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INTRODUCCION

El saistema inmunoldgico es el responsable de mantanar la
integridad molacular del individuo, dicho en otras palabras de

reconocer lo propioc de lo no propio y eliminarlo.

Es un complejo sistema en 2l que intervieanen distintos tipos
de células (linfocitos, macrdfagos, etc.). moléculas (anticuarpos,
factores del complemento) y sustancias solubles que sirven pare la
comunicacidn de seflales (citoquinas).(1,2).

‘8¢ sabe que para que las células o tejidos de un individuo
puedan ser aceptadas por otro individuo, deben ser compatibles en
sus antigenos, principalmente an el sistema HLA, ya que de 1o
contrario seradn rechazadas, esta reaccidén de rechazo ha sido bien
astudiada tanto in vitro como in vive (3,4). Asi por ejemplo si
tomamos linfocitos singénicos de wn individuo A y los cultivamos
ton los linfocitos de wn individuo B los cuales ban sido
previamente irradiados para que éstos no raspondan al estimulo de
los linfocitos A, a partir del cuarto dia de cultivo se observara
que aparecen linfoeitos citotoxicos especificos eontra las células
del individuo B (5}, Para que ésto guceda es necesario la
participacidn de dos interleucinas (IL) la 1 y la 2. La primera es
secretada por los macréfagos que va actuar sobre los linfocitos T
induciendo la‘ generacidn de la IL-2 y la aparicidén de aus

receptores an las células, Esta citocina es muy importante va



que las células citotdxicas la requieran para su activacidén vy

proliferacidn (6,7).

Por otra parte es sabido gque las células tumorales pusden sar
reconocidas como extrafias y desencadenar la respuesta inmune
tontra ellas ya que poseen antigenos gue pueden ser reconocidos
tomo no propins (8,9). Estos cambios antigénicos en las células
tumorales pueden activar en su contra distintos wmecanismos de
lucha por parte del huédsped, uno inespecifico mediado por células
ageginas con actividad espontdnea, eso Qquiere deeir que no
requieren de un previn reconacimiento para atacar a la célula
maligna, Entre estas células podemos mencionar las asesinas
naturales conocidas como NK, linfotitos asesinos activados (LAK)Y,
linforitos infiltrantes de tumores (TIL), macrdéfagos etc. (18,11).
También se generan linforitos citotéxicos los cuales necesitan de
un contacto previo con los antigenos tumorales para manifestar su
actividad citotdxica, la cual es especifica contra las células
portadoras de los antigenos que indujeron su capacitacidn; otras
caracteristicas importantes es que a diferencia de las células
citotédxicas naturales su actividad est4d restringida por al
complejo mayor de histocompatibilidad y erean memoria inmunolégica
(12>,

En 1959 al profesor GEORGE MATHE realizd el primer trasplante
de maddula dsea con éxito (13) y a partir de esa fecha se

obsarvaron en humanos dog eventos importantes &n clinica! uno fué



e los linfocitos del huéspaed eran capaces de eliminar las
télulas trasplantadas, que es el rechazo del injerto del inglés
Host vs Graft. En el segundo caso de loe linfocitos trasplantados
atacaban a la célula y tejidos del huésped, lo cual a8 conocido
como enfermedad de injerto contra hudsped, del inglés @ vs H
(14,15). En la actualidad ambans situaciones pueden ser controladas
con inmunosuprasoras (16). Después el mismo profesor MATHE intentd
con eclerto éxito el trasplante de médula désea en pacientes
leucémicos y describié otra situacidn que puede ser importante en
tlinica, la cual casi no ha sido estudiada, fué 1o que llamé
injerto contra leucemia conocido en {nglés como Graft vs
Leukemia (8 vs L) y que consiste en la generacién de células
citotdxicas por parte de los linfocitos trasplantados capaces de
matar a las células leucémicas remanentes (17,19). Bajo estas
perspertivas es el mismo profesor MATHE guien da origen a lo que
ahora en cancerologia e conoce como celuloterapia; &1 tratd
pacientes leucémicos  inyectandoles linfocitos alngénicos

reportando el 20% de remisiones (20-21).

