estédn mvolucrados en respuestas mmunes, lo prmcxpales_ :

elementos recirculando ‘son los linf

red de celulas dgndrmcas fohculares E

24 ‘hrs. , Las celulas cxrculantes B 1 8’”' aunque pudneran :

existir células B;.t 8 Los follculos secundarios: ‘posee células’que: estan mvolucradas'

en pnocesos dependlentes del antlgeno o mnogeno“““"""““" 1993,

No toda la activacién de lmfocxtos en Ios fohcul ,se pueden 1dent1ﬁcar

tres tipos de respuestas follcuhres. En c1ertas circunstancias: estas pueden coexnstlr La

forma mds frecuente de respuesta B follcular centros germmales, los’ :

cuales se caracterizan por respuestas T dependlente durante as‘ tres pnmeras semanas

de ‘contacto con el antigeno, pudxendo eaparecer d rant e encuentros subsecuentes con‘ ;

el 'mtlgeno sin embargo, €l tamano ¢.los centros: ermm'lles txende a dlsmmulr enlos "

contactos subsecuentes con el antxgeno n den °°'_d 1986 .Enel centro germmal suceden una

serie de eventos en los mducxdos po mgeno los lmfocxtos B prohferan clonalmente

aumenta la espemﬁcxdad para l‘antxgeno a traves de la hlpermutamon somatnca de los

genes v, las células B: especnf' cas son seleccnonadas sobre la base de su; aﬁmdad por el

antigeno y finalmente" estas’,

L3 dlferenman a lmfocntos de memorla o a celulas
Kclsocw%f E ; e

plasméticas

Cuando los cemros germmales se form'm un porccntaje pequeno e celu]as‘B son‘ v
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hrs. El reclutamiento de células virgenes se completa en el momento que se forma el
_centro germinal, asi mismo, la activacion de células B en zonas T cesa en el momento

de la formacién del centro germinal (Figura 38) Re5¢19%

FIGURA 38. FORMACION DEL CENTRO GERMINAL

FOLICULO LINFOCITOS B EN REPOSO
PRIMARIO

RAPIDA PROLIFERACION DE

3 A 4 DIAS BLASTOS, (6-7 HRS) LINFOCITOS EN
POST REPOSO CONFORMAN EL MANTO
ESTIMULO
ANTIGENICO
CENTROBLASTOS CONTINUAN
PROLIFERANDO Y FORMAN LA ZONA
OBSCURA, LA ZONA CLARA ESTA
CONFORMADA POR
CENTRO CENTROCITOS. MACROFAGOS
GERMINAL DELIMITAN LA ZONA CLARA Y LA
OBSCURA LOS CUALES FAGOCITAN
CENTROCITOS APOPTOTICOS.
LOS CENTROCITOS SOBREVIVIENTE
FORMAN LOS PLASMABLASTOS Y
LINFOCITOS B DE MEMORIA
PRESENCIA DE CELULAS B DE MEMORIA
FOLICULO
RESIDUAL

Las respuestas de células T se encuentran polarizadas por dos subtipos de estas células,
el patron THI1, caracterizado por la produccion IL-2, IFN-g, y TNF-b y el patron

TH2 caractenzado por la secrecion de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 (y posteriormente IL-13)
Crom ‘9;94’, nggr 1’997

"_Las celulas T ndive se encuentran casi exclusivamente en 6rganos linfoides secundarios,

- .po lo que se infiere que la transicion células nédive-células de memoria, ocurre en esta

o locahzacnon. La poblacion de células nidive consiste en células estables de larga vida,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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"que se encuentran en _constante movmuento entre varios organos linfoides secundarios.

,,Una vez en contacto con el antlgeno en el contexto de la célula presentadora adecuada,

i e e activan, proliferan e inician cambios fenotipitos y funcionales

‘ ~las celul 's

"asomados con.la transicion niive — de memoria. Esta transicion esta coordinada por

- c:ertas cxtocmas y los contactos entre celulas proveen sefiales co-estimuladoras™<"

1990 Schwmzcrl 994Luqmnn 1992

“FIGURA 39. ACTIVACION CELULAR EN GANGLIO LINFATICO

GANGLIO LINFATICO

%:ﬁl" ANTIGENO Asz?' e
RECIRCULACION IR
DE CELULAS DE é Q R
/ MEMORIA/ A Co
DERMIS f _ EFECTORAS ® - @
£ CELDENDRITICA
ANTIGENO ~ () /

oF

m"“‘*a\\ i g
FASE DE A AY . /

DE FASE
SENSIBILIZACION éEFECTORA

S HIPERSENSIBILIDAD
%~ RETARDADA

EPIDERMIS

EXPANSION CLONAL
Y TRANSFORMACION A CELULAS
DE MEMORIA

Esta compleja regulacion de las funciones T de memoria-efectoras se encuentra
incompletamente caracterizada, pero se piensa que tejidos linfoides terciarios que
- conforman parte de la red linfatica bajo la influencia de un determinado 6rgano linfoide,
secundario pueden secretar elementos reguladores (solubles o celulares) que influencian
el potencial funcional de las células T de memoria generadas en un organo linfoide

. CaAV 9 p. a3
dado (Flgura 39) Mackay1992, Paul 1994, Picker 1999‘
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Las células de memoria recién activadas son capaces de dejar el ganglio linfatico a
través de linfaticos eferentes, ingresan a la circulacién y postenormente mlgran a los ;

dxferemes teﬁdos secundarlos a traves de la presenc:a de receptores de asentamlento T

'994. Es posible que celula v.que

lndl‘,lduoe\kbarl 994 Al\b'lr ! 993

. e . ; 2 2
‘secundarlos, los cuales son dependxentes del antxgeno M“"'"“" '99_'""“ 1992,
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Como en las células T, el proceso de seleccidn del repertorio de la célula B esta

regulada por un micro ambiente  especializado; el centro germinal. La doble’

funcnonalldad del receptor de células B (reconoc1mlento antlgemco y actxvacxon‘ -

~mayores cantld : des -d

vdleI encxarse a celulas plasm'mcas en contactos subsecuentes conel antxgeno""“‘" 1999,

Esmdios en éélillas B circulan'tes"eh fatén sugieren‘ la siguiente secuencia de eventos en
: Ia genesns de una respuest'x mmune a un antxgeno T de:pendlentep'c"er 1999, Mac Lennan 1993,

. Los lmfoc1tos B naive cxrculantes IgD+, IgM+ entran a: los organos lmfmdesf -

secundanos a traves de los vasos endotehales altos.

. En ausencia de antigeno especifico estas celulas

margmal Mlgxan a los folnculos pnmanos



91

RN L..[N FOIDE ELUNDARIOS

Ganglios linfaticas

cordones medulares de los ganglios linfaticos o a estructuras equivalentes en

otros 6rganos linfoides secundarios.

e En presencia de linfocitos T, otros lmfocntos Bwrgenes mgresan alos fOllCUlOS '

-antlcuerpo.

pnmarlos en donde prohfera ¥ n 'respuesta a. compleJos antigeno

Y. elulas B de nucleo‘

- _germmal (la zona clara) esta compuesta por. cent ocxt

'hendndo lrreguhr con cromatma condenS'lda En la zona lara cerca de la: zona ,

fobscum se encuentran macrofagos espemallzados lenos de centroc:ltos’

'f"igocnti" Los centrocxtos supervivientes dan a celuhs plasm’xttcas,

‘pla mabhstos y celulas de memorm

. 'En»‘atlsénéxc‘ de estnnulo 'mtxﬂemco adncxoml el centro gexmma] mannener su -
estructura por 3 semanas después de lo cual los centros germmales empxezan a
decxecu y ﬁnalmente plexden su morfolonn Sin embargo las celulas dendrltlcas'
y los blastos de mcmorxa persxsten por.un periodo de tlempo mucho mayor‘

después de la estnmuhcnon antlgemca

Los centroblastos y‘cem’rpcit/cis"‘e.\"pre‘san CDIO y  bajos mveles de CD_>8 los‘

- centroblastos expresan CD77. 'Las células B naive son IgD*/IgM™ y- as celulas B de‘

memoria no expresan IgD en'la superfi cighiicker 1999,
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Desde el punto de vista funcional en los centros germinales pueden identificarse cuatro

etapas-de maduracu’)n (@) e\pansxon clonal (b) h1permutac10n de los genes de Ig

prmcxpalmente centromtos), yo(d) 're-'
yFu1999 - T L

(c) se]eccmn . clonal

(centroblastos), :
1atncas )

l‘u 1999

con’‘ios ventos antertormente: deSCI'ltOS

ales (como se demuestra en pac1entes con

para la formacion de los centros  gern
ligado~a }\ 'y ‘en’ ratones CD4OL-/- knock-out los

inmunodeficiencia con hnper IgM :

cuales son deficientes en CD40L)“°’"cr 1995,

DESARROLLO DE ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS

Los mecanismos mediante los cuales se inicia la organogénesis de los tejidos linfoides
secundarios empieza a ser entendida "p:r_in(:ipalmente por -la disponibilidad de modelos

animales.

La mayor parte de la mformacxon dlspomble analiza las consecuencias de la ausencia de
genes que codlﬁcan para qlgunas cxtocmas y quimiocinas, tomando esm mformacxon se.
han propuesto algunos mecanismos a través de los cuales se inicia la organogenesxs de

2
los Ie_lldOS linfoides seumd'lrlos"“s"" 2001,

Es posible que una-serie de citocinas participe en la sefializacién para reclutar linfocitos
en los organos linfoides en formacidn y la presencia de diferentes citocinas promuevan

la formacic')n y definan los compartimentos T v B en estos érzanosa’“""" 1998

. I’APEL DE LAS CITOCINAS Y QUlMIOCINAS EN'EL DESARROLLO DE
ORG A\’OS LINFOIDES

sttmtas moléculas y sus ligandos son esencnales en e] des"nrrollo de organos linfoides

secundarlos entre estos, miembros de la famllla de TNF/RTNF/LT son importantes
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para el desarrollo de los tejidos linfoides®"?P! 1998, La linfotoxina @3 (homodimero

soluble de ‘la familia de la lmfotoxma alfa) promueve el cremmlento de ganghos ‘
> de - ganglios .y sacros, los. cuales_. g

la formacnon de gangllos llrlf'lthOS a través de su receptor. TRANCE R

]no es necesaria sin embargo para la formacnon de p]acas de Peyer"““ 2°°‘

forma constltutlva CXCR'Fu '999 , €5 p051b1e que la fuente d est'l qulmlocm‘ sean las*

- Dos qmmoemas, MIP- JB y -la qu:mlocma infoide seg‘undana (SLC) son responsables ’

dreas T. Ambas se unen al receptor CCR7 ,

de la locahzacxon de los ]mfocntos T en las
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que esta presente en células T, En ratones carentes de CCR7 no hay formacién de zonas
T. SCL es secretada por células estromales presentes en las zonas T en bazo y por las

células endotelxales de: los vasos endotehales altos “de los ganghos lmfancos y placas_

cl eP eyerAnsell zbo

e la presencxa de su T ceptor CXCR4"““‘"’"“‘ 1999,

seleccnonados mlgran a la medula envdo de:seicon 1erten en’ lmfocttos mposmvosv :

Canupell 1999, Los eventos ﬁnales deAmaduracmn_que mcluyen I delecnon de clonas

Ascll l 999

autoreactivas pox seleccxon neganva se llev'm a cabo en ]a meduh

lar presenc:a de factores. de crecxmnento que sustentan su;“ :
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FIGURA 40. FORMACION DE ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS

ESTIMULACION DE  CELULAS

IL

ATRACCION DE CITL MEDIADA POR

.
LA DIFERENCIACION DEVASOS

INDUCTORAS DE TEJIDO LINFOIDE CXCL13. ENDOTEL!ALES ALTOS, PERMITE
(CITL) . IL-TaR/ICXCRS AUMENTO FOCAL DE LA LA EXTRAVASACION DE
LINFOCITOS CD4 PRODUCEN PRODUCCION DE CXCL13 Y LINFOCITCS T YB, ESTOS ULTIMOS
LTalp2. LTa1$2 EXPRESAN CXCRS POR LO QUE
LAS CELULAS MESENQUIMATOSAS ™ RESPONDEN A CXCL13.

REGULAN POSITIVAMENTE
VCAM1,ICAM1 Y CXCL13.

ST AT
% & LIG DE

A DETEILIN
CXCRSCD1

) vy e e Foms & G ROITHEEN A
h ESEQUY y 3 el e yOT T e
e TR 1 1 S o S R e VR

oy poagy ey

MIGRACION DE LOS LINFOCITOS A TRAVES DEL GANGLIO

Los linfocitos son células moviles las cuales continuamente se encuentran recirculando
entre la sangre y los drganos linfoides secundarios, esta circulacidon favorece la llamada
vigilancia inmunoldgica y es el mecanismo mediante el cual se difunde la respuesta
inmune y la memoria inmunolagicaSewans 1957 Young 1998

~ Ademas del sistema de circu'lacriénganguinea, los vertebrados superiores poseen un
segundo . sistema qué‘penﬁitg elretomode liquidos extravasculares y proteinas a la
sangre@o"ens ??79,' ‘Este ststemalmfatlco permite mantener la homeostasis y es una ruta
utilizada por los diferentes elementos del sistema inmune™™ °7°. Mediante este sistema
circulatorio, linfdcit‘os "prés‘e'htesr en diferentes tejidos, pueden ingresar nuevamente a la
circulacién mediaqtie_:»’lp‘s l{nféticos aferentes (pre-ganglionar) y al salir de los ganglios

linfaticos recircular a través de los linfaticos eferentes (post-ganglionares)S™" 197,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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FIGURA 41. COMPOSICION DE LOS DIFERENTES LINFOCITOS EN GL

GANGLIO LINFATICO

SANGRE

5 1 GL DE 1 GR. RECIVE EL 0.012% DEL
*1GR. 2X10° CELULAS GASTO CARDIACO O 1.2 1X10° CEL /HR.
*EL 25% DE LOS LINFOCITOS EN SANGRE
ARTERIAL ENTRA A LOS GL A TRAVES DE
LOS VEA

B FLUJO LINFOIDE : % b~ ] LINFATICO EFERENTE

+ DE UN GL DE 1gr. FLUYEN 30X0+
CELULAS /1R
+100% SON LINFOCITOS
" . + 5% CELULAS RECIEN PRODUCIDAS
LINFATICO AFERENTE oy « 85-90% SON LINFOCITOS
: + 10% DE L.OS LINFATICOS
- 6-12 LINFATICOS EFERENTES/GL : Tt AFERENTES
+ FLUJO DE IX10° CELULAS /HR. : R + 8% RECIEN INGRESADOS DE
« 10-15% SON CELULAS . . : SANGRE A TRAVES DE VEA
DENDRITICAS
- R5-90% SON LINFOCITOS

En el humano, los ganglios linfaticos se encuentran agrupados en cadenas, la via
eferente de un ganglio contribuye a suplir de células a través de la via aferente del
segundo grupo ganglionar. La circulacion linfoide parece estar restringida, al menos en

algunos linfocitos, cuyas caracteristicas han sido descritas en otras secciones®*!l 1977,

Cada linfatico aferente provee 10% de los linfocitos presentes en el ganglio linfatico,

cada ganglio linfatico recibe 1‘.2x10"I células /hora, lo cual representa el 0.012% del
Hay 1977

asto cardiaco ‘el [ 40% de los linfocitos no se encuentran en circulacién. Es
g o

posible que 25% yde', vosl»nhfdcitos circulen entrando y saliendo de los ganglios a través

de los Iinféti¢bs:’(ﬁyivgu g 4]) Andmde 1998

TROIS (0

i
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El Porcentaje de las distintas poblaciones circulantes es variable como se ilustra.

FIGURA 42. PORCENTAJES CELULARES EN LOS DISTINTOS
COMPARTIMENTOS

GANGLIO LINFATICO

45%

LINFATICOS FFERENTES

oCD4 40%
oCh8 15%
oTys 10%
ob 0%

LINFATICOS AFERENTES

oCIDd 40%
oCD8 15%
oT s

o}

Los linfocitos ingresan al ganglio linfatico a través de dos vias; el 10% a través de
linfaticos aferentes y a través de las venas post capilares (vénula endoteliales altas), la
migracion de estos no es al azar, llevandose a cabo el proceso de ecotaxis, la
organizacién pos migratoria de los linfocitos depende de la presencia de una serie de
factores entre los cuales las quimiocinas y citocinas, tienen un importante papel como

ha sido mencionado previamente®'P** 1998 Young 1997

Ex1ste evidencia que sugiere que el IFN a tiene un papel importante en la regulacién de
:;l‘a‘.i'migracién de linfocitos B a través del GL. Las células B de los centros germinales
qérécen de receptores para la L selectina haciéndolos incapaces de migrar. Este hecho al
“ﬁé?eéer tiene como objetivo el retener células B antigeno especificas en el centro
germinal durante el tiempo que se establece una respuesta inmune. se requiere para

asegurar la supervivencia de los linfocitos B en los centros germinales. Se requiere

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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asegurar también la supervivencia de los linfocitos B en los centros germinales,

favoreciendo la adhesién homotépica mediada por IFN d y CD2] Young 1997,

,Otro aspecto 1mportante es la e\presxon de mtegrmas las cuales :

Ingreso

Mediado por VEA,

2 Interacciones entre VEA y
LINFATICO AFERENTE % linfocitos.

Ocurre en minutos.

Triansito.

Mediado a través de
componentes solubles celulares y
estructurales, Participacion de
proteinas de matriz extracelular
integrinas y quimiocinas.
Duracion aproximada 24 hrs.
Capacidad de trdnsito especifica
para distintas subpoblaciones.

E¥<

FOLICULO
ZONA B

Salida.
Mediada a través de diferentes
sefiales

LINFATICO
EFERENTE

on necesarias durante -

Se piensa que los linfocitos ingresan a los organos linfoides mednnte una cqscada de ;!

eventos, en esta proposicion las células se adhieren al endotello ascular

" través de interacciones entre estos mediadas por selectmas, posterlormente mcrementan

: la actividad mediada por integrinas, lo que ocasiona la firme adhesién de las celulas

~ posteriormente bajo la influencia de factores quimiotécticos estas células son capaces de

Stamperi976, Hendrix 1987, Mebius 1993

migrar a los tejidos . Las selectinas expresadas por los

linfocitos interactuan con las adresinas expresadas en ganglios y otros organos linfoides

TESIS CON
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secundarios®®#'** Uno de los factores quimioticticos mas importantes 1dent1ﬁcados

hasta la fecha son las quimiocinas®™ 1% -

Asi mxsmo, E‘cl St n‘ 'mportantes dlferenmas en; los tlpos celulares que clrculan y se'k

dores para celulas dendrmc s en

,celulas de memorla mtegrmaﬁl l“g"/L selectma o

asnentan en gangho lmfatxcos. Po "'eJemplo un v‘porcentaje cercano al 15% de celulasi'

hecho qu, ,suglere que celulas ndive .

c1rculan prmcnpalmente en gmglxos mientras que las de memona lo hacen en te_)ldos

Vel
(plel m'’ sculo te_]ldO celulm subcutaneo etc) BV 1993, C‘,’s'““‘,’; vekz 1995
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PATOLOGIA GANGLIONAR BENIGNA

LINFADENOPATIAS

Los crecimientos ganglionares son frecuentes y pueden detectarse en dlferentes
localizaciones del organismo. Clinicamente son ganglios pequefios (1 a 2 cm de"ii

dlametro) blandos, movxles y no traducen desde el punto de vxsta 1

Collins 1995

gangllo o;vmetastatlcos Des 1991 “En el 84% de los casos: estas: ‘hnfadenopatlas son

.bemgms, més. de la mitad son consideradas como. reactl pecificas y el resto de

'orxgen mfecc_:loso, principalmente mononucleosns ‘infecciosa, = toxoplasmosis o

tuberculosis ™™, En el 16% de los casos puede ¢ cerse el diagnéstico de

linfoma o metéstasis ©"™ 7, Aun cuando el tamafio de la adenopatia y la consistencia

de estas pueden orientar clinicamente a un ‘diag‘nés,ucvo,

erteza requiere del estudio

histopatoldgico y examenes de laboratorlo Lukes 198

En algunas ocasiones, el crecmuento gangllonar es‘ detectado. por procedimientos de

a) Y en estos casos su

un

atologico. vque requnere de

nmumolustoqmmlca y tecmcas moleculales , las cmles permiten deﬁnlr la esnrpe de las

células y el estadio de dxferencncnon (Flaum 44) Maciyre 1989 La clonahdqd de"‘lasf -

,poblacnones es otra vamnte nnportaute que ‘puede amhzarse moleculaxmente aunque
‘su presencia sugiere un proceso nnheno existen algunas e\cepmones por eJempIo en
“linfomas ougmados en pacxentes transplantados frecuentemente se encuentran

poblaciones policlonales, chmcamente estos ‘tumores son muy agresjvos lline 1997 por
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otro lado , estudios imunogenéticos han mostrado clonalidad en adenopatias asociadas
al Sindrome de Sjogren, a la linfadenopatia inmunoblastica y las adenopatias
secundarias a la infeccion por VIH Alero 1978, Kisen 1976, Smamal9?2 G pien es posible que en
estos casos exista un riesgo elevado para el desarrollo de linfomas la asociacion no esta

claramente establecida.

Los procesos ganglionares reactivos, son analizados principalmente en base a la
arquitectura ganglionar (Tabla 3), en ocasiones es posible elaborar una correlacion
etioldgica y las caracteristicas funcionales de las células presentes son muy pocas veces

consideradas.

FIGURA 44. IDENTIFICACION CELULAR POR INMUNOHISTOQUIMICA

Linfadenopatia reactiva.

Inmunohistoquimica utilizando
CD20, con cl cual se delinea el
centro germinal

. TISIS CON
FALLA DE ORIGEN
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TABLA 3. ENFERMEDADES ASOCIADAS CON LINFADENOPATIA

AGENTE ETIOLOGICO

ARQUITECTURA GANGLIONAR

INFECCIOSA

VIRALES: MONONUCLEOSIS
BACTERIANAS: ESTREPTOCOCO,
SIFILIS, TUBERCULOSIS,
HONGOS: HISTOPLASMOSIS
CLAMYDIA: LINFOGRANULOMA
VENEREO

PARASITOSIS: TOXOPLASMOSIS
RICKETSIAS: TIFO

INMUNOLOGICAS
ARTRITIS REUMATOIDE
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
HIPERSENSIBILIDAD A DROGAS

LINFADENOPATIA
ANGIOINMUNOBLASTICA

NEOPLASICAS

HEMATOLOGICAS: LEUCEMIAS,
LINFOMAS, ENFERMEDAD DE HODGKIN
METASTASICAS

ENDOCRINOPATIAS
HIPERTIROIDISMO

MISCELANEAS

ENFERRMEDAD DE CASTELMAN
SARCOIDOSIS

ENFERMEDAD DE KIKUSHI
ENFERMEDAD DE KAWASAKI
HISTIOCITOSIS X

HIPERPLA FOLICULAR

ARTRITIS REUMATOIDE
SINDROME DE SIOGREN

SINDROME DE STILL

ENFERMEDADA DE KIMURA _

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
PROCESOS GRANULOMATOSOS
EBFERMEDAD DE WHIPPLE
INFECCION POR HIV

HIPERPLASIA ANGIOFOLICULAR
PSEUDOTUMOR INFLAMATORIO
SECUNDARIA A DIFENILHIDANTOINA

HIPERPLASIA INTERFOLICULAR

ENFERMEDAD DE WHIPPLE
ADENITIS VIRAL

SINDROME HEMOFAGOCITICO VIRAL
LINFADENOPATIA DERMATOPATICA
HISTIOCITOSIS SINUSOIDAL
HISTIOCITOSIS X

HIPERPLASIA DIFUSA

LINFADENOPATIA
ANGIOINMUNOBLASTICA
LINFADENOPATIA
INMUNOBLASTICAREACCIONES A
DROGAS

SARCOIDOSIS

LESIONES VASCULARES
PROLIFERATIVAS.
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HIPERPLASIAS GANGLIONARES

Desde el punto de vista fisioldgico se sabe muy poco de los eventos que inducen los
cambios en la arquitectura ganglionar. Las hiperplasias se caracterizan por una
proliferacion celular reversible, puede involucrar diferentes sitios anatomicos del
ganglio Pt 197 los foliculos, que constituyen zonas predominantemente pobladas por
linfocitos B y las regiones paracorticales o interfoliculares, en las cuales predominan

linfocitos T Fishlede 1987, Lipford 1987

PATRON FOLICULAR, En este tipo de hiperplasia numerosos foliculos crecidos
distribuidos en la corteza, paracorteza y la union coértico-medular. Los centros
germinales se encuentran hiperplasicos y morfologicamente estan constituidos por
células grandes y pequefias, en ocasiones con multiples mitosis. En la zona marginal de
los centros germinales se encuentra una franja de linfocitos pequefios que claramente
delimitan el foliculo del resto del parénquima. El patrén folicular es el tipo principal de
hiperplasia en nifios, linfadenitis de tipo luético, reumatoide y la hiperplasia

angiofolicular (Figuras 45-a y 45—b) Fox 1943, Norris 1996, Pileri1992, Campbelll977, Hartsock1970, Chadburnl 989,

Ewingl 985, Keller1 972, Frizzern 1971

FIGURA 45-a. HIPERPLASIAS FOLICULARES
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HIPERPLASIA ANGIOFOLICULAR. ADENOPATIAS EN LUI
A.VASOS CENTRALES HILAINIZADOS C. HIPERPLASIA FOLICULAR.
B CAPAS CONCENTRICAS DE CELULAS D. NECROSIS.
FOLICULARES

NN

rALus DE ORIGEN




SISTEMA INMUNE 104
ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS
Ganglios linfaticos

. FIGURA 45-b. HIPERPLASIAS FOLICULARES

ERARAE Sy} RN

E. ENFERMEDAD POR ARANAZO DE GATO. NEROSIS DE PACIENTES CON HV.

CENTRAL, CAPSLLITIS Y GRANULOMAS SUBCAPSULARES . FOLICULOS HPERPLASICOS

F. HPERPLASIA FOLICULAR SECUNDARIA A SIFILIS H. PERDIDA DE FOLICULOS Y DISTORCION DE LA
ARQUITECTURA

PATRON SINUSOIDAL, se caracteriza por el crecimiento de los sinusoides que
conforman el parénquima ganglionar. Existe una proliferacién de histiocitos, la
medula se encuentra aumentada de tamafio y en ocasiones se encuentran células
plasmaticas formando cordones Swerdlow 1992. El patron sinusoidal se encuentra

frecuentemente en zonas linfoportadoras a tumores malignos y algunos procesos

infecciosos (Figura 46) Selvder 1971, Childs 1987

FIGURA 46. HIPERPLASIAS SINUSOIDALES.
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MONONUCLEOSIS INFECCIOSA

A MARCADAO AUMENTO DEL AREA INTERFOLICULAR
8 CENTRO GERMINAL INFILTRADO POR LINFOCITOS GRANDES
PRESENCIA DE LINFOCITOS TRANSFORMADOS QUE SEMEJAN CELULAS MALIGNAS.
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PATRON DIFUSO existe pérdida de la arquitectura normal del ganglio. El
parénquima del ganglio se encuentra constituida por hojas de linfocitos, inmunoblastos
y ocasionalmente macréfagos. Las vénulas post capilares se encuentran prominentes.
Este tipo de hiperplasia es comin en infecciones virales, linfadenopatia dermatopatica y

en la linfadenopatia inmunobléstica (Figura 47) ¥rishna 1993, Abendanzo 1995, Mitchel? 1992

FIGURA 47. HIPERPLASIAS DIFUSAS.

