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ABREVIATURAS

BAS Basofilos

CMN Células mononucleares

cpm Cuentas por minuto

CPP Plasma pobre en componentes

CRP Plasma rico en componentes

CTL Linfocitos T citotéxicos

DE Desviacion estandard

EC Eficiencia de recoleccién

E:D Proporcidon efector-diana

EOS Eosinofilos

FAB Grupo Franco-Americano-Britanico
GRA Granulocitos

Hb Hemoglobina

HEM Hematies

HTC Hematocrito

IL-2 Interleukina-2

LAK Células "Killer" activadas por linfoquinas
LEU Leucocitos

LIN Linfocitos

LGL Linfocitos grandes granulares
LLA Leucémia linfoblastica aguda
LMA Leucémia mieloblastica aguda
MON Monocitos

NEU Neutrofilos

NK Células "natural Killer"

NSD No significativamente diferente
PLQ Plaquetas

PRBC Plasma rico en hematies

SD Significativamente diferente
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I. INTRODUCCION



I-1) BREVE HISTORIA DE LA INMUNOTERAPIA ANTITUMORAL.

La inmunoterapia puede definirse en términos generales
como una terapia basada en la utilizacidén del sistema
inmunolégico o sus productos para controlar, dafiar, o

destruir células malignas en los enfermos neoplasicos (1).

Puede considerarse que la inmunoterapia humana comenzé
a finales del siglo XIX cuando Busch y Coley observaron que
las infecciones estreptococicas podian causar necrosis en
tumores humanos (2, 3). Al mismo tiempo se fue obteniendo
informacidn sobre la especificidad de los anticuerpos y su
funcién en el control de las enfermedades infecciosas.
Basandose en estos datos se elaboraron hipdtesis sobre el
posible papel de los anticuerpos en el control del cancer
(4). Estas hipotesis seflalaban que las células tumorales,
como consecuencia de la transformacion maligna, podian
desarrollar antigenos en su superficie (antigenos tumorales)
que las hacian antigenicamente distintas de las células
normales. De esta forma, los anticuerpos especificos capaces
de reconocer estos antigenos podian controlar el crecimiento

de las celulas tumorales.

Desde comienzos del siglo XX aparecen intentos
esporadicos de estimular la inmunidad contra las celulas
tumorales en enfermos neoplasicos. Pero fue a mediados del

siglo XX cuando Klein utilizd la inmunoterapia de una forma



mas sistematica con reacciones de hipersensibilidad retardada
provocadas en canceres cutaneos, obteniendo un alto
porcentaje de remisiones permanentes (5-7). A finales de los
afios sesenta se inician ensayos de inmunoterapia en leucemias
y melanomas, comenzando asi la era de la inmunoterapia

moderna (8, 9).

A partir de aqui se han ido sucediendo una cascada de
descubrimientos sobre las respuestas especificas e
inespecificas del sistema inmune que la inmunoterapia ha
intentado utilizar para destruir células tumorales. Aunque
existe hoy dia un gran conocimiento sobre el sistema
inmunitario y su respuesta frente a las células tumorales,
aun quedan muchas lagunas y dudas sobre el complejo mecanismo
de defensa del organismo frente a células malignas. No
obstante se tiene el convencimiento de que sdlo con el
profundo conocimiento de estos mecanismos defensivos se podra

salir victorioso en la lucha contra los tumores.



I-2) ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DE LA TERAPIA

ANTITUMORAL.

I-2.1) LA CIRUGIA EN LA TERAPIA ANTITUMORAL.

La cirugia es el tratamiento mas antiguo del cancer y
hasta fechas no muy lejanas fue casi la unica opcidn
terapéutica con cierta efectividad. Aunque las primeras
referencias acerca del tratamiento quirurgico de los tumores
se hallan en el "Papiro de Edwin Smith" de la dinastia Media
Egipcia (1600 afios a. de J.C.) (10), la era moderna del
tratamiento quirirgico electivo de tumores empezd en América
en 1809, cuando Efrain Macdowell extrajo un tumor ovarico de
10 Kg de una enfermo que sobrevivido 30 afios (11). Sin
embargo, el progreso de la cirugia en el tratamiento de

tumores dependio de dos tipos de avances (12):

1) la introduccién de la anestesia general con éter por

los dentistas William Morton y Crawford Long

2) la introduccién de los principios de antisepsia por

Joseph Lister en 1867.

Los desarrollos en la técnica quirurgica siguieron un
ritmo rapido (13) y las innovaciones técnicas modernas han

llevado al cirujano a una gran variedad de campos.



‘Respecto al tratamiento quirirgico de las leucemias, el
trasplante de meéedula osea ocupa actualmente un lugar
indiscutible en la clinica asistencial, aunque se sigue
investigando en otras direcciones para rebajar la tasa de
rechazo y dominar la enfermedad del injerto contra huésped.
Podemos clasificar los trasplantes de médula Osea en tres
tipos principales atendiendo a las diferencias inmunoldgicas
entre el receptor y el donante: autotrasplante, trasplante

isogénico o singénico, y trasplante alogénico (14).
I.2.1.1) Autotrasplante.

El autotrasplante de médula Osea tiene la ventaja sobre
los demas tipos de trasplantes de poder aplicarse no sdlo a
las hemopatias malignas sino también a una amplia variedad de
tumores s6lidos. Su mayor limitacion radica en la posibilidad
de que la médula en remisidén posea algunas células tumorales
con el riesgo de restablecer el proceso maligno en el
enfermo. Por ello se han desarrollado diversas técnicas con
el fin de eliminar "in vitro" tales células de la médula
mediante el uso de anticuerpos mas complemento, anticuerpos
conjugados a toxinas celulares, y agentes quimioterapicos
(4-hidroperoxi-ciclofosfamida (4-HC) Yy mafosfamida
(Asta-Z-7557)). No obstaﬁte el tratamiento "in vitro" no es
totalmente efectivo en la eliminacidon de todas las células

tumorales.



La experiencia clinica del autotrasplante en tumores
sOlidos es todavia escasa. Actualmente esta indicado en
aquellos tumores quimiosensibles tales como neuroblastomas,
carcinoma embrionario de ovario o testiculo, sarcoma de
Ewing, asi como en carcinoma de mama con receptor de
estrogenos negativos, etc; esta indicacion esta aumentando
- rapidamente. En las hemopatias malignas los estudios
iniciales en linfomas fueron realizados en enfermos sin

ninguna posibilidad con la terapia convencional.