Desafortunadamente el concepto de G vs L no ha recibido mucho
auge probablemante por la dificwltad gque tienan los  modelns
exparimentales y gque el tratamiento con células alogénicas no fué
confirmado por otros grupos. Sin embargo todos estos estudios
parecen coincidir en que es posible utilizar la propiedad

que tienen las células inmunes para combatir a las células



tumorales madiante reaccidnes de rechazo tal como ocurre con los
injertns por medio de la generacidén de células citotdxicas
especificas y ambientes ricos en IL-2 la tual puede activar a su

vez a las células citotdxicas con actividad esponténea de tipo NK.

En aste trabajo pretendemos estudiar en un modeln experimental
muring si la celulonterapia a base de células alogénicas es decir,
mediante el injerto de linfocitos de la misma especie pers
defiriendo en el complejo mayor de histocompatibilidad, puede

controlar al crecimianto tumoral.

Esto puede beneficiar ya que seria wtilizado contra 1la
enfarmedad residual despuéa de haber aplicade los tratamientos
clésicos vy presenta la ventaja de sar una inmunoterapia a bajo
costo, ya gque los actuales métodos resﬁltan sumamente caros en

nuestro medio, y ademds no requiere de alta tecnologia .



JUSTIFICACION

En la actualidad las enfermedadas tumorales en todo el mundo
constituyen un verdadero problema de salud piblica, por ejemplo en
los Estados Unidos la AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH
informa que cada minuto muere un paciente oneolégico, an nuestro
pais las enfermedades oncoldgicas ocupan la tercera causs de

mortalidad.

Hoy en dia los tratamientos clésicos en oncologia, la
quimioterapia, la radioterapia, y la cirugia jamas brindan la
seguridad total de haber erradicado completamente el tumor,
(enfermedad residual} v cuando los cénceres estdn avanzados son
ineficaces. Otra seria desventaja e que estos tipos de terapia se
ven limitados por la generacidén de graves efectns cnlaterales vy

mdtilaciones que ocasionan.

For esas razones hoy en dia para superar estos problemas,
en todo el mundo los grupos de trabajo buscan otras alternativas
en las diferentes ramas de la Biomedicina, siendo asi la
Inmunologia una de las mas prometedoras, la cuwal se basa en ﬁue
las propiés defensas dJel organismo puadan eliminar a las células

malignas va que é&stas son reconocidas como extrafias.

Exigten diversas formas de inmunoterapia antitumoral casi

todas ellas en estudio y con costos muy altos, sin embargo existe



documentacidén -para suponer gue la celuloterspia A base e
linfocitns isogénicns pueda ser de alauna whiiidad meanhe . la
generaridn de edlulas citotéxicas e interlaucinas gue ocurren
normalmente durante las reacciones de rechazo de  injertos; es
probable gque ] trasplante de linfocitos alogénicos  puedan
destruir células tumorales en el hugsped portador de wna

neoplasia,

Lo anterior potencialmente constituye una buena alternativa va
que no requiere de altos costos ni e alta tecnologia vy podria ser

Gtil como adyuvante de los tratamientos clasicos en cancerologia.



HIPOTESIS

€l trasglanta intraperitonsal de l!n!pc!toa alogénicos pueden
inhibir el ecrecimiento intraperitoneal del linfoma L5178Y en

ratones.



OBJETIVOS

BENERAL :

1.- Establecer un modelo sencillo y scondmico para el estudio de

la utilizacidn terapdutica de loz fendmenos de trasplante en

oncologia.

PART ICULARES!

1.- Determinar i la administracién intraperitonsal de los
linfocitos esplénicos de ratonas CB78L/6 aumenta la sobrevids

de ratones BALB/C previamente inoculados ceon células
tumorales L5178Y.

2.~ Determinar la participacidén de las célulag T involucradas en

la reaccidén antitumoral.
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES; Se wutilizaron B ratonasg machos por grupo da & a B
semanas  de edad BALB/C, (BC) CE7BL/6, (B6) Y DBR-2 (D27,
procedentes del centro de reproduccidn animal del! C.I.B.O0. del
I.M.S.S.