LINFADENOPATIA DERMATOPATICA
FOLICULOS PALIDOS RODEADOS DE MELANINA
PROMINENCIA FOLICULAR CORTICAL
PRESENCIA DE HISTIOCITOS Y CELULAS DE LANGERHANS
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PATRON MIXTO, es una combinacfc'in de hiperplasia folicular y difusa. Existen
foliculos aumentados de tamaﬁd, :‘fprese.ncia de centros germinales, proliferacion
interfolicular de inmunoblastos, "eny*'ocasiones sinusoides dilatados y proliferacion de
histiocitos. Este tipo de proliféracién es frecuente en mononcleosis infecciosa y en la

linfadenitis por toxoplasma (Figura 48)- Perfrn!?73,

FIGURA 48. HIPERPLASIAS MIXTAS

TOXOPLASMOSIS

INFLAMACION CAPSULAR

TRANSFORMACION VASCULAR DE LOS SINUSOIDES
EXPANSION INTERFOLICULAR

PROLIFERACION DE LINFOCITOS PARA FOLICULARES
AGREGADOS DE HISTIOCITOS EN FOLICULOS HIPERPLASICOS

Tt CON
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PATOLOGIA GANGLIONAR MALIGNA

Las neoplasias presentes en los ganglios linfaticos pueden ser primarias del ganglio
(linfomas) o bien haberse originado en otro tejido. Las neoplasias que se originan en
los ganglios poseen caracteristicas similares a las originadas en otros o6rganos; son

clonales, invade tejidos sanos y destruye la arquitectura normal Perfmn 1974 Davey1986
NEOPLASIAS DEL SISTEMA INMUNE

Los linfomas son tumores del sistema inmune; el conocimiento de sus caracteristicas
morfoldgicas, comportamiento y patogénesis es complejo®™"%¢ 1°°° [ o5 linfomas se

han dividido en Enfermedad de Hodgkin y Linfomas no-Hodgkin ke 1986, Lenen1988,

Harris 1994, Davey1986, Glick 1980

ENFERMEDAD DE HODGKIN

La enfermedad de Hodgkin tiene como caracteristica histologica la presencia de células

de Reed Stemberg Agarsson 1989, Cascy 1989, Glick1976 (Figura 49)

FIGURA 49, CELULAS DE REED STEMBERG
~ TESIS CON
YALLA DE ORIGEN

ENFERMEDAD DE HODGKIN
CELULAS DE REED STEMBERG
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Es posible 'que las célulaé Vdev Reéd Stemberg sean de 6rigen linfoide, sin embargo, su

caracterlzamon ha 51d0 sumamente dlf'Cll thk 1976, Glick1980, Poppemal980,Times 1986, Falini1987, f\'gmsbn 1989,

Casey 1989 Glackl976

general_ .a presencn de- mfeccnon por virus de Epstem Barr ha sxdo correlacmnad'\ conA "

la presencm de este lmfoma kapl.’m 1980, Knowles 1988, Shibata 1991, Andsiko 1997

La EH predomxmo linfocitico representa el 5% de los casos, es mas frecuente en:
‘varones jovenes, involucra principalmente ganglios cervicales y a\llares y su pronosuco
‘es bueno ™ %7 E] 60% de los enfermos con EH tienen el tipo esclerosis nodular, es
mas' frecuente en adultos jovenes y frecuentemente existe masa mediastinal K 1%, L.a
EH celularidad mixta se presenta en el 30% de los casos y en etapas mds avanzadas que
las dos anteriormente descritas " 1% Mt 5 Del 1 al 5% de los casos con EH tienen
la ,v;ariedard ‘deplecidn linfocitaria, la cual frecuentemente se acompafia de datos -
s'istémic’os"y al diagnostico la enfermedad esta diseminada, posiblemente esta variedad -

'sea la que confiere el pero prondstico a los pacnentes Neiman [973, Grecr 1986

,L'15‘ caracteristicas clinicas, histolégicas e mmunologlcqs de este grupo de

enf’ermedades 1esult'm muy mte;esmtes, sm embargo no’ seran anahzadas en este

txabaJo
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FIGURA 50, CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD DE HODGKIN

PREDOMINIO ESCLEROSIS CELULARIDAD DEPLECION
LINFOCITICO NODULAR MIXTA LINFOCITARIA

LINFOMAS NO HODGKIN

. Los linfomas no Hodgkin, son un grupo heterogéneo de neoplasias las cuales han sido
agrupadas de acuerdo diferentes clasificaciones, principalmente relacionadas a sus
caracteristicas histolégicas (Lukes-Collins, Kiel, Working Formulation) Lue!9%8. Leanenttosz,
Hamisl994, Proposed World Heald: Orgmnizstion 1997 - pecientemente se han incluido en la clasificacion

caracteristicas inmunofenotipicas, genéticas e incluso moleculares (REAL)™™ 1994,

Algunos agentes infecciosos, principalmente virales, se han asociado al desarrolio de
estos tumores; especna] atencion ha tenido la asociacion con el virus de Epstein Barr y la
presencna de meoma de Burkitt, Enfermedad de Hodgkin, Linfoma de células NKT,
-‘etc "“"“’ 981 Enfermos con padecnmxentos crénicos o recibiendo tratamientos con drogas
. inmunosqpresoras (mmunodeﬁcnenmas ’ congénitas o adquiridas, enfermedades
atjtdi;irhunés y la éxposicién a radiaciones o agentes quimicos), desarrollan con mayor
frécuéncia linfomas Atense!987, Santana 1992, Kassan1 978
.La presencia anormalidades genéticas son frecuentemente detectadas en estos
padecimientos, translocaciones de genes especificos han sido descritas en los linfomas

Lee 1989, Gaulard 1992, Horsman 1995, Sander 1993, LoCoco 1993, Yano 1992 . El eStUdiO del linfoma deSde e' punto de

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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vista inmuno-funcional ha sido pobremente abordado, sin embargo, pudiera revertir una

importancia fundamental para el entendimiento de esta neoplasia.

fLosv linfomas B son los linfomas mas frecuentes. Este grupo de patologias estan
'v:chstituidbs por linfocitos B en diferentes etapas de maduracion e NowHedgin's Lymphoma
Classification Project, 1997y |3 Figura 51 A-E se ejemplifican algunas de las caracteristicas
histologicas de este grupo de linfomas. En este grupo de padecimientos existen claron
ejemplos de anormalidades cromosomicas caracteristicas, como en los linfomas de

Burkitt endémicos Siegelman 1985, de Jong D 1989,

FIGURA 51. LINFOMAS DE CELULAS B

A. LINFOMA FOLICULAR Baler 1992 Leech 1975, Yunis 1987.

B. LINFOMA DE CELULAS DEL MANTQ Neron 1995

C. LINFOMA DE LA ZONA MARGINAL ¥z== 1991

D. LINFOMA DIFUSO DE CELULAS

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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E. LINFOMA DE BURKITT Me#sth 1997,
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Los linfornas T/NK-cell son menos frecuentes que los linfomas B, constituyen el 15%
del total de estas neoplasias. Se dividen en fenotipicamente maduros e inmaduros. La
mayoria de los linfomas T son ganglionares en contraste con los NK que son extra

ganglionares Ham 1995, Hamis 1994

La c]asiﬁcacién‘,REAI;_j de los linfomas, considera a las neoplasias de células T y de

nisma entidad, ya que su contraparte celular normal se origina de un

ue. expresa CD3g fams 1994 Seis 1995 Clinjca, inmunologica y
morfolégicamente existe una gran similitud en sus caracteristicas, en las Figuras 52 A-
E, se

gxesrtra'l‘ri""a'l'hgunos ejemplos de estos tipos de linfomas.

Los linfomas"NK “verdaderos” expresan CD56+ y algunos marcadores de células T,
“CD3 intracitoplasmatico debido a la presencia intracitoplasmica de CD3¢ truncado:
pueden diferenciarse de los linfomas T porque estos no expresan CD3, cadenas af o

18 en la superficie y no rearreglan los genes para el receptor de la célula T Eril19%

TCCIZ CON

Faii: DE ORIGEN
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FIGURA 52. LINFOMAS T/NK

A. LINFOMA T PERIFERICO Pt 1958

B. LINFOMA T ANGIOINMUNOBLASTICQ™<'%"

B o X
C. LINFOMA ANAPLASICO DE CELULAS ERSIR N
GRANDES. CD30+ Ctot19%0. Kiey 1993, EaoLE
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D. CELULAS CIRCULANTES DE LEUCEMIA
LINFOMA DE CELULAS T Shimoyamal 991, Jaffe 1984, Yoshida 1984'
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E. GANGLIO LINFOIDE INFILTRADO

POR CELULAS TRANSFORMADAS DE
SINDROME DE SEZARY.
CARACTERISTICAS DE INMUNOBLASTOS
NUCLEOLO CENTRAL, ABUNDANTE
ClTOPLASN’A Wuinkler] 984, Wood I995.
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METASTASIS GANGLIONARES

El ganglio linfatico asi mismo puede ser asiento de metastasis de tumores originados en
otros sitios. Los ganglios linfaticos constituyen elemento muy importantes en el sistema
inmune, estan distribuidos en pequefios grupos en sitios estratégicos a donde drenan

vasos)linfétvicos de diferentes localizaciones anatémicas (Figura 53).

FIGURA 53. DISTRIBUCION DE LA RED LINFATICA GANGLIONAR

Tonsils
Submandibutar lymeh nodes

Cervical ymph nodes
Right lymphatic duct

Thymus Axltary ymph ncdes

Cistarna chyli

intestinal lymph nodes
lliac lymgh nodes

tngulnal lymph nodes

The Human Immune System
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Los ganglios linfaticos regionales han sido considerados como barreras para evitar la

diseminacién de la enfermedad”®™ 1972 Weiss 198 gin embargo, existen puentes linfaticés
y venosos que sobrepasan los ganglios linfaticos, permitiendo en ocasiones, la

diseminacién linfatica y venosa del tumor “** '™ En la actualidad es cada vez mas
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frecuente la vision del ganglio linfatico en su papel fisiolégico y no meramente

anatdmico

Las celulas tumorales en general aparecen prlmero en el seno margmal ‘de donde

penetran '1 ]os smusoxdes ala médula, a la corteza LA ‘nque 1mc1almente puede emstlr

una- mterfase entre el tumor 'y las celulas Imfondes ventualmente el tumo ' puede :

.a locahzacnon anatémxca de las

”remplazar la totahdad del parénquima gzmglnonar

metastasis ganglionares es un importante md1cador del’ mo de orlgen del tumor Richer 1979

Ganglios _ linfiiticos _cervicales ;

de la cara y cuero cabelludo M 1977,

* Ganglios linfiticos escalenos, representan la cadena yugular profunda y son el

sitio de metdstasis de carcinomas - 1ntratorac1cos,' los ganghos escalenos

izquierdos son también el smo de drenaje de tumores mtra abdommales.

e Ganglios supraclay lcularcs son smo‘ frecuente de metastaSIS para neoplasnas

abdominales. Los suprachwcula lzquler’os 'de carcmoma gastrlco y se

denomina Ganglio de Vuchox .

e Ganglios inguinales., son smos de metastasns e tumores:originados en la pxel

ovario y pene.

e Ganglios pélvicos son sitios de metastasis de prdstata, testiculos,:

tracto’ genital

femenino y piel de extremidades inferiores (Figiira 54 C)
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Estos patrones metastaticos si bien son frecuentes, en ocasiones pudieran no representar
tumores en la localizacion esperada. De la misma manera la apariencia histologica de
las metastasis es sugestiva del sitio primario, por ejemplo, los adenocarcinomas pueden
tener patron glandular, los canceres epidermoides presencia de queratina, cuerpos de
psamoma en tumores tiroideos etc. En ocasiones, existe gran dificultad para establecer

el diagndstico por lo que se requieren técnicas adicionales de inmunohistoquimica etc
(Figura 55).

FIGURA 54.

A. CARCINOMA METASTASICO A CUELLO

B. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE
CARCINOMA NASOFARINGEO METASTASICO
A GANGLIO

C. SEMINOMA METASTASICO. PRESENCIA
DE NICHOS TUMORALES RODEADOS
DE INFILTRADO INFLAMATORIO
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FIGURA 55.

L PT e

Gh;i.‘q (4
5

:Carcinoma metastéitico a ganglio, en donde se observa un crecimiento difuso, (a). El
analisis inmunohistoquimico (b), mostrd una reaccién negativa para CD45 (antigeno
~comun leucocitario). La reaccién'utilizando un anticuerpo dirigido contra citoqueratina
resulto fuertemente positiva'(c). Eestableciendo el diagnostico de carcinoma metastatico

"a ganglio.
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MECANISMOS DE METASTASIS GANGLIONARES

El o los mecanismos a través de los cuales las células neopldsicas ingres‘an a los;
Nicolson 1993

ganglios posiblemente no es al azar

, pudlera tratarse de un proceso organo ‘

' ‘,todos los elementos necesauos para el desarrollo;de una respuesta mmune, esta supuesta
vent’ua funcnonal y numerlca a f"xvor del sistema mmune, frecuentemente no es emtosa e
: mcluso permxte ‘en: ocasxones que las células tumorales ingresen a-la cnrculacxon B

utxllzando las mxsm'ls vxas que’ los Ieucocxtos y dando oportunidad de que estas tengan n

ﬁ
acceso a toda la economla Malter 2001 Campbell 20005, Forster 1999, 6-58, Hujajen 1985

,Recxentemente ha sxdo descmo uno de los posibles mecanismos mediante los cuales las
celuhs tumor'lles metastanzan a ganglios linfaticos. La e\presxon anomala de- mertos b

fleceptmes en la supenﬁcxe de las células tumorales pudlera utxluar el gradxente creado‘f”
Mullu 2001, Zlolnlk zooo

vpor ciertas qumuocmas para dirigir el transito de los leucocntos

Koshibi2000 ) particular se ha visto que células de céncer dé mama e\presan CXC

CCR7 los cuales son ‘esenciales para la reeulacxon del ”'trat' ico celula‘ y homeosta51s

ol el N
tisular Meller 2001, Zlowmik 2000 By, copdiciones normales

Ma 1998, Tachibana 1998

La expresion anormal de receptoxes para qulmlocmas y OtIOS factores que dmaen el '

transito Ieucoc1tar|o a omanos linfoides secundarios parece tener un 1mportante papel en

e
la mxmacnon de las celulas tumorales a estos Grganosioshiva 2000,
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FIGURA 56. PARTICIPACION DE LAS QUIMIOCINAS EN EL
DESARROLLO DE METASTASIS GANGLIONARES
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Se realizo un estudio prospectivo, comparativo en el que se analizaron mediante

diferentes estrategias células mononucleares de: a) Sangre y b) Ganglios linfaticos
regionales.

‘ »‘:-remonal
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un proceso qLururglco del cual se obtuvneron angllos :

120
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Como controles se. anallzaron gangllos de’ enfermos sm cancer y sometldos a

bvias:razones éticas, nunca se

ndividuos de los

ohistoquimica utilizando

marcadores:que definen:




JUSTIFICACIONY
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i JUSTIFICACION

Los ganglios linfaticos constituyen uno de los sitios anatdomicamente disefiados para
optimizar el contacto entre células involucradas en el sistema inmune y diferentes

antigenos. -

: f}dmamlc ratando e 'mallza posxbles mecamsmos de alla para Ia elnmnacnon de

celulas tumo

El estudlo de los gangllos lmf"mcos reglonales devpamentes con neoplasnas



El objetivo del trabajo fue el andlisis dindmico y funcional de los ganglios linfaticos
regionales realizando una correlacion con los métodos tradicionales en el estudio de
ganglios regxonales en pacnentes .con céancer. y los pardmetros para evaluar la

competencm mmune de OS pacnentes con cancer




VRS

PACIENTES, MATERIAL Y

METODOS




'gangllonares Tres grupos  de enfermos fueron anahzados‘ ‘

SELECCION DE PACIENTES

En‘flh‘pberiodo c’o'm'prendido entre Noviembre de 1995 a Noviembre de 1998, se estudiaron
 88 pacxentes programados a recibir tratamiento qunrurglco, que incluyera dlseccmnes

ac entes con cancerf

: dlaonostlco hnstologlco en lodos los casos :fuede carcmoma epldermmde de dlstmtas" o

’Iocahzamones (Tabh 4) En el caso de Sres con CM todas las pacnentes estudladas

fuexon sometldas a mastectomla y dlsecmon gangllonal a\llar L'1 etapa cllmca en todos los :

B "gcasos fue III en 29 pacnentes se admmlstro qulmloterapla neoadyuvante Esta consxstlo,"

7] paCIentes con FAC [5-Fluoro-uracil, adrlamlcma y cxclofosfam'd' por tres mclos, 5.

pamentes recibieron Taxol, 4 pacientes CISCA [cns-platmo cnclofosfamlda, ‘adrlamlcma] y

pamentes adriamicina y ciclofosfamida. En 19 p'lmentes la CIrugla"fue el tratamxento

encontraron datos citoldgicos sugestivos de infeccidn por el v1rus

('l abla 6) Como controles se utilizaron 5anallos lml"mcos

de paciente




pacientes fueron analizadas consultando el expediente clinico de donde se obtuvieron los

datos relevantes.

TABLA 4. CARACTERISTICAS DE PACIENTES CON CANCER

DE CYC
NUMERO 30
GENERO L
: Masculino. 25
Femenino: . “§
EDAD . it
crel “Mediana (Rango) 61 (25-86)
DIAGNOSTICO " EE
Carcinoma gp?dtrpiqid_c 30
: LOCALIZACION DEL TUMOR
SITIO NUMEROQ
LARINGE :
CAVIDAD ORAL
LENGUA MOVIL
TRIGONO RETROMOLAR
ENCIA
OROFARINGE
TONSIL
LARINGE
CAVIDAD ORAL
OROFARINGE
CARACTERISTICAS

NUMERO DE GANGLIOS ANALIZADOS
METASTASICOS

HIPERPLASIA SINUSOIDAL




Tabla 5. CARACTERISTICAS DE PACIENTES CON CANCER DE

MAMA
NUMERO : ST s
EDAD
o s1
] Dl,\G\OSTICO ‘
S Ce\cnn.lhculnrinfl(runte
. .CA lobulillar. ©30 -
‘ 18 -

TRATA\IIE\"I‘O PRE\’IO L

\'AME

Tmo DE QUIMIOTERAPIA
cIsca (N :
(Platino, Clclokosfanuda. Adrmmlcmu)
TAXOL

ADMI/CFA
(Ciclofosfamida, Adriamicina)

FAC .
(5-Fluoracilo, Ciclofostamida, Adriamicina) R

CARACTERISTICAS GANGLIONARES "
NUMERO DE GANGLIOS Lo gy
METASTASICOS : T T I
HiPERPLASIA SINUSOIDAL T R
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TABLA 6. CARACTERISTICAS DE PACIENTI‘S CON CANCER
CERVICO -UTERINO

PACIENTES .
NUMERO

EDAD

Medinna

CARACTERISTICAS GANGLIONARES ", '

NUMERO DE GANGLIOS ANALIZADOS RS
METASTASICOS Soeiigg
HiPERPLASIA SINUSOIDAL TR




TA‘BLA 7. Caracteristicas de Controles

CONTROLES

NUMERO s

GENERO: SR
Masculino 3

Femeninoc 2

EDAD ST 4y 3568y
Medinna (rango)) el ;
DIAGNOSTICO

Bocio no-toxico 2
Hiperplasia linfitien -3
HIPERPLASIA FOLICULAi{ 5




METODOS

1. PREPARACION DE LINFOCITOS
A. Muestras de Ganglios Linfiticos

Los ganghos Imfancos fueron obtenidos en- el qunrofano en condxcnones estenles El

matenal fue pxovnsto por el cirujanc a cargo del procedmnento- e ncluyo los grupos de ‘

~,pac1entes ya descntos Se procesaron en forma estéril, baJo campana‘de ﬂu_]o lammar Se

f{dlseco h muestra elumnando la grasa cxrcundante y se Iavo esta

El gangho se corto trasversalmente, para obtener dos muestras de dlmensmnes snmllares :

una muestra se etiqueto y fijo en formol para llevarse al departamento de Patologla para el -

' anaIISIS histolégico. El segundo fragmento se colocd en una caJa dé Petri estéril con. medloz s

‘ RPMI utilizando agujas hipodérmicas, la muestra se dxsgrego hasta obtener una suspensxon
celular. La muestra fue pasada a través de una malla de acero inoxidaable con el obJeto de
eliminar fragmentos no disgregados, finalmente se colectd la suspension celular. p‘aré

realizar la separacion de células mononucleares mediante gradiente de FlcolII/Hypaque L
Boyum A 1968 :
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B. Mucstras dec sangre

En fonna sxmultanea se obtuvneron medlante veno-puncxon 20 ml. de sangre, la cual fué

recolectada"{Lmllzando vacno enltubos de “vidrio estériles recubiertos con. “heparina

(VACCUTAINER .}Systems Beckton D‘lcl\mson Franklin Lakes NJ).. La muestras se

mantuvxeron a tempenatura amblente y‘se procesaron el mismo dia de haberse recnbldor '

OBTENCION DE CELuLAs,MOi\VO,N‘U’c‘LEAREs B

Las suspensmnes celulares obtemdas de ganghos Imfancos fueron centrlfugadas y el botdn

celular resuspendldo en: (a) 10ml! de RPMl para post ‘rmente realizar el gradlente con .

e micr coplcamente habia metastasns, lasijt ,

‘Flcoll/Hyp'\que (b) en aquellos ganglios en d01

rocesadas COlT]O a contmuamon se_ .

celulas fuelon xesuspendxdas en 5 ml. de medl

Ficoll/Hypaque; en tubos cénicos de lSml
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COLECCION DE CELULAS MONONUCLEARES.

Se obtuvo la capa mtermedla ( “buff‘y coat”) utlhzando una plpeta estenl ‘Esta se transf‘rlo' e

a un tubo comco Las celulas mononucleares se resuspendleron con un volumen de 25 ml o

5% COx, El tlempo ma\lmo de cultlvo empleado fuexon 72. hrs f '
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INMUNOT[PIFICACION

La mmunotlp:f‘cacxon se realizo obteniendo las celulas mononucleares medlante gradiente .
ocntos y marcando dlrectamente los

: ng e) Se aJusto la concentracnon

: .de Flcoll/Hypaque (ganglios) o bxen, llsando los eritr
"’te ultlmo se utnhzo en algunas miies it as de

. Ieuco ' tos
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CITOMETRIA DE FLUJO

L'l Cltometrla de Flujo mcluye un SIstema de flujo que e\:pone a las células de la muestra a ;

un haz de qu excntador en una sola fila. Se recolecta Ia luz y cualquxer ﬂuorescencm‘

emmda por esta interaccion es detectada, asi como el uso de color nt s para. temr moleculas-:' ‘

intracelulares’ especnt‘ icas; convirtiéndose estas en senales eléctricas 'ara “su _pvqsterlor~ w

- -andlisis brmdando informaci6n cuantitativa sobre las caracterfstlc‘ sipéc.fl’ﬁéas-de'l'é célula. -

en estudlo.

Medxante la Cltometna se. pueden reahznr medlda isica Y qufmlcas a) Las medldas -

volumen, mdlce de ref c

fisicas, son "t'mano,x ad, gr'mularldad y b) lasi'

medldas qmmlms 'son contemdo de ADN 'y ARN protemas, enznmas, etc. A partlr dc. una..

suspensnon celular en el c1tometro d ﬂUJ nahzar dlversas medldas de manera o

™ ¥ 'uust'\do utlllzando el pronram'l

distintos fluorocromos fueron leidos utilizando

vercle), 560 nm (ﬂuorescencna naranja) and “650: nm ﬂuorescencm ro_;o) Se‘lltlllZO unar '

compensacion electronica para ellmmar h ﬂuorescencn superpuesta Los resultados de 10
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000 eventos fluorescentes detectados se mostraron en escala logaritmica de 4 decenas,
utilizando el c1tometro Beckton chkmson FACSort conectado a una computadora Hewlett-

Packard 340 el anallSls se. reahzo utlllzando el programa LYSYS [l software (Becton .

Dxckmson lmmunocytometry systems) En eI caso de ganglios lmfatlcos, el resultado fue'i

orcnento e ‘desviacién estandar (SD) Los obtenldos de;‘
3 Yokoynmnl99|

e\presado como la- medna de

células mononucleares se reportaron como ‘nlimeros absolutos de celulas /mm

PROCEDIMIENTO'

La suspenslon celular se paso a través de una boqmlla en un ﬂu_jo odeado de solucnon

de reflexion, separdandose asi en tubos colectores Yokoyam'al:99 Lo
CALIBRACION

En un tubose aﬁ'xdié | ‘gota de microesferas sin marcar (blanco) + Iml de "PBS'V al
siguiente ‘tubo 1 gota ‘de cada una de las microesferas con los dlstmtos ﬂuorocromos 3

empleados + Iml de PBS, se agitaron suavemente con un vortex —por unos segu‘ d“' y»se i :

ingresaron - al promama AutoCOMP. Mediante este procednmlento se ajustoel volta_]e de

los tubos muluplnmdones (tubo del blanco), se compensaron las ﬂuorescencnas y.se, probo la

sensibilidad utlhzando el tubo 2. Una vez que se realizo esto, se; procedlo a" Ieer las -

muest_ras.
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IDENT]F]C‘ACION,DE CELULAS,DENDRiTICAs

Los estudlos de células dendlmcas han sxdo dlf'cﬂes debldo a la baJa frecuencna en sangre

y en ganghos linfatico estlmulados, e,sv ne.cesan' la utlllzamon de una serie “de

or 'CDllc HLA DR*

3 :
' 4 Se ldentlf‘c'\ron las celulas selecclomdas (Im-) y fueron anallzadas utlllzando
CD173yCDllc

INlCIQ 'nt‘n‘ﬁquuao' Y LIMPIEZA DEL CiTOD’IETRO

Al encenderﬁ eqmpo se lgulo el smmente orden encendldo del regulador, encendido del

' FACS seomd‘o de la computadona el monltor y Fnalmente lai impresora.
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Al término del trabajo diario se realizo limpieza del equipo y en forma mensual en forma

profunda .

ENSAYO. DE PR}OALI,E}ERACION -

La capaCIdad para prollferar en respuest'l a Fitohemaglutinina de las células mononucleares ,
de sangre y de, celulas obtemdas de ganglios lmfatlcos fue evaluada utlllzando un metodo

colori ln]etl‘lCO no ladlaClIVO

El

bcnzene sulfomc ac1d hydmte) (Roche Dlagnostlcs GmbH, Mannhelm Germany), es una’ R

; (sodlum3 -[1- (phenylammocarbonyl) 3,4- tetrazollum] bxs(4 _methO\y-6n|tr0) e

wablllldad celular en ausencia de radloacn 'ldad

Al metabolizarse el XTT- C’lmbl lor '1manllo de este por un ori naranja

mracterlstlco del formazan. Este camblo unlcamente ocurre en celulas vnble n aumento. o

en’el numexo de celulas‘ resulta’ 1 umento de la’ actividad’ de la: deshldrogenasq -

: mmcondrlal en la muestla echo que i crementa la cantldad de formazan formado

D’lé(Oinlogi‘

Se cdloéaron 0.5x10%cé ”as mononuclcales en 80;11 en: P' ,l completo y se mcubaron por

dupl|c1d0 durante : hrs"en phcas de cultxv

o de’ 96 pozos, ondo_plano, en presencxa de.
1d 105 g/ ﬁtohemacflutmma (PHA :
ste perlodo, 50 |.tl of XTT" :

-methq,xy;Gnntro),— ben‘zene""‘j;' o
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sulfonic acid hydrate) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim Germany) se afiadieron a

cada pozo e mcubaron Ias placas durante 4 hrs. Finalmente'la mcorporacmn del colorante

se leyo a Onm utlllzando un lector de ELISA (Tecan Spectra Classm, Austrla) Los*'

resultados fueron: expresados como la media +/- deswacmn estandar (DE)

‘ CICL.O VCVEVL’ULAR

El metodo empleado se basa en la obtencnon de nucleos celulares medlante la técnica de

'dlgestnon enzimdtica y un detergente, utlllzando un’ uorocromo con aﬁmdad por el AD\I”Y
“como loduro de Propidio (IP). Este se interc:
k por un’laser de 488 nm. La: enzm‘n
{inicamente la doble cadena_de»AD’

n cortes de p'1raﬁn'1 Nogushis!, Shankey

"3.\7Dmm A,k‘ad't uno.de los tubos se les '1d1c10no 1 ml de etanol al 80% frio se tapalon y

se conser varon ‘a"4°C-hasta su proces'lmlento T

PRO‘CED"IL\'IIENTO. :

Las celul‘ f'_nd'\s en etanol se hvaron 2 veces con PBS pH 7 7-7 4 durante 10 mmuntos a

l7OO r p m Und vez lavadas se les adlCIOIIO a cad'1 tubo 100;.17 de. la solucron ‘Se amtor' g

,suavemente mcubo dumnte 10 mmutos a tempelatura amblente. Al ermm

SOMI de l'1 solumon B, se aono suavemente e incub6 durante 10 mmu 0s a‘temperaturaif

: amblente Los tubos fueron - CllblEltOS con papel aluminio y colocados ‘en’ hlelo



Posteriormente se agregaron 80ul de la solucién C, se agitaron suavemente e incubaron -

10-15 min. a 4°C. Para ser analizados por citometria de flujo en un lapso no mayor a2 hrs
Nogush1991, Shankey I993

ADQUISICION Y ANALISIS EN EL CITOMETRO DE FLUJO.

Para el andlisis de ‘las- muestras se empleo un Cltometro de Fll.l_] \CSort" Becton -

Dxckmson equlpado con.un laser de argén que emite a 488 nm de longltud

‘adqulswlon de las muestras se emplea el software Cell Quest y para

softwaxe ‘Mod los: fotomultiplicadores,

itt::Se.. aJustaron las condiciones de voltaje d

‘Parala.