El porcentaje de recaidas no es diferente del observado
mediante el trasplante alogénico o singénico en enfermos
similares. En la leucemia linfoblastica aguda (LLA) se han
utilizado altas dosis de quimioterapia mas irradiacion
corporal total, seguida por médula autdloga en remision
tratada "in vitro" con anticuerpos y complemento, en nifios en
segunda remision. Asi se han obtenido del 25 al 35% de
supervivencia en remisidén completa (15, 16). También se han
obtenido resultados similares a los conseguidos con
trasplante de médula alogénica, mediante médula autdloga
tratada con 4-HC en enfermos de leucemia aguda no

linfoblastica en segunda y tercera remisidn (17).



I-2.1.2) Trasplante singénico y alogénico.

Entre las complicaciones que se dan hay que destacar por
su gravedad y complejidad las derivadas directamente de la
irradiacién y los citostaticos, las infecciones, y la
enfermedad del injerto contra huésped (18). Este trasplante
esta indicado en algunos casos de anemia aplasica, leucemia
aguda, leucemia mieloide <cronica e inmunodeficiencia

combinada grave.

Aproximadamente sdlo un 25% de los casos de anemia
aplasica puede beneficiarse potencialmente del trasplante al
disponer de hermano compatible. De estos casos se alcanzan
largas supervivencias en el 80% de los nifios y enfermos
menores de 30 afios, en el 50% de los comprendidos entre 30 y
50 afios, y en muy pocos casos por encima de esa edad (19-21).
En las leucemias agudas el trasplante de médula 6sea cura a
algunos enfermos, pero la fraccidén de ellos que sobreviven
continia siendo pequefia, debido principalmente a las
complicaciones del trasplante (22, 23). En la leucemia
mieloide crdnica el trasplante logra una supervivencia a
largo plazo de aproximadamente el 60%, mientras que en la
fase Dblastica es solamente del 10% (24). En la
inmunodeficiencia combinada grave la supervivencia es de un

29% entre 6 y 92 meses tras el injerto.



I-2.2) LA RADIOTERAPIA ANTITUMORAL.

Considerando que las células hematopoyéticas son muy
sensibles a las radiaciones, en un principio se podria pensar
que ésta es la mejor solucion para el tratamiento de las
leucemias, pero dada la falta de selectividad esta terapia
estd muy limitada en el tratamiento de hemopatias
proliferativas. El avance de la quimioterapia ha hecho que la
radioterapia haya desaparecido como unica alternativa
terapéutica de los tumores hematoldogicos, y sd6lo en estados
iniciales de 1linfomas y en casos poco habituales de
localizacién como el mieloma solitario la radiacidén es la

terapéutica elegida.

No obstante, 1la radioterapia sigue teniendo su
indiscutible importancia por la existencia de agrupaciones
celulares poco vascularizadas que dificilmente reciben la
accion de los citostaticos, la existencia de barreras
biolégicas frente a farmacos, y la seleccidén de cepas

celulares resistentes a la quimioterapia (25).

Actualmente en la terapia leucémica las radiaciones
pueden utilizarse como tratamiento locorregional
complemeﬁtario de la quimioterapia y como tratamiento
sistémico en forma de irradiacidon corporal total en la
preparacién para el trasplante de médula osea. Esta

irradiacion corporal total sdélo es util acompafiada de



quimioterapia intensiva y administrada con dosis supraletales

en la preparacidn para el trasplante (26).
I-2.2.1) Toxicidad de la radioterapia.

La toxicidad de la radioterapia en el tratamiento del
cancer depende de multiples factores. Aproximadamente el 80%
de los enfermos con cancer necesitan radioterapia en el curso

de la evolucién de la enfermedad (27).

Los efectos de las radiaciones ionizantes sobre los
tejidos vivos pueden ser agudos o cronicos:

a) Los efectos agudos dependen de la relacion entre
células dafladas letalmente y la replicacidon celular
compensadora a través de las células germinales
proliferantes.

b) Los efectos crdonicos son secundarios a una capacidad
disminuida proliferante en las células germinales secundaria

a la irradiacidn (28, 29).

La toxicidad de la radioterapia condiciona el empleo de
otras modalidades terapéuticas oncoldgicas :

12) la quimioterapia queda limitada por irradiaciones
extensas e intensas de volumenes con gran contenido en médula
osea.

29) la cirugia de rescate debe realizarse con una

detenida evaluacién del tratamiento radioterapico previo.
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I-2.3) LA QUIMIOTERAPIA ANTITUMORAL.

Para conocer los origenes de la quimioterapia hay que
remontarse a los aftos cincuenta donde se aplicaron los
primeros agentes antitumorales como la mostaza nitrogenada,
metotrexato y 6-mercaptopurina. Se obtuvieron remisiones
completas por primera vez, aunque de escasa duracidén. En los
afios sesenta se descubrieron muchas clases de farmacos como
los derivados de la Vinca (Vinblastina y Vincristina),
antraciclicos (Daunomicina y Adriamicina), L-asparaginasa y
arabinosido de citosina. Se establecié ademas la importancia
del tratamiento de mantenimiento con 6-mercaptopurina y
metotrexato en la leucemia linfoblastica aguda. En los afios
setenta no hubo un gran desarrollo de nuevos farmacos, sin
embargo surgieron varios métodos efectivos de profilaxis del
sistema nervioso central en la LLA aumentando el porcentaje
de largas supervivencias y curas al 50% (30). A finales de la
década de los setenta y comienzo de los ochenta se difunden
nuevos citostaticos activos como las nitrosoureas,
epipodofilinas, m-Amsa Yy mitoxantrona. Se disefian
tratamientos de gran agresividad, con un incremento de la
mielodepresidn y de las complicaciones metabdlicas, sépticas
y hemorragicas, aumentando significativamente la media de
supervivencia y cura en la LLA infantil hasta el 70-75% (31,

32).
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Actualmente para evaluar los logros conseguidos con el
empleo de farmacos antitumorales hay que dividir los enfermos
en 3 grupos: enfermos con un porcenteje de curabilidad
superior al 50%, los que tienen entre el 10 y el 50% , y
finalmente los enfermos en los que se ha incrementado la

supervivencia aunque las remisiones son escasas (33).