CELULAS TUMORALES: Se wtilizé el linfoma murino LS178Y (H2B) de

origen timico el cuwal se mantuvo in vivo mediante pasajes

semanales de 2xi0® células las cuales matan a los ratones en

aproximadamente 152 dias.

OBTENCION DE CELULAS!

LINFOCITOS: Se sacrificaron los animales por descerebracidn
cervical y posteriormente a recuperar los bazos asepticamente, se
disgregaron las células entre dos porta objetos v  resuspendieron
en solucidén salina balanceada de HANKS (HBSS) (Sigma); &e
determinag la viabilidad wmediante exclusidn con azul tripano

(Sigma), y se ajustan las células a la concentracién deseada.

HEPATICAS! Al sacrificin de los animales se recuperan los
higados asépticamente, se disocian las cédlulas en un
homngenizador, se lavan y resuspendsn en solucidn salina
balanceada (HBSS) (Sigma), y se determina la viabilidad mediante
exclusidén con azul tripano y se ajustan a la conecentracidn
deseada.
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SOBREVIDA DE RATONES: A ratones BC, se inyecté el dia @ via
4
intraperitoneal 2x10 células tumorales, 24 hrs. después se
inyectaron por la misma via AQKIQG linfocitos de ratones B6, o D2;
como controles se wtilizaron ratones inyectados exelusivamente con
células tumorales o linfocitos singénicos, y se recupera la
sobrevida diariamente con el fin de comprobar la participacién
activa de los linfocitos alogénieos. En un segundo experimento 24

hrs. después que los ratones BC havan recibido las eélulas

4
tumorales (2xi@ ) son tratados por via intraperitoneal con
linfocitos singénicos, otro grupo con linfocitos alogénieos, con
el propdsito de dascartar la posibilidad que los resultados

obtenidos sean diluidos a la manipulacidn de los animales.

Un tercer grupo los ratones BC que recibleron células
tumorales, fueron transferidos tres dias despuds con diferentes

[
dosis de ¢élulas esplénicas D2, 19, 20 y 40 x 10 .

Con el propigito de estudiar la reaccidn de manera
wnidireccional a wn cuarto grupo de ratones BC fueron inyectados

[
con la misma cantidad de células hepiticas alogénicas 48 x 10 sin

que contengan linfocitos.

Se efectud un quinto axperimento en las mismas condiciones qua
el primero para determinar el tipo de célula efectora, por

Inmunof luorescencia indirecta, y con anticuerpos monoclonales
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Lyt 1 se comprobd que el 80¥ de las células inyectadas eran
linfocitos T, los ratones BC portadores del linfoma serdn tratados
con linfocitos T de ratones BE previamente separardns mediante
un  pasaje por una columna de nylon (22). En todos los casos los

axparimentns sa repetiran dos veces.

Analisis Estadigtico! Prueba " paramétrica de Mantel-Haansel

(log-rank) para datos apareados.



TRANSFERENCIA DEL EFECTO ANTITUMORAL
MEDIANTE CELULAS ALOGENICAS DE BAZO

FASE |
RATONES
CONTROL DONADORES
1
[ |
C57BL/6 BALB/C
(B6) (BC)
BAZO BAZO
HOMOG. HOMOG.
8 ]
40X10 40X10
GRUPOS EXPERIMENTALES
BALB/C BALB/C BALB/C
2x104 2x104 2X104
L5178Y L5178Y L5178Y

SOBREVIDA EN DIAS




TRANSFERENCIA DEL EFECTO ANTITUMORAL
MEDIANTE CELULAS ALOGENICAS DBA-2.

