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INTROOUCCION 

El sistema inmuno16gico es el responsable de mantener la 

integridad molecular del individuo, dieho en otras palabras de 

t-eeonoter lo propio de lo no propio y eliminarlo. 

Es un ~omplejo sistema en el que intervienen distintos tipos 

de.ctlulas <linf~itos, ma~r6fagos, etc.). mol•eulas <antiouerPOS, 

factores del ~OMPlemento) y sustaneiatl solubles que sirven para la 

comunicaci6n de seflaleB <Eitoquinas).Cl,2>. 

Se sabe que para que las ~élulas o tejidos de un individuo 

puedan ser aceptadas por otro individuo, deben ser compatibleB en 

sus antígenos, principalmente en el sistema HLA, ya que de lo 

contrario serán rechazadas, esta reacción de reenazo ha Bido bien 

estudiada tanto in 'llitro romo in vivo <3,4). Así por ejemplo si 

tomamos linfoc:i tos singénicos de un individuo A y los cultivanlos 

con los linfocitos de un individuo B los cuales han sido 

previamente irradiados para que éstos no respondan al estímulo de 

los linfocitos A, a partir del cuarto día de cultivo se observari 

que aparecen linfocitos eitoUxü:os específicos eontra las eélulas 

del individuo B (5). Para que ésto suceda es nece~tario la 

participación de dos ínterleucinas <IL) la 1 y la 2. La primera es 

secretada por los macrófagos que va actuar sobre los linfocito; T 

induciendo la seneraeión de la IL-2 Y la aparieión de sus 

receptores en las células. Esta citocina es muy importante ya 
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que las células citotóxicas la requieren para su activación y 

proliferación (6,7). 

Por otra parte es sabido que las células tumorales pueden ser 

reconocidas como extraftas y desencadenar la respuesta inmune 

contra ellas ya que poseen antígenos que pueden ser reconocidos 

como no propios (8,9). Estos cambios antigénícos en las células 

tumorales pueden activar en su contra distintos mecanism•:>s de 

lucha por parte del huésped, uno inespecífico mediado por células 

asesinas con actividad espontánea, eso ~uiere decir que no 

requieren de un previo reconocimiento para atacar a la célula 

maligna. Entre estas células podemos mencionar las asesinas 

naturales conoddas como NK, linfocitos ase.,;inos activados (LAK), 

li11foc:itos infiltra11tes de tumores <TIU, n1acrófagos etc. (10,11>. 

También s~ 9EH1~t·an li.nf>:.,r.it~.,s r.itot6:dc•:>s l•:>s r.uales necesitan de 

un c•:>ntacto previo con los antígenos tumor~ les para mani testar su 

actividad citotóxica, la cual es específica contra las células 

port.adot•as de h's antígen.:>-s que induje1•on su capacitación; otras 

características importantes es que a diferencia de las células 

citotóxicas naturales su actividad está restringida por el 

complejo mayor de histocompatibilidad y crean memoria inmunológica 

( 12)' 

En 1959 el profesor GEORGE MATHE realiz6 el primer trasplante 

de madula ósea con txito <13) y a partir de esa fecha se 

observaron en humanos dos eventos importantet en clínica: uno fué 
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que los 1 i nf oc ttos del huésped eran capaces de eU~inar la• 

células trasplantadas, que es el rechazo del injerto del inglés 

Host vs Graft. En el segundo caso de los linfoEitos trasplantados 

ataaaban a la célula y tejidos del huésped, lo cual es conocido 

COII\o enfermedad de injerto contra huésped, del inglés G vs H 

( 14, 15). En la actualidad ambas si tuacionas pueden ser eon.troladas 

con inmunosupresores (16). Después el mismo profesor MATHE intentó 

con cierto éxito el trasplante de médula 6sea en pacientes 

leucémicos y describió otra situación que puede ser importante en 

clínica, la cual casi no ha sido estudiada, fué lo que llam6 

injerto contra leucemia conocido en inglés como Graft vs 

Leukemia (6 vs L> y que consiste en la generación de células 

citotóxicas por parte de los linfocitos trasplantados capaaes de 

matar a las células leucémicas remanentes <17, 19). Bajo estas 

persperti vas es el misn1o pt•ofesot• MATHE quien da ol'igen a l•j que 

ahora en ca11cerología se conoce como celuloterapiaJ él trató 

pacientes leucérnicos inyectándoles 1 infoc i tos alogé11icos 

report.ando el 20% de remisiones (20-21). 