' ampllﬁcadores para.lo parametros de intensidad de FL2 (360 nm), duracion’ de entelleo" e

“.de ﬂuoxescenma (FL IW)'y.el area ba_]o la curva de FL7/FL2W (FL2-A).

mlnlmo de 20 ,00 eventos por muestra, a velocidad ba_]a y sin utilizar vortex

Para eI anahsns s real‘lzaron histogramas de Contemdo de ADN (FL2 -A). contra el numero :

' de celulas y los polcentajes de las poblaciones en etapas GO/Gl S y G7+M son calculados

‘con el soft\va Nogushl99l Shankc.) 1993

HISTOLOCI‘ 'INMUNOHISTOQUIMICA'

-El,fragm Hllﬁn.ar fijado en formol, fue llévado al depvartamento de patologia en
donde

colocad

L

pmafna “El bloque de- paraﬁna fue cortado c'lda 4-5 mlcrones yo
as. L'lS hmtmlhs fueron temd'ls con hematoxllma y eosina y.

‘analizad télogo; 'mallzando

" b. Ganglios linfaticos metastasicos .
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con el segundo antlcuerpo perO\ldad ostenormente ser lavaron y 'se mcubaron 10_'7' ‘

mmutos més con estreptavndma se lav qmlmllas y f‘nalmente se incubaron por 10.

minutos con el substrato-cromogeno La.co tmcnon se lIevo a cabo con hemato‘ullna-

eosina, mcub’mdose pox mmutos.-V ~ﬁnallz'u,el proceso, se montaron las lamlmllas en

medio acuoso a base de gllcenna.

ES‘TADIST’ICA-;’ e e S

El an'\hsxs estqdlsllco se llevo a cabo utlllzando el program’x lnStatl GraphPad software Las

medmnas pam cada uno de Ios ensa)os reahzqdos fueron'comparados con el control
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respectivo y. analizados utlhzando la prueba de Kruskal Walhs Fueron consideradas

diferencias estadlstlcamente SIgnlt'catlvas aquellas >2a0. 05
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MATERIALES

ANTICUERP}OS MONQCLONALES ,

Se utilizaron los sxgmentes antncuerpos monoclonales para caracterizar las subpoblaciones
de linfocitos T: CD2, CD3 ’con FITC RPE o RPE-Cy5 (DAKO
Carpenteria CA) Antlcuerpos que : [ para el reconocimiento del antigeno
a/By y/8 (CALTAG Buxlmgam CA t)_[_{A:FlTC‘(CALTAG Burlingame
CA) se utlllzan para detelvml ve y de memoria. La presencia

ierpos anti-CD16, CD36 (DAKO -
‘FITC o RPE) ¥ CD57 FlTC (Serotec' l\:dllngton O\ford England) se utilizé para evaluar .~ -

de células 'lsesmas nalurale (NK)

células NKTs Los lmfocxtos B fueron', eteciad‘os utlllZ'mdo anti -CD19-RPE (DAKO). En;-‘.‘,. L
: alglmos casos ﬁle posnble identificar células dendntlcas acnvadas utilizando CD123 CDI le, HLA DR y

Lin'l (CD.:, CDl4 CD16 CD19,CD20, CDJ6) [Beckton chl\mson] Se utilizaron control&s neganvos que
mcluyemn IgGl -FITC, 1gG1 RPEe lgG]-RPE/ CYD (DAKO) lgG"b RPEo FIT C (CALTAG)
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IgGl/FITC (murina), IgG1/RPE (murina), IgG1/RPE-
DA]\O ‘Carpcnten.l CA.]

, Esté :connol;nogap O para oltometria de flujo es lacombinacién de los siguientes anticuerpos monoclonales:

' IgG]/FlTC (Antlcuerpo Monoclonal murino, clono DAK GOl conJugado con el lsomero lf
,‘de lsotxocxanato de ﬂuorescema) 1gG1/RPE (Antlcuerpo Monoclonal ‘murino, clono DAK-}{

GOl con_;ugado con R-Ficoeritrina)

lgGl/RPE Cy5 (Antncuerpo Monoclonal murmo clono DAK GOl conJugado con un .f :

ﬂourocromo de transferencna de enexgxa que ‘consiste’ en el colorante CCYS5 unido en forma

covalente a R—fcoerltrma La absorbancxa‘de'la energla luminosa de 488 nm emmda por

}RPE es transf‘erlda a Cy5 y se emite a 670nm)

b. Control neg’ltlv i conjuﬂ'ldo con RPE-Cys. IgG1 murmo) [X 0955 DAKO
Carpcntena CAll Antlcuerpo Monoclonal murmo,‘clono DAK-GOI, conjugado con un
flourocromo de transferencia de energia que corisiste en el colorante CCY5 unido en forma
covalente a R-ficoeritrina. La absorbancia de la energia luminosa de 488 nm emitida por

RPE es transferida a CyS y se emite a 670nm.
c. Control ncgutivo conjuga(lo con RPE. IgG1 murino[X 0928 DAKO Carpenteria CA.].

Es un antlcuerpo monocloml (12G1) murino purificado (clono DAK-GO1) conjugado a

R- ﬁcoerm ina. "

egati\‘o conjugado con RPE. Fragmento F(ab’); de inmunoglobulina

_dV.Ckoht:r'o ;
cabra-anti-raton[R 0480 DAKO Carpenteria CA..
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El 'mtlcuerpo utilizado para la conjugacién con RPE fue absorbido en fase-sdlida para remover anticuerpos
que rmccnon'm en forma cnuzada con inmunoglobulinas humanas y suero fetal ~ bovino.El anticuerpo
postenonnente se punf ica por cromatogmf' a de’ afinidad, utilizando semillas de agarosa recubiertas con
inmunoglobulmas murmas Es antlcuerpo aislado por afinidad es degmdado con’ pepsma y el fragmento
Fab")'" y alslado por ﬁltracmn con. gel. Finalmente el fragmento F(ab )2 se conjuga con
RPE. :

e.Control neg'ltno IgG1 iﬁui“inbf";covnjugadd con FITC. [X 0927 DAKO Carpenteria

Es un ahficu'érpb (12G1) monoclonal murino (clono DAK-GO1) conjugado con el isdmero 1de isotiocianato

- de fluoresceina

'f.Control negativo conjugado con FITC. Fragmento F(ab’); de inmunoglobulina
cabra-anti-ratéon[F 0479 DAKO Carpenteria CA.).

El anticuerpo utilizado para la conjugacion con FITC fuie absorbido en fase-solida para remover anticuerpos
que reaccionan en forma cruzada con inmunoglobulinas humanas y suero fetal bovino.. El anticuerpo
posterionmente se purifica por cromatografia de afinidad, wtilizando semillas de agarosa recubiertas con
inmunoglobulinas nurinas.  Es anticuerpo aislado’ por afinidad es degmdado con pepsma y el fragmento
Fab"), y aislado por ﬁltracmn con gel Fmalmente el ﬁagmento F(ab )a se conJuga con
FITC. s

Control negatn ) C : b :édlijugado con FITC o' RPE. [CALTAG Lab.

Blll IIIIU‘IIIIC C

h Control nega
O\ford EnOIand.l
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2. CARACTERIZACION

A. DAKO. Ca rbentéﬁﬁ CA USA ‘

f‘coerltrma. HD.>7

1 Stamenkovoc 1988

‘Barr y con el oncogene NT




'comple_;o C

 forma; mtracntoplasmlca

: .normales y neoplasmos

.. TRlPLE COLOUR T
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D- Clnrk I989

,gCD3 se detecta en timocitos tempranos, su presencia probablemente repxesenta uno de los .

. pumelos sngnos de diferenciacién T Campanal987 "Epn timocitos cortlcales esta presente en

Beverley 1981 para postenonmente aparecer en la: superﬁcne celular

. Swerdiow 1988 £ oo antlcuerpo reacciona con la mayoria de las células T e dxferentes tejidos,

M‘,\rhchm.l 1987 :

GENT. ANTI-CDS/FITC (DK25+), ANTI-CD4/RPE
PE/Cy-5 (UCHT1) [TC 641); ANTI- CD4/RPE-Cy5
DS/RPE (DK25+) [R0806). IgG1 Kappa.

Antl CDJ es un 'mtlcuerpo nonocloml murino conjugado con un conjugado con un

5 ﬂomocnomo de transterencn de cnexma que consiste en el colotante CCYS5 unido en forma

“‘COV"lante a R-ﬁcoerxtnm La absorbancia de la energia lummosa de 488 nm emitida por

RPE ¢s transfend'x a Cv5 y se emite a 670nm. ). Reconoce células T y sus caracteristicas

fuelon descritas con anterior ld’ld
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Antl CD4 es un antlcuerpo monoclonal murino. conjugado con R t'coerltrma con un:
con_]ugado con un flourocromo de transferencna de energla que consnste en’ eI co!orante CYS ;

unldo en forma covalente a R-ﬁcoerltrlna L ab

.DS en los timocitos cortxcales Re‘"h"" 1980,

‘Wood ~19853‘, Bournsell 198

Anti ‘CDS"H s un (ntlcuexp monoclonal murino conjugado con R- f'coentrmq Y con el

isémero. ¥ de |sonoc1anato de ﬂuorescema La cadena o de CDS8, esuna protema de 37kDa,,
Ledbetter 1981

presente en lnnfocntos T supresores/cxtotO\cos Es receptor de moleculas Clase 1 :
y su regién 1ntmc1toplasm'1t|ca se une a la tlrosma cinasa p56lLk Esta molécula regula la’
funcién del comple_]o CD3/RCT Biddison 1983, Veilets 1989 En el timo se encuentra presente en

la mayoria de los hnfocntos conyucales

d.ANTI — RECEi’TOR Fe Ga

MA:’II&‘[CDlgi;iTC (Clono DJ 130¢) [F 7011]. IgG1
l(uppa. T

CD16 es un antxcuel o monocion con_]ugado con el isdmero | de isotiocianato
de ﬂuoxescema CD16 es una allcoprotenm de. 45-75 kDa (idéntico al receptor Fc de baja

afinidad p'na el COlTlplEJO IOG FC/RIII) se e\plem en células NK, neutroﬁlos % b'lsoﬁlos
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o]
iri

Existe como . una proteina anclada ‘a ghcosﬂ fosfatldll (FcyRIIIpMN) en células

pollmorfonucleares (PMN) y. como unak nsmembranal (Fey Rlllng) en células

NK Ueda 1989

adhesién homotépica entre las células NK y lmeas tumorales C“""'"gh““‘ 1987,
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B. CALTAG :

a., ANTICUERPO MO‘IOCLONAL ANTI RECEPTOR DE CELULA T «o/f- RPE.
(Clono BM031) [MHAB04] lsotlpo IgGZb

Anti a/B, es un anticuerpo monoclo '11"1m1rino'_conjugado con R-ficoeritrina. -

b. ANTICUERPO

RECEPTOR DE CELULA T ,y/5 RPE.
(ClonoS“6E9)[M ST

~ Anti /8 \gado con R-ficoeritrina,

~ C:ANTICUERP NTL-CD45RA/FITC. (Clono MHCD45RAO01].

jAntl CD45RA

1onoclonal -murino conjugado con el isémero 1 de
|sotloc1anato de ﬂuorescema .

VS un’, antlcuelp

f:d ANT[CUERPO MO\‘OCLONAL ANTI CD45RO/RPE (Clono MHCD45RO04)
' Isotlpo IgG2.1 B

Anti CD45RO un anticuerpo monoclonal murino conjugado con R-ficoeritrina.
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C. SEROTEC

a.ANTI CD57/FITC (ClonoTBO1) Jsotipo Ig.

AntiCD57
,'ﬂtidfeéée’ih‘

ratone (B‘alb/c) de. los cuales se obtiene.la ascms son mmumzados con

ntlcuerpo murino conjugado con el ‘isémero 1 de lsotlomanato de’

Anti-CD57: es purlf'cado a partir de ascitis por cromatograf'a de mtercamblo ‘

e neuroblastoma El anticuerpo monoclonal se obtlene a pamr de la, St

‘ fusnon de bazos de BALB/C con la lmea de mleloma P3 X63 Ag865’7 CD57 se expresa en -

' ‘celulas NK y en un subtlpo de celuhs T
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D. BECTON DICKINSON

a. Linage Cocktail 1(lin 1) (CD3, CD14, CDI16, CD19, CD20, CD56). FITC (Clono
CCD3SK7,CD163G8,CD198J25C1,CD20 127[IgG; Kappa.]. CD14 M¢P9, CDS56
NNCAMI16.2 [I1gG3p, Kappa.].340546

Este cocktail, contiene clonos de anticuerpos 'que en combinacioén identifican linfocitos T y
B, monocitos, eosméf'los y neutrdfilos: Las celulas dendrltlcas y los basoﬁlos pueden ser. .

identificadas del resto de las celulas por SEl negatlvas al marcador

© b. CD11c 340544 APC 5

CDl Ic reconoce. monocxtos y macrofagos Es especnﬁco para la subunldad Mr 150 kDa o

del heterodlmero CDl lc/ D18 amble conocnd'l como CRy.

dlzacmndel mxeloma murmo con celulas btenldas de S

’féfma_*,; _

cosmo(‘los y basohlos
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d. HLA-DR PerCP 347364. Clono_rL243‘ ,

El antlcuerpo contm HLA DR reconoce antlgenos clase ll del CPH reaccxona con un
'epltope no” pollmort'co de HLA DR y tlene reacc:on cruzada con moleculas HI_.A DP y
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HISTOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA

Los ganglios obtenidos de pacientes sin cancer mostraron un patrén histologico
caracterizado por foliculos prominentes, descrito como hiperplasia folicular. Por razones

éticas, ganglios “normales “ no hiperplasicos no fueron estudiados.

El andlisis microscépico de los ganglios linfaticos obtenidos de pacientes con cancer
epidei‘moidé de cabeza y cuello mostro distintas alteraciones; La mayor parte de los
ganglios ‘li”riféticos eran voluminosos y mostraban cambios caracterizados por foliculos
prommentes centros germinales que ocupaban la mayor parte del foliculo. Las zonas

correspondlentes a los linfocitos T también mostraban una mayor densidad celular y en
algunas zonas alternaban con sinusoides dilatados que contenian cantidades variables de

macréfagos morfoldgicamente activados (Figura 56).
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Evaluacién histologica de ganglios de pacientes con neoplasias de cabeza y cuello.
La figura muestra dos casos representativos de ganglios tefiidos con hematoxilina-
eosina, en los que se observa hiperplasia histiosinusoidal (sinusoides dilatados) .

En algunos de los ganglios cercanos al sitio del tumor primario se observo una disminucién
- Je‘n'fl_a ppblacién de linfocitos, frecuentemente los foliculos fueron de menor tamaiio (Figura
! :1‘2‘5)_7.'A):,jk‘g',eh;ic_o:g}pa"raci‘{):n con los de los ganglios regionales obtenidos de sitios mas distales
del tumor(Flgura 56) Asn : mismo, los centros germinales de los ganglios cercanos

- l',nio'st.i'arc_)r"l ’u'nél:'mayori'hlbéé'eylularidad (Figura 57 B). Con frecuencia se observaron algunas

‘células adiposas en la perivferia y un incremento en tejido conectivo (Datos no mostrados).
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FIGURA 57. HIPOPLASIA FOLICULAR E HIPOCELULARIDAD EN GANGLIOS
REGIONALES

Casos representativos en los que se observan: (A) Hipoplasia folicular (HF) e

hiperplasia sinusoidal (HS). (B) Ganglios con marcada hipocelularidad. (HC).
(HE 250X\

Finalmente, algunos ganglios (53%) mostraron metastasis. La localizacién de las células
neoplasicas dentro del kganglié fue variable; En ocasiones se encontraron confinadas a los
. sinusoides, en otros; estas lo infiltraban difusamente, sustituyendo parcial o completamente

las estructuras normales ‘(F“i'gubra'SS) Es importante enfatizar que s6lo fueron incluidos en el

que aproximadamente de SO a 70% de estos estaba libre de tumor.
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FIGURA 58. PRESENCIA DE METASTASIS EN GANGLIOS REGIONALES DE

CYC

HE). (B)

(250X,

(A) metastasis subcapsular e hiperplasia sinusoidal (nivel 1),

Contactos celulares entre el tumor y las células linfoides (300X, HE).
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Los ganglios axilares de pacientes con cancer de mama, mostraron en forma adicional a lo
mencioﬁado enlosde cabezay cuello un pofcentaje superior de infiltraciéon grasa. Algunos

S ganghos obtemdos presentaban asx mlsmo ﬁbrosxs la cual fue interpretada como efecto

o ‘secundarlo ala quxmloterapla Es muy importante mencionar que a diferencia de los

os btemdos de pacnentes con otras neoplasias, y por la importancia en el pronostico

;»de nimero - de gangllos posmvos en estas pacientes, solo se analizo un fragmento
g f;ganglnonar (Figuras 59 A, 59 B, 59C y 59D).

FIGURA 59, HISTOLOGIA DE GANGLIOS EN CANCER DE MAMA

Muestras representativas de ganglios axilares obtenidos de pacientes con cancer de
la mama que muestran : (A) Ganglio con hiperplasia. (B) Hiperplasia Folicular
(250X, HE). (C) Hiperplasia histiosinusoidal (250X, HE). (D) Contactos celulares
entre trombos tumorales y células linfoides (300X, HE)
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Los ganglios pélvicos en general presentaban macroscépicamente un mayor tamaiio, las
-caracteristicas histologicas de estos en los casos sin metistasis era un patrén de hiperplasia

h}isrt'iéréihﬁs'didal, no sé apreciaron ganglios con hipoplasias foliculares ni hipocelulares

En ‘conclusion ’médignte el analisis hisﬁtolégicﬁoihé‘ sé pudo identificar un patrén especifico

: -,cll_e;,inter,a c1o el tre las células .tumora’les‘y‘lra's'éélix‘l‘as residentes de los ganglios linfaticos

“irepresentativos  fueron seleccionados y se realizé analisis

‘inmunohistoquimico. Los resultados de estos confirmaron las observaciones histolégicas de

- hipoplasia folicular en algunos casos, sin embargo, no se documentaron alteraciones en la

: diﬁribtlcién ganglionar de células T o B (Figura 60).

FIGURA 60, INMUNOHISTOQUIMICA
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Ganglio linfatico representativo del analisis
inmunohistoquimico utilizando CD45. Se muestra la la
presencia de células positivas (T), con una distribucién
ganglionar preservada.
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INMUNOFENOTIPO GANGLIONAR POR CITOMETRIA DE
FLUJO

TAMANO CELULAR
Controles sin cancer
El analisis inicial evaluando tamaiio y granularidad mostré que. las celulas obtenidas de

estos ganglios se agrupaban formando un grupo homogeneo locahz o entre 200 and 600-
FSC-HFSC-Height (escala linear), Figura 61 '

FlGURAGl TAMANOYGRANULARIDA DE CM jAGA\NGLIOS DE
: CONTROLES SIN CANCER S

g 3 ,
a g el
g §-
g
3 g
z
= & &
o Il
° 8'00 200 1000 ° o 20’0 40‘0 u‘:o I:W 10:!0
TAMANO

Evaluaciéon por citometria de flujo de: tamaifio y granularidad - de cél'ulas
mononucleares de ganglios linfaticos de controles sin cancer. Las células se
encuentran agrupadas en un grupo homogéneo.
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Cincer de cabeza y cuello
Al igual que en los ganglios controles, la mayoria de. lbs pa‘cientes (Figuras 62 A y62B),
. se agrupaban en un grupo homogeéneo; sm embargo el tamano de. las: células de acuerdo'a

su localxzacxon en la grafica fuermayor [local.‘ ado ‘ntre'300 ‘and'700 FSC-HFSC-Height

beza y cuello, dos o

; (3467 14 eventos),

ganglios con mas d

: g
g Al § B
g 18
g 2.
E-1
g §-
a e
-SRI &
=
< o T T T T - ) T T T T T
5‘ o 200 400 800 8oo 1000 ] 200 400 600 800 1000
z 3 g
- c -
-4 :‘,D
(L] a 1 e
2 2
H 4 P1 P2 H
a w
8 4 s
< <
a o
&7 &7
° 0 200 400 600 800 1000 - 200 400 600 800 1000
TAMANO >
Evaluacion por citometria de flujo de tamano y granularidad de células mononucleares de
ganglios linfiticos de pacientes con cdncer de CyC. (A) y (B). Las células se encuentran
agrupadas en un grupo homogéneo. En algunos pacientes se encontrd la presencia de dos,
(C) [P1 ¥y P2], otres (D) poblaciones [Pl , P2 yP3] definidas por tamafio y granularndad
La fgurn muestra datos representativos de cuatro pacientes diferentes.

como P,]} P2 (Figura 62 C),
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Cancer de Mama

cancer, las células formaban un’

FlGURA 62 TAMANO Y GRANULARIDAD DE CMN GANGLIOS DE
| PACIENTES CON CANCER DE LA MAMA
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Evaluacion por citometria de flujo de tamario y granularidad de células mononucleares de
ganglios linfaticos de pacientes con cdncer de CyC. (A) y (B). Las células se encuentran
agrupadas en un grupo. En algunapacientes se encontré la presencia de dos, (C) [Pl y P2],
otres (D) poblaciones [Pl . P2 yP3] definidas por tamafio v granularidad. La figura muestra
datos representativos de cuatro pacientes diferentes.
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Czincer de Cérlvi.’\' :

CIENTES’CHON CANCER DEL CUELLOUTERINO
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INMUNOFENOTIPO
Controles sin cancer

El analisis de la superficie de las células mononucleares obtenidas de gangllos controles vy'r
mostré lo siguiente: células positivas para CD3/CD4 y CD8:CD3+ (76%), CD4+ (5
CD8+ (19%), Figuras 64 y 65 y una proporcién CD4/CD8 de 3:1 (Tabla 8)

FIGURA 64 CARACTERISTICAS CITOFLUOROMETRICAS DE CMN DE

GANGLIOS CONTROL
2 2 3
i ;

- o 0w - -
E e v . I oy e Fy e e
oz S - g Leodh
« 2 e} & ® & 2 Ck
8 - e i 3 - 2.
5 C o | S 7 S e
[ .2 Ny H 9 . 9.

2 W cey B2 - -

1 102 10 104 102 109 104

FL2 CD8 RPE FL1 CD4 FITC FL2 CD8 8 RPE

2 { z
o ~ ! !
& o 1. .- | € i
8@ (- : 2 3
f ) a < ‘
w ¢ . :
o B 4 S .
e 8 : w S i
- [N -
ﬁ _ g ires 1 s o ————
= e > RN N g l
1 e, 4 e
PR A 14 1 B - e o
109 10t 10 107 10 - 1

10¢ 10! 102 103

FL1 FITC CD3 FL1 FITC CD45 RA

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




RESULTS 163

FIGURA 65. DISTRIBUCION DEL PORCENTAJE DE LAS DISTINTAS
POBLACIONES DE LINFOCITOS EN CASOS Y CONTROLES
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Ciancer de cabeza y cucllo

Los ganglios linfaticos de pacientes con cancer -de cabeza y cuello mostraron una e

disminuciéon no significativa de sus porcentaJes (al compararlos con’ los controles) en o
células T CD3* y CD4" (56% y 5%, respectlvamente) (F:gura 66 y_ .T"bla 8), Sm7

embargo, el porcenta_je de los- Imfocntos CD8 fue sxgmf‘catlvamente

FIGURA 66 DISM]NUCIOV EN EL PORCENTAJE DE CELULAS CDS8+ EN GL
S REGIOI\ALES DE CYC

FL2 RPPE CD4

FL1CDB FITC
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spacientes’

- Ganglios
“Control .5

2 G.mglmq .
chmnulu dc !

-Ivgangllo erczm ) aI tumor correspond; al mvel Iy el dxsml a este aI mvel III
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En los ganglios linfiticos en los que se xdentlﬁcaron dos o tres poblacnones mostraron’una

mayor complcjidad ‘en el anaIISIS Las celulas 4'en la P : enlan un menor tamano (con'

© respecto a P2 o P3) (F@ura
superficie C3 'cD8* (Flguras

encontrados cn los gangllos

tamano mayox (P7>

" En ganghos con una poblacxon h suma del porcentaje de ce'lulas,‘ D4 y celulas CD8

fue equlvalente al'porcentaJe de celulas que e\presnron CD3 ‘en a uperfcxe en. los ‘

fuanchos con P7 P’ Pa en porcentaje de células CD3* fue mavor (~17%) que el resultado -

e ‘vde Ia suma dc los porcentaJes de ‘linfocitos CD3"CD4" y CD3 CDS (Flguras 67D G7Ey. -

67F), Pensamos que estas células CD3* podrian e\plesar algun otro receptor que nos
~pelmme1a conocel st estxrpe por lo. que reallzamos um evaluacmn adtcnoml con’’

‘marcadores de celulas Nl\ (ver mas adelante)

FIGURA :,9 E\PRESIO\' DE A\TIGENOS -DE SUPERFICIE EN LAS DISTINTAS 7
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En cuanto al receptox para antigeno de las células T, la. mayona de las celulas T en PI
e\presaban solamente las cadenas a/B (Flgura 68A), en algunos ganglios (3/10) las

> P ytP3" habla porcenta_;es relativamente altos. (1.7-7.4%) de células que

poblacnones P’7

5 e\presaban las

‘ el receptor para antigeno de la célula T (Figura 688)

FIGURA 68 EYPRES]ON DE LOS RECEPTORES PARA NTIGENO DE LA

CELULA T.
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La heterogeneidad en tamafio y‘granularidad de algunas de las células’ obtenidas algunOS ; :

de los ganglios, sugiere que otras celulas del sistema inmune con posnble actnv:dad;f

anutumoral pudleran estar; p Visentes Para explorar esta posibilidad,. se- anallzaron' as

dlstmtas poblamones con ﬂlgunos antlcuerpos monoclonales especxﬁcos para marcad

» que ldentlt'cén celulastI\_(qura 69)

FIGURA 69 PRESENCIA DE CELULAS NK “CLASICAS” EN GANGLIOS DE
PACIENTES CON CANCER DE CYC e

(P1+P2) P1 P2

0%| 1% 0%.| 10%

. 17%] 20% 4 B8% [ a6%

10" 102 100 104
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GRANULARITY
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0 200 400 600 802 10CO
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A\ 4

FL 3 CD3 RPE CyS

lLa expresion de marcadores para células NK clasicas fue compleja, se identiﬁca;gjﬁf_(.f'

.diferentes poblaciones, las cuales expresaban los siguientes antigenos de supert“"e"'j 1  -
CD16"CD3", CD56" CDJ' cDI6 CDs6", CDI6CD56", CD16°CDs6™ (Figuras 70 H-I) a';,i
heteroneneldad de estas celulns incluyo también la diferentes mtenS|dades kyennl'\" B

fluorescencia que emitian. Una diferencia importante entre las células P1 y P2 con’P3
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consistié en el hecho de que en esta ultima poblacién celular solamente se detectaron
células NK CD56"CD16" (Figura 70J). En este trabajo no se exploro si existen diferencias

funcionales entre estas células.

FIGURA 70. HETEROGENEIDAD DE LAS POBLACIONES NKs EN GANGLIOS
DE CYC

. CD16*/CD3* CD16/CDJ3* CD16/CDS6” €D16*CDS6*
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La heterogeneidad de los ganglios estudiados incluy6, ademas el hecho de que en algunos
(5/38) se encontraron células que expresaron en su superficie la molécula CD57, que se
encontré. co-’exp'résada con CD3, CD4 o CDS8 (CD57'/CD3", CD57"CD4" (Figura 71 B,

' 71 C) o CD57 CD8 "(Figura 71 E). En el caso de la mayoria de las células CD4" CD57", un

porcentaje lmportante de estas se encontraron en la regién P1 (Figura 71 B), en contraste

las celulas CD57 CDS se detectaron en la region P3 lo que sugiere que estas son células

©-mas grandes

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




170

FIGURA 71. CELULAS NKT EN GANGLIOS LINFATICOS DE CYC
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La heterogeneidad poblacional encontrada en los ganglios nos sugirid que
independientemente de la imagen histoldgica observada, la cual no mostré6 mayor
heterogenexdad a la descnta en la seccion de histologia, posiblemente existieran cambios
1mportantes enel o los tlpOS celulares presentes en los ganglios lo cual pudiera incidir en el

rmal”

de] gangho.