CONTROL

FASE I

LINFOGITOS

(D2)
GRUPO 1| | GRUPO 2 GRUPO 3
10X10° 20X10° 40X10°
BALB/C
4
2X10 L5178Y

SOBREVIDA EN DIAS
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TRANSFERENCIA DEL EFECTO ANTITUMORAL
MEDIANTE CELULAS HEPATICAS Y LINFOCITOS T*

FASE il
RATONES
DBA-2
D2
HIGADO LINFOCITOS T
HOMOGENIZADO
6 8
40X10 40X10
GRUPOS EXPERIMENTALES

x10° BaLsI
L5178Y L5178Y

SOBREVIDA EN DIAS




RESULTADOS

En wn primer tismpo con el objeto de observar si la
transfarencia de linfocitos alogéniens puade ser atil en el

control de cerecimiento de cédlulas tumorales, a un grupo de §
: 4
ratones BC se inocularon intraperitonsalmentes con 2x10 células

6
tumorales LE178y y tres dias después se transfirierén 40x10
cdlulas esplénicas de ratones BE y se procedid a determinar la
sobravids.

En la Fig. 1 cleramente sa'puidu cbsarvar gque el grupo control
que no fué tratado con edlulag esplénicas sobravivié menos tiampo
(30t1 dias) que el grupo de ratones que reeibleron linfocitos
alogénicos los cuales sobravivieron en promedio (36%3) dias»
(P<0.05), sugiriendo que los linfocitos no compatibles puedan - ser
de alguna utilidad,

Los ratones BC inoculados con el linfoma como \én§ los
| N

experimentos anterioras recibieron transferencia ya sea de 40x1@
rélulas esplénicas isogénicas (BC) o alogénicas (B6). Los
resultados en la fig. 2 muestran que los ratones tratados con
linfocitos singénicos mostraron estrictamente la misma sobrevida
que los ratones BC no tratados (2842 dias), en cambio en los
ratones tranéplantados con células esplénicas alogénicas (BE)
mostraron una sobrevida significativamente mayor (3623 dias),
sugiriendo que nuestra observacidn es debida a la presencia de

células alogénicas v no a la manipulacidn de animales.
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En un segundo tiempo con la finalided da estudiar ei la
obgervacién precedente era debida a una ecombinacién gemdtica
especial y para determinar las condiciones idealas, se procedid a
repetir el experimento anterior pero en este caso los grupos de

ratones BC experimentales fuaron transferidos 3 dias después del

indculo de células tumorales (2x104) i.p. con diferentes dosis
de células esplénicas de ratones D2 log cualaes también difisran
gendticamente de los ratonas BC; en la Fig.3 los resultados
obtenidos muestran un efecto dosis Jdependiente en los ratones

portadores de tumor tratados con linfocitos alogénicos, asi el

&
grupo de animales que recibid solamente bxi® células esplénicas

de D2 sobrevivié practicamente el mismo ndmero de dias que el
grupn control o transferido con células esplénicas (29+06.5) (datn

n mostradol sin embargn los grupns de  ratones  tratadns  con

[
18, 20, 40, x 18 células esplénicas de ratonas D2 gobrevivieron
2640 .4, 43%2 y 453 5 dias respactivamente, siendo
estadisticamente significativa la diferencia de estos grupos

comparados con el control (p=8.05}) y también entre los grupos
&
tratados con 48x1@ células esplénicas alogénicas P=(93.95).

Estos resultados en su conjunto nos sugieren qua el fendmeno
obgervado no es egpecifieo de una variedad gendtica vy se expresa

de una manera dosis dependiente.
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Con la finalidad de estudiar el mecanismo de ‘accidn se
diseflaron dos experimentos: el primero tenia como objato
investigar si las células inmunes del huésped jugaban algin papel
en nuastras observaciones; con el mismo sesuimiento se evalué la
sobrevida de ratones BC portadores del tumor L5178Y y transferidos
el tercer dia, en lugar de que los linfocitos alogénicos como en
la otras ocasiones, en esta vez fuwé con ceélulas hepaticas
alogénicas. Los resultados en la Fig. 4 muastran sin ambigledad
gue los ratones controles no tratados vy los trensferidos con
células hepdticas alogénicas (D2) sobrevivieron el mismo ndmero de
dias (33%1 y 32£3 dias respectivamente) sugiriesron que las células

inmunes transferidas juagan un papel determinante en el aumento de

la sobrevida.