En los enfermos con un porcentaje de curabilidad
superior al 50% , la instauracion de combinaciones de
induccidén, consolidacion e intensificacién prolongada en la
LLA ha llevado a un incremento en las largas supervivencias
en todos los grupos prondsticos de LLA en nifios (31) y
adultos (32). Algo similar ha sucedido en la leucemia
mieloblastica aguda (LMA) pediatrica cuyo prondstico se
asemeja a la LLA de pronbéstico intermedio y malo (34, 35). En
el linfoma de Hodgkin el empleo de combinaciones de farmacos
asociados o no a la radioterapia produce estadios en los que
la curabilidad es del 40 al 50% , con excepcidn de los IV-B
o los pocos casos con histologia de depleccidn linfocitaria

(36, 37).

En los enfermos con un porcentaje de curabilidad entre
el 10 y el 50% las combinaciones de farmacos con o sin
radioterapia han proporcionado un incremento significativo en
la supervivencia y curabilidad de la LLA pediatrica de alto
riesgo (31), en los linfomas difusos diseminados, en la LLA

del adulto (32) y en los linfomas pediatricos
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diseminados (38). No obstante a pesar de la agresividad

terapéutica, sigue siendo escaso el porcentaje de curabilidad

en la LMA del adulto (39).

En el tercer grupo de enfermos con remisiones muy
escasas los incrementos en la supervivencia en la ultima
década estan mas relacionados con el diagndstico mas precoz
vy el mejor manejo de 1las complicaciones hemorragicas,
metabdlicas (deshidratacidn, hipercalcemia, hiperuricemia),
e infecciones a gérmenes, parasitos, hongos o virus . Estas
enfermedades son la leucemia linfatica cronica, la leucemia
mieloide crénica, el mieloma y los linfomas indolentes. En el
momento actual no existe evidencia de que las combinaciones
agresivos de farmacos sean mas efectivos que la monoterapia
en prolongar la supervivencia o aumentar los porcentajes de

curacion (40-43).

I-2.4) LA INMUNOTERAPIA ANTITUMORAL.

Los avances recientes en el campo de la inmunologia y de
la biotecnologia han abierto nuevas posibilidades para la
inmunoterapia del cancer. El progresivo conocimiento de la
naturaleza de las subpoblaciones linfocitarias y el papel de
las linfoquinas y las monoquinas han permitido avances
considerables en nuestra comprensién de los fendmenos de

inmunorregulacion. El papel que desempefian las linfoquinas y
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las monoquinas en 1la respuesta inmunoldgica comenzd a
conocerse con los nuevos avances de la biologia molecular y
la tecnologia de recombinacidon del ADN. Ello permitio aislar
los genes que codifican las sintesis de estas moléculas y
conseguir su expresién a nivel de bacterias, con posibilidad
de obtener cantidades suficientes de estos productos como

para llevar a cabo estudios inmunoldogicos detallados.

Los intentos iniciales de inmunoterapia antitumoral se
basaban en la estimulacidon inespecifica del sistema
inmunolégico del huésped, empleando para ello productosrtales
como el Bacillus Calmette-Guerin, su residuo extraido con
metanol, o el Corynebacterium parvum, con el proposito
potenciar la respuesta inmunoldgica del huésped contra su
enfermedad. Los datos experimentales que apoyan la viabilidad
de estas modalidades de tratamiento son muy escasos, y de
hecho muchos de los ensayos clinicos llevados a cabo para
valorar la eficacia de estos productos y de sustancias afines
en el cancer humano han resultado infructuosos (44). Por ello
la inmunoterapia con estos productos ha sido prééticamente
abandonada. No obstante ésta es una via que no hemos de
considerar cerrada, ya que también en la actualidad puede ser
una alternativa bien por si sola, o combinada con otras

terapias.
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Segun se va profundizando en el conocimiento de las
células inmunocompetentes y en los mecanismos que regulan su
funcién, van apareciendo nuevas alternativas en la
inmunoterapia tumoral. De esta forma, tras conocerse la
funcién de los linfocitos T en el rechazo frente a los
tejidos extrafios, comenzd a estudiarse la posibilidad de
estimular de forma selectiva determinadas subpoblaciones

linfocitarias como respuesta inmunoldgica contra el cancer.
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I-3) ONCOGENESIS.

En los ultimos afios ha habido un notable progreso en el
conocimiento de las bases biolbgicas y bioquimicas del
cancer. Las células cancerosas poseen cuatro caracteristicas

que las diferencian de las normales :

1) Clonalidad: generalmente el cancer se origina en una
célula progenitora que prolifera para formar una clona de
células malignas.

2) Autonomia: el creimiento no  es regulado
apropiadamente por las influencias bioquimicas y fisicas
normales del ambiente.

3) Anaplasia: no existe una diferenciacidén celular
normal coordinada.

4) Metastasis: las células cancerosas desarrollan la
capacidad de crecer en forma discontinua y diseminarse a

otros puntos del cuerpo.

Todas las células de un organismo vivo se originan a
partir de un solo huevo fertilizado (cigoto), por lo que
todas llevan informacidén genética idéntica. La proliferacidn
y diferenciacién de estas células en un embridén y en el
organismo supone la participacién selectiva y la expresidn
coordinada del repertorio gendmico. Este repertorio gendémico
incluye informacién que permite a las células expanderse en

forma clonal, funcionar con diversos grados de autonomia,
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diferenciarse, y moverse por el organismo de forma
coordinada. En el adulto, la reparacion de las heridas activa
la expresion de estas caracteristicas celulares en una forma

similar a la que ocurre en los embriones, pero bajo control

bien coordinado.

En el éaso de las enfermedades malignas, el proceso de
control normal esta alterado debido a las actividades
andmalas de un grupo selecto de genes (oncogenes) que tienen
gran importancia para la regulacion de 1las actividades
celulares. Estas actividades andmalas de los oncogenes suelen
estar relacionadas con la produccidon de proteinas irregulares
o cantidades andomalas de proteinas vitales para el

crecimiento celular.