. funmonamlent

‘El 1mpacto e:la presencla‘ de células tumorales en ganglios histologicamente positivos,

posxb]emente contribuyera a las alteracnones descritas, sin embargo como se menciond ain

tasis hlstologxcamente detectables, se observaron alteraciones

_ ‘en gangllos sm met
o numencas y funcwna]es (ver mas adelante), por lo que decidimos explorar la presencia de
5 metastasns evaluando células citoqueratina positivas en el ganglio. En forma adicional se

realiz6 un doble marcaje utilizando CXCR4 tratando de correlacionar la participacion de
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quimiocinas en el proceso metastésiéo La Figura 72 muestra el analisis de un ganglio
dlagnostlcado hlstologlcamente como hiperplasico en el que se detectaron tres poblaciones
celu]ares el nimero total de eventos analizados en las tres regiones fue de 10,000; 60% de
las células se encontraron en la regién 2, 15% en laregion 1 y el resto en la region 3 (datos
_no mostrados). El porcéntaje de células CD8+ en regiones 1 y 2 fue 6%, aproximadamente,
el 40% de las célulé:is'fﬁeron CD4+ y el resto de las células en ambas regiones fueron CD3-
CD4- CD8- Llama la atencién que el total de las células CD3-CD4-CDs- presentes en la
region 1 expresaron _Altoqueratma+/CXCR4+ hecho que sugiere la presencia de 1% de
' celulas epltehales p051blemente neoplasicas que pudieran alterar el funcionamiento normal

. Seis ganglios adicionales han sido analizados utilizando esta estrategia, cuatro francamente

" metastaticos y dos sin metastasis histolégicas siendo los resultados de estos tltimos

parecidos a los presentados.

FIGURA 72. DISMINUCION EN EL PORCENTAJE DE CELULAS CDS8+ EN GL
REGIONALES DE CYCMETASTASICOS (PRESENCIA DE CELULAS
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Células Dendriticas

La posibilidad de que algunas de las células presentes en los ganglios con dos o mas
poblaciones pudieran corresponder a: células dendriticas fue sugerida por el analisis
histolégico (por la presencia de ganglios con hiperplasia sinusoidal y la presencia de
“macrofagos” activados). Esta posibilidad no se pudo confirmar por histologia, por la falta
de marcadores de inmunohistoquimica especificos para esta poblacion celular. Sin
embargo, dada la disponibilidad en el laboratorio de marcadores para citometria, decidimos

analizar esta posibilidad, y se estudiaron CMN de tres ganglios linfaticos.

Como se describe en la seccion de métodos, las poblaciones celulares fueron analizadas por
tamafio y granularidad. Se identificaron dos poblaciones celulares en los ganglios
analizados (P1 y P2) por tamafio y granularidad, Figura 73A. Posteriormente se
bldentlﬁcaron las células lin" DR+ y lin- CD123+, lin+CD1 1+, en ambas regiones (Figuras

G :«:73B y 73C) Las células linDR* fueron anallzadas para identificar las células dendriticas
; ,;CDl it (Flgura 73D-1y. 73E- -1}, y las CD123 -(Figura 73D-2 y 73E-2). El mayor porcentaje

de células dendriticas se encontrd en las células de menor tamafio y mayor granularidad y

principalmente se trato de CD123".

FIGURA 73A . IDENTIFICACION DE CELULAS DENDRITICAS EN GANGLIOS
LINFATICOS
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FIGURAS 73B-E . IDENTIFICACION DE CELULAS DENDRITICAS EN

GANGLIOS LINFATICOS
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Cancer de Mama

Los ganglios obtemdos de este grupo de enfermas mostraron a]gunas dlferenmas con -

respecto a controles sin cancer y a: los ganghos de pacnentes con neoplasnas epldermoxdes. &

lfOCltOS CD4 Ia cual fue mas

I‘lGURA‘ 74 DISTRIBUCION DE LAS POBLACIO\'ES CELULARES EN
i PACIENTES CON CANCER DE IVIAIWA

CIRUGIA 'v~ f-fx§  ‘7 FAC

: ‘ TAXOL
1007 - vg - SO 1095 RS : L 100+ N
754 " 75 °
oA) ;0 . 50' Cat o . . 50f' '-:. ‘:‘ v
254 254 R TR . ’
o A S ..,:.7,;‘ al RN R
CD3: 7 CD4 - CDS§ - cD3

.CD4: CDS



Los porcentajes de celulas CD#4 en pacientes sin tratamiento prevno fueron de 37% (Flgurat :

- 75 B),’el grupo con Taxol neoadyuvante 12 % (Flgura 73~A)(P<0 001),‘ Y el de las" 7

pacuentes que recnbneron FAC 17% (Flgura 73 C) (P<0 001)

dlsmmucmn € C '8 que fue llgeramente menor

cuello, y mostro una'va
( ) FAC 19%.

‘malmeme ‘existié una :
ag:la,ien los pacientes. con

cién*‘al tratamiento ‘de las

FL2 RPPE CDB

FL1CD4 FITC

En las CMN obtenidas de los GL de este grupo de pacientes no se observaron células

expresando las cadenas y8 del receptor para antigenos de la célula T (Figura 76).

FIGURA 76. EXPRESION DEL RCT o/B EN GANGLIOS DE PACIENTES CON
° CANCER DE MAMA .
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v - pacnente 1, CD4 RPE 45%, CDS8 FITC 12%, (B) pacxente 2'

176

Cancer de Cérvix

~ Los ganglios obtenidos de este grupo de enfermas mostraron dlferencms con respecto a
‘controles y los de los otros tipos de neoplasms CD3 (48%) (P< O Ol), CD4 (40%) y CD8
: ~(9%) (Figuras 65). La Figura 77 muestra los resultados de tres casos representatlvos (A)‘
CD4~'RPE 40%, CD8 FITC
8%, ¥y (C) paciente 3, CDJ""C}/D 43%, CD3+/CD8+(DP) 9 (D) CD3+Cy5 12%,
' CD3+CD4+ (DP) 40%. N

* FIGURA 77. EXPRESION DE CD3/CD4/CD8 EN GANGLIOS PELVICOS
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Todos Los GL analizados expresaron’las cadenas af3 del receptor para antigeno de la célula
T (Figura 78 A)ylos porceﬁtajes de células que expresaron las cadenas y5 fue menor al 2%
» (Figura 78B)." ' ‘

FIGURA 78. EXPRESION DE LOS RECEPTORES PARA ANTIGENO DE LA
CELULA T «f Y v§ EN GANGLIOS DE PELVICOS
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Finalmente los porcentajes de células CD16+ fueron menores al 5% en todos los casos |

CD45RA/RO' (Figura

' Ies y sangle (datos no mostrados)

l_‘vpatron de la e\pneszon de c’l ]

analizados (Figura R79 A), :
R79B) fueron parecndo ' >

FIGURA 79. CARAC‘ RI GLIO I}_ELVICOS DE PACIENTES
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Inmunofenotipo en células mononucleares de sangre

La evaluacion de células mononucleares de sangre utilizando los distintos marcadores de -

superficie, mostr6 una disminucién del niimero absoluto de CD3,CD4 y CDS al comparar‘ S

controles sanos (38 individuos), esta disminucién fue mayor en el grupo de pacnentes ‘con” -

cancer de cabeza y cuello y cancer cervnco uterino.: Sm embargo Ias‘d fere no fueron'

CD4 (cels/mm®)

:CD8 ccls/gﬁﬁié} .

28*77220~5 Y

CONTROLES e | »j1’891"+/-1200’ 1173+/1-'15(j)_*i i

CA MAMA |  1,79‘9%/->2‘33‘ _1oz7+/;i'4§‘ o  681+/-"14 _

ca cxc | 1’4'ois+/-3o_o 87;4;/-79;5 a15+.186
153547234 882+/-112 | 457+/->1k13’fi

CACU:. - =

La tabla muestra los promedios de las subpoblaciones de linfocitos de los pamentes en:

quienes se analizaron ganglios linféticos:
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CICLO CELULAR

En condicioneé'basales os gangllos linfiticos obtenidos de md1v1duos sin céncer y la de

células mononucleares de sangre de -individuos- normales' contro]es sin cédncer y de

pacnentes con las istintas’ neop]asxas analxzadas content: porcentaje parecido de

CMN SANGRE T B D =
BASAL g3 s b e
POST-PHA 70 o o e

CMN DE GL

(MAMA) QT+ 2y . , DR N
BASAL ol e 2 s
POST-PHA o e |y

CMN DE GL s

(MAMA) QT- 0 y oF
BASAL , P T 2
POST-PHA ol es s

CMN DE GL (CYC) i R ; o
BASAL 8 | ey s s
POST-PHA o e ‘ s | s




razones técnicas (c 'ntammacno‘ de Ios cultxvos) ‘No J evalu

sin cancer ni de pacxentes COH cancer CCIVICO lltel‘an.

aron ga gllos de pa lentes,’ G




Figura 80. DIFERENCIAS EN LA CAPACIDAD DE INDUCIR
PROLIFERACION EN CMN DE SANGRE Y GL

B0% -

20%

CMNS MAMA cYyc

De los 52 ganglios analizados se identificaron distintos comportamientos; las muestras
basales de los ganglios de pacientes con cancer de mama quienes habian recibido
quimioterapia neoadyuvante (28) tenian caracteristicas similares a las de sangre, en

contraste en ganghos de pacnentes virgenes a tratamiento (de mama y cabeza y cuello,

n—28) un mayor porcentaJe de celulas se encontraban en la fase G, (Tabla 10, Fxguras

- consnderada , sugenda por imagenes como la observada en la Figura 81b, sin embargo,

"no ﬁ:e anallzada espec:ﬁcamente
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Figura 81. HISTOGRAMAS PRE Y POST ESTIMULACION DE
CMN DE GL
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Caracteristicas pre y post estimulacién con PHA de células mononucleares de ganglios
de pacientes con cincer de CyC. (A) Histograma pre-cstimulacion; la mayor parte de
las células (96%) sc encucntran cn fase Gy del ciclo celular, (B) Post estimulacion, no
existen células inciando proliferacion, 98% dc las células continuan en fase Go. sc
aprecia un pico que pudicra corresponder a células apoptéticas [aP). (C) ganglio pre y
(D) post estimulacion que muestran nucvamente la mayor parte de las células en fase
G, Ganglios control y células de sangre mostraron un incremento de células cn fases S
v G2M al ser estimuladas (datos no mostrados).




PROLIFERACION CELULAR

Las alteracwnes observadas en el andlisis del ciclo celular fueron corroboradas al
analizar la ca “a'cldad de las células mononucleares obtemdas de ganghos lmfatlcos para?' o

: 'proleerar en respuesta a mitogenos (PHA).

'muestra los resultados del anallSlS de celulas mononucleares de sangre en e

Vcontroles ambos grupos de’ pacnentes respondleron en forma parec1da a las
dlstmtas concentracnones de PHA, aunque existi6 una hgera disminucion en el grupo de:
: pacnentes con céncer, esta no alcanzé significancia estadlsuca El andlisis mxcroscoplco;."- S

de las celulas no mostré diferencias entre pacientes y controles.

En el caso de las células obtenidas de gdnglios, las células requirieron dosis mayores de‘ :

mitégenos para responder (controles), y en los pacientes la prollfexacnon obtemd fu
minima incluso, con dosis maximas de mitégenos (Fxgura 83). En algu os

esnmularon las células con IL-2

séla'y en combmacnon con IFN v, la respuesta btenid

metodos ‘mas utllxzados p*lra la evaluacion de'la proliferacion y/o viabilidad celular. -




FIGURA 82 . PROLIFERACION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE
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DISCUSION

de est'ls celulas en smare\ oung '998

‘de memoua ) se e\panden Los mfocnos de memorla. que e\presm ntegrmaB] hlr'h/L '

- Hselectum ucnden a mxgrar a tc_udos 1e210nales En los lmfocxtos nalve que e\presan

mtemmaBl l'°“/L selectina 'f'“" ~-son. retenidos un_mayor tiempo en el ganglio y

: 2 ) . * I3 'R N .
porcentaje menor xemmesa ala (:nculacxorlj""""s °°'. El ingreso, transito y salida de los

linfocitos del ganglio lmfatlco depende de las moléculas de superficie expresadas por

éstos vy esta influenciado por sefiales provistas por citocinas, quimiocinas, proteinas de

matriz extracelular y células endoteliales vasculares y linfaticas™ !9 Stamper 1976, Tangemann

1998, Zlotnik 2000, Young 1999, Conistanos-Vetz 1995




. Muller zoon ;

ganglios linfaticos y a otros organos

su CllClllaClOIl reglonalmente

tooda enfex medad no esta establecido.



'7'rep01tados ‘como. tales'

'Instxtucmn "El sngmﬁcado d

._'neondyl.lvante 1'15 cifras fuenon pareCIda !

suoerlr que f'lctores dnectamente rehcnonados con

: porcentalgs,de l;nfocno,s,CDS +

' la-de los‘controles Est hallazgo pudleral,

1 tumox pudleran lnCldlI' en losv ,




Los datos obtenidos en este trabajo ev1denc1an la compleJldad y la heterogeneldad de -

respuesta en los ganglios lmfatlcos desde el punto cle wsta dmamlco-funcwnal mlentras

alﬂunos autores' han reportado una - disminucién- selectlva de lmfocntos“’ CDS

Whiteside 1998, Slo'\n Lancaster 1993, Freitas 2000 La pOSlbllldad de que anllgenos tun ral

ser la fuente de esta estimulacién requiere ser explorada.

. asi

El decremento. en- los porcentajes de linfocitos CDS8* pudiera sei~f

nixsmb,'

consecuencia de alteraciones inducidas por linfocitos CD4". Algunos de los resultados R
sugieren esta como una posxbxlldad importante; Existié una dlsmmucnon sngmﬁcatlva en
la capacidad de p:ollfemmon celular en todos los grupos de pacxentes la mayorla de las’v

células en cultivo fueron celuhs CD */CD4", hecho que sugiere- que la dxsfuncnon de,
Altfed 200, Mmloubmn 19 Taml\e 1989

estas células u.peu:ute en los ouos subUpos celulares

Dada la lmpoxt'mcm que los lmfocntos CD4+ poseen como reguladores de'las lespuestaSj : L

ISm\cnlc) O'Carroll 1998

tumora : ESFQS ,l "f ) 'l"fei‘ér'_ ov'prod'ucilj



Pardoll

c1tocmas en resp ‘esta a 'luso en presencna de celulas dendrmcas

1998 " e p051ble que la anergia medxada a traves ‘de CD4 sea mids eﬁc1ente que a traves

de otras v1as

tratamiento,-apoya‘ factores: mherentes '11 1umor como respons'lbles de h dlsfuncu’m o

alterﬁééiéxi =n. el gan; La >p1‘esen01a cle porcenta_yes de linfocitos CDS +en pacxentes

post qulmloterapn snmllares a Ios de los controles sin cancer pudxera ser consecuencxa-

de’ un equnl‘lbn sultado de la dnsmmucnon de CD4, pero pudlera tamb n apoyar el

‘papel /de un elemento supresor mducndo por los linfocitos CD4

Un elemento '1d1c1on'11 respons*lble de la dxsfuncmn esla produccxon de c1tocmas como '

h IL 10 que pudleran alterar la capacidad de respuesta de las’ celulas presentes en‘el

g,anallo‘ Mooru ’OOI Al\bnr 1993, Altfeld 2000, Matloubian 1994, Tatake 1989, Terabe "000

Es posible 'que algunas de las células CD4+ encontradas pertenezcaﬁ a lzi' sub' ’dbléic‘iéh

de células supresoras CD4*/CD57" células (NKT) Terabe 2000 la presencn de éstas no fue )

analizada en todos los ganglios, sin embargo, en ocho casos anallzados de pa xe

cancer epidermoide de CyC, se encontraron células que expresnberDﬂ a mavona';"’

de estas - [ueron CD57’/CD3*/CD4"/CD8'




4 "66‘12

La contmua llegada de linfocitos al GL sug,xere que en ganglio exxste una poblacmn_ .

‘ heterogenea de celulas entre estas hnfocntos T y/8 El papel que estas celulas tlenen enk

GL’ regxonales en neoplasnas necesxta ser estudxado con mayor detalle, el hecho de que T

estas celulas fuexon encontmdqs ca51 en. ‘forma exclusiva en pacxentes con neoplasms de'. :

Cy Io que traduce 1'1 locahzacno d los gﬁnghos amlxzados pudlera sugenr la :

as células a traves de senales de “stress 5 como¥ S

atxaccxon de'un porcentaje mayor’de st

; La deteccnon 1 e nas de una poblacnon celular xden fi : las por c1tometna por tamano y

: gnanularxdad y las imagenes hlstoloycas en ‘las ‘quese. observo la- presencm de ; 

'“l’llSthCltOS” en'los smusmdes sugiere que alguhas de cstas celulas pudleran ser celuhs
dendriticas presentadoms de antigenos. La compleydad para evaluar estas células y la

© ausencia de un marcador especifico impidid que se realizara en todos los ganglios, sin
embarno se estudmron tres ganglios de pacientes con neoplasias de cabeza y cuello 'y

: llamo la atr.ncnon la presencia de un pequeno porcentaje de estas células, principalmente .
cdulas lin® DR*123 (leceptm de IL-3). Una poblacién de células dendriticas identificada

tnicamente en humanos expresa niveles elevados de CD123 y CD4 sin e\presar'l

CDllec. Estudxos in vitro han demostlado la presencia de estas celul’ls en sangre )"

amigdalas, requieren de IL-3 para crecer y una sefial de actlvacwn prov1st'1 por CD4OL

para madurar. Es posible que estimulen a linfocitos CD4+ a dlferencmlse a celulas TH2

Groouard 1997, Olweus 1997 oy contraste con las CDe mieloides (CD]I ) que mducen 1

B l)
]RISSOOIII 199 L

diferenciacion a TH a posibilidad de que en estos p'lClente las cel»la
tumorales’ presentes en GLR fueran la tuentc. dc. "mn&,enos que 1duje

cllfclencncxon de estasﬂcelulas. ha sido suneuda pox algunos autores

biijo ,de ,f Sta's‘ éélL1 ‘no S'\bemos si es p'lto



mononucleares de sangre los hallazgos encontlado,

dlsfuncxon inmune en pacientes con cancer pudxera sistémica c’o‘m’ ha 51d0 o
lSchulIer 1986 i

postulado por multiples autores, sino a nivel del drena_je’ lmfatlco reglom

La importancia de la inmunidad regxonal ¥ ‘a dxsfuncnon a este mvel nos 1nv1ta a'

reflexionar sobre estrategias 515tennc'1s de mmunoterapla y la repercusnon funcional. de

las disecciones ganglionares con tmes plOl‘lOSthOS



‘\%G.’}Qy

BIBLIOGRAFIA



187

BIBLIOGRAFIA

Abe R,Taneichi N. Lymphatic metastasis in experimental cecal cancer: effectiveness of lymph
nodes as barriers to the spread of tumor cell . Arch Surg,.104:95-8..1972. :
Abbondanzo SL, Irey NS, Frizzera G. Dllantm '1ssocnated' ymphadenopathy Am J Surg
--Pathol;19(6):675-686. 1995
Adams, J. M., and Cory, S. The Bcl-2 protem famlly._;arb ters
281:1322-1326, 1998. -
Adikins B. Developmental regulation of the mtmthymlc T cell P curso
Immunol; 146: 1387-1393. 1991 ' :
Adema GJ, Hartgers F, Verstraten R, de Vries E, A dendrltlc cellderlved C C chemol\lne that
preferentially attracts naive T cells. Nature 387:713~17. 1997
Agarsson BA, Kadin ME. The immunophenotype of Reed-Sternberg cells. A study of 50 cases
‘of Hodgkin’s diseasc using fixed frozen tissues. Cancer;63:2083-2087. 1989
Aisner, J, Cirrincione, C, Perloff, M, et al. Combination chemotherapy for metastatic or
recurrent carcinoma of the breast: A randomized phase 1l trial comparing: cyclophosphamide,
doxorubicin, thiotepa. and halotestin  (VATH) versus VATH alternating with
cyclophasphamide, methotrexate, 5-fluorouracil, vinblastine, and prednisone (CMFVP): Cancer
and Leukemia Group B Study 8281.J Clin Oncol: 13:1443. 1995
Akbar AN, Borthwick N, Salmon M, et al. The significance of low bcl-2 expression by
CD45RO T cells in normal individuals and patiens with acute viral infections. The role of
apoptosis in T cell memory. J. Exp. Med.; 178:427. 1993 .
Akbar AN, Salmon M, Savil J, Janosssx G. A possible role for bel-2 in regulatmg T —cell.,
memory-a “balancing act™ between cell death and survival. Immuno! Today; 14:'526: 1993
Alonso ML, Richardson ME, Metroka CE. et al. Chromosome abnormal t'es" in AIDS
associated lymphadenopathy. Blood: 69:855-858. 1987
Albert, M. L., pearce, S. F., Francisco, L. M., Sauter, B., et al. Immature
phagocytose apoptotlc ells via alphavbeta5 and CD36, and cross- present antig
Tl\mphocvtes J. Exp. Mucl 188 13\'9 1168 1998

urv:val. Sclence, :

pb nlation .

induce class ln.alnued CTLs. N'\luu 392:86-89. 1998 L
Alberts B. Bray B. Lewis J. Raff M et al. The molecular biology of the cell .ard Ed New Yoxl\:"
Gerland Publishing 1994 S
Albores-Saavedra. J. Gersell. D. Gilks. CB, et al. Terminology of endocrlne tumors of the
uterine cervix: results of a workshop sponsored by the College of American Patholomsts and the =
National Cancm Institute. Arch Pathol Lab Med: 121:34, 1997 B
Alexander, M.. M. L. Salgaller. E. Celis. A. Sette. W. A. Barnes, S. A. Rosenberg & M A S
Steller: Gmu.\non of tumour-specific cytolytic T iymphocytes from peripheral blood . of -
cervical cancer patients by in vitro stimulation with a synthetic human papillomavirus type 16 '

E7 epitope. Am J Obstet Gynecol 175, 1586-93 .1996 )
Allen. R. T., Cluck. M. W, and Agrawal. D. K. Mechanisms controlling cellular sulcnde role of

Bel-2 and caspases. Cell Mol Life Su 54:427-445, 1998.

Akbar AN. Borthwick N. Salmon M. Gombert W et al. The significance of low bcl-2 expression .

by CD43RO T cells in normal individuals and patientes with acute viral infectionas. The role of
apoptosis in T cell memory.J Exp Med. 178:427, 1993,

Altfeld M. Rosemberg ES. The role of CD4+ T helper cells in the cytotoxcic T lymphocyte
responses to HIV. Curr Op Innnmol. 12:375-380, 2000.



188

Amencan Joint Committee on Cancer Staglng Manual Sth ed, Flemmg, ID Cooper, IS,
Henson, DE, et al (Eds), Lippincott-Raven, Philadelphia, p. 190.1999..
Amstrong, T. D., Clements, V.K., and Ostrand Rosenberg, S., MHC class ll tr'msfected tumor
cells directly present antigen to tumor-specnﬁc CD4+ T lymphocytes, .lr Immunol 160,661~
666,1998.
Andriko JA, Abbondanzo SL, Nandedkar MA, Aguilera NS. Chlldhood Hodgl\m 'S dxsease in
the United States: an analysis of histologic subtypes and assoclatxon w1th Epstem-Barr L
Mod Pathol 1997;10:366-371.
Anderson P, Caliguri M, Ritz J, SchSF. CD3- negative natural klller cells e
part of"\ novel molecular comple\ Nnture 1989; 34l 159

2000; 406 _>09 314. (.
Ansel; K. M., McHeyzer-Williams, L. J., Ngo, V. N., McHeyzer-Wllllams M. Get al, ln Vlvo-
activated CD4 T Cells Upregulate CXC Chemol\me Rcceptor 5 and Reprogram Their Response
to Lymphoid Chemokines. J. Exp. Med., 190: 1123, 1999

Arany, I. & S. K. Tyring: Status of Iocal cellular immunity in interferon-responsive and -
nonresponsive human papillomavirus-associated lesions. Sex Transm Dis 23, 475-80 (1996)
Ardavin C, Wu L, Li CL, Shortman K. 1993. Thymic dendritic cells and T cells develop
simultaneously in the thymus from a common precursor population. Nature 362:761~63
Armitage RJ, Namen AE, Sassenfeld HM, Grabstein KH. 1990. Regulation of human T cell
proliferation by IL-7. J. Immunol. 144:938—41

Armstrong Bk, Doll R. Enviromental factors and cancer incidence and mortality in dlfferent
countries, with special reference to dietary practices. Int J Cancer; 15:617, 1975

Arnold-Schild D, Hanau D, Spechner D, Schmid C, Rammensee HG, de la Salle H, Schild H.
1999. Cutting edge: receptor-mediated endocytosis of heat shocl\ protems by professnonal
antigen-presenting cells. J. lmmunol. 162:3757-60 e
Asher, A. L., Mule, J. ], and Rosenberg, S. A., Recombinant human tumor necrosis ﬁctor*‘"

mediantes regression of a munine sacroma in vivo via Lyt-2+ cells, cancer lmmunol Lo

Immunother., 28. 153- 136 1989.
_Asher, A. L., Mule, Kasid, A., Restifo, N. P., Salo, j. C,, et al. Murme tumor celss*V

transduced with the "cne for tumor necrosis f'\ctor-'llph'l Evnclence for paracrine unmune'f'" -

effects of tumor necrosis factor against tumors, J. Immunol., 146, 3227-3234,1991, , »
Austyn JM, Larsen CP.. Migration patterns of dendntlc leukocytes. lmphcmons vfor. L
transplantation. Transplantation 49:1-7. 1990 SR
Balch CM. The role of elective Iymph node dissection in melanoma:- ratlonale results and
controversies. J Clin Oncol: 6:163. 1988 S L

Banchereau J. Rousset . Human B Iyvmphocytes: phenotype, prohl‘eratlon, and
Adv. Immunol: 52:125. 1992 .
Banchereau J. Bazan F. Blanchard D. Briere F,. The CD40 antigen and xts I|
Immunol. 12:881-922. 1994
Barbacid M. RAS genes Ann Rev Biochem 36:779:800, 1987
Barrat-Boyes SM: Making the most of mucin: a novel target for tumor: lm
Imimunol Immunother. 43:142-151.1996

Barker BF. Carpenter WM., Daniels TE, Khan MA et al. Oral mucosal mel
Oral Med Oral Pathel Oral Radiol Endod; 83: 672-9. 1997 i

anonfas Oral Surg




lmmunol Immunother, 43: 14” 151. 1996
Barrera Franco JL , Granados Garcia M, Herrera Gémez. Aet ul c
el carcinoma epIdCllTlOIdL de cabeza y cuello: experlencm delf'
Cancerologia. Rev Inst Nal Cancerol:44:9-14. 1998 .
Barth, R. J., Jr., Mule, J. J., Spiess, P. J., and Rosenberg, S. A Interfe
necrosis f"lctor have a role in tumor regressions mediated by murme CD8+ tu
Iymphocytes, J. Exp. Med., 173,647-658,1991. :
Bartlett, D. L., Ma, G., Alexander, H. R,, Libutti, S. K., et al. lsolated llmb reperf’usxon wnth'
tumor necrosis factor and melphalan in patients with extremity melanoma after- failure . of
isolated limb perfusion with chemotherapeutics, cancer, 80, 2084- ”090 1997, .ol :
Batsakis IG, Regezi JA, Solomon AR, Rice DH. Pathology of the head neck tumors mucosal
melanomas. Head Neck Surg: 4:404-18. 1982
Bauer, S. et al. Activation of NK cells and T cells by NKG2D, a leceptor for stress mducnble'
MICA. Science 285, 727-729 1999.
Baume DM, Caliguini MA, Manley TJ, Daley JF, et al. Differential expressnon of CDS alfa and
CD38 beta associated with MHC restricted and non-MHC restricted cytolytlc effector cells Cell‘ ,
Immunol 131:352, 1990 .
Braud, V.M. & McMichacl, A.J. Regulation of NK cell funcuons through mteractlon of the
CD94/NKG2 receptors with the nonclassical class | molecule HLA E,
Immumol, 244, 85-95 (1999).
Behrens J, Mareel MM, Van Ray FM, Birchmeier W, stsectmg tumor c
cells aquire m\ asive properties after the loss of uvomorulin- mednated cell-c‘
Biol; 108:2435. 1980 B o
Benedet, JL, Bcnclel H, Jones, H 3rd, et al. FIGO staging classd"catlons and clmlcal practlce ‘

or mfltmtmg =

guidelines in the management of g: 70:209. ynecologic cancers: I‘IGO Commmee on .

Gynecologic Oncology. IntJ Gynaecol Obstet 2000

Bennett SR, Carbone FR, Karamalis F, Flavell RA, Miller JF, Heath WR 1998 Help for e
cytotoxic-T-cell responses is mediated by CD40 signalling. Nature 393:478-80 2

Benoist C, Mathis D. Genefation of the alpha beta T-cell repertoire.Curr Opin Immunol.; 4 156
1992

Benoist C. Mathis D: T-Iymphocyte differentiation and biology. In Fundamental lmmunology, "
edn 4. Edited by Paul WE. Philadeiphia: Lippincott-Raven; 1999:367-409.