En el segundo experimento se realizd la determinacién del
papel de los linfocitos T espléniens alogénicos en funcidn de que
es bien conocido que las células T juegan un papel primordial en
las reaccidnes de rechazo (8)} nosotros repetimos el experimento
con células T purificadas para observar si se& repetia esta
condicidn, para lo cual se pasd a purificarlos por medio de la
adherencia a columnas de nylon donde mds del 85% de las células no

adherantes eran linfocitos T,

Después de haber inoculado a los ratones BALB/C con células
tumorales, tres dias después se transfirieron con células T

asplénicas y encontramos que los resultados de sobrevida de este
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grupo fueron mayores (38 * 0.9 dias) gque el grupo no tratado (30 *

2 dias) y comparables a los obtenidos en la poblacién total Fig., 5.
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ANALISIS ESTADISTICO: PRUEBA DE MANTEL-HAENSEL. p<0.05 n=5



% SOBREVIDA

100

!
60 — - .. .- . i ............................
|

40 = - - - - - - - o U

20 -l e ..

| I ! | | | i
24 26 28 30 32 34 238 38 40
TIEMPO DE SOBREVIDA (DIAS)

— - - CONTROL
— TRATADO BC
e TRATADO B6

FIG. 2 SOBREVIDA DE RATONES PORTADORES DE LINFOMA

L5178Y TRATADOS CON CELULAS ALOGENICAS (B6) Y

SINGENICAS (BC) 40X108
PRUEBA DE MANTEL-HAENSEL p<0.05 n=5.
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DISCUSION

Nuestros resultados muestran que cuando los ratones portadores
de tumor son  transferidos con células esplénicas alégenicas

sobreviven mas sue los controles.

Esta obsarvacidn fud confirmada con dos cepas de  ratones
diferentes el CB7BL/& y DBA/2, los cuales gendticamente gon
incompatibles entre si, esto es interssante rorque sugiere qua el
fendmeno no es especifico de una variedad gendtica en especial,
sino mds bien se trata de una respuesta de tipo genérieco. También
es importante remarcar que nuestros resultados de aobrevida de
ratones portadores de tumor fuearon dosis-depandientes, lo que en
parte confirma que nuestras observaciones si son dabidas a la

presencia de eédlulas esplénicas alogénicas.

Por otra parte si tomamos todos los exparimentos en. - eonjunto,
se observard clerta variaeidn en euanto al ndmero de dias que
gobrevivieron los animales eontroles o tratados. Sin embargo en
todos los experimentos se observa el mismo comportamiento.
probablemente esta variabilidad se deba a las condiciones del

Binterio.

En este trabajo también sa afectuaron experimentos para

confirmar vy determinar la especificidad de nuestras observaciones;
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En primer lugar gélo se prolonga la sobrevida de los ratones
portadores del tumor cuando se inyectan con linfocitos alogénicos
Yy no singénicos, lo que sugiere gue as un efecto especifico v que
si ocupa la existencia de un fensmeno de rechazo, el cual parece
ger mediado por los linfocitos alogénicos transferidos ya que
cuando se transfirieron célulaé hépaticas no se modificé la
sobrevida de los ratones portadores del tumor, situaeidén que es de
@sperarse ya <que en los animales portadoras del tumor existe
inmunosupresidén 1o que podria impadir que se establezca de manera

efectiva un rechazo de injerto unidiregcional.

Finalmante mediante la purificacidn de células se determind
que afectivamente los linfocitos T juegan un papel muy importante

que apoya la idea de un rechazo immunoldgico a las ¢élulas

tumorales.

Estog resultados en su conjunto sugieren que las observaciones
hechas por el grupo de médicos Villejuif pusdan tener fundamento,
y que es posible a bajo costo éstablecer un modelo confiable de
injerto contra célula tumoral (G vs L). Los resultados de este

tipo de estudios pueden llegar a tomar consideracidn clinica.



CONCLUSTION

La transferencia de células esplénicas alogénicas prolonga la vida

da ratones portadores del tumor,
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