Virtualmente todos los tumores sdlidos y la mayor parte
de enfermedades malignas hematopoyéticas tienen anomalias en
el cariotipo, que hereda la poblacidén de células tumorales.
Estas pueden ser translocaciones de fragmentos cromosomicos
a nuevas localizaciones, asi como adiciones o delecciones de
parte de los cromosomas o de su totalidad. El cancer se
origina a partir de alteraciones genéticas en células unicas,
pero suele haber alteraciones hereditarias, lo que produce
una mezcla heterogénea de subclonas en una poblacion celular
tumoral madura que ha proliferado lo suficiente como para
detectarse clinicamente. Con el tiempo, la acumulacion

progresiva de anomalias hereditarias en las subpoblaciones
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tumorales produce cambios fenotipicos muy importantes que
tienen su contrapartida clinica en el desarrollo de
resistencia al tratamiento que era eficaz, o en el aumento de

la diseminacion metastasica.

Las influencias ambientales que regulan la proliferacién
de las células normales apenas actuan cuando se presenta el
proceso de transformacidon maligna. Las células cancerosas
pueden proliferar en condiciones en las que las células

normales no lo harian.

La falta de diferenciacion normal es la caracteristica
mas Util en el diagnostico patoldogico de los canceres. Las
células cancerosas suelen tener alguna de las caracteristicas
morfoldgicas de sus equivalentes normales maduros, pero
pueden tener anomalias a nivel celular e histoldgico

facilmente detectables con el microscopio Optico.

Las metastasis se producen cuando las células tumorales
pierden su adherencia y su posicion fija dentro de un tejido
organizado, se mueven a lugares adyacentes, desarrollan la
capacidad de invadir y salir de los vasos sanguineos, y se
vuelven capaces de proliferar en sitios o medios no
naturales. Estos cambios en las normas de crecimiento se
acompafian de alteraciones bioquimicas que tienen la capacidad

de estimular los procesos metastasicos.
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Parece que la progresion clonal de un tumor genera
alteraciones bioquimicas o fisioldgicas que confieren_mayor
autonomia, mayores grados de anaplasia, y una mayor capacidad
de producir metastasis. Se produce una seleccidon progresiva

de las células con mayor capacidad proliferativa (45).
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I-4) RESPUESTA INMUNOLOGICA FRENTE A CELULAS

TUMORALES .

1-4.1) GENERALIDADES.

El sistema inmune es un sistema de defensa del
organismo. El gran impulso en el estudio del papel del
sistema inmune en el desarrollo de células tumorales comenzd
en la década de los cincuenta con la demostracidén de que los
tumores murinos eran capaces de ser inmunogénicos para el
propio huesped (46). Posteriormente Burnet (47) popularizé la
teoria de la vigilancia inmunoldgica que otorgaba el papel
predominante en la destruccion de las células tumorales a los
linfocitos T citotdxicos (CTL); aqui comenzaron las primeras
esperanzas de la participacién del sistema inmune en la
defensa frente a los tumores y en su manipulacidn

terapéutica, que aun no se ha desarrollado con total éxito.

No obstante, el mejor conocimiento actual del sistema
inmunolégico y de sus interacciones con las células
tumorales, nos permiten contemplar ciertas espectativas de
nuevas terapias contra el cancer basadas en la manipulacion
del sistema inmunolégico, con resultados previos

esperanzadores.
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La respuesta inmune frente a cualquier antigeno es muy
compleja, participando diversos tipos de células que
interaccionan entre si y dan lugar a mecanismos efectores
(encargados de eliminar el estimulo que la ha desencadenado)
Y a mecanismos reguladores (encargados de controlar dicha
respuesta inmune). Pero en el caso de células tumorales,
entran en accidon ademas otros mecanismos que no participan en
la respuesta frente a antigenos solubles y que dependen del
reconocimiento no solo ya de epitopos por parte de receptores
especificos en la superficie de linfocitos B y T, sind de
otras caracteristicas presentes en la superficie de las
células tumorales que las va a hacer susceptibles de ser
atacadas por diversas células citotdxicas (macrofagos,

células NK ("natural killer")).

En la respuesta inmunoldogica frente a tumores participan
tanto mecanismos humorales como celulares, ademas de
complejos sistemas de regulacidén y mecanismos citotdxicos no
antigeno-especificos. Entre todos estos mecanismos algunos
son eficaces en la destruccion tumoral, pero hay otros que
pueden interferir con ellos, por lo que el efecto resultante
es variable segun los casos. Dependera por un lado de la
capacidad inmunogénica del tumor y de la capacidad de éste
para poner en marcha mecanismos de escape frente al ataque

del sistema inmune (48).
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El sistema inmunoldgico tiene unos mecanismos de
respuesta comunes para cualquier tipo de estimulo. Ante un
antigeno reconocido como extrafio y presentado por una célula
con antigenos HLA de clase II (las células presentadoras de
antigeno o células accesorias) se activan linfocitos CD4+
cooperadores, que van a producir factores solubles que
estimulan a las diversas células que participan en las fases

efectoras de la respuesta:

- linfocitos B: merced a factores de crecimiento y
diferenciacidn de los linfocitos B.

- linfocitos T citotdxicos: fundamentalmente a través de
la interleukina-2 (IL-2).

- células NK: por la IL-2 y el interferdn-y.

- macrofagos: por factores activadores de

macrofagos (interferdn-y).

El reconocimiento del antigeno extrafio por los
receptores para el antigeno de los linfocitos T ¢itot6xicos
y B es también necesario para que estas células puedan
responder a esos factores activadores y transformarse en
células efectoras (CTL y células plasmaticas
respectivamente). Las otras células efectoras (macrofagos,
NK) no poseen receptores con la especificidad de los
linfocitos B y T, pero también son capaces de reconocer a las
células tumorales y ejercer sobre ellas su gran capacidad

citotdxica.
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El sistema inmune tiene complicados sistemas de
regulacion y supresion que pueden ser estimulados en la
respuesta antitumoral y frenar o bloquear la capacidad del
sistema inmunologico para destruir el tumor. Esto hace, junto
con la muy escasa o nula capacidad inmunogénica de los
tumores espontaneos, que sea muy dificil precisar el grado de
efectividad que tiene el sistema inmunoldogico en la
vigilancia antitumoral, pese a sus multiples mecanismos
citotdxicos. El sistema inmune participa en la destruccidn

tumoral con dos tipos de mecanismos, el celular y el humoral.
I-4.2) RESPUESTA INMUNE CELULAR.
I-4.2.1) Linfocitos T.