Berke G. The binding and Isis of target cells by citoxic Iympocytes: Molecular and ceIIulax
aspects[Review]. Annu Rev Immunol: 12:735-73. 1994

Berke. G.. The Fas-based mechanism of Ilymphocitotoxicity, Hum. Immunol., 54, 1-7,1997.
Berlin-Rufenach, C.. Otto. F., Mathies, M.. Westerman, J., Owen, M. J,, et al. Lymphocyte
Migration in Lymphocyte Function-associated Antigen (LFA) —I-deficient Mice. J. Exp. Med.,
189: 1467. 1999.

Beverley PCL. Cilard RE. Distinctive functional characteristics of human T lymphocytes
defined by E rosetting or a monoclonal anti T cell antibody. EurJ Immunol. 11:329, 1981.
Biddison WE, Rao PE, Talle MA et al. Possible involvement of the T4 molecule in T cell
recognition class ITHLA antigens: evidence from studies of proliferative responses to SB
antigens. J Immunol. 131:152, 1983.

Biosafety and Health in Microbiological aand ' Biomedical Laboratories. Human Service
Publication#(N1H)88-83395. U.S. Goverment Prnmnn Office, Washington D.C.



. 190 i s
1 XOGRAYVIS o

Black RA, Rauch CT, Kozloski CJ, Peschon JJ, Slack JL, Wolfson MF, Castner BJ, et al A
metalloproteinase disintegrin metalloproteinase that processes precursor tumou-necrosis factor-
alpha from cells. Nature; 385:733-736. 1997 R
Blair D Oskarson D, Wood D et al. Activation of the transforming potential of a normal cell R
sequence: a molecular model of oncogenesis. Science 212;941-943. 1981
Blair D Oskarson D, Wood D et al. Activation of the transforming potential of a normal cell i
sequence: a molecular model of oncogenesis. Science 212;941-943, 1981 T
Blair D Oskarson D, Wood D ¢t al. Activation of the transforming potential ofa no
sequence: a molecular mode! of oncogenesis. Science 212;941-943. 1981 : e
Blum, JL, Jones, SE, Buzdar, AU, et al. Multicenter phase Il study ofcapecnabme mp ita;
refractory metastatic breast cancer. J Clin Oncol; 17:485. 1999 :
Boon T, Cerottini JC, Van den Eynde B, van der Bruggen P, Van Pel A.. Tumor antigens
reco"nizu:l by T lymphocytes. Annu. Rev. Immunol. 12:337-65. 1994 :

Bockman DE, Kirby ML. Neural crest interactions in the development ofthe im
Immunol; 135:766. 1985

Bosch, FX, Manos, MM, Munoz, N, et al. Prevalence of human paplllomavn
cancer: A worldwide perspective. J Natl Cancer Inst; §7:796. 1995 :
Bounsell L,Bernard A, Reinherz EL etb al. Surface antigens on mallgnant Sezary and'T-CL‘.L, .
cells correspond to mature T celis. Blood, 57:526, 1981. oy :
Boyum A. Separation of lymphocytes from blood and bone marrow. Scand J Clm Lab Invest e
Suppl.:97:51. 1968 s

Bradley, L. M., Duncan, D. D., Tonkonogy, S., and Swain, S. L., Ch'lracterlzatlon of anugen- . RN

sspecific CD4-:- effector T cells in vivo: immunization results in a transiet populatlon of MEL-;,’
14-, CD45RB helper cells that secretes  interleukin 2 ( IL-2), IL-3, IL-4, and inter feron g'1mm'1,‘
J. Exp. Med., 174, 547-559, 1991. v
Braud, V.M. & McMichael, A.J. Regulation of NK cell functions through mteractlon of the Ll
CD94/NKG?2 receptors with the nonclassical class I molecule HLA-E. Curr. Top Mlcroblol,l e
Immunol. 244, 85-95 1999. 2
Boyum A. Separation of lymphocytes from blood and bone marrow. Sc:deClm Lab Imest
Suppl. 97:51-76. 1968. :
Bromley SK. Peterson DA, Gunn MD, Dustin ML: Hierachy of chemokine receptor and TCR
sighals regulating T cell migration and proliferation. J Immunol 2000; 165:15-19.

BudlhardJo, . Oliver, H., Lutter, M., Luo, X., and Wang. X. Biochemical pathways of caspase
activation duunu apoptosis. Annu Rev Cell Dev Biol, 15:269-290, 1999,

Burger JA, Burger M. Kipps TJ: Chronic Iymphocytic leukemia B cells expresss functional .
CXCR4 chemokine receptors that mediated spontaneous migration beneath bone marrow
stromal cell. Blood 199: 94:3658-3667. .
Bux"us TL. Kelly RB. Consstitutive and regulated secretion of proteins, Annu Rev Cell Biol -
1987:3 "-13-’9.7 ~
Burke, East. N.. Upton. C.. Patel, K., and Balkwill, F. R., Interferon gamma induces cell
cycle must and apoploms in a model of ovarian cancer: enhancement of effect by batimastat,
Eur. J. Cancer. 33, 1114-1121. 1997.

Burkitt Dp. Geographical distribution. In: Burkkit Dp, Wright DH, eds. Burkkit's lymphoma.
Edinburgh: E. and S. Livingstone. 1988:186

Burkly L. Hession C. Ogata L. Reilly C. Marconi LA, Olson D, Tizard R, Cate R, Lo D. 1995.
Expression of relB is required for the development of thymic medulla and dendritic cells.
Nature 373:531-36

Burnet FN  Cellular Immunology. Cambridge University press London. 1969

Burnet FM . The concept of immunological surveillance. Prog Exp Tumor Res 13:.1-27.1970
Burrows PD. Cooper MD. B-cell development in man. Curr. Opin Immunol:1993;.5:201. .

Butcher EC, Picker LJ. Lymphocyte homing and homeostasis. Science:1996; 272:60.




85.
Cady B. Lymph node metastases: indicators, But no' t“igdveri
Surg;119:1067-72. 1984

Campana D, Janossy G, Coustan SE, et al The expression of T cell recept
during T cells ontogeny in man. J. Immunol; 142: 57. 1989 :
Campbell JAH. Cat-scratch disease. In: Sommers SC, Rosen PP, eds, Patholog
part 1. New York: Appleton-Century-Crofts, 277—79’7 1977 sy
Campbell, J. J., Bowman, E. P., Murphy, K., Youngman, K. R,, et al. 6CKme (SLC),

Lymphocyte Adhesion-triggucrin Chemokine Expressed by High Endothehum, IS an Agomst

for the MIP-3beta Receptor CCR7. J. Cell. Biol. 141: 1053- 1039 1998 g
Campbell JJ, Pan J, Butcher EC: Developmental switches in chemokine responses durmg;T cell .
maturation. J Immunol; 163:2353-2357. 1999 :
Campbell, J. J., Murphy, K. E., Kunkel, E. J., Brightling, C. E., et al. CCR7 Expresswn and :
Memory T Cell Diversity in Humans. The JI I66 877-884. 2001 '
Carding SR. Hayday AC, Bottomly K. Cytokines in T-cell development. lmmunol Today, 12:
239. 1991

Casey TT, Olson SJ, Cousar JB, Collins RD. Immunophenotypes of Reed-Sternberg cells: a
study of 19 cases of Hodgkin’s disease in plastic-embedded sections. Blood;74:2624-2628.1989
Celluzzi CM, Mayordomo JI, Storkus WIJ, Lotze MT, Falo LD Jr. 1996. Peptide-pulsed
dendritic cells induce antigen-specific CTL-mediated protective tumor immunity. J. Exp. Med.
183:283- 87

Cerwenka, A. et al. Retinoic acid early inducible genes define a ligand family for the actlvatmg
NKG2D receptor in mice. Immunity 12, 721-727 (2000).

Clark EA and Ledbetter JA. Structure, funcnon and genetics of human B cell assocnated surface
molecules. Adv Cance Res 52:81, 1981

Clark EA, Ledbetter JA. Leukocyte cell suraface enzymology: CD45 (LCA T"OO)ls a proteln e

tyrosune phosphatase. Immunology Today. 10:225-8, 1989. :
Clevers H. Alarcon B. Wileman T, Terhorst C. The T cell receptor/CD3 compl
ens'lmble Annu Ru Immunol 6 629, 1988.

Fn"I J \1Ld .>l7 1490 I‘)b'/ Lo

Cohen. P. A.. Kim. H., Flowler, D. H., Gress, R. E,, etal.Use ofmterleukm -7, mtelleul\m-?., and T
interferon-gamma to pxopaualc CD4+ t cells in culture wnh mamtdmed antlgen specnf’cnt) Jo
Immunother. 14, 242-252,1993. i

Cohen E. P.. and Kim. T. S.. \'eopldstu. cells that express low levels of MHC class 1

determinants escape host immunity. semin. Cancer Biol., 5, 419-428,1994, -

Cohen. P. A, CD4+ T cells in tumor rejection: past evidence and current prospects, in
immunotherapy of cancer with sensitized T Lymphocytes, Chang, A. E. and shu, S., Eds., ]. B.
Lippincott. Philadelphia. 1994,

Cohen. P. A.. Fowler, D. J.. Kim. H., H., White, R. L., et al. Propagation of murine and human

T cells with defined antigen specifity and function, in Ciba Foundation Sympossium No. 187:
vaceines Againsst virally Induced Cancers. Frazer, 1., Chadwick; D., and Marsh, J., Eds., Wiley
& sons Ltd. Chichester. ,179-193, 1994

Cohen. P. A., The challcnng of preparing human dendrmc dells for tumor vaccine therapies, -

Melanoma Let 15.3-4. 1997.




Cohen, P.A,, Peng, L., Plautz, G E me, K. K Weng, D. E and Shu S CD4+ T cells in

adoptive lmmunotherapy and the’ mdlrect mechamsm of tumor re_;ectlon _crit. Rev. Immunol.,
20,17-56,2000.

Coleman, N., H. D. L: erley, A. M Renton, N. F. Hanna, B. K Ryait, M. Byrne, D. Taylor
Robinson & M A. Stanley: lmmunologlcal events in regressing genital warts, Am J Clin Pathol
102, 768-74 (1994)

Collins RD. Lymph node examination. Arch Pathol Lab Med;109:796-799. 1985

Collins RD. Is clonality equivalent to malignancy: specifically, is immunoglobulin gene
rearrangement diagnostic of malignant lymphoma? [Editorial] Hum Pathol;28(7):757-759. 1997
Colonna M, Brooks EG, Falco M, Ferrara GB, Strominger JL. Generation of allospecific

natural killer cells by stimulation across a polymorphism of HLA-C. Science 3; 260:1121-1124,

1994

Colonna M, Borsellino G, Falco M, Ferrara GB, Strominger JL. HLA-C is the inhibitory llgand‘v ‘
that determines dominant ressistance to lysis by NK1-and NK2-specific natural killer cells. Proc = .. =

Natl Acad Sci U S A; 90: 12000-12004. 1993

Cordier AC, Haumont SM. Deveclopment of thymus, parathyroids, and ultimobranchial bodles

in NMRI and nude mice. AmJ Anat; 157:227. 1980

_Cormier, J. N., Hijazi, Y. M., Abati, A., Fetsch, P, et al. Heterogeneous e\pressxon o' l :
melanoma-assocmted antigents 'md HLA- A” in metastatic melanoma in vivo, Int J. Cancer 7) jrein

517-524, 1998.

Cornil, 1., Kerbel, R. S., and Dennis, J. W., Tumor cell surf'lce beta 1-4 Imked galactose bmds o
to Iectm(s) on microvascular endothelial cells and contributes to organ colomzanon J. Cell

Biol,, 111, 773-781, 1990.

Coxxea, M. R., Ochoa, A. C., Ghosh, P., Mizoguchi, H., Harvey, L., et al Sequemlal
development of structural and funtional altexanons in T cells from tumor-bearing mice, J.

Immunol., 158, 5292-5296, 1997.

Coulomb-L"Hermin A, Amara A, Schiff C, Durand-Gasselin |, Foussat A, Delaunay T,

Crispe IN, Moore MW, Husmann LA, Smith L, Bevan MJ, Shimonkevitz RP. Differentiation
potential of subsets of CDd4-8 thymocytes. Nature; 329: 336. 1987

Crook, T. & K. H. Vousden: HPV oncoprotein function. In: Papillomavrius Reviews: Current
Research on Papillomaviruses. Ed: C. Lacey, Leeds University Press, Leeds, 55-60 (1996)
Croft M. Carter L. Swain SL. Dutton RW. Generation of polarixed antigen-specific CD8
effector populations: reciprocal action of interleukin (IL) —4 and IL-12 in promoting type 2
verus type 1 cytokine profiles. J Exp Med 1994:: 180: 1715.

Cruz, P. D. and Bergstresser, P. R.. Antigen processing and presentation by epidermal .. ..
langerhans cells, induction of immunity or unresponsiveness. Dermatol. Clin., 8, 633-646,1990. =~

Cunningham BA. Hemperly JJ. Murray BA, Prediger EA, Bra ckenbury R, Edelman GM.
Neural cell adhesion molecule: Structure, immunoglobulin-like domains, cell,
modulation, and alternative RNA splicing. Science; 236:799. 1987

Cyster. j. G. Chemokines and Cell Migration in Secondary Lymphoid Orﬂans Scnence 8
2098-2102. 1999

Costanos-Velz E. Biberfeld P, Patarroyo M. Extraceliular matrix proteins and mtezrm receptors

in reactive and non reactive lymph nodes. Immunology. 86:270-278, 1995

Czwrniecki. B. J.. Carter, C., Rivoltini, L., Koski, G. K., et al. Calcmm xonobhore.,tleated

peripheral blood monocytes and dendritic cells rapidly dlspla) cahamcterlstlcs of actwatedi' “

dendritic cells. J. Immunol., 159, 3823-3837, 1997.

Czerniecki. B. J.. Cohen, P. A, Faries, M., Xu, S., et al. Dl\else ﬂmcnonal actlvxty ofCD83+_
monocyte derived dendritic cells and the lmphcanons for cancer. vaccmes Cnt Rev !mmunol :

21.215-248.2001.

su face




193

Chadburn A Metroka C, Mouradlan J Progressnve lymph node histology and its prognostic
value in patients with acquired lmmunodel’cxencv syndrome and AIDS-related complex. Hum

" Pathol; 20:579-587. 1989 »
Chan VW, Kothakota S, Rohan MC, Pangamban -Lustan L. 1999. Secondary lymphoid-tissue
chemokine (SLC) is chemotactic for mature dendritic cells. Blood 93:3610-16 .
Chang AE, Karnell LH, and Menck HR. The national cancer database reports on cutaneous and .
noncutaneous melanoma. A Summary of 84, 836 cases from the past decade. Cancer; 83: 1664- CI
78. 1998 S
Chang, AE, Karnell, LH, Menck, HR The National Cancer Data Base report on cutaneous ar
noncutaneous. melanoma: a summary of 84,836 cases from the past decade.:The® Amencan_
College of Surgeons Comission on Cancer and the American Cancer Soctety Cancer 83:1664.
1998
Clmu\, Pr., Vantomme V., Stroobant \& Thlelemans K., et al,

ldentlf'catl n ‘of

778,1999. .
Chaouat G, Capron F, Leclec N, Galanaud_P et ’ayl

Chaplin DD, Yanf-xi F. C)tol\me regllat10n of secundary lvmphond orga

Op Immunol, 10:289-297, 1998.

Chevinsky, AH, Ferrara, J, James, AG, et:al. Plospectl\'e evaluallon ofclmu:
1990 s L

Childs CC, Parham DM, Berard CW. lnfectlous mononucleosis: the spectrm of; l.'l. 22—132

morphologic changes simulating lymphoma in lymph nodes and tonsils., Am’J. Surg Pathol 1987

Chott A, Kaserer K, Augustin I, et al. Ki-1-positive large cell lvmphoma a cllmcopathologlc

study of 41 cases. Am J Surg Pathol; 14:439-448. 1990

Chou, T., Bertera, S., Chang, A. E., and Shu, S., Adoptive nnmunotherapy of mlcroscoplc and

advanced visceral metastases with in vitro sensmzed lymphoxd cell from mice- progressw

tumors, J. Immunol, 141,1775-1781,1988. ;

Chu, KC, Tarone RE, Kessler LG, et al. Recent trends in U.S. breast cancermcndence survxval

and moxtalltv rates. J Natl Cancer Inst; 88:1571. 1996. :
Dalloul AH, Arock M, Fourcade C, et al. Human thymic ephitelial cells produce mterleul\m-3

Blood; 77:69. 1991 o
Dallgleish AG, Beverley PCL, Claphan PR et al. The CD4 (T4) antigen is an essentlal!n» :

component of the receptor for the AIDS retrovirus, Nature 312:763, 1984 L

Damerson KM, Volpert OV, tainsky MA, Bouck N. Control of angiogenesis in Fbroblasts by.

p33 regulation of thrombospondm—l Science 1994; 265:1502.,; 1:101. S

Dardenne M, Bach JF. Functional biology of thhymic hormones. Thymus Update 1988 . N

Davey MP, Waldmann TA, Clonality and lymphoproliferative lesions [Edltorml] N Engl I -

Med:315:509-511. 1986 e

Das DK. Lymph nodes. In: Bibbo M, ed. Comprehensive cytopathology. Phlladelphla WB

Saunders,:671-702. 1991 e

DeClerck YA, Yean T-D, Chan D, Shimada H, Langley KE. Inhibition of tumor cell mvasnon ofT i

smooth muscle cell layers by recombinant human metalloproteinase mhlb|tor Cancer Res, '
51:2151. 1991

De Gruijl. T. D,, H. J. Bontkes, M. J. Stukart, J. M. M.: T cell plOlllel"lll\'e responses agamst[

lhuman paplllonm\nus tvpel6 E7 oncoprotein are most prominent in cervical mtraepxthehal

neoplasia patients with a persistent viral infection. J Gen Virol 77,2183-91 1996 S '

DeGregorio. MW, Ford. JM. Benz, CC, Wiebe, VIJ]. Toremifene: pharmacolomc and

. pharmacol\menc basis of reversing multidrug leswtance J Clin Oncol; 7: 1339 1989 S




194

De Meerleer, GO, Vermeersch, H, van Eijkeren, M, et al. Primary sinonasal mucosal melanoma:
three different terapeutic approaches to inoperable local disease or recurrence and a review of
the literature. Melanoma Res; 8:449. 1998

DeMatos P, Tyler DS, Seigler HF. Malignant melanoma of the mucous membranes: A review of
119 cases. Ann Surg Oncol, 5(8): 733-42. 1998

De Plaen E, Arden K, Traversi C, Gaforio JJ, Szikora j-P, et al. Structure, chromosomal
localization and expression of twelve genes of the MAGE family. Immuno genetic,40:360- 369

1994

De Plaen E, Lurquin C, Brichar V, van der Bruggen Pet al.Cloning of genes coding for antlgens' B
recognized by cytolytic T lymphocytes. In The immunology Methods Manual Ednted by" :

Leﬂ\ovltsl Academic press Ltd, 692-718., 1997

De Smet C, De Backer O, Faraoni I, Lurqum C, Brasseur F, Boon,T: The actlvatxon_ fhuman:m g

gene MAGE-1 in tumor cells is correlated with genome-wide demethylatlon Proc Natl Acad
Sci UsA, 93: 7149-7153.1996
DeVita VT, Jr, Hellman S, Rosenberg SA, eds. Biologic theraphy of cancer Phlhdelphxa JB’
Lippicott. 1995:1,

Diefenbach, A., Jamieson, A.M., Liu, S. D., Shastri N. & Raulet, D. H.: ngan s for the murine "
NKG2D receptor: expression bv tuor cells and activation of NK cells and macroph'lges Nature SR

Immunol. I, 119-126 (2000). Sl
Disis, M. L., Schiffman, K., Gooley, T. A., McNeel, D. G., et al. Del'\yed typ Iypersensmwty
response is a predictor of peripheral blood T-cell immunity after HER-”/neu peptxde :
immunization, Clin Cancer Res., 6,1347-1350,2000.
Dieu MC, Vanbervliet B, Vicari A, Bridon JM.. Selective recruitment of lmmature and mature
dendritic cells by distinct chemokines expressed in different anatomxc sites. - J.. Exp. Med. .
188:373-86. 1998 ,
DiMolfetto L, Reilly C, Wei Q, Lo D.. Dendritic-like cells from relB mutant mlce Adv. Exp.
Med. Biol. 417:47-54. 1997
Direccion general de epidemiologia/Instituto nacional de Cancerologla/Asocmclon Mexicana de
Patologos. Registro Histologico de las neoplasias en Mexico Morbilidad y Mortalidad (bienio
1993-1994). Tendencias 1985-1994. Mexico: Secretaria de salud , 1996
Doll R Prevention of Cancer Pointers from epidemiology. London The Nuff'eld Provincial
Hospital Trust 1967
Dorfiman RF, Remington JS. Value of lymph-node biopsy in the diagnosis of acute-acquired
toxoplasmosis. N Engl J Med;289: 878-881. 1973
Dorfman RF, Warnke R. Lymphadenopathy simulating the malignant lymphomas. Hum
Pathol:5:519~550. 1974
Dunnon D, Courtois D. Vainio O, et al. Ontogeny of the immune systen:y/8 and /B T cells
migrate from thymus to the periphery in alternatingwaves. J. Exp. Med.; 186: 977-988. 1997
Dupuis M. Schaerer E. Krause KH, Tschopp J. The calcium-binding protein calreticulin is a
major constitutend of lytic granules of cytolutic T Iymphocytes. J Exp Med; 177:1-7. 1993
Eremin O. Roberts P, Plumb D. Sthephens P. Human regional tumor lymph nodes: alterations of
microarchitecture and Ivmphocy te subpopulations. Br J Cancer. 40:62- 72, 1980.
Ebnet K. Kaldijan EP. Anderson AO. Shaw S. Orchestrated information transfer underlying
leukocyte endothelial interactions. Adnnu Rev Immunol, 14: 155, 1996
Elewaut, D.. Brossay. L.. Santee. S. M., Naidenko). Membrane Lymphotoxin Is Required for
the Development of Ditterent Subpopulauom of NK T Cells. T/he JI 165:671-679 2000 :
Enttinghausen. S. E.. Lipford. E. H.. lll. Mule, J. J., and Rosenberg, S. A., S\'stemlc
administration of 1ecombm'mt interleukin 2 stimulates in vivo Iymphoid cell plollferatlon in
tissues, J. immunol., 135, 1488-1497, 1985,




Ettinghausen, S. E., Lipf‘ord E. H., lll, Mule, J.-J., and Rosenberg, S. A.,Recombinant
mterleul\m 2 stlmulates in vivo prohferatlon of asoptively. transferred Iymphokme actlvated -
kitler (LAK) cells, J. Imnumnol., 135, 3623-3635, 1985. o
Farrar MA, Schreiber RD. The molecular cell biology of mterferon-y and its receptor Annu Rev L
Inmunol; 11:571. 1993 : S

Ferrone, S. and Marincola, F. M., Loss of HLA class I antlgens by mel !
mechanisms, functional snngcance and cllmcal relevance, Innmmol ¢

J, and Bucana, C., Mechamsm of tumor cell re
, 37, 394:-36:6 1977.

Fidler, L
lymphocytes Cancer Res.

28:149. 1978
Fidler I J. Tumor heterogeneity and the blology of cancer mva ion
38:2651. 1978 S
Fidler, 1. J., Recognition and destruction of target cells bv tumoncndql mncrophage 15
Sci., 14, l77-|9l 1978.
l‘ldler I 4, poste G. The cellular heterogeneity of malignant neopl'isms mlpllc
chemotherapy . Semin Oncol; 12:207. 1985

Fidler, 1.Fogler, W. E., Kleinerman, E. S., and Saiki, 1., Abrogation of spec1 i
activation oftumoncndal properties in macrophages by recombmant mouse or hum 1int
gamma encapsulated in liposomes, J. /numunol., 135,4289-4296, 1985,
Fidler 1 J, Balch CM. The biology of cancer metastasis and implications for thera'
Surg: 24:137. 1987
Fidler I J. Critical factors in the biologic of human cancer metastasis: t\venty 1
Clowes memorial award lecture. Cancer Rea; 50:6130. 1990

Fidler 1 J. Modulation of the organ microenvironment of cancer metastaSIs
Cancer Inst; 84:1588. 1995 g G
Filder I J, Ellis LM. The implications of angiogenesis for the blology and therapy of cancer
metastasis, Cell; 79:185. 1994

Fischer M, MacNeil I, Suda T, Cupp JE, Shortman K, Zlotnik1991

Fisher B, Fisher Er. The interrelationship of hematogenous and lympatic tumor cell
disssemination. Surg Gynecol Obstet 1996; 122:791.

Force, W.R,, Glass, A. A., Benedict, C. A., Cheung, T. C., 'Lama, J., Ware, C. F,, ().Discrete
Signaling Regions in the Lymphotoxin-beta Receptor for Tumor Necrosis Factor Recepor-
associated Factor Binding, Subcellular Localization, and Activation of Cell Death and NF-
kappa B Pathways. L Biol. Chem. 275:11121-11129 2000

Fu Y-X and Chaplin DD. Development and maturation of secondary lymphoid tissues. Anun Rev
Immunol. 17:399-43328, 1999.