Desafortunadamente el concepto de 6 vs L no ha recibido mucho 

auge probablemente por la dificultad que ti.enen b::~s m~.,delo!=i 

experimentales y que el tratamiento con células alogénicas no fué 

confirmado por otros grupos. Sin embargo todos estos es.tudioti 

parecen coincidir en que es posible uti 1 izar la pt•opiedad 

que tienen las células inmunes para combatir a las células 



tun1orales media11te reacc i6nes de t•echazo tal como ocurre con los 

injertos PL.,t' medio de l. a geMt•ad•)t1 de células e i tot6xicas 

específicas y ambientes ricos en IL-2 la cual puede activar a su 

vez a las células citotóxicas con actividad espontánea de tipo NK. 

En este trabajo pretendemos estudiar en un modelo experimental 

1\\Ut•i.no si la celuloterapia a base de células alogénicas es dec ü, 

mediante el injerto de linfocitos de la misma especie pero 

defiriendo en el complejo mayot• de histocompatibilidad, puede 

controlar el aecin1iento tumoral. 

Esto puede beneficiar ya que seria utilizado €ontra la 

enfermedad residual dHPWés de haber aplicado los tratamientos 

clásicos y presenta la ventaja de ser una inmwnoterapia a baJo 

costo, ya que los actuales métodos resultan sumamente caros en 

nuestro medio, y además no reqwiere de alta tecnología 
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JUSTIFICACION 

En la actualidad las enfermedades tumorales en todo el mundo 

constituyen un vet•dade-ro problema de salud pública, por ejemplo en 

los Estados Unidos la AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH 

informa que cada minuto muere un paciente oncol6gico, en nuestro 

país las enfermedades oncol6gicas ocupan la tercera causa de 

mortalidad. 

Hoy en día los tratamientos clásicoa en onco;,logía, la 

quimioterapia, la radioterapia, y la e i rugía jamas bdndan la 

seguridad total de haber erradicado completamente el tumor, 

(enfet•medad residual) y cuando los cánceres están avanzados son 

ineficaces. Otra seria desventaJa es que estos tipos de terapia se 

ven limitados por la generación de graves efectos co:¡laterales y 

muti lac:io:mes que ocasionan. 

Por esas razones hoy en día para superar estos problemas, 

en todo;, el mundo los grupos de trabajo;) buscan •:>tras al tet•natívas 

en las diferentes ramas de la Biomedicina, siendo así la 

Inmunolo:>gía una de las más pronletedot•as, la cual se basa en que 

las propias defensas del o::n·ganismo pueden el i.minat• a las células 

n\al ignas ya que éstas son reconoc idag como extraf\as. 

Existen diversas formas de inmunoterapia antitumoral casi 

todas ellas en estudio y con costos muy altos, si11 embargo edste 



docunlet1tac ion ·para 1upone1• que la celuloterapia a base de 

l i11foc i tos ij;jogénic•:)S puede ser de <1lglm.a utilidad mi>o:'!l.~M·"' · !~ 

generar. ió11 de células e i tot6xicas e ínter l~uc inas que ocurren 

normalmente durante las reac e iones de re e haz•:> de i njet·.to-;:;; es 

probable que el trasplante de 1 infoc i tos alogénicos pueda11 

destruí,. células tum•::>~•ales en el huésped pod.ad•::>t' de una 

ne~1plasi a. 

Lo antet• i>:>l' P•'tenc i.almente constí tuye una buena alternativa ya 

..:¡ut!! n~., re..:¡uiet•e de al tos costo5 ni. de alta tecnol>::>gía y podría ser 

Gltil como adyuvante de b;:¡s tratamientos clásicos en cancerología. 
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HIPOTESIS 

El tra•plant. intraperttoneal de linfocitos aloetn1cos PUeden 

inhibir el Erecimtento intraperitoneal del linfoma LS178V en 

ratones. 
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OBJETIVOS 

GENERAL: 

1.- Establecer un modelo se11c i llo y económico para el estudio de 

la utilización terapéutita de los fenómenos de trasplante en 

oncología. 