Actualmente se conocen al menos dos tipos de linfocitos
con capacidad citotdxica: los linfocitos T citotdxicos y los
linfocitos grandes granulares (LGL). Los linfocitos grandes
granulares pueden mediar dos mecanismos citotoxicos
importantes en la destruccidon tumoral: la citotoxicidad
natural y la <citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos. Los linfocitos T no son sdlo células citotdxicas
frente a las tumorales, sind que ademas son células
reguladoras encargadas de amplificar o suprimir mecanismos
inmunologicos diversos. Los linfocitos T, a diferencia de los
B, no reconocen antigenos solubles, sindé sdlo los que estan

en la superficie celular y en union de antigenos HLA. El



23

reconocimiento lo hacen a través del receptor para el
antigeno (TCR), que en la superficie celular va estrechamente
unido al antigeno de diferenciacidn CD3 formando el complejo
CD3-TC. Los linfocitos T maduros, caracterizados por tener el
antigeno CD3, se subdividen en 2 grandes subpoblaciones, cada
una con otro antigeno de diferenciacidn: CD4 6 CD8. Ambos
antigenos se hallan simultaneamente en timocitos maduros,
pero solo existe uno de ellos en 1los linfocitos T

maduros (49).

Cualquier tipo de respuesta inmunoldgica se inica y/o se
amplifica por la interaccidn de linfocitos CD4+ cooperadores
con un antigeno presentado por células presentadores de
antigeno, que se caracterizan por poseer antigenos HLA de
clase II  (HLA-DR). Los linfocitos CD4, a través
fundamentalmente de la eliminacidon de factores solubles (IL-
2, interferdn-y, etc.), amplifican la respuesta y/o activan
a las diversas células efectoras (linfocitos B, T

citotoxicos, células NK, macrofagos,...) .

Los linfocitos T citotdoxicos podran lisar células con
antigenos HLA de clase II si ellos mismos poseen antigenos
CD4, y células con antigeno HLA de clase I si poseen
antigenos CD8. ©Pero esta interaccidon entre células
citotéxicas y antigenos HLA de la célula diana no es
suficiente para la unidon. La interaccion fundamental, y el

reconocimiento especifico de la célula que va a ser destruida
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corre a cargo del receptor (TCR) para el antigeno del
linfocito T. Este reconoce un complejo formado por el
antigeno tumoral y partes variables de la molécula HLA (50).
Ademas del receptor TCR y los antigenos CD4 y CD8 existen
otros antigenos llamados LFA ("lymphocyte function associated
antigens"), que participan en la interaccidén entre el
linfocito T y la célula que reconoce, y refuerzan su uniodn
cuando la interaccidn antigeno-receptor no tiene gran

afinidad (51).

Cuando el linfocito T citotdoxico se ha unido a la célula
que va a destruir tienen lugar las etapas siguientes del
proceso litico, en las cuales es fundamental la secrecidn de
moléculas citotdxicas previamente almacenadas en granulos
citoplasmaticos (52). Estos linfocitos T citotdxicos se han
mostrado utiles en la destruccidn tumoral en diversos
sistemas experimentales, sobre todo en tumores inducidos por

virus (53).

I-4.2.2) Células NK.

Son las llamadas "natural killer" o célula citotdxica
natural. Se llama asi a toda célula con actividad citotoxica
no especifica para un determinado tumor y sin restricciodn
HLA, por lo que poseen capacidad citotdxica frente a células
tumorales muy variadas (54). En su mayoria poseen las

caracteristicas morfoldgicas de los linfocitos grandes
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granulares, aunque algunas expresan antigenos de

diferenciacion de linfocitos T.

Las células NK poseen varias subpoblaciones con
estructuras de reconocimiento diversas. Se caracterizan por
no poseer la estructura CD3/TCR, y basan su capacidad para
unirse y lisar gran numero de células tumorales en que éstas
poseen determinantes comunes reconocidos por algun tipo de
receptor de la célula NK, cuyas caracteristicas aln no se

conocen bien (55).
I-4.2.3) Mecanismo citotodxico.

Para producir citotoxicidad los linfocitos CTL y LGL
necesitan unirse a la célula que van a destruir, y lo hacen
de diferente forma segun la célula. Posteriormente viene la
lisis de la célula tumoral cuyo mecanismo parece ser similar
en ambos casos. Este mecanismo depende de la secrecion de
material citolitico contenido en granulos previamente

presentes en las células CTL (56) y LGL (52).

La célula citotdxica se activa al unirse a la célula
diana, produciendose posteriormente la exocitosis de los
granulos en el lugar de unién. Los granulos contienen un
material citolitico llamado citolisina (o perforina), que en
presencia de Ca®t es activa y se polimeriza sobre la membrana

de la célula diana formando poros. Posteriormente la célula



26

efectora puede ir a lisar otra célula, y la diana acabara
siendo destruida por el intercambio de solutos a través de

dichos poros (55).
I-4.2.4) Macrofagos.

Las células del sistema mononuclear fagocitico
participan de forma muy importante en la respuesta inmune
como células presentadoras de antigeno a los linfocitos CD4

cooperadores al poseer antigenos HLA de clase II.

Son capaces de destruir células tumorales por dos
mecanismos distintos. El primero es un mecanismo directo y
selectivo para células tumorales, que sdOlo tiene lugar si el
macrofago ha sido previamente activado. Esta activacion tiene
lugar por medio de linfocitos T cooperadores a través de la
produccion de interferdn-y, aunque también puede conseguirse
la activacion sin el concurso de linfocitos T (ej.:
macrofagos obtenidos con tioglicolato, y posteriormente
expuestos "in vitro" a concentraciones elevadas de
endotoxina) (57). El segundo es un mecanismo de citotoxicidad
dependiente de anticuerpo en el cual el macrofago actua sobre

cualquier célula recubierta de anticuerpo IgG.