Fowlkes BJ, Pardoll DM. Molecular and cellular events of T cell development. Adv.
Inmunol:44:287. 1989 . ‘
Frey. A. B. And Cestari. S., killing of rat adenocarcinoma 13762 in situ by adoptive transfer 6F-'
CD44+ anti-tumor expression of cell surface MHC class [l.molecules, cel/ zmmzmol 178 . 79- 90 ’
1997. e o
Fu YX. Chaplin DD: De\elopment and m'\tumtlon of secondaly
Tnmmunol 1999; 17:399-433. s :
~Garcia-Penarrubia. P.. Bankhurst, ‘A, D. and l\ostel, F. T, Prostnnlandms from human T.‘ :
suppressor/cytotoxic cells modulate natural killer antlbacterml actt\'ltv L’/ L‘\')’ )l/[ed 170 601-
606,1989. (e R

ations fo




196

Garni-Wagner BA, Purchit A, Mathew PA, Bennett M, Kumar V,"A novel function-associated
molecule related to non-MHC-restricted citotoxicity mednated by activated natural killer cells
and cells. J Immunol; 151:60-70. 1993
Gattoni-Celli S, kirsh K, Timpane R, Isselbacher KJ. Beta 2-microglobulin gene is mutated ina
human colon cancer cell line (HCT) deficient in the expression of HLA class | antlgents on thev
cell surface. Cancer Res 52:1201-1204, 1992;
Gimmi CD, Morrison BW, Mainprice BA, Gribben JG, Boussiotis VA, Freman GlJ, Park SY, . -
Watanabe M, Gong J, Hayes DF et al: Breast cancer-associated antigen, DF3/MUCI, mduces '
apoptosis of‘actlvated human T cells. Nat Med, 2: 1367-1370. 1996 LT
Galy A, Travis M, Cen D, Chen B. 1995, Human T, B, natural killer, and dendrmc cells arlse' e
from a common bone marrow progenitor cell subset. Immunity 3:459- 73 Sk
Grouard G, Rissoan MC, Filgueira L, Durand I, Banchereau J, Liu YJ. 1997, The emgmatlc
plasmacytoid T cells develop into dendritic cells with interleukin (IL)-3 and CD40 Ilgand Y
Exp. Med. 185:1101-11 EE
Gelmon, K. The taxoids: paclitaxel and docetaxel. Lancet 1994; 344:1267. :
GK, Green, S, Schulman, S, et al. Alternating weckly doxorubicin and 5- ﬂuorourac1I/leucovorm*"
followed by weekly doxorubicin and dall\ cyclophosphamlde in stage 1V breast c
Southwest Oncolo"v Group study. Cancer 1991; 68:934. :
Greenblatt M, Shubik P. Tumor angiogenesis: transfiltered difussion studies i m the hamster. by',
the transparent chamber technique. J Natl Cancer Ints 1968; 41:111. gans
Greenlee, RT, Hill-Harmon, MB, Murray, T, Thun, M. Cancer stanstlcs, 2001 CAiCancerJ !
Clin 2001; 51:15, o
Gluckman JL, Crissman JD, Donegan JO. The surgical manaoement of e S
cancers. In; Johnson JT.Didolkar MS eds. FHead and Neck Cancel Vol 3- Amsterdam, Thef"f .
Netherlands: Elsevier Science 1003:329-331 o
Gluckman JL Management of advanced cancer of head and neck. ln Gates G ed erent;'; )
Therapy In Otolar _)nqo/om Head And Neck Surgery. Vol 3, Trento NJ:BC Decker,“
Inc:1986:99-102
Gaffey, MJ, Mills, SE, Frierson, HF, et al. Medullary carcinoma of the breast: Interobserver‘-»
variability in histopathologic diagnosis. Mod Pathol 1995; 8:3'1 '
Gasparini, G, Pozza, F, Harris, A. Evaluating the potential usefulness of new proonostxc and”’ - -
predictive indicators in node-negative breast cancer patients, J Natl Cancer Inst 1993; 85:1206: .
Girolomoni. G., Simon, J. C., Bergstresser, P. R,, and Cruz, P. D., Jr., Freshly lsolated spleen’
dendritic cells and epidermal Langerhans cells undergo suml'lr phenotypic and functlonal e
changes during short-term culture, J. Inmumnol.. 145, 2820-2826, 1990. o
Greenblatt M. Shubik P. Tumor angiogenesis: transfiltered difussion studies in the hnmster by‘ :
the transparent chamber technique. J Natl Cancer Ints: 41:111. 1968 A
Gorman SD, Sun YH. Zamoyska R and Parnes JR. Molecular linkage of Ly-3 and Ly-2-
requirement for Ly-2 and Ly-3 surface expression . J Immunol 140:3646, 1988
Gluckman JL. Crissman JD. Donegan JO. The surgical management of early oral _ca
cancers. In; Johnson JT.Didolkar MS eds. Head and Neck Cancer. Vol 3
Netherlnnda. Elsevier Science 1999:1003:329-331. s
Gluckman JL Management of advanced cancer of head and neck. In: Gatés 'G‘ dsCr BE
Therapy  In Owlaryngology- Head And Neck Surgery. Vol 3. Trento “NI:BC Decker -
Inc:1986:99-102.
Gunn. M. D.. Kyuwa. S.. Tam, C.. Kakihuichi, T., () et al. Mlce L,'1ck|
Secondary Lymphoid Organ Chemokine-Have Defects in Lymphocv 1
CL” Locnllzanon J. E\p Med.. 189: 431 460 1999




197

Haynes BF Demng SM, Le. PT Slnge» an'intra ymiciT'Cell'differentiation. Semin
Immunol; 2:67. 1990 : :
Haynes BF, Martin ME, Kay HH Early,events n human T cell ontogeny,
Phenotypic characterization and lmmunohlstolog)’i'locallzatxon of . T-cell precursor in early

human fetal tissues [published erratum appeals in’ JEvp Me(l 1989 l‘eb I 69(2) 603] JE\rp e S

Med; 168: 10061, 1988

Acad Scie USA. 76:5829, 1979
Hadden JW.The Immunopharmacology of head and necl\ cancer: 4
immunopharmacol. 19:629-644, 1997,
Hein DW, Moy RL. Elective Iymph node dlssectlon in stage I mallgnant melanoma
analysis. Melanoma Res; 2:273. 1992 : :
Hendricks T, Martens MF, Huyben CM, Wobbes T. Inhibition of basal and TGF -5 heallna Br1 o
J Cancer; 67:545. 1993 :
Hercend T, Griffin JD, Bensusan A, et al. Generation of monoclonal antibodies to a human

natural killer clone: Characterization of two natural killer associated antigens, NKHIA and® =

NKH?2, expressed on subsets of large granular lymphocytes. J Clin Inves; 75:932, 1985
Himelstein BP, Canete-Soler R, Berhnard Ej, Dilks DW, Muschel RJ. Metalloproteinases in
tumor progression: the contribution of MMP-9 Invasion Metastasis -95; 14:246. 1994
Hjelmstrdm, P. (). Lymphoid neogenesis: de novo formation of lymphoid tissue in chronic
inflammation through expression of homing chemokines. J Leukoc Biol. 69: 331-339 2001
Hjelmstrom, P., Fjell, J.. Nakagawa, T., Sacca, R., () et al. Lymphoid Tissue Homing: .
Chemokines Are Expressed in Chronic Inflammation. Am. J. Pathol., 156: 1133-1138. 2000 _
Holmes K, Fowlkes BJ. Preparation of cells and reagents for flow cytometry In: Curr Pr olocol‘
in Innmumol . Wiley Inter Science (Ed)1991:15.31-5.3.8. :
Honda, K., Nakano, H., Yoshida.,, H., Nishikawa, S., Molecular Basls for‘.

Hematopoieti/Mesenchymal lntenactlon durlng lnmatlon of Pereyer’s Patch Oraanogenesxs Jg S

Exp. Med. 193: 621-630 2001. .
Horak E, Leck R, Klenk N, et al. Angiogenesis, assessed by pl'\telet/endothehal cell aclhesnonq :
molecule antibodies, as an indicator of node metastases and survnval in breast cancer. ‘Lancet;
340:1120. 1992

Hsu FJ, Caspar CB. Czerwinski D, Kwak LW, et al: Tumor-specific ldlot)pe vaccines in the
treatment of patients with B-cell lymphoma. Long-term results of a clinical trial. Blood, 89:.
3129-3135. 1997

Huang E. Novka K, Beier DR, et al. The hematoponetlc growth factor KL is'encoded by the Sl
locus and is the ligand of the c-kit receptor, the gene product of the W locus. Cell; 63:225 1990
Huang S. Terstappen LWMM. Formation of both hematopoietic microenviroment and
hematopoiectic stem cells from single human bone marrow stem cells. Nature: 360: 745. 1992
Huang, A, Y., Bruce A. T., Pardoll. D. M., and Levisky, H. L, In vive cross-priming of MHC
class I-restricted antigens requires the TAP transporter. Immunity,. 4, 349-355,1996.

Ikeda H. Lethé B, L.ehmann F, Van Baren N, Baurain J-F, De Smet C, et al: Characterization of
and antigen that is recognized on a melanoma showing partial HLA loss by CTL expressing an
NK inhibitory receptor. lmmunin:, 6: 199-208 1997

Ikuta K, Kina T, MacNeil I. et al. A developmental switch in thymic Imphocyte muturation
potentialoccurs at the level of hematopoietic stem cells. Ce//; 62: 863-874. 1990

Imhof BA. Dunnon D. Leukocyte migration and adhesion. Ay mmunol; 58: 345. 1995

loannides CG. Whiteside TL. T cell recognition of human tumors: implications.for molecular S

immunotherapy of cancer. Clin immunol nmumopeathol 1993: 66:91-106.
Isaacs A. Lindenmann J. Virus interference, The interferon Proc R Soc Lond [BlOl], 147 ":8
1957 : .




198

Jessss RH, Fletcher GH. Treatment of the neck in patlents wnth squamous cell carcinoma of the
head and neck. Cancer. 39:868-872, 1977. :

Jeltsch M, Kalp'unen A, Joukov V, Meng X et al. Hyperplasm of Iymphatlc vessels in VEGF-C
transgenic mice. Science. 276:1423-1425, 1997.

Jenkinson EJ, Kingston R, Smith CA, Wiliams GT, ‘Owen JJ. Antlgen mduced apoptosis in
developing T cells: a mechanism for negative selection of the cell receptor repertoire. Eu J
Immunol; 19:2175. 1989

Jerome KR, Domenech N, Finn OJ: Tumor-specxf'cnc citotoxic T cell clones from patients w:thw i
breast and pancreatic adenocarcinoma recognize EBV —immortalized B cells transfected w1th )
polymorphic epithelial mucin cDNA. J fmnmunol, 151: 1654-1662. 1993 i .
Jonuleit, H., Knop, J., and Enk, A. H., Cytokines and their effects on maturatlon dlfferetatlon
and migration of dendritic cells, drch. Delmatol Res., 289, 1-8,1996. C » S
Jung T. M. and Dailey M. O., Reversibility od loss of homing receptor expressnon followmg
activation, Adv. Exp. Med, B/ol 237, 519-524, 1988. :
Jung, T. M. and Dailey, M. O., Rnpld modulation of horming receptors (gpQOWEL 14) mduced S
by activators of protein l\mase C. Receptor shedding due to accelerated proteolytlc cleav%e at

the cell surface, J. Immunol., 144,3130-3136, 1990.

Jung, T. M., Gallatin, W. M Weissman, 1. L., and Dailey, M. O., Down- regul'mon ofhommrr
receptors alter T cell activation, J. Imumunol., ]41 4110-4117, 1988 a

Kagi D, Ledermann B, Burki K, et al. Cytotoucnty mediated by T cells and natural klller cells is
greatlw impaired in perforin-deficient mice. Nature 369:31-37. 1994;

Kamamura, Y., Takahashi, K., Komaki, K., and Monden, Y., Effects of mterferon-alpha and
gamma on development of LAK activity from mononuclear cells in breast cancer, patlents, Jo
Med, Inves., 45, 71-75, 1998.

Kander, B. R., Acevedo, J., and Streilein J. W., Local T Helper cell sxgnals by Iymphocytes
infiltrating intraocular tumors, J. Jnumunol., 148, 1955 1963, 1992.

Kannan K, Stewart RM, Bounds W, et al. Lysosome-associated membrane protems h-LAMP!
(CD107a) and H-LAMP2 (CDI107b) are activation-dependent cell surface glycoproteins in
human peripheral blood mononuclear cells which mediate cell adhesion to vascular
endothelium. Cell Immunol: 171:10-19. 1996

Karrer Y, Athage A, Odermatt B, Roberts CWM, Korsmeyer SJ, Miyawaki S, Hengarther H,
Zinkemagel RM: On the key role of secondary lymphoid organs in antiviral immune responses
studied in alymphoplastic (aly/aly) and spleenles (hox 11 (-/-) ) mutan mice. J Exp Med,
185:2157-2170. 1997 :
Katano M, Nakamura M. Morisaki T, Fujimoto K: Melanoma antigen-encoding gene-1:
expression in invasive gastric carcinoma: correlation with stage of disease. J. Stug Oncol 64:
195-201. 1997 :
Kawabata K, Ujikawa M, Egawa T, Kawamoto H, Tachibana K, Isaza H, K'ltsula Y, Klshlmoto :
T. Nagasawa T: A cell-autonomous requirement for CXCR4 in long-tem ly mphoxd and myelo:d B
reconstitution. Proc Natl Acad Sci USH; 96: 5663-3667. 1999 S
Kelsoe G. Life and death in germinal centers (redux). Inumuniry 5 4: 107. 1996 R

Kelly KA. Scollay R: Sceding of neonatal Ivmp nodes by T cells and ldmtlf'catlon ofa novel ;
populduon of CD3-C D4+ cells. EurJ Imnunol: 22:329-334. 1992 !

Kendall MD. Functional anatomy of the thymic microenvironment. J. Anar; l77.1 1991 RTEE
Kim D. Mebius RE. MacMicking JD. Jung S. Cupedo T, Castellanos Y, et al: Regulation of
peripheral Iymph node genesis by the tumor necrosis factor family member TRANCE JE\p.‘
Med: 192:1467-1478. 2000 .
Kim SH. Carney DF. Papadimitriou JC, Shin ML. Effect of osmotic protectlon on nucleated cell
killing by C5b: cell death is not affected by the prevention of celi swellmz ‘Mol [mmunol
26:323-331. 1989 v




o199

Kim, D., Mebius, R. E., Machcl\mg, J. D, Jung, S., Cupedo T, Castellanos ‘y, i
Wong, B R., Josien, R., l\lm,N Rennert, P. D., Choi, Y (. Regulation. ofpenpheral Lymplr_,
Node Genesns by the tumor Necrosis Factor Famlly Member TRANCE. J Exp Med »92'1 467-

1478 2000

factor alpha (TNF-alpha), J. Imest Dermatol., 99, 485-508, 1992.
Kinkade PW, Lee G, Pietrangeli CE, Hayashi S, Gimble JM. Cells and molecules
B lvmphoponesw in bone marrow. Amm Rew Immunol, 7 111. 1989 :

xmmunologlc specnf"cnt) but requxres down-regulation of L-selectlne‘(pressm
163, 751-759, 1999.

Kleijmeer, M. J.,, Ossevoort, M. A., van Veen, C. J, van Hellemond, J. J.; e
compartments and the kinetics of antigen presentation in acuvqted mouse spl
J. Immunol., 154,5715-5724,1995.
Kodowaki T, Shiozaki H, inoue M, et al. E-cadherin and a-catem
esophageal cancer. Cancer Res; 54:291. 1994
Kohn Ec,-Liotta LA. Molecular insights into cancer mvasnon str'\te
intervention. Cancer Res; 55:1856. 1995

Korkolopoulou P, Kaklamanis L, Pezzella F, Harris AL, Gatter KC Los of antigen-presenting. .
molecules (MHC class | and TAP-1) in lung cancer. Br J Cancer; 73:148-153. 1996 " . :
Koski, G. K., Schawartz. G. N., Weng, D. E., Czerniecki, B. J., et al. Calcium mobilization in
human myeloid cells results in ncquisitions of individual dcndritic cell-like characteristics
thorough discrete signaling pathways, J. Jmmunol., 163, 82-92, 1999,

Koski, G. K., Sch\\anz G. N, Weng, D. E,, Gress, r. E., et al. Calcium ionophore-treated
myeloid cells aquire many dendritic cell Characterlstlcs independent of prior differentiation
state, transformation status or sensitivity to biologic agents, Blood, 94, 1359-1371, 1999,
Kraehenbuhl, J-P., Neutra, M. R. (). EPITHELIAL M CELLS: Differentiation and Function .
Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 16:301-332. 2000

Kelsoe G, Life and death in germinal certer (redux)./nmunity.4:107-111, 1996,

Kriegler M, Perez C, DeFay K, Albert |, Lu SD: A novel form ofT\lF/cachectm is a cell surface
cytotoxic transmembrane protein: ramifications for the complex physsiology of TNF. Cell;
53:45-53. 1988 o
Kugler, A., Stuhler. G., Walden, P., Zoller, G., et al. Regression of human metasstatic renal cell
carcinoma affter vaccination with tumor cell-dendritic cell hybrids, Nar. Med., 6,332-336,2000.
Kummer JA, Kamp AM, Citarella F, Horrevoets AJG, Hack CE. Expression of human *
recombinant granzyme A zymogen and its activation by the cysteine proteinase cathepsin C.J
Biol Chen: 271:9281-9286. 1996 :
Kurebayashi. S.. Ueda. E.. Sakaue, M., Patel, D. D., Medvedev, A., Zhang, F., Jetten, A.M. () ;
Retinoid-related orphan receptor gamma (RORQamm'l) is essential For lymphoid oraanoaenesw S
and controls apoptosis during tlmnopoxesxs Proc. Natl. Acad. Sci. U, S, 4. 97:10132- 10137 B
2000 i
Lainer LL, Yu G. Philips JH. Co-association of CD3 zeta with a receptor (CD186) for 1aG Fc on -
human natural Killer cells. Nearure:; 342: 803-805. 1989
Lancey CJN assesment of exposure to sexually transmited agents other. than hum'mkff“ :
papillomavirus. In: Munoz N, Bosch FX, Shah KV, Mecheus A, eds. The epxdemlolog , of’ S
cervical cancer and human papillomavirus. Lyon: IARC,:93. 1992 : )
Lanier LL. Chang C, phillips JH. Human NKR-PIA. A disulfide-linked homodmer yof the C- ST
type lectin superfamily expressed by a subset of NK and T Iymphocytes. Jlmmunol 153 "417-,' RN
2428. 1994 » SRk
Lanier, L. L. NK cell receptors. Amm. Rev. Imnuol. 16, 359- 39.3 (1998)




illercells: Definition ofa cell

Lanier LL, Philips JH, Hackett J Jr, TuttM Kumar\/ Natural S
I 1987 v138, 2745] Jlmmunol e

type rather than a function [errata.llmlmmal 1987 1138:.99
137: 2735-9. 1986 ' S
Liu YJ, Grouuarrd G, de Boutellier O, Banchereau .l Folllcular dendrmc cells and germmal
centers. /n Rev Cytolk. 166:139-79, 1996. .
Le PT, Lazorick S, Wichard LP, et al, Human thymlc cells produce lL 6 granulocyte ey
monocyte-CSF, and leukemia mlubltory factor. J. Inununol; 145: 3310, 1990 : AP

Levine G, Bearman R. Electron microscopy of the, human thymus, In: Johannessen
Electron microscopy in luman medicine. New York: McGraw-Hill, 1980:5, 77777
Lx, J.. Peet G.W., alzarano D., L| X., Massa, P, Barton, R. W, Marcu, K B

Transntlon J. Biol. Chem. 276: 18579 18590 . 2001
Lores B, Garcia-Estebez JM, Arias C. Lymph nodes in Human Tumors (rewew)
1: 779 33, 1998

ceIlAd/les Coln/nmz , 6 ll7-l"3 1998 :
Liotta LA, Mandler R, Murano G, et al. Tumor cell autocn
USA 83:3302. 1986

1:107. l990
Liotta LA, Thorgeirsson UP, Garbisa S. Role of col
Melaslasns Rev 1 ”27 198"

award l-.ctme Cancer Res 6; 46:1. 198 SR
Liu YJ, Grouard G. de Bouteiller O, Banchereau. J: Follxculqr dendrltlc cells and germmal
centers. /it Rev Cyrol: 166:139. 1996
Liu YJ, Johnson GD, Gordon J, MacLennan IC. Germinal ccnters in T-cell dependent antibody
responses, fmmunol Rev: 126:143, 1992 .
Liwin V, Gumperz J, Parham P, Philips JH, Lanier LL NKBI A natural Killer cell receptor
involved in the recognition of polymorphic HLA-B molecules. J E\p Med; 180:537-543. 1994
Lobach DF, llensle\ LL, Ho W, Haynes BF. Human T cell antigen espressmn during the early -
stages of fetal thwmc maturation, J Imumunol; 135: 1752, 1985
Lobach DF, Scearce RM, Haynes BF. The human thymic microenvironment: Phenotypic
characterization of hassall's bodies with the use of _monoclonal anti —bodles Jo DImmunoly”
134:250. 1985 .
Lopez-Botet. M., Moretta, L., and Strominger, J., NK-cell receptoxs and recognmon of MHC
class | molecules Immumol. Today, 17, 212-214, 1996
Lotan, R. and raz, A., Endrogenous lectins as mediators of tumor cell adhesnon J. Cell Bzochem, :
37.107-117.1998. '
Lowin B. Mattman C, Hahne M, Tschopp J. Comparison of fas ( Apo-l/CD95) and perform- S
mediated cytotoxicity in primary T lympocytes. Int lmmunol; 8:57-63. 1996 p
luqman M. Bottomly K. Activation requirements f'on CD4+ T cells dxfferlng |n CD-l:R PN
expression. S Inunmunol; 149; 2300. 1992 :
Lustgarten J. Theobald M. labadic C, LaFace D, et al: identification of Her-"/neu CTL.
epiptopes using double transgenicmice expressing HLA-A2.1 and human CD.8, Hum Immunal
52: 109-118. 1997

Laad AD. Thomas ML. Fakih AR. and Chiplunkar SV. Human gamma delta cells recoszmze
heat shock protein-60 on oral tumor cells. lnt J Cancer. 80 709-714, 1999, : -
Lutzelschwab C. Pejler G, Aveskogh M, Hellman L. Secretory granule proteases is rat mast,
cells. Cloning of 10 different serine proteases ancl a carboxypeptidase a from vanous rat mast. -
cell populations. J Exp Afed; 184:13-29,




Lyakh, L., koski, G. K., Telford, W., Gress, R. E., et al. Bacterial LPS ’I'NF-aIpha and calculm L
|onophore under serum-free condictions promote dendritic cell-like differentiation in CD4+ .. . .
monocytes through distinct pathways that converge on NF-KB J. Immunol., 165, 3647- 3655 B R
2000. Sl
Lapomte H, Lampe H, Banerjee D. Head and neck squamous cell carcinoma cell lme mduced
suppression of in vitro lymphocyte. prohfelatne response. Otolaryngol Head and Neck Surg. =
106:149-58, 1992. s
Ma Q, Jones D, Springer TA: The chemokme receptor CXCR4 is required for the retention of '
B lineage and granulocytic Precursors \Vlthln the bone marrow microenvironment. Immmnly,
10:463-471. 1999 - .
Mm.l\ey, M. f.,, Barth, R. ], and Noelle S, -The role of CD40/CD154 interactions in thet
primming, dlff‘elenmtlon 'md eff'ector functlon ohelper and cytotoxic T cells, /. LeuRoc Blol :
63,418-428, 1998. Sl
Mackey, M. F.,, Gunn, J. R, M'\llszewsky C Kikutani, H., et al.” Dendritic cells reqmre
muturation via CD4O to generate protective antltumor immunity. J. lmmunol.; 161,:2094:
2098.1998. .

Mac Lennan ICM:Germinal centers. Anmu Rev Immunol. 122 Il7 139, 1994. )
MacLennan IC, Liu YJ, Johnson GD. Maturation and dispersal ofB cell clones
dependet antibody responses. Immunol Rev, 126: 143, 1992
Matsuyama, S., and Reed, J. C. M|tochondrm -dependent apop(osns and ¢
Cell Death Difter, 7:1155-165., 2000
Matsuyama, S., and Reed, J. C. Mitochondria-dependent apoptosns and cellula
Cell Death Differ, 7:1155-165., 2000

Murray M, Schilo BZ, Shih C et al. Three different human tum
oncogens Cell 25:355-357, 1981

Moretta, A., Biassoni, R., Bottino, C., Mingari, NI.C.‘:,&‘M(')'I: : ra cytot0\1c1ty o
receptors that trigger human NK-cell-mediate cytolySis ]lzzliizll oday.2 228-234 (2000) :

McLellan AD, Starling GC, Williams LA, Hock’ BD Ha {DN.£1995; ‘Activation” of human
penpheml blood dendritic cells induces the CD86 co- stlmulatory molecule [publlshed erratum
appears in Eur. J. Imnunol. 1993 Dec;25(12):3525). Eur. J. Immunol 25: 2064 68 :

Murray M, Schilo BZ, Shih C et al. Three different human tumor cell Imes contam dlfferent
oncogens Cell 25:355-357, 1981

Moretta, A., Biassoni. R., Bottino, C., Mingari, M.C. & Moretta, L. Natural cytotoxicity
receptors that trigger human NK-cell-mediate cytolysis. Immunol. Today 21, 228-234 (2000).
Moodycliffe AM. Nghiem D, Clydesdale G, Ulrich SE. Immunesuppression and skin cancer
development: regulation by NKT cells. Nature Imnumol . 1,521-525:2000

Miiller A, Homey B. Soto H, Ge N, et al. . Involvement of chemokine receptors in breast
cancer metastasis. Natwre, 410:50-56, 2001, McLellan AD. Starling GC, Williams LA, Hock
BD. Hart DN. 1995. Activation of human peripheml blood dendritic cells induces the CD86 co-
stimulatory molecule [published erratum appears in Ewr. J. fmnumol. 1995 Dec;25(12): 3373]
Eur. J. Iimmunol. 25:2064-68

.Munoz N, Bosch FX. Shah KV, Mecheus A. eds. The epidemiology of cervical cancer andy’
human papillomavirus. Lyon: IARC, 1992:93,

Mayordomo JI, Zorina T, Storkus WJ, Zitvogel L, Celluzzi C. Falo LD, Melief CJ, lidstad ST
Kast WNI, Deleo AB. et al. 1995, Bone marrow-derived dendritic ‘cells pulsed with synthetic
tumour peptides elicit protective and therapeutic antitumour.immunity. Nat. Med, 111297 1302




Metlay JP, Witmer-Pack MD, Agger R, Crowley MT, Lawless D, Steinman RM.. 1990 The
distinct leukocyte integrins of mouse spleen dendritic cells as identified w:th new har
.monoclonal antibodies. J. Exp. Med. 171:1753-71
Mehta-Damani A, Markowicz S, Engleman EG. 1995. Generation of ant:genspecnﬁc CD4+. T
cell lines from naive precursors. Eur. J. Immunol. 25:1206—11 :
Mehta-Damani A, Markowicz S, Engleman EG. 1994. Generatlon of antl{,en
CTLs from naive precursors. J. Imnumol. 153:996-1003
Macatonia SE, Taylor PM, Knight SC, Askonas BA. 1989. Prlmary st
cells induces antiviral proliferative and cytotoxic T cell responses m;vntr'
169:1255-64
Maldonado-Lopez R, De Smedt T, Michel P. 1999, CD8a-+ and CD80- subclasses of dendrmc S
cells direct the developmentofdlstmctThelper cells in vivo. J. Exp. Med."189:587-92% =" it
Marquez C, Trigueros C, Franco JM, Ramiro AR, 1998. Identification of“a common. i
developmental pathwa\ for thymic natural killer cells and dendritic cells. Blood 91; 2760-71 G
MacLennan ICM: Germinal Centers. Annu Rev Imnumnol; 12:117 -139. 1994 :
Mandruzzato S, Brasseur F, Andry G, Boon T, van der Bruggen P: A CASP-8 mutatnon
recognized by cytolytic T Iymphocytes on a human head and neck carcinoma. J. Exp. Med.,
186: 785-793. 1997
Manuelidis, L., Zaitsev, I, Koni,P.,, Yun Lu, Z., Flavell, R. A., Fritch, W. (). Follicular
Dendritic Cells and Dissemination of Creutzfeltd-Jakob Disease. J. Virol. 74:8614-8622 . 2000
Maurer, H., McIntyre, O. R., and Rueckert, F., spontaneous regression of malignant melanoma.
Pathologic and immunologic study in a ten year survivor, Am. J. surg., 127,397-403,1974.
McGrath KE, Koniski AD, Maltby KM, McGann JK, Palis J: Embryonic expression and
function of the chemokines SDF-1 and its receptor, CXCR. Dev Biol; 213:442-456. 1999
MacLennan.ICM, The structures and function of secondary lymphoid tissue, InClinical Aspects
of Immunology. Lanchmann P, Petrs F, Rosen F and Walport MJ. Eds. Blackwell Scientific
Publications Boston 5" Ed Voll p13, 1993
Mebius RE, Rennert P, Weissman IL: Developing lymph nodes collect CD4+CD3- LTB+ cells
that can differentiate to APC, NK cells, and follicular cells but not T or B cells. ]mmumry,
7:493-504. 1997 o
Melchers F. Three waves of B lymphocyte development durmg embryomc development in. the: ﬂ
mouse. INSERA symp; 10:281. 1979
Michaleck, M. T., Grant, E. P., Gramm, C., Goldberg, A L et al A role for the" ublqumn-
dependet proteolytic pathway in MHC class I- restricted antigen presenlatlon Natwe 363 552-'
554, 1993, :
Miki. S., Ksander, B., and Streilein, j. W., Studles on the minimum requlrements for in"vitro
“eure™” oftumor cells by cytotoxic T Iymphocytes, Reg. Inmunol., 4,352-362,1992, 2.~ :
Miller JFAP. Immunological function of the thymus. Lancer, 2:748. 1961 .
Mitchell, M. S., Relapse in the central nervous system in melanoma patients successfully treated
with blomodulntons J. Clin. Oncol., 7,1701-1709,1989. i
Miyawaki S, Nakamura Y, Suzuca H, Koba M, Yasumizu R, lkehara S, Shlbatn Y Anew,'i
mutation. aly, that induces a generalized lack of Iymph nodes . accompamed by_
immunodeficiency in mice. EurJ Imnnmol. 24:429-434. 1994 iy :
Mizoguchi, H.. O"Shea. J. J.. Longo, D. L., Loetter, C. M., McVicar, D. W, etnl Alteratlons m,
signal transduction molecules in T iy mphocvtes from tumox~bearmg mice, Science, 758 I795-]
1798, 1992, DR
Moore KW, O' Garra A, dde Waal Malefyt R, Vleua P, Mosmann TR Inter ul\m 10 Amm .
Rev fmmmmol: 11:165. 1993 2
Moore MA, Owen JIJ. E\pcumenml studxes on the development of the tlwmu J E\ z\zfed )
126:715. 1967, : o :




203

Moretta, A., Biassoni, R., Bottino, C., Mingari, M.C. & Moretta, L. Natural cytotoxicity

receptors that trigger human NK-cell-mediate cytolysis, fmmunol. Today 21, 228-234 (2000),.
Matloubian M, Concepcion RJ, Ahmed R. CD4+ T cells are required to sustain cytotO\lc T cell !
responses during chronic viral infection. J Virol. 68:8056-8063, 1994.
Moretta, A., Biassoni, R., Bottino, C., Pende, D., Vitale, M., et al. L., Major hlstocompatlblllty
complex class I-specific receptors on human naturnl Killer and T lymphocytes Immzma[ Rev o
155,105-117,1997. -
Moretta, A., Parolini, S., Castriconi, R., Bottino, C., et al. Function 'md spec:fcnty of human o
natural l\l“ﬁ‘l cell receptors, Eur. J. Imnumogenet., 24,455-468, 1997, b
Moretta, A., Sivori, S., Ponte, M., Mingari, M. C,, et al.” Stlmuhtory receptors in NK and T,
cells, Curr. Top Micr ob:ol Immtmol, 230,15-23,1998.