PARTICULARES: 

1.- Determinar si la administ.rac ión int.raperi toneal de los 

linfocitos esplltnicos de ratones CS7BL/G awmemta la sobrevida 

de ratones BALB/C previanlente inoe:ulados con células 

.tumorale'S LS178V. 

2.- Determinar la participación de las células T involucradas en 

la reacción antitumoral. 
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MATERIAL V METODOS 

ANIMALES; Se utilizaron 5 ratones machos por grupo de 6 a a 
semanas ,de edad BALB/C1 (9C) C67BL/61 (96) V DBA-2 (1)2)1 

procedentes del centro de reproducción animal del C.I.B.O. del 

I.H.S.S. 

CELULAS TUMORALES: Se utilizó el linfoma murino L517SV <H29) de 

origen tímico el cual se mantuvo in vivo mediante pasajes 

4 
semanales de 2x10 células las cuales matan a los ratones en 

aproximadamente 15±2 días. 

OBTENCION DE CELULAS: 

LINFOCITOS: Se sacrificaron los animale5 por descerebraci6n 

cervical y pos ter i•::>rmente a recuperu los bazos asepticamente 1 se 

disgregaron las células ent1•e d•::>s po••ta •::>bjetos •¡ 

en solución salina balanceada de HANKS <HBSS) (Sigma); se 

determil1ñ la vi~.bi.l i.dad mediante e)•:tlu\'iión con azul tripano 

(Sigma), y se ajustan las células a la conce11trac ión· deseada. 

HEPATICAS: Al sacrificio de los animales se recupe1•an lt::>s 

hígados aséptican\ente, se disocian las células en un 

homogenizadorl se lavan y resuspende11 en solución salina 

balanceada <HBSS) <Signla) 1 y se detern\ina la viabilidad mediante 

exclusión con azul tripano y se ajustan a la aoneentraei6n 

deseada. 
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SOBREVIDA DE RATONES: A ratones BC, se inyectó el día 0 vía 

4 
intraperito11eal 2><10 células tumorales, 24 hrs. despUés tie 

6 
inyectaron por la misma vía 40x10 linfoei~ de ratones 86, o 02; 

como controles se utilizaron ratones inyectados e~elustvamen~ con 

células tumorales o linfocitos singénicos, y se reeupera la 

sobrevida diariamente con el fin de comprobar la pa·rticipaeión 

activa de los linfocitos alogénieos. En un segundo experimento 24 

hrs. después que los ratones BC hayan recibido las células 

4 
tumorales (2x10 ) son tratados por vía intraperitoneal eon 

linfocitos singénicos, otro grupo con linfocitos alogénicos, con 

el propósito de descartar la posibilidad que los resultados 

obtenidos sean diluidos a la manipulación de los animales. 

Un tercer grupo los ratones BC que recibieron células 

tumorales, fueron transferidos tres días después con diferentes 

6 
dosis de células esplénicas 02, 10, 20 y 40 x 10 . 

Con el propósito de estudiar la reacción de manera 

unidireccional a un cuarto grupo de ratones BC fueron inyectados 

6 
con la misma cantidad de células hepáticas alogénicas 40 x 10 sin 

que contengan linfocitos. 

Se efectuó un quinto experimento en las mismas condiciones que 

el primero para determinar el ttpo de célula efectora, POr 

Inmunofluorescencia indirecta, y con anticuerpos monoclonales 
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Lyt 1 se comprob6 que el 90% de la~ células inyectadas era11 

1 infor.í tos T, los ratones BC portadot•es del 1 infoma set•át1 tratados 

con linfocitos T de ratones 86 previamet1tll'! sepat•ad~"\~ med1.~11te 

un pasaje por una colunma de nylon (22>. En todos los casos los 

experimentos se repetirán dos veces. 