En ambos tipos de citotoxicidad la destruccidn de la
célula diana también es realizada por mecanismos diferentes:

la citotoxicidad directa mediada por macrdfagos depende de



27

una proteasa citolitica (58), mientras que el H,0, parece ser

el mediador de la citotoxicidad dependiente de

anticuerpo (59).
I-4.3) RESPUESTA INMUNE HUMORAL.

Los anticuerpos pueden contribuir a la destruccidén de
células tumorales al menos por dos mecanismos:

l.- lisis directa por activacidon del complemento

2.- facilitando la citotoxicidad celular dependiente de

anticuerpo.

Este Ultimo mecanismo necesita de anticuerpos y células
citotdoxicas . que tengan receptores para la clase de
inmunoglobulina a la que pertenece el anticuerpo (en general

anticuerpos IgG y células "killer" o monocitos-macrofagos) .

Las células K ("killer") son llamadas asi por su
capacidad funcional, y pertenecen en su mayoria a los LGL,
aunque todavia hay que incluir en ellos a algunos linfocitos
T, aquellos que tienen receptores para el Fc de la IgG (los
llamados linfocitos T-) ya que también media la citotoxicidad

dependiente de anticuerpo) (60).
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I-5) LINFOQUINAS.

I-5.1) GENERALIDADES.

La aplicacidn clinica de linfoquinas y citoquinas en las
enfermedades tumorales humanas se ha incrementado en 1la
Gltima década como consecuencia de los avances en la
ingenieria genética, tecnologia de hibridomas, y

bioinstrumentacion especializada.

En 1966 se definieron por primera vez las linfoquinas
como factores producidos por linfocitos activados "in vitro"
que eran capaces de inhibir la migracidén de macréfagos. Por
ello, a propuesta de Dumonde y cols. (61) se utilizd el
término "linfoquina" para designar factores que regulan el
crecimiento o movilidad del leucocito. Posteriormente se
propuso el término de "citoquina" para designar a todos los
factores similares producidos por células de la linea

linfocitica y no linfocitica.

Linfoquinas y citoquinas forman parte de una complicada
red de comunicacidén entre células pertenecientes al sistema
inmunitario y de éste con otros sistemas del organismo. Estas
moléculas son capaces de iniciar y regular las respuestas
inmunoldgicas e inflamatorias, y también de controlar el
crecimiento y la diferenciacion de células hematopoyéticas y

de otros tipos.
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Aproximadamenteb20 polipéptidos de este tipo han sido
identificados y la mayoria de ellos clonados. Se incluyen en
este conjunto de mediadores los interferones, interleuquinas
(IL-1 a IL-7), factores estimulantes de colonias, factores de

crecimiento, linfotoxina y factor de necrosis tumoral (62).

El descubrimiento de estas citoquinas antitumorales
comenzo hace aproximadamente 2 siglos, al ser observada la
' relacién entre cancer y enfermedades infecciosas. Entonces se
describid que cuando algunos enfermos terminales portadores
de ciertos tumores desarrollaban infecciones bacterianas
agudas, los tumores sufrian una remisidon completa. En 1891
W.B. Coley aprovechd este fendmeno para el tratamiento del
cancer (63) con una mezcla de bacterias. La imposibilidad de
controlar la severidad de algunas infecciones propicid la
sustitucion de este tratamiento por las mismas bacterias
muertas o por el correspondiente extracto filtrado. Estas
mezclaé, denominadas toxinas de Coley (64), constituyeron
durante décadas el Unico tratamiento contra el cancer hasta
el advenimiento de la radioterapia y la quimioterapia. A
partir de 1los descubrimientos de Coley se siguieron
estudiando las implicaciones antitumorales de los productos

microbianos.
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I-5.2) INTERLEUKINA-2.

La 1IL-2, descrita inicialmente como un factor de
crecimento de linfocitos T por Morgan y cols. (65), ha
surgido ahora como un mediador critico de 1la funcidn
inmunitaria. El papel de la IL-2 como factor de crecimiento

celular ha sido ampliamente estudiado (66-68).

La IL-2 alcanzd interés terapeutico inicial por su
capacidad para incrementar la magnitud de la inmunidad
mediada por células T especificas a través de un aumento
directo del numero de células inmunes. Posteriormente se
demostrd que las células efectoras T citoliticas no
especificas de la sangre periférica de enfermos con cancer se
activaban "in vitro" con altas concentraciones de IL-2 para
producir células “"matadoras" ("killer") activadas por
linfoquinas (células LAK), capaces de lisar tumores autdlogos
recientes. Ademds, en presencia de interferdn-Yy, se ha
inducido la expresién de receptores para la IL-2 (69). Los
monocitos citotdxicos, al igual que los linfocitos, también
se activan con diferentes citoquinas como la IL-2 o el
interferdn-y. De esta forma los monocitos de sangre
periférica humana se han mostrado efectivos para destruir
lineas celulares tumoraies humanas "in vitro" mediante

citotoxicidad directa y mediada por anticuerpos (70, 71).
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La wutilidad <clinica de 1la IL-2 ha abarcado
predominantemente la restauracidn de la inmunocompetencia en
los sindromes de inmunodeficiencia (72) y en el tratamiento

de tumores.

El wuso inicial de la IL-2 en el tratamiento de
enfermedades malignas se llevd a cabo con la administracién
de dosis bajas de 1IL-2 procedentes de los liquidos
sobrenadantes de linfocitos humanos normales estimulados por
mitogeno en enfermos neoplasicos (73). Como resultado se
produjo un aumento en la proliferacién de linfocitos y la

aparicion de linfocitos atipicos en la circulacién.

Estudios posteriores con IL-2 recombinante a dosis mas
altas demostraron la existencia de células circulantes que
llevaban un receptor de IL-2 ("Tac", o <célula T
activada~positiva), que comprendian hasta un tercio de las
células mononucleares periféricas totales (74). A dosis de
IL-2 de 100.000 U/Kg de peso corporal administradas 2-3 veces
al dia, se observo una disminucion significativa del tumor en
enfermos con melanoma. Entre las toxicidades observadas
destacan la fiebre, escalofrios, cefalea, sensaciéon de
malestar, nauseas, vOmitos y diarrea en la mayoria de 1los
enfermos. La retencidon marcada de liquidos atribuida al
sindrome de escape capilar fue el hecho mas sobresaliente
junto con disfuncion renal y eosinofilia (75). Por lo tanto

se ha encontrado que el uso de IL-2 en seres humanos produce
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efectos colaterales significativos y una pobreza relativa de
eficacia clinica como agente terapelUtico Gnico. Sin embargo,
el uso de IL-2 en inmunoterapia adoptiva ha mostrado grandes

posibilidades en los ensayos clinicos iniciales (76).