Moss ML, Jin S-LC, Milla ME, Burkhart W, Carter HL, Chen W-J et al Clonmgofa‘ )

disintegrin metalloproteinase that processes precursor tumor-necrosis factor-alpha Nc/ture 385,

733-736. 1997, s
Moretta A, Biassoni R, Bottino C, Moretta L. Surface receptors delivering opposnte swnals

regulate the function of human NK cells, Sem Innmumol. 12:129-138, 2000.

Mukherji B, Nashed AL, G’hua A, Ergin MT. Regulation of cellular immune response agamst

autologous human melanoma: mechanism of induction and specificity of supresssnon J

Im/mmol 136:1893-8. 1986

Mule, J. J., Asher, A., A Mclintosh, J., Lafreniere, R., et al. Antitumor effect of recombmant g :

tumor necrosis tactox-alpha against murine sarcomas at visceral sites: tumor size [nfluences the
response to therapy, Cancer Immunol. Immunother. 26, 202-208, 1998, :

McH le} zer-William MG, Davis MM, Antigen specific development of primary and memory T'
cells in vivo Science. 268:106-111, 1995, ,
Mori M, Mimori K, Inoue H, Barnard G.F, et al.. Detection of cancer micrometastases in lymph'
nodes by reverse transcriptase-polymerase chain rection, Cancer Res.15:3417-20. 1995,
Murphy, G. P.. Tjoa, B. A., Simmons, S. J., Ragde, H., et al. Phase 1l prostate cancer vaccine
trial: report of a study involving 37 patients with disease recurrence following primary,
treatment, prostate, 39, 54-59, 1999. :

Muzio M. Chinnaiyan AM, Kischkel FC, O’Rourke K, et al: FLICE, a novel FADD-
homologous ICE/CED-3-like protease. is recruited to the CD9S(FAS/APO-1) death- mducmg.

signaling complex. Ce// 1996, 85: §17-827.

Nagata, S. and Golscint, P.. The Fas death factor, Science, 267, 1449-1456, 1995,

Nalefski EA, Falke JJ. The C2 domain calcium-binding motifiStructural and functlon'll‘
diversity. Protein Sci: 5:2375-2390. 1996

Nestle, F. O.. Alijagic, S., Gilliet. M.. Sun, Y., Grabbe, S., et al. Vaccination of melanoma
patients with peptide- or tumor lysate-pulsed dendritic cells, Nar. Afed., 4,328-332,1998.
Neumann. E.. Engelsberg. A.. Decker. 1.,Storkel, S.. et al. Heterogeneous expression of the
tumor-associated antigens RAGE-1, PRAME. and glycoprotein 75 in human renal cell
carcinoma: candidates for T-cell-based immunotherapies? Cancer Res., 58,4090-4095,1998.
Ngo. V. N.. Korner. H., Gunn. M. D.. Schmidt, K. N., () et al. Lymphotoxin alpha/beta and
Tumor Necrosis Factor Are Required for Stromal Cell Expression of Homing chemokines in B
and T Cell Areas of the Spleen. J. Exp. Med.. 189: 403-412. 1999

Nicolson GL.. Metastatic tumor cell interactions with endothelium, basement membrane, and :
tissue. Curr Opin Cell Biol: 1:1009. 1989 o
Nitta T. Yagita H. Sato K, Okumura K. Involvement of CD36 (NKH1/Leu-19 antigen) as and
adhesion molecule in natural killer-target cell interactions. J Exp Med, 170:1757. 1989 - - :
Noguchi Y. Chen Y-T, Old LJ: A mouse mutant p53 product recognized by CD4+ and CD8+T
cells. Proc Natl Acad Sci US4.91:3171-3175, 1994 )
Nort RJ. Down-regulation of the anti-tumor mnnune response. Adv Cancer Res ;45:1-3, 1983



" Oncol 2001; 19;2232.

- Nicolson  GL."Metastatic tumor cell interactions with endothelium, basement membrane, and
tissue. Curr Opin Cell Biol 1989; 1:1009.

Nabholtz;-JM;Senn, HJ, Bezwoda, WR, et al. Prospectlve randomized trial of docetaxel versus
mltomycm plus ‘vinblastine in patients with metastatic. breast cancer progressing despite
previous anthracycline-containing chemotherapy. 304 Study. Group. J Clin Oncol. 1999 g
17:1413. ~

. Ntzilas, G, Papadimitriou, C, Dafni, U, et al. Dos‘e-densef sequential chemotherapy Mth :

" epirubicin and paclitaxel versus the combination, as first-line chemotherapy, in advanced breast" .

cancer: a randomized study conducted by the Hellemc Cooperatlve Oncology Group - Clln.",

P D Nogushi. Use of Flow Cytometry for DNA analysxs In: Cuu Protocol in Immzmol Collgan

JE, Kruisbeek AM, Margulles DH, Shevac EM Strober W. (Eds) Wiley lnterscnenceNew Yorl\ e

USA. 1991:5.7.1-5.7.5 .
Nonacs R, Humborg C, Tam JP; Steinman RM 1992 Mechanisms of mouse spleen dendrltlc‘
cell function in the generation of influenza-specific, cytolytic T lymphocytes. J Exp. Med.
176:519-29

Nussenzweig MC, Steinman RM, Witmer MD, Gutchmm B. 1982. A monoclonal antibody
specific for mouse dendritic cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:161-65

Norbury CC, Chambers BJ, Prescott AR, Ljunggren HG, Watts C. 1997. Constitutive -
macropinocytosis allows TAPdependent major histocompatibility complex class I presentation
of exogenous soluble antigen by bone marrowderived dendritic cells. Eur. J. Immunol. 27:280—
88

O’Brien CJ, Smith JW, Soong SJ et al. Neck dissection with or without rad|otherapy-prognost|c
factors, pattern of recurrence and survival. 4m .J Surg 1986;152:456-463

O’Sullivan G, Corbett AR, Sdhanahan F, Colins K. Reglonal immune suppression in esophageal
squamous cancer. Evidence from functional studies with matched lymph nodes J Imnnol. .
157:4717-4720, 1996.

Olweus J, BitMansour A, Warnke R, Thompson PA, Carballido J, Picker LJ, Lund-Johansen F.
1997. Dendritic cell ontogeny: a human dendritic cell lineage of myeloid origin. Proc. Natl. .
Acad. Sei. USA4. 94:12551-56 :
O’Brien CJ, Smith JW, Soong SJ et al. Neck dissection with or without radlothelapy-prognostlc
factors, pattern of recurrence and survival. Am J Surg 152:456-463, 1986.

O Reilly Ms, Homgre L, Shing Y, et al. Angiogenesis inhibitor that mediates the suppressmn
of metastases by a Lewis lung carcinoma. Cell; 79:315. 1994

Oda T. kanai Y, Oyama T, et al. E-cadherin gene mutations in human gasmc carcmoma cell o

lines. Proc Natl AcadSci USA:91:1858. 1994 o
Ortaldo JR, Masson AT, Manson LH, Winklerpickett RT, Gosselin P, Anderson Sl\ Selectlve‘

inhibition of human and mouse natural killer tumor recognition using. retrovxral{jantlsense in-

primary natural killer cells-involvement whit MHC class l killer: cell ‘inhibitor
Immunol: 138:1262-1267. 1997
Osmond DG. Nossal G. Difterentiation of I\mphocvtes in mouse; bone
mutaration and renewald of 'anlobuIm-bmdmL c;lls smdled ‘b
Imunmnofl; 13:132, 1974
Osmond DG. PO[)LIL\(IOH d\mmxcs of . bone marrow B [\ mphocvte
1986 :

Overwijk. W. W, Lee, D. S. Surman D R lr\me l\ R et al Vaccmanon whit .a

receptors -

ouble zibelyin'n ceu‘

mmmol Rev 93 10.> S

recombinant vaccinia virus encoding a “self’ mduces nuto:mnume vitiligo ‘and.. tumor: cellv'f #
destruction in mice: requirement fOl CD4(+) T l)mphomtes Proc Neul.: Acad Sci- US A et

96.2982-2987,1999.
Owen JJ, Jenkinson EJ. Embnoloov of the Ivmphond svstem [revxew 143 refs] Pl og Allelgy,
29:1. 1981 .



Owen JJ, Ritter MA. Tissue interaction in the development of thymus Iymphocytes .J;Etp
Med.; 129:431. 1969
Paul WE. The immune system:An introduction. In Fundamental Immunology, Wllham E Paul e
Ed. Lippincott Raven Publlshcrs Philadelphia. 4" Ed.p1, 1999, ~
Picker LJ, Sieglman MH. Lymphoid Tissue and organs [n Fundamental Immunology, Wllllam i
E Paul Ed, Lippincott Raven Publishers, Philadelphia. 4" Ed.p479, 1999 S
Pabst, O., Forster, R, Lipp, M., Engel, H., Arnold, H.-H. (). NKX2.3 is requlred for'._ RN
MAdCAM- 1 e\pxession and homing of lymphocytes in spleen and mucosa- '1ssoc:|ated
Ivmphoid tissue, EMBO J. 19:2015-2023 . 2000 : .
Pasparakis M. Alexopoulou L, Episkopou V, Kollias G: Immune and mﬂamatory resposes ins
TNF-deficient mice:a critical requirement for TNFet in the formation of primary B cell folhcles,._
follicular dendritic cell networks, and germinal centers, and in the maturation of the thumoral o
immune response. S Exp Med;, 184:1379-1411. 1996 : : :
Paul WE, seder RA. Lymphocyte responses and citokines. Cell; 76: 241, ]994 : L
Pena SV, Hanson DA, Carr BA. Goralski TJ, Krensky AM. Processing, subcellular locah7atlon'~
and function of 319 (Granulysin). a human late T cell activation molecule with homolouy to
small Ivtic granule proteins. J Imnnnol; 158:2680-2688, 1997
Peng. I.., Krauss, J.C.. Plawtz. G. E., Mukai, S., Shu, S., et. al T-cell mediated reJectlon of
established tumors displays a varied requirement for perforin and IFN-gamma expression
withch is not predicted by in vitro Iytic capacity, ./ fTmmunol., 165,7116-7124 2000. )
Parkin DM, Pisani P, Ferlay. Estimates of the worldwide incidence of eighteen major cancers in
1985. Int J Canc 1993:54:594 !
Perkins AS. Stern DF. Molecular Biology of cancer: Oncogenes. In: De VitaVT, Hellman'S,
Rosenberg SA eds. Cancer Principles Aud Practice Of Oncology, 5" ed Phlladelphm JB'
Lippincott.1997 79-102,
Pines J Cyclins, CDKas and cancer Semin Cancer Biol 6:63, 1995 SR
Pike. MC. Spicer. DV, Dahmoush. L, Press. MF. Estrogens, progestogens, normal breast cell"_
proliferation and breast cancer risk. Epidemiol Rev 1993; 15:17. : : :
Pietras, RJ. Arboleda, J, Reese, DM, et al. . HER-2tyrosine kinase pathw'xy tarzets estxogen .
receptor and premotes hormone- mdepgndgm growth in human bre"tst cancer cells Oncogene
1995; 10:2435.
Piver, MS, Rutledge. F, Smith, JP. Five classes of extended h)sterectomy for women with
cervical cancer. Obstet Gynecol 19744 44:265.
Pure E, Inaba K, Crowley MT. Tardelli [, Witmer-Pack MD1990. Antigen processing by
epidermal Langerhans cells correlates with the level of biosynthesis of major histocompatibility
complex class Il molecules and expression of invariant chain. J. Exp. Med. 172:1459—- 69
Peters. WA 1IL Liu. PY, Barrett, RJ 1L et al. Concurrent chemotherapy and pelvic radiation
therapy compared with pelvic radiation therapy alone as adjuvant therapy after radical surgery
in high-risk early-stage cancer of the cervix. J Clin Oncol 2000; 18:1606. :
Paglia P. Chiodoni C. Rodolto b, Colombo MP. 1996. Murine dendritic cells loaded in vitro -

. with soluble protein prime cytotonic T lymphocytes against tumor antigen in vivo. J. Exp. Med. -
183:317-22 Y
Pulendran B. Smith JL. Caspary G. Brasel K. Pettit DD, Maraskovsky E, Maliszewski CR. 1999. - SO
Distinet dendritic cell subsets difterentially regulate the ciass oflmmune response in vivo. Pl'oc
Natl Acad. Sci. US4 96:1036— 1
Pohris E. Eichhorn T. Glanz H and Kleinsasser O. Immunohistological reaction patterns of;}‘
cervical lvmph nodes in patients with larvngaeal c*uunomas Areh 010/hmolal vngol 244:278-+

283. 1987.
Patt BS. Close LG. Vuitch T Prognostic swnlhdnce of. smus hxstnocxtosxs m. metastatlc."'
lursngeal cancer. Laryngoscope. 103:498-502, 1994 : :




206

P"eng, L., Weng, D. E., Plautz, G. E., Shu, S., et al. Helper-independent CD8 /CD62 L low T
cells With broad anti-tumor efﬁcacy are ndturally sensitized during tumor progressnon J
Tnmmmumol., 165,5738-5749,2000,
Perussia B. Lymphokine-activated killer cels, natural killer cells and cytokines [Rewe\v]. Curr
Opin hnmunol, 3: 49-51., 1991
Peters PJ, Borst J, Oorschot V, et al. Cytotoxic T Iymphocyte granules are secretory lysosomes,
containing both perforin and granzymes. J Exp Medl; 173:1099-1109. 1991 .
Peters PJ, Geuze HJ, van der DH, et al. Molecules relevant for T cell-target cell interaction are
present in cytolytic granules of human T Iymphocytes. Eur J Immunol;:19:1469-1475. 1989
Picker L, Treer JR, Ferguson-Darnell B, Collins PA, Buck D, Terstappen LW. Control of
Iymphocyte recirculation in man. 1. Differential regulation of the peripheral Iymph node
homing receptor L-selection on T cells during the virgin to memory cell transition. J fmnumol,
150: 1105. 1993
Picker LJ. Control of lymphocyte homing. Curr Opin Immunol; 6:394,.1994
Plautz, G. E., Mukai, S., Cohen, P. A,, and Shu, S., Cross presentation of tumor antigents to
effector T cells is sufficient to mediate effective immunotherapy of established intracranial
tumors, J. Immunol., 165, 3656-3662,2000.
Pober JS and Contran RS, Cytokines and endothelial cells biology. Physml Rev 70:427, 1990
Radinsky R, Aukerman SL, Fidler 1 J. The heterogeneous nature of metastatic neoplasms:
relevance to biotherapy, ed 3. New York: Marcel Dekker, 1996.
Rahemtulla A, FungLeung WP, Schilham MW, et al. Normal development and function of
CD8+ cells but markedly decreased helper cell activity in mice lacking CD4. Nature; 353: 180,
1991
Rissoan MC, Soumelis V, Kadowaki N, Grouard G, Briere F, de Waal Malefyt R, Liu YJ. 1999,
Reciprocal control of T helper cell and dendritic cell differentiation. Science 283:1183-86
Robert C, Fuhlbrigge RC, Kieffer JD, Ayehunie S, Hynes RO, Cheng G, Grabbe S, von Andrian
UH, Kupper TS. 1999. Interaction of dendritic cells with skin endothelium: A new perspective
on immunosurveillance. J. Exp. Med. 189:627-36
Rosen, PP. lnvasive mammary carcinoma. In: Diseases of the Breast, Harris, JR, Lippman, ME,
Morrow, M, Hellman, S (Eds), Lippincott-Raven, Philadeiphia, 1995, p. 393.
Rak, J, Mitsuhashi Y, Bayko L. et al Mutant ras oncogenes upregulate VEGF/VPF expresion:
implications for induction and inhibition of tumor angiogenesis. Cancer Res 1995; 55:4575.
Radinsky R. Aukerman SL, Fidler I J. The heterogeneous nature of metastatic neoplasms:
relevance to biotherapy. ed 3. New York: Marcel Dekker, 1996,
Reis ¢ Sousa C, Stahl PD, Austyn JM. 1993. Phagocytosis of antigens by Langerhans cells in
vitro. J. Exp. Med. 178:509-19
Rak, J. Mitsuhashi Y, Bayko L. et al Mutant ras oncogenes upregulate VEGF/VPF expresion:
implications for induction and inhibition of tumor angiogenesis. Cancer Res; 55:4575. 1995
Randolph, D. A., Huang, G., Carruthers, C. J., Bromley, L. E., () et al. The Role of CCR7 in
THI1 and TH2 Cell Localization and Delivery of B Cell Help in Vivo. Science ”86 2159-2162.
1999
Rapin. A. M. and Burger. M. M., Tumor cell surfaces: general alterations detected by
agglutinins, Adv.Cancer Res., 20, 1-91,1974., B
Ridge, J. P.. Di Rosa. F., and Matzinger. P., A conditioned dendritic cell can be a temporal
bridge between a CD4+ T-helper and a T-killer cell. Narure, 393, 474-478, 1998, :
Riott JM, Torrigiani g. Greaves MF, Brostoff J et-al. The cellular basis of nnmunolomcal
response. Lancet 2:367. 1969 B
Robbins PF, El-Gamil M, Li YF, Kawami Y, loftus D, Apella E, Rosenberg SA: A mutatcd B-
catenin gene encodes a melanoma- specnﬁu antigen lecogmzed by tumor. mf'ltratmg :
Iymphocytes.J. Exp. Med., 183: 1185-1192, 1996 . . N




Rogers WO, Weaver CT, Kraus LA, LI JM, Li LF, Bucy RP. Visualization of antigen-specific -
T cell activation and citokyne expression in vivo. J Immunol; 158: 649, 1997
Rooney, L.A., Butrovich, K. D., Glass, A. A., Borboroglu,. The Lymphotoxin-beta Rcceptor Is-

Necessary and Sufficient for LIGHT-medlated Apoptosis of Tumor Cells J. Biol. Chem

275:14307-14315 . 2000

Répke M, Hald J, Guldberg P, Zeuthen J, et al: Spontaneous human squ'lmous cell,carrcmomasf/' B

are killed by a human citotoxic T lymphocytec clone recognizing a wnld -type:p5 ‘derlved
peptide. Proc Natl Acad Sci USA, 93: 14704-14707. 1996 ;
Rosen, D., Li, J.-H., Keidar, S., Markon, [., et al. Tumor immunity in perform mlce’a,
role for CD95 (Fas/APO D). J. Immunol, 164 3229-3235, 2000, U :

Rosen, S. D. (). Endothelial Ligands for L-Selectin: Fromm Lymphocyte Recxrculanon to
Allograft Rejection. Am. I. Phatol, 155, 1013-1020. 1999

Rosenberg, S. A. and White, D. E., Vitiligo in patients with melanoma: normal tlssue antigens
can be targets for cancer immunotherapy, J. lmmunother. Emphasis Fumor Immunology, 19,81-
84,1996.

Rosenberg, S. A., Packard, B. S., Aebersold, P. M., Solomon, D., Topallan S. T., Simon, P.,
Lotze, M. T., Yang, J. C., and Scipp, C. A, Use of tumor—mf’ltratlé lymphocytes and
interleukin-2 in immunotherapy of patients with metastatic melanoma, A prellmmary report, V.
Engl. J. Med., 319,1676-1680,1988.

Rosenberg, S. A,, Yanmnelli, J. R., Yang, J. C., Topalian, S. LTreatment of patients with
metastatic mclanom'l with autologus tumor- mFltratmn lymphocytes and mterleukm-Z J. Nail.
Cancer Inst., 86,1159-1166,1994,

Rouse RV, Reichert RA, Gallatin WM, Weissman IL, Butcher EC. Locahzatlon ofIymphocyte
subpopul'mons in peripheral lymphoid organs: directed Ilymphocyte mlgratlon and segregation
into specific microenviroments, Am J Anat; 170: 391, 1984

Rovere, P., Vallinoto, C., Bondaza, A., Crosti, M. C., et al. Bysmnder apoptosis triggers
dendritic cell maturation and antigen-presenting function J. Imanumol. 161, 4467-4471, 1998.
Raulet D H, Vance RE, McMahon CW. Regulation of the natural Killer cell repertoire. Ann Rev
Immumnol. 19:291-330, 2001: :
Rowley DA, Gowans JL, Atkins RC, Ford WL, Smith ME. The specific selection of
recirculating Ivmphocytes by antigen in normal and prexmmumzed rats. JE\fp Med; 136: 499-';
513. 1972
Ruddle N: Tumor necrosis factor (TNF-a) and lymphotO\m (TNF B) Cuup Opm ]mmunol :
4:327-332. 1992 L
Sozzani S, Allavena P, D'Amico G, Luini W, anchl G, 1998 Cuttmv edge dlfferentxal_;_

regulation of chemokine receptors during dendritic cell maturatxon a model for thelr trafﬁcl\mg e

properties. J. fmumunol. 161:1083-86 :
Ridge JP, Di Rosa F, Matzinger P. 1998. A conditioned dendritic cell can be a tempoxal bndf’e
between a CD4+ T- helper and a T-killer cell. Narure 393:474-78

- Shantz S. Harrison LB. Forastiere AA. Tumors of the nasal cavity and par'masal sinuses,
nasopharynx. oral cavity and oropharynx In: De VitaVT., Hellman S, Rosenberg SA eds.
Cuncer Principles And Practice Of Oncology. 5" ed Philadelphia JB Lippincott.1997:741-801.
Schoenberger SP. Toes RE. van der Voort El, Oftringa R, Melief CJ. 1998. T-cell help for
cytotoxic T Iymphocytes is mediated by CD40-CD-0L interactions. Nature 393:480-83 i g
Santin AD. Lymph node metastases:the importance of the microenviroment. Cancer. 88:175- -
179. 2000.

Shah JP, Strong E. Spiro RH, Vikram B. Neck dissection current status and future possxbllmes '
Clin Bull. 11:25-33, 1981,

Steinman RM, Adams JC, Cohn ZA. 1975, Identification of a novel cell type in peupheralv :
lymphoid organs of mice. IV. Identification and distribution in mouse spleen. J. Exp. A/Ied
141:804-20 , :




: Stampér HB, Woodruff JJ. Lymphocyte homming into lymph nodes :in vitro demonstartion of
“selectivity -affinity of recirculating lymphocytes for high endotehlial venules . J Exp Med .

144:828-833, 1976. Svensson M, Stockinger B, Wick MJ. 1997. Bone marrow-derived dendrltlc;i;:' R
cells .can process bacteria for MHC-1 and MHC-II presentation to T cells JooI mnmol Fe

158:4229-36
Sidky YA, Auerbach R. Lymphocyte-induced angiogenesis: a quantltatlve and
of the t,raft-versus host reactlon J Exp Med 1975; 141: 1084

ephitelial tlssues and carcmomas Cancer Res 1989
Shiozaki H, lihara K, Oka H, et al. Immunohistochemical detectl
human cancer. Am J Pathol 1994; 144:667.
Shankey TV, RabinovichPS, Bagwell B, Bauer KD et al. Gundelm
clinical DNA cytometry. Cytometry. 12:472-477, 1993, A :
Strauli P, Haemmerli O. The role of cancer cell motlhty in mvasnon Cancer Metastasns Rev
1984; 3:127.

Stetler-Stevenson WG, Krutzsch HC, Wacher MP, Margulies IM, Llotta LA The actlvatxon of
human type IV collagenase proenzyme. J Biol Chem 1989; 264:1353, . :

Schulze-Osthof¥, K., Ferrari, D., Los, M., Wesselborg, S., and Peter, M. E. Apoptoms s:gnalmg
by death receptors. Eur J Biochem, 254:439-459, 1998.

Shantz S, Harrison LB, Forastiere AA. Tumors of the nasal cavity and paranasal sinuses,
nasopharynx, oral cavity and oropharynx In: De VitaVT, Hellman S, Rosenberg SA eds.
Cancer Principles And Practice Of Oncology, 5" ed Philadelphia JB Lippincott.1997:741-801
Shah JP, Strong E, Spiro RH, Vikram B. Neck dissection current status and future possibilities.
Clin Bull 1981;11:25-33

Schuller DE, Koolemans-Beyvnen AR, Libby DI et al. Impact of metastases on nodal
immunoreactivity in head and neck cancer. Laryngoscope 1986:96:1189-1192

Slamon, DJ, Leyland-Jones, B, Shak, S, et al. Use of chemotherapy plus a monoclonal antibody - .

against HER2 for metastatic breast cancer that overexpresses HER2. N Engl J Med 2001; .~
344:783.

Sledge, GW Jr, Roth, Bl. Cisplatin in the management of breast cancer. Semin Oncol 1989; "

16:110. :
Sasieni, PD, Cuzick, J, Lynch-Farmery, E. Estimating the efficacy of screening by audmng'

smear histories of women with and without cenlcal cancer. The National Co- ordm'ltlngf :

Network for Cervical Screening Working Group Br J Cancer 1996; 73:1001.

Smyth, M.J,, Crowe. N. Y., & Godﬁe_\ . L. NK cells and NKT cells collaborate in host -

protection from MCA-induced ﬁbrosarconm. Int. Imntunol. 13 (in the press, 2001),

Schuller DE, Koolemans-Beynen AR, Libby DH et al. Impact of metastases on nodal immunoreactivity -~

in head and neck cancer. Larvagoscope. 96:1189-1192, 1986.

Steinman RM, Witmer MD. 1978. L\mphmd dendritic cells are potent stimulators of the =

primary mixed leukocyte reaction in mice. Proc. Natl. Acad. Sci. US4 75:5132-36

Steinman RM. 1991, The dendritic cell system and its role in immunogenicity. Annu. Rev.
Inmmnmnol. 9:271-96

Smyth. M. J. et ¢/, Differential tumor surveillance by natural killer (Nl\) and NKT cells. /. Exp.
Med, 191, 661-668 (2000).

Suss G. Shortman K. 1996. A subclass of dendritic cells kills CD4 T cells via Fas/Fas- ligand-
induced apoptosis. J. Exp. Med, 183:1789-96

Saiki. L. Sone. S., Fogler, W. E., Kleinerman, E. S., et al. Synergims between human g
recombinant gamma-interferon and muramyl dipeptide encapsulated in liposomes for activation
of antitumor properties in human blood monocytes, Cancer Res., 45, 6188-6193,1983.

Salmon M. Pilling D. Borthwick NJ, et al. The progresive differentiation of primed T cells is
- associated with and increasing susceptibility to apoptosis. Eur J Imnumol;, 24: 892. 1994



Savaray CA, Lotzova E. Phylogeny and ontogeny of NK cells, In: Lotzova E, Herberman RB,
eds. Imnnmobiology of natural Killer cells. Vol. 1 Boca Raton, FL.: CR Press,:45-60. 1986
Savary CA, Lotzova E, Phylogeny and ontogeny of NK cells. In: Lotzova E, Herbernan RB,
eds./nununobiology of Natural Killer Cells. Vol. 1. Boca Raton, FL: CRC Press,; 45-60. 1986
Sawada S, Gowrishankar K, Kitamura R, Suzuki M, Suzuki G, Tahara S, Kotito A: Disturbed
CD4+ T cell homeostasis and in invitro HIV-1 ssusceptibility in transgenic mice expressing T
cell Line-tropic HIV-1 receptors. J Exp Med; 187:11439-1449. 1988

Scollay R, Jacobs S, Jerabek L, Butcher E, Weissman 1. T cell maturation: th)mocyte and )
thymus migrant subpopulations defined with monoclonal antibodies to MHC region anngen Jooo
Imnumol; 124; 2845. 1980 S
Schwartzentruber, D. J., Hom, S. S., Dadmarz, R., White, D. E,, et al. In vitro predictors of
therapeutic response in melanoma patients receiving tumor-mf‘ltratmg lymphocytes and :
interleukin-2, J. Clin. Oncol., 12,1475-1483,1994.