Analisís Estadístico: Prueba 110 paran\étrica de Mat1tel-Haen-.;el 

( log-rank) pa¡•a datos apareados. 



TRANSFERENCIA DEL EFECTO ANTITUMORAL 
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TRANSFERENCIA DEL EFECTO ANTITUMORAL 
MEDIANTE CELULAS HEPATICAS Y LINFOCITOS ara 
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RESULTADOS 

En un primer tiemPO con el obJeto de observar si la 

transferencia de linfocitos alogénicos puede ser Qtil en el 

control de trecimiento de células tumorales, a un grupo de S 

4 
ratones BC se inocularon intrape-ritonealmente con 2xlt c6lulas 

6 
tumorales L6178y y tres días despUés se traftlfiriertn 40x10 

sélulas esplénieas de ratones 86· y se proeedió a determina~ la 

sobrevida. 

En la Fig. 1 claramente se pUede observar que el grypo ~ontrol 

que no fué tratado ron eélulas npléniEas sobrevivió menos tiempo 

C3e±1 días> que el grypo de ratones que reeibieron linfoeitos 

alo.,hos los euales sobrevivieron en promedio C36±3> días 

CP<0.05), sugiriendo que los linfocitos no compatibles pUedan ser 

de alguna utilidad. 

Los ratones BC inoculados con el linfoma 

experimentos anteri~res recibieron transferencia ya 

células esplénicas isogénicas (BC> o alogénicas (86). Los 

resultados en la fig. 2 muestran que los ratones tratados con 

linfocitos singénicos mostraron estrittamente la misma sobrevida 

que lo!i ratones BC no tratados (28±2 días), en cambio en los 

ratones transplantados con células esplénicas alogénicas (86) 

mostraron una sobrevida significativamente mayor (36±3 dLas>, 

sugiriendo que nuestra obse~vación es debida a la preseneia de 

células alogénicas y no a la manipulación de anin\ales. 
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En un segundo tiempo con la finalidad de estudiar si la 

observación precedente era debida a una eombinaci6n genética 

especial y pat•a determinar las condiciones ideales, se procedió a 

repetir el experimento anterior pero en este caso los gruPOs de 

ratones BC experimentales fueron transferidos 3 días después del 

4 
inóculo de células tumorales (2x10 ) i. p. co11 diferenteñ dosis 

de células esplénicas de ratones 02 los cuales también difieren 

genéticamente de los ratoi1Eu; BC; en la Fig.3 los resultados 

•:>bte11idos muestran un efecto d•:>sis dependiente en los ratones 

portadores de tumor tratados con linfocitos alogénícos, así el 

6 
grupo de animales que recibió solamente óx10 células esplénicas 

de 02 sobrevivió prácticame11te el mismo número de días que el 

g¡•upo c•:>ntr>:>l ,,,, tra11sferido con células esplénicas (30+0.5) (dato 

no mostr<'ldo) s;.,, emba¡•go l>::>l!'i 9l'UP•::>s de l'at•::mel"i t1•atado<:; con 

6 
10, 201 401 x 10 células esplénicas de ratones 02 sobrevivieron 

36±0 . .4 1 43±2 y 45±0.5 días l'espec: ti vamente 1 siendo 

estadísticamente si911ifícativa la diferencia de estos gt•upos 

comparados con el control (p=0.05) y también entre los grupos 

6 
tratados con 40x10 células esplénicas alosénícas P=<0.05). 

Estos resultados en su conjunto nos sugieren que el fenómeno 

observado no es específieo de una variedad genétiEa y se exprtsa 

de una manera dosis dependiente. 
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Con la finalidad de estudiar el mecanismo de ~cción se 

diseftaron dos experimentos: el primero temía eomo objeto 

investigar si las eélulas inmunes del huésped jugaban alS(in papel 

en nuestras observaciones; con el m-ismo seguimiento se evaluó la 

sobrevida de ratones BC portadores del tumor LS179Y y transferidos 

el tercer día, en lugar de que los linfocitos alogénicos como en 

la otras ocasiones, en esta vez fué con células hepáticas 

alogénicas. Los resultados en la Fig. 4 muestran sin ambigüedad 

que los ratones controles no tratados y los transferidos con 

células hepáticas alosénicas (02) sobrevivieron el mismo numero de 

días C33±1 y 32±3 días respectivamente) sugirieron que las célYlas 

inmunes transferidas juegan un papel determinante en el aumento de 

la sobt•evida. 