I-5.3) ACCION DE LA IL-2.

Una compleja cascada de sucesos regula tanto la
produccién de IL-2 como la respuesta celular a la IL-2 en una
respuesta inmune fisioldgica. Primero los linfocitos T
antigenb—especificos sintetizan y secretan IL-2 tras
reconocer antigenos especificos (ej.: bacteriales, virales,
tumorales) presentados a nivel molecular por moléculas HLA
(77). El1 contacto con estos antigenos especificos por células
T-citotdxicas y helper induce la expresidon de la cadena P del
receptor de IL-2. Estas células con los receptores a/f de IL-
2 pueden ahora proliferar rapidamente en presencia de bajas

concentraciones de IL-2 .

Algunas de estas células destruyen directamente las
células tumorales presentadoras de antigeno. Cuando las
concentraciones de IL-2 continuan aumentando, los linfocitos
que no han sido activados por antigenos y expresan solamente
la cadena a del receptor de IL-2, son activados y proliferan:
algunos mediaran la destruccion directa de células
transformadas y otros liberaran linfoquinas y citoquinas, las

cuales por si mismas activan una respuesta en cascada que
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controla la infeccidén o regulan la respuesta inmune. E1
potencial de la IL-2 como tratamiento del cancer se basa en
la activacidon de células mediadoras de citolisis directa
contra células tumorales y la liberacién de citoquinas que

potencialmente pueden destruir los tejidos tumorales (78).
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I-6) INMUNOTERAPIA ADOPTIVA DEL’CANCER CON

CELULAS LAK.
I-6.1) VENTAJAS DE LA INMUNOTERAPIA ADOPTIVA.

Se denomina inmunoterapia adoptiva del cancer a todas
aquellas medidas terapeluticas que comprenden la
administraciéon sistémica de células inmunes dotadas de
actividad antitumoral a un huésped portador de un tumor, de
tal modo que induzéan directa o indirectamente la regresidn
de tumores establecidos. En teoria, la inmunoterapia adoptiva
con células inmunes dotadas de actividad antitumoral posee

ciertas ventajas sobre los demas tipos de tratamiento:

1) La gran sensibilidad y especificidad de las
reacciones inmunolégicas permitirian que estas células
atacasen el tumor pero no los tejidos normales, por lo que
cabria esperar una baja morbilidad inherente a este tipo de

tratamiento.

22) En contraposicidon a lo que ocurre con la mayoria de
las restantes modalidades de tratamiento antitumoral, la
administracidén de células inmunes no tiene por qué ser causa
de inmunosupresién, y posiblemente ni siquiera precise de una
satisfactoria inmunocompetencia por parte del huesped, dado
que son las propias células inmunocompetentes las que le son

suministradas.
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32) Por su elevada especificidad y escasa morbilidad, se
espera que la inmunoterapia adoptiva pueda combinarse
facilmente con otras modalidades terapeuticas, tales como la

cirugia, quimioterapia o radioterapia.

El principal obstaculo que ha surgido para el desarrollo
de la inmunoterapia adoptiva como terapia del cancer ha sido
la dificultad para la obtencidn de células inmunes dotadas de

actividad antitumoral (79).

Los modelos animales han sido una gran ayuda en el
desarrollo de 1la inmunoterapia adoptiva (80-83). Muchos
estudios han demostrado que la transferencia sistémica de
células inmunes especificas reactivas frente a tumores
murinos es capaz de inducir la regresién de tumores

establecidos tanto localmente como metastasicos (84-93).
I-6.2) CELULAS LAK EN EL RATON.

En 1980 se describe por primera vez un método general
para la obtencidon de células linfoides capaces de reconocer
y destruir células tumorales "in vitro" tanto en el ratdn
como en humanos (94, 95). Tras incubar a lo largo de varios
dias linfocitos murinos o humanos normales en presencia de
IL-2, se generaban células linfoides capaces de provocar la
lisis de células tumorales tanto primarias como metastasicas

frescas, no procedentes de cultivos y resistentes a las
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células NK, sin provocar la lisis de células normales. Estas

células son las llamadas células LAK (96, 97).

Se conoce mucho sobre las células LAK murinas (96, 97).
La IL-2 es necesaria y suficiente para la génesis de células
LAK (98), mientras que otras linfoquinas como la IL-1 o el
interferdn-} no son capaces de generar este tipo de células
(99). Por su especificidad citolitica y su fenotipo de
superficie, las células LAK parecen constituir un sistema

citolitico unico, diferente de las células NK o linfocitos T

citotdéxicos clasicos.

No se conoce aun la funcidon que desempefian los
precursores de las células LAK . Las células LAK muestran una
amplia especificidad 1litica frente a numerosos tipos de
células alteradas, ademas de las células tumorales frescas,
incluyendo la totalidad de las células en cultivo, tales como
los fibroblastos y las células linfoides blasticas generadas
a partir de la incubacién de linfocitos en presencia de
concanavalina A (88). Se puede hacer la hipotesis de que las
células LAK constituyen una modalidad natural de vigilancia
inmunolégica frente a la aparicion de células andmalas, con
lo que integrarian un mecanismo fisioldgico natural encargado
de eliminar todas aquellas células alteradas por wuna
transformacion maligna, infeccidén virica, o incluso por
envejecimiento u otros fendmenos. Sin embargo, la funcidn de

las células LAK en condiciones normales sigue sin conocerse.
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I-6.3) CELULAS LAK HUMANAS.

AEn los primeros ensayos realizados para obtener células
LAK humanas se emplearon sobrenadantes que contenian IL-2
junto con una variedad de diferentes linfoquinas (95, 96, 99,
100). Estudios realizados con IL-2 recombinante
homogéneamente purificada han demostrado que la presencia de

IL-2 es suficiente para inducir la aparicidén de células

LAK (98).