Schwarz, R. E., Wojciechowicz, D. C,, Park, P. Y., and Paty, P. B., Phytohemagglutinin-I
(PHA-L) lectin surface binding of N-linked beta 1-6 carbohydrate in its relatlonslup to ﬁctlvated e
mutant ras in human pancreatic cancer cell lines, Cancer Lett ., 107, 285-291,1996. .
Schwinzer R, Siefken R, Franklin RA, Saloga J, Wonigeit K, Geltand EW. Human CD45RA+. - .
and CD45 RO+ T cell exhibit similar CD3/T cell receptor mediated transmembrane signaling”
capacities but differ in response to co-stimulatory signals. Eur J Immunol; 24:1391. 1994
Sentman CL, Shutter JR, Hockenbery D, Kanagawa O, Kosmeyer SJ. Bcl-2 inhibits multiple .
forms apoptosis but not negative selection in thymocytes. Cell 67:879. 1991; '
Serrano A, Garcia A, Abril E, Garrido F. Ruiz-Cabello F: Methylated CpG points identified -
within MAGE-1 promoter are involved in gene repression. Int J Cancer, 68: 464-470. 1996 =
Shakhov, A. N., Lyakhov, l. G., Tumanov, A. V., Drutskaya, L. N., Marino, M. W,,
Nedospasov, S. A. (). Gene profiling approach in thc analysis of lvmphoto\m and TNF.
deficiencies. ./ Leukoc Biol. 68:151-157 . 2000 :
Shimoyama Y. Hirohashi S, Hirano S, et al. Cadherin cell adhesion mllecules m human
ephitelial tissues and carcinomas. Cancer Res; 49:2128, 1989 e
Shinkai Y, Takio K. Okumura K. Homology of perforin to the ninth component ofcomplement
(C9). Nature, 334:525-527. 1988 -
Shinkura R. Matsuda F. Sakiyama T, Tsubata T, Hiai H, Paumen M Mlyal\
Defects of somatic hypermutation and class switching in '11n1phoplasn (aly) muta
TInnnmol; 8:1067-1075. 1996
Shiozaki H. lihara K. Oka H. et al. Immunohistochemical detectlon of a-mtenn
human cancer. Am J Pathol: 144:667, 1994

Shortman K, Luulon M. Spangrude GJ. Scollay R. The generation and f'xte of
Semin imnmumol: 2:3. 1990 L
Siea, G. L., Zhu. G Tamada. K.. Liu, D., Ni, J., Chen, L. (). RELT, a new member ofthe mmori o
necrosis factor receptor superfamily, is selectively expressed in hematopoietic tissues. 'md'_—.b"
activates transcription factor NIF-{kappa} B. Blood 97:2702-2707. 2001 R
Sidky YA. Auerbach R. Lymphocyte-induced angiogenesis: a quantitative and sensmve assav'f' P
of the graft-versus-host reaction. J Exp Med: 141:1084. 1975 .
Sivori S. Vitale M. Bottino C, et al. CD94 functions as a natural killer cell mhxbltory receptor,
for different HLA class | alleles-identification of the inhibito from of CD94 by the use of novel’
monoclonal antibodies. Ewr J Inmunol: 26:2487-2492. 1996 i
Skipper JCA. Statuss FlJ: identification of two cytotoxic T Ivmphocyte- recoamze eplptodes in
the Ras protein..J. Exp. AMed.. 177:1493-14981993 3
Solowey AC, Rapaport FT. Immunological response in cancer pzments.
Obstet: 14:756-60. 1965 ) REE

1ymoé tés

.Surq,G, 1eco ’




Vi Smyth M.J; ';"Crowe N. Y., & Godfrey, D. 1. NK cells and NKT cells collaborate in host

: protectxon from MCA-induced fibrosarcoma. Int. Imnuumol. 13 (in the press, 2001).
-Sloan-Lancaster J, Evavold BD, Allen PM Induction of T cell anergy by altered T.cell receptor
. ligand on live antigen presenting cells Narure. 363:156, 1993,
-~ Smyth, M. J. et al. Differential tumor surveillance by natural killer (NK) and NI\T cells. J E‘cp
‘Med. 191, 661-668 (2000). : :
Soto, H., Wang, W., Strieter, R. M., Copeland, N. G., () et al. The CC Chemol\me
the C)\C chemokine receptor CXCR Proc. Natl, Acad Sci, U. SCAL 95 8 )
Spangrude GJ, Heimfeld S, Weissman IL, Purnfcatlon an
hematoponetlc stm cells, Sczence, 241: 58, 1988 ) :

kme bmds -

Cun Opm Srruc BIOI 3 815.1993
Springer Ta. Traffic signals on endothelium for, Iympl
emigration. Annu Rev Physiol; S7:827. 1995
Sreevalsan T. Biologic therapy with interferon-o and- ]
Hellman SH, Rosenberg SA, eds. Biologic therapy of cance'r,“'
Raven, 347. 1995: o
Steinman, r. M., Pack, M., and Inaba, K., Dendritic cell in rhe T-cell areas of l\ mphond organs,
Immunol. Rev. 156,25-37 1997.

Steinman, R., Hoffman, 1., and Pope, M., Maturation and mlgratlon ofcutaneous dendritic cells,
J. Invest. Delmatol 105, 2S8-78S, 1995.

Steinmann GG. Changes in the human thymus during aging. Curr Top Pathol; 75:43. 1986
Stetler-Stevenson WG, Krutzsch HC, Wacher MP, Marguhes IM, Liotta LA, The actlvmon of
human type IV collagenase proenzyme. J Biol Chem; 264:1353. 1989 . .
Stetler-Stevenson WG. Type IV Collagenase in tumor invasion and metastases Cancer
Metastasis Rev; 9:289. 1990

Stevens RL, Kamada MM, Serafin WE. Structure and function of the f‘amlly of proteoglycans
that reside in the secrctory granules of natural killers cells and other’ effector cells of tl |mmune?j; .
response. Curr Top Microbiol Imunol; 140:93-108. 1989 ‘
Strauli P, Haemmerli O. The role of cancer cell motlllty in- mvasnon Cancer Me' stasi
3:127. 1984 :
Sule-Suso, J., Arienti, F., Melani, C., Colombo, M..P,, nnd Parmlam G A B
human melanoma line stimulates proliferation and cytot0\1c|ty of autologou
lvmphocnus, L‘.ux J. Immunol ":,2737-”742,1993 B

Rev;

1-tra sfectedv S
d: allooenenc )

Nall Ic‘(m'.Sc‘l 95: "DS "6:, 1998.
Takai T, Li M. Sylvestre D, Ciynes R, Ravetch JV. FcR gam
pluotrophlc effector cell ddlcts Cell. 76 519-529. 1994 ’

257: .779 I99’
Teh HS. Kisielow P, Scott B, et al. Thymic major hlstocompatlblllty,_comp
alpha beta T-cells receptor determine the CD4/CDS8 phenotype of Tcells’, Natire; 335:22 "33 o
1988 i
Terstappen LW WM. Huang S, Safford M, Lansdorp PM, Loken .Sequentia generatlon’of
hematopoietic colonies derived from single nonlmeage-commltted CD34+ CD:S- progemtor-
cells. Blood; 77:1218. 1991 .




Topalian SL, Gonzales MI, Parkhurst M, Li YF,. Southwood .S, Sette A Robbms PF:
Melanoma-specificic CD4+ T cells recognizen nonmutate 57
epitopes. J. Exp. Med.183:1965-1971. 1996

Tang HL, Cyster JG. 1999. Chemokine up-regulatlon and
dendritic cells. Sczence 284: 819—22

520:2000

Tannock G, et al.

IF, Bovd NF, DLBOEI‘

bleast cancer. J Clm Oncol 1988 6 1377.
Terabe M, Matsui S, Noben-Trauth N, Chen H et al. NKT cell medla ed repression of tumor——
immunosurviallance by IL-13 and the IL-4R-STATG6 pathway. -Na¢ Immunol 1:515-520 2000." [
Tatake RJ, Krishnan N, Rao RS, Fakih AR et al Lymphokine actlvated killer cell functionof = "
lymphocytes from peripheral blood, regional lymph nodes and tumor: tlssues of- patlents wlth e
oral cancer. Int J Cancer. 43:560-566, 1989 Sl
Takamizawa M, Rivas A, Fagnoni F, Benike C, Kosek J, Hy'lkawa H Ennleman EG 1997 o
Dendritic cells that process and present nominal antigens to naive T lymphocytes are derlved '
from CD2+ precursors. J. Immunol. 158:2134-42 :
Turner-Warwick, R. The lymphatics of the breast. BrJ Surg 1959; 46:574,
Trichopoulos D, Petriou E., Epidemiologic studies and caucer etlology in humans Med Exer
Nutr Healt 1994; 3:206.
Trichopoulos D, Kalandidi A, Sparros L., MacMnhon B Lung cancer and p ss '
J cancer 1981; 27:1. o
Trichopoulos D. Day NE, Kaklamani E, et al. Hepatms B vxrus, tobacco Sm <
consumption in the etiology of hepatocellular carcinoma. IntJ Cancer 1987;'39:4
Tatake RJ, Krishnan N, Rao RS, Fakih AR et al Lvmphol\me activated killer cell
Iymphocytes from peripheral blood, regional lymph nodes and’tumor tlssues of. pat
oral cancer. /nt J Cancer 1989;43:560-566
Turner, L, Swindell, R, Bell, WG, et al. Radlcnl versus modified radlcal mastecto Y
cancer. Ann R Coll Surg Engl 1981; 63:23
Tolcher, AW, Cowan, KH, Solomon, D, et al. Phase I crossover study of pacllta\
verapamil in patients with metastatic breast cancer. J Clin Oncol 1996; 14:1173:
Thrinchieri G 1989. Biology of antural Killer cells. Adv Immunol. 47:187-376, 1989 PR
Trichopoulos D, Kalandidi A, Sparros L., MacMahon B. Lung cancer and passswe smo ng:, Int Lol
J cancer: 27:1. 1981 : Sel
Trichopoulos D. Petriou E., Epidemiologic studies and cancer etiology in humans ;Med E\erc Con
Nutr Healt: 3:206. 1994 : R
Trichopoulos D. Day NE, Kaklamani E, et al. Hepatms B virus, tobacco smoking and ethanol"'@ o
consumption in the euolon\ of hepatocellular carcinoma. Int J Cancer 1987;39:45. - - RN
Trinchieri G. Biology of natural Killer cells. Adv Immunol; 47: 187-376. 1989 S
Tschernig, T, Dr.butm A S, Paulsen, F, Klemann, W J, Pabst, R (). Dendritic Cells in the”"” S
mucosa of the human trachea are not regulary found in the first year of life. Thorax 56: 477-431 :
200t : :
Tscherning. T, Debertin, A S, Paulsen, F, Kleemann, W J, Pabsst, R (). Dendritic Cells in the - - o
mucosa of the human trachea are no regularry foun in the First year of life. Thorax 56 4”7 431
2001 ,
Ueba T, Nosaka T, Takahashi JA, et al. Transcriptional regulation of basic Fbroblast growth :
factor gene by p53 in human glioblastoma and hepatocellular carcinoma cells. Proc Natl Acad
Sci USA: 91-9009. 1994




Umbas R, Schalken JA, Alders TW, et al. Expression of the cellular adhesion molecule E-
cadherin is reducen or absent in high-grade prostate cancer. Cancer Res; 52:5104. 1992
Ursugi, T., Schoroit, A. J., Connor, J., Bucana, C. D., and Fidler, 1. J., Elevated expression of
phos-phatidylsserine in the outer membrane leaflet of human tumor cells and recognition by
activated human blood monocytes, Cearicer Res., 51, 3062-3066, 1991.
Uytenhhove C, Godfrain C, Lethe B, Amar-Costesec A, Renauld J-C, Gajewski TF, Duffour T,
Warnier G, Boon T, Van den Eynde BJ: The expresion of mouse gene Pla in testis does not
prevent safe induction of cytolytic T cells against a PlA-encoded tumor antlgen [nt Cancer, 70, :
349-356. 1997
Van den Broek M, Kagi D, Ossendorp F, et al, Decreased tumor survelllance in perform-
deficient mice. J Exp Alecl 184:1781-1790. 1996 T e
Van den Qord JJ, de Wolf-Peeters C, Desmet VJ. The' m'\rglnal zone in the huma re
Iymph node. Am J Clin Pathol; 86: 475, 1986 : LR R
Vitetta ES, Berton MT, Burger C, Kepron M et al. Memony B and T cells Amzu Rev Tmmunol,= 77
9,193-217, 1991. 5
Van der Bruggen, P., Bastin, J., Gajewski, T., Coulie, P. G., et al. Apeptlde encoded by man
gene MAGE-3 and presented bv HLA-A2 induces cytolytlcT Iymphocytes that recoomze ‘tumor.’
cells expressing MAGE-33, Eur. J. Iimnmmnol.,24,3038-3043,1994, S
Van Dongen I1J, Comans-Bitter WM, Wolvers TI, Borts J. Development of hum
lymphocytes and their thymus-dependency. Thymus; 16: 207. 1990 :
Vestweber, D., Blanks, J. E.. Mechanisms That Regulated the Function of the Selectms and‘ :
Their Lm"ands Physiol. Rev 79: 181-213. 1999 i
Von Boehmer H, Hass W, Jerne NK. Major hlstocomp'mblllty comple‘(-lmked lmmuneé
responsiveness is acqum.d by lymphocytes of low-responder mice differentiating i in. thymus opf";
high-responder mice. Proc Natl Acad Sci USA.; 75: 2439-2442, 1978 Fik
Van Voorhis WC, Hair LS, Steinman RM, Kaplan G. 1982. Human dendritic cells
and chmactulzauon from penpheml blood J. Exp. Med. ]Db 1172- 87

76, 1996 ;

Veronesi, U, Valagussa, P. Inefticacy of internal mammary nodes dlssectlon in br ast can er
surgery. Cancer 1981; 47:170.
Veronesi, U, Rilke, F, Luini, A, et al. Distribution of axillary node- metast'xses by Ievel of -
invasion. An analysis of 539 cases. Cancer 1987; 59:682.

Vremec D, Zorbas M, Scollay R, Saunders DJ, Ardavin CF, Wu L, Shortman K, 1992, The "
surface phenotype of dendritic cells purified from mouse thymus and spleen: mvestlgatlon of
the CDS8 expression by a subpopulation of dendritic cells. J. Exp. Med. 176:47-58 ‘
Wu, Q.. Wang., y.. J.. Wang. J., Hedgeman, E.O., Browning. J. L., Fu, Y.-X, (1999) The
Requirement of Membrane Lymphotoxin for The Presence of Dendrmc Cells In Lwnplmnd
Tissues. J. Exp. Med. 190:629- 638

Wu L. Li CL. Shortman K. 1996. Thymic dendritic cell precursors: relationship to the T.
lymphoeyte lineage and phenotype of the dendritic cell progeny. J. Exp. Med. 184:903-11
Whiteside TL. Immune cells in the tumor microenviroment. Mechanism Responsible for
functional and signal defects. Adv Exp Aled Biol. 451:167-71, 1998.

Wu L, Li CL, Shortman K. 1996. Thymic dendritic cell precursors: relationship to the T
Ivimphocyte linecage and phenotype of the dendritic cell progeny. J. Exp. Med, 184:903—11

Wu L, Nichogiannopoulou A, Shortman K, Georgopoulos K. 1997. Cell-autonomous defects in
dendritic cell populations of Ikaros mutant mice point to a developmental relationship with the
lymphoid lineage. Imnumity 7:483-92



213, ;‘ :

FLiTtL w,r r:.{n S

L AKY)

‘Weinberg . R, The action oF oncogenes in the cytoplasm and nucleus. Scuence 230 7 0 771 i
1985
Weidner N, Folkman J Pozza F, et al Tumor angiogenesis: a newsngmf‘cant andl de
prognosting indicator in early stage breast carcinoma. J Natl Cancer Inst 1992; '84:1875,
Whiteside TL. Immune cells in the tumor microenviroment. Meclmmsm Responsxb
functional and signal defects. Adv Exp Med Biol 1998;451:167-71
Willett, WC, Rockhill, B, Hankinson, SE, et al. Epidemiology and nongenetlcv
cancer. In: Diseases of the Breast, Harris, JR, Lippman, ME, Morrow, M " Osb
Lippincott, Williams and Wilkins, Philadelphia 2000. p.175.
Winer, E, Berry, D, Duggan, D, et al. Failure of higher dose paclitaxel to lmpr
patients with metastatic breast cancer (abstract). Proc Am Soc Clin Oncol:1998;- Gt
Whiteside, T. L. & Herberman, R.B. The role of natural killer cells in 1mmune survelllance of
cancer. Curr, Opin. fmnumol 7, 704-710 (1995).
Wang R-F, Parkhurst MR, Kawakami Y, Robbins PF, Rosenberg SA: Ut|lxzat|on of alternanve
open reading frame of a normal gene in generating a novel human cancer antlgen J. Exp.
Med. 183: 1131-1140. 1996
Wang, Q., Stanley, J., Kudoh, S., Myles, J., et al. T cells infiltrating non- Hodgl\m s B.cell
Iymphomas show’ altered tytosine phosphonylatlon pattern even though T cell 1eceptorCD3- )
associated kinases are present, J. immunol., 155, 1382-1392, 1995. e
Wang, S.-L., Kutsche, M., DiScicullo, G., Schachner, M., Bogen, S.A. (. Selectlve L
Malformation of the Spelmc WitePulp Border in L1-Deficient Mice. The JI 165:2465- 2473, -
2000
Wang, Y., Wang, J., Sun, Y., Wu, Q, Fu, Y-X. (). Complementary Effects of TNF'and '
Lymphotoxin on the Formation of Germinal Center and Follicular Dendritic Cells, The JI
166:330-337.2001 ‘
Weidner N, Folkman J, Pozza F, et al. Tumor angiogenesis: a new significant and independent
prognosting indicator in early stage breast carcinoma. J Natl Cancer Inst; 84:1875; 1992 o
Weiss L. The pathophysiology of metastases within the lymphatic system. In: Weis L, Gllbert '
HA, Ballon SC. Lymphatic system metastases. Boston:G. K. Hall,:2-40. 1980
Winter, H., Hu, H. M., Urba, W. J,, and Fox, B. A., Tumor regression after adoptive transf‘el of
effector T cclls is mdependent of p:.xform or Fas lmand (APO-1L/CD95L), J. Inununol., 163 '
4462-4472, 1999. »
Wlodawer A, Pavlovsky A, Gustchina A. Hematopoietic cytokines: similarties and dlfferences
in the structures, with 1mpl1cal|ons for receptor binding. Protein Sci; 2:1373. 1993 : :
Wojtowicz-Praga, S., Reversal of tumor-induced immunosuppression: a new approach
cancer lhemp}, J Iluumlmlllel . 20,165-177.1997,
Wolfel T. Hauer M, Schneider J, Serrano M, Wélfel C, Klehmann-Hieb E, De Plaen.E,
HankelnT. Meyer Zum Bii schenfelde K-H, Beach D: A pl6 INK4a-insensitive CDK4 mutant
targeted by cytolytic T Iymphocytes in a human melanoma. Science, 269:1281-1284. 1995 -
Whiteside. T. L. & Herberman. R.B. The role of natural killer cells in immune surveillance of.
cancer. Curr. Opin. Jmnumol 7. 704-710 (1995).
Wu L. Scellay R. Egerton M. Pearse M. Spangrude GJ, Sholtman K. CD4 expressed on earlxest
T-lineage precursor cells hy the adult murine thymus. Natwre; 349: 71. 1991
Wu. Q.. Sun. Y.. Wang. J.. Lin. X.. Wang. Y., Pegg, L. E., Fiitterer, A,, Pfeffer, K., Fu, Y.-X. ()
Signal Via Lymphotoxin- {{beta } }R on Bone Marrow Stromal Cells ls Required for and early
Checkpoint of NK Cell Development. The JI 166:1684-1689 . 2001
Xu. S.. Lam. K.-P. (). B-Cell Matwration Protein, Which Binds the Tumor Necrosns Factor
Family members BAFF and APRIL. Is Dispensable for Humoral Immune Responses Mol Cell
Biol. 21:4067-4074 , 2001
Yamada. T.. Mitani, T.. Yorita. K., Uchida, D., Matsushima, A., lwamasa, K. FllJlta S
Matsumoto, M. (). Abnormal Immune Function of l-lemopmetlc Cells rom Alymphoplasm




al A mutant p53 tumor suppresor -
T cells, Cancer Res,, 53,3257-3261,"

awall\ar N, Brand:CU, Bra'lthen LR. 1996 lL 12 gene e\pressmn ln human skm dernved

‘CDla+ dendrltlc lymph cells. Arch, Dermatol. Res. 288:79-84.

L Semin Tmnnniol, 11:73-83, 1999.

. Young.AJ. The physisiology of lymphocyte- ml&ratlon through the smgle lymph node in: v:vo it

Yokoyama =~ WM. Natural Killer cells. nght-Sld. ‘vlp id “down NK cell

receptors[Review], Curr Biol; 5:982-985, 1995 :
W M Yokoyama. Flow cytometry analysis using Becl\ton =Dickinson: ;FACScan ln Curr.
Protocol in Inmumol. Coligan JE, Kruisbeek AM, Margulles: DH Sl‘ vac. EM Strober W (Eds)
Wiley InterscienceNew York USA, 1991:5.4.15.4.15
Young Al. The physiology of lymphocyte migration throu°h the smgle lymph node m vive.

Sem Imnmol. 11:73-83. 1999. .
Yoshimoto t, Bendelac A, WatsonC, Hu-Li J & PaulWE. Role of NKI.1 T cells ll‘l a Th7 response and in

immunoglobulin IgE production. Science 270:1845-1847, 1995. : )
Yoshida H, Honda k, Shinkura R, Adachi S, Nishikawa S, Maki l\ lkuta K lehll\awa SI lL 7.
receptor a+ CD3-cells in the embryonic intestine induce the. orgamzmg‘center “of peyers
patches. fit Immunol; 11:643-655. 1999
Youn" JD Cohn AA Podack ER The nmth component of complement and

Science; 233: 184-190. 1986 g
Young, A. J., Marston, W- L., Dudler, L. (). Subset—Spech Regulatlon oft
oF Recm.ul'mn" L\mphocvtes in Vivo. The JI 165:3168-3174.2000

21:38. 1961
Zhang F, Basinki MB, Beals JM, et al. Crystal snuctme of the obese P
Nature; 387:206. 1997 O
Zlotnik A and Yoshie O. Chemokines:a new clnssxf'catlon ancl tlhe_
Dmunumiry. 12:121-127, 2000. i : ,

Zhou, Q.. Zhao, J., Al-Zoghaibi, F., Zhou, A., Wiedmer, t., Silverman, R H ancl Slms P J
Transcriptional connol of the human phsma membrane phosphollpld scrambhse 1 gene 1s=
mediated by interferon-alph, Blood, 95, 2593-2599, 2000.

Zinkernagel RM, Callahan GN, Klein J, Dennert G. CytotoxicT cells learn speanclty for self
H-duringdiffentiation in the thymus. Nature; 271: 251-253, 1978 :
Zlotnik A. Yoshie O: Chemokines: a new clasification system and their role in immunity.
Inumminy: 12:12-127, 2000

Zou YR, Kottmann AH, Kuroda M. Taniuchi [, Litman DR: Function of the chemokine receptor
CXCR4 in hematopoiesis and in cerebellar development. Nature; 393:595-599. 1998 ’
Zeidman I. The fate of circulating tumor cell. 1. Passage of cells through capillaries. Cancer Res
1961:21:38.

Zitvogel L. Mayordomo JI, Tjandrawan T, DeLeo AB. Clarke MR, Lotze MT, Storkus WJ.
1996. Therapy of murine tumors with tumor peptide-pulsed dendritic cells: dependence on T
cells, B7 costimulation. and T heliper cell 1-associated cytokines. J. Exp. Med. 183:87-97

Zhou LJ. Schwarting R. Smith HM, Tedder TF. 1992, A novel cell-surface molecule expressed
by human interdigitating reticulum cells. Langerhans cells, and activated lymphocytes is a new
member of the Ig superfamily. /. limnnunol. 149:735—12




Zhou LJ, Tedder TF ' 1995 A dlstmct pattern of cytokine gene expression by human CD83+ 7
blood dendrmc cells Blood 86: 3”93—3301







VT

VALORES NORMALES EN SANGRE DE LAS POBLACIONES CELULARES

DE LINFOCITOS

Tabla A. RANGOS DE VALORES DE ANTICUERPOS MONOCLONALES EN
CONTROLES SANOS (Células/mm?)

| CD19| CD36|CD45RA | CD45RO | op -




Tabla B. RANGOS DE VALORES DE ANTICUERPOS MONOCLONALES EN
‘ CONTROLES SANOS (%)

| €D19 | CD56 | CD4SRA | CD45RO | op | y6-

s |37

: presentan;porcent'g “; o emdos por Cltomema ‘
L »,,sanos muJeres y-hombres’ respccnvamente S
o F= Femenmo I\'I Masculmo e :




SOLUCIONES Y REACTIVOS
CICLO CELULAR

Etanol_alq7()y% ,

IOOOmg,

a (1.5 mM) 522mg

v .I'rlpsma 301 g
N »pr-I 76
‘ ~.»Soluc10n B

g ":‘-Solucnon stock lOOOml

,; ‘, ~:I|1111b1dox de xpsma 300 mn'

IOOmg

A9



ALMACENAMIENTO Y COVSERVAC[OV DE REACTIVOS.

Las solucn ries ‘son’ ahcuotadas ‘en tub ’s frascos y mantemdas a-20°C.

'?La"sbluciénC ebera almacenar en:frascos: ambar ‘o cubrlr con papel alumxmo con el

a'37‘?C.

L bano Maria 37°Csiﬁ'c’a’lentar;
*.Las solucxones A y B'son empleadas a temper .

La sOlu'cién'C se mantiene en hielo en}e‘l momento_d emplearta.’ -

:Las muestras procesadas se leen y analizan en m'engjs de 2 hrs _fde”spués de preparadasA.

FJO




LISIS DE ERITROCITOS
'SOLUCION DE ACK PARA
829g NH4C1(015 M)
1 g'fi}ic'os "'('1;‘0“'1‘1;1\4')
372 me Na2 EDTA (0.1 mM)

- Anadir 800 ml de H20 y ajustar PH 7.2-7.4 con IN HCI

- Aforara

' Flltrar la:solucién 'épn ﬁltrode 022;.1m

4)Sl Ias muestras noisoﬁh;’l‘éldas
huiéSfrﬁs .:ia 4°Cy en ObSCUI‘l
‘fox'xﬁaldeh’id‘o'al 2%, . '
S ‘Es’té 111§todo permite pf&c?Sarlas, 1ues
de la sqllléiéﬁ dehsls, lo i

,l11lleSlfaS .

22N
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B.- LISIS CON SOLUCION DE LISIS B-D

ir 2) Lf,vdé;la solucién lisante FACS a los tubos y mezclar en un vortex por unos

‘éx‘fi;obscuri‘dad» a4°C.

1:7.4°en2 bcasibﬁyé{s ‘ a‘_‘i450ﬂx‘ g

son leidas’ inmediatamente se recomienda mantenerlas ‘a 4°C y

ta su' lectura, asi mismo se deberan fijar con formaldehido al 2%. -

C)LISISCONACK.

soluicion lisante ACKy vortexear perfectan:

) Leery analiza

_6).- Si las muestras no son leidas:ir ‘recomienda mantenerlas  a- 4°C y

- - en obscuridad hasta su'lectura, asi mismo fijar con formaldehido al 2%. -




EQUIPO.

Micropipetas 50-200 ul, y 1000 I

chféscoélb compﬁesfo
Cxtometxo de F]Luo .

, Vortex ‘ , o
Refr‘igkeréadbr.VZ‘-'S"C
Congelador —20°C o

Incubador de CO')

» LECTOR DE ELISA

’ CENTRIF UGAS

BALANZA
MICROSCOPIO INVERTIDO
MICROSCOPIO

PHmetro o

233




MATERIAL.
Puntas para mlcroplpeta de 50-'700 ul y 1000 pl
Tubos de 12x75 mm (marca Becton Dnckmson Catalogo No ’7058)

Gladllla para tubos de 17>\73 mm’

Guantes

apel val‘u,'minio .

JIA



400 A B Croni

Abreviaciones - - k ‘

IP. . 1 ' vIociuro d¢ Propidio
ml o : mfn;lj]i‘tr:’o i L
MR mlcnohtro

‘niin : ‘ mmuto

°c _, GradosCelcxus

oF. Citdmetro de Flujo
: So,lvué“i”'(;;,;‘A : ,
lucs lb’dOrde t1'lpSInay RNAsa ,
Solte | e e

PBS Solucién am:omiguaddradé'fo}Sfatos



BIOSEGURIDAD
MANEJO DE MATERIAL POTENCIALMENTE INFECTANTE*

El manejo de material bioldgico humano, debe llevarse a cabo en:condiciones: de

" bioseguridad por el riesgo que existe de infeccion por distintos agentes ‘infecciosos.

irus.de inmunodeficiencia. humana

»“pbte‘h'cialmenteff{infecta_nte” *'se requiere

o Uso de pipetero

2. - Decontamxmcnon diaria del '1rea de tmba_]o B

3. : No moerlr allmentos en el axea de labonatouo
4. s Uso de bat'xs
5. ‘ Lavado de manos B

6. Uso de guantes

7. Desecho del'f’ materxal en contenedores adecuados en el caso dc, punzo-

cor tantes, Ilqmdos, Y materlal en contacto COH muestras humanas
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