En el segundo experimento se realizó la determinación del 

papel de los linfocitos T esplénitos alosénicos en fu11ción de que 

es bie11 conoc id•;, que las células T juega11 un papel primordial en 

las t•eacci6nes de rechazo (6); nosotros repetimos el experimento 

con células T purificadas .para observar si se t•epetia esta 

condición, para lo cual se pasó a purificarlos pot• medio de la 

adherencia a columnas de nylon donde n\ás del SS% de las células "'' 

adherentes eran 1 i nf •:>e i to5 T. 

DespUés de haber inoculado a lo:; ratones BALB/C con células 

tumorales, tres días después SI!! transfirieron con células T 

esplénicas y encontramos que los resultados de sobt•evida de este 
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grupo fueron 1\\ayores (39 ± 0. 9 días) que el g¡•upo no t1•atado (30 ± 

2 días) y compa¡•ables a los obtenidos en la p•;,blac:i6t., t•::.tal F"i.g . .S. 
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CON 40X1d
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CELULAS HEPATICAS ALOGENICAS (D2}. 

ANALISIS ESTADISTICO: PRUEBA DE MANTEL-HAENSEL p,.. 0.05 n=5. 
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16 

OISCUSION 

Nuest1·os resultados muestran que cuando los ratones portadores 

de tumor son transferidos con células esplénicas alógenicas 

sobreviven más que los cont1•oles. 

Esta oburvad ón f ué confirmada con dos e epas de ratones 

diferentes el C67BL/6 y DBA/2, los cuales genéticamente son 

incompatibles entre si, esto es interesante porque sugiere qye el 

fenómeno no es esped fico de una variedad genética en especial~ 

sino más bien se trata de una respuesta de tipo senérieo. También 

es importante remarear que nwestros resultados de sobrevida de 

ratones portadorH de tumor fueron dosts-dependhmtes, lo que en 

parte confirma que nuestras observaGiones sí son debidas a la 

preseneia de eélulas esplénieas alosénhas. 

Por otra parte si tomamos todos los experimentos en eonjunto, 

se observará ci~ta variaeión en cuanto al n~o de días que 

sobrevivieron .los animales controles o tratados. Sin embargo en 

todos los experimentos se observa el mismo tomportamiento. 

probablemente esta variabilidad se deba a las c•Jndi ciones del 

Bioterio. 

En este trabajo también se efeetuaron experimentos para 

confirmar y de terminar la especi He idad de nuestras observaciones; 
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En primer lugar s6lo se prolonga la sob1•ev ida de los ratones 

portadores del tumor cuando se inyectan eon 1 i11foc i tos alogénicos 

Y no singénicos, lo que sugiere que es un efecto específico y que 

sí ocupa la existencia de un fenómeno de rechazo, el cual parece 

ser mediado por los linfocitos alogénicos transferidos ya que 

cuando ge trangfirieron células hépaticas no se modific6 la 

sobrevida de los ratones portadores del tumor, situación que es de 

esperarse ya que en los animales portadores del tumor existe 

inmunosupresi6n lo que podría impedir que se establezca de manera 

efectiva un rechazo de injerto unidireccional. 

Finalmente mediante la purificación de células se determinó 

que efectivamente los linfoeitos T juegan un papel muy importante 

que apoya la idea de un rechazo inmunológico a las células 

tumorales. 

Estos resultados en su c•:mjunto sugie1•en que las obse1·vac iones 

hechas por el grupo de médicos Villejuif puedan tener fundamento, 

y que es P•::>sible a bajo costo establece¡• un modelo co11f iable de 

injerto contra célula tumoral (6 vs L>. Los resultados de este 

tipo de estudios pueden llegar a tomar consideración clínica. 



18 

CONCLUSION 

La trar1sfe1•encia de células esplénicas alogénicas prolonga la vida 

de ratones portadot•es del tumor. 
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