Se pueden obtener células LAK a partir de una amplia
variedad de tejidos humanos, entre los que se incluyen los
linfocitos de sangre periférica, glandula timica, bazo,
ganglios 1linfaticos, médula o0sea y los 1linfocitos del
conducto toracico (101). Esta ubicuidad de los precursores de
las células LAK en la totalidad de los tejidos sugiere que
las células LAK desempeflan un cierto papel dentro de la
respuesta inmune en sujetos sanos. Se ha demostrado la
génesis de células LAK por efecto de la IL-2 sobre los
linfocitos de sangre periférica en individuos normales, asi

como en enfermos portadores de tumores (95, 96, 102, 103).

Se han realizado una serie de estudios para intentar
caracterizar las células LAK humanas (100-104). El precursor
de la célula LAK es una célula no adherente sin capacidad
para dar lugar a la formacidon de rosetas E. Al estudiar la

presencia de diferentes marcadores de superficie en la célula
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precursora se ha demostrado la negatividad para la totalidad
de los marcadores conocidos de la serie linfoide, incluyendo
los CD11, CD3, CD5 y CD57. Por ello, el precursor de las
células LAK humanas parece corresponder a una célula no T
(negatividad para CD3 y CD5), a la vez que esta desprdvista
de los marcadores que caracterizan las células NK humanas
(CD11 y CD57). La célula LAK efectora se muestra asimismo no
adherente y parece ser CDl11(-), y probablemente CD3(-). Las
células LAK humanas se asemejan en la practica totalidad de

los aspectos a las del ratodn.

Se ha descrito una técnica para la obtencidn de células
"killer" activadas a partir de 1linfocitos humanos por
estimulacién con lectinas tales como la fitohemaglutinina y
la concanavalina-A (105-108). También por alosensibilizacion
mualtiple se pueden obtener células "killer" activadas cépaces
de provocar la lisis de células leucémicas frescas, asi como
de células procedentes de tumores sdlidos (105, 106, 109). Se
conoce que la estimulacion de células linfoides mediante
lectinas y por alosensibilizacion multiple da lugar a la
produccion de IL-2 en cultivo. Por ello, parece que la via
comun para la aparicidén de estas células "killer" activadas

es a través de la produccidén de IL-2.
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I-6.4) TOXICIDAD DEL TRATAMIENTO.

La mayor parte de la toxicidad del tratamiento con
células LAK e IL-2 deriva de la administracién de IL-2.
Cuando se administra en exclusiva celulas LAK, la toxicidad
es minima (110, 111). Normalmente la infusién de la
suspension celular se asocia a fiebres y escalofrios. Tras la
infusion de la suspensidon celular se registra un ligero
descenso de la capacidad de difusion pulmonar, que se
normaliza a las 24 horas. Sin embargo, la administracidn de
dosis elevadas de IL-2 se asocia a multiples efectos

secundarios (74, 112-116).

La infusion de células LAK puede producir complicaciones
infecciosas asociadas al riesgo potencial de la incubacidn de
linfocitos en medio de cultivo a lo largo de 3 a 4 dias. Esta
contaminacion puede producirse tanto a través de los
reactivos empleados para los cultivos celulares, como a
partir de los contaminantes aerdgenos introducidos en el

cultivo durante sus multiples pasos (117).

I-6.5) PASADO, PRESENTE Y FUTURO DEL TRATAMIENTO CON CELULAS

LAK.

Los antecedentes histéricos de la terapia con células
LAK son muy recientes; s6lo hay que remontarse a 1980 cuando

se descubrid que la incubacion de linfocitos en presencia de
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sobrenadantes que contenian IL-2 daba lugar a los 3-4 dias a
la aparicidén de linfocitos capaces de mediar la lisis de
células tumorales frescas autdlogas, singénicas y alogénicas
resistentes a las células NK, pero no la de células

normales (94, 95, 104).

Se han realizado ensayos con IL-2 y con células LAK
tanto "in vitro" como en una amplia gama de tumores animales
(104, 79). La administracion de IL-2 a altas dosis, asi como
la de células LAK junto con IL-2 se ha mostrado eficaz para
provocar la regresion de gran numero de tumores murinos (118-
123). Aunque la administracion de IL-2 sola provocaba la
regresion de las metastasis, la combinacién de células LAK e
IL-2 se mostraba mas eficaz, especialmente cuando se

utilizaban dosis mas bajas de IL-2.

Los ensayos clinicos con inmunoterapia fueron iniciados
en el afio 1981 tras descubrirse la capacidad de la IL-2 de
generar células LAK (110). Pero dada la escasez de IL-2 de
origen natural (124) en 1981 se llevaron a cabo estudios en
los que se recurrid a la fitohemaglutinina como estimulante
de las células "killer", que posteriormente eran infundidas
en grandes cantidades a enfermos con cancer (1ll1),
produciendo una toxicidad muy escasa. La continuacion de
estos estudios dieron lugar en los afios 1982 y 1983 a la
administracién adoptiva de células "killer" activadas con

fitohemaglutinina, junto con ciclofosfamida en seis enfermos,
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Yy posteriormente en asociacién a la infusidén de macrdfagos

activados (110).

En 1983 se comienzan los ensayos clinicos con IL-2
purificada en enfermos (125) y se pudieron describir algunos
de los efectos inmunoldgicos de la IL-2. Tras la
identificacion de la secuencia de DNA del gen que codifica la
sintesis de la IL-2 (126) se consiguid la expresidn de este
gen a nivel de E. coli, y en 1984 se consiguid por primera
vez obtener grandes cantidades de IL-2 recombinante (98). En
este afio se realizaron ensayos clinicos con IL-2 recombinante
y células LAK obtenidas mediante el empleo de este material
recombinante (110, 74). Todos estos estudios se llevaron a
cabo en enfermos portadores de tumores malignos en fase
avanzada, en los que habia fracasado el tratamiento estandard
o para los que no existia ninguna modalidad terapéutica
valida. En ninguno de estos enfermos se pudo observar un

efecto antitumoral.

En 1985 se hacen estudios basados en la administracidn
de IL-2 recombinante y células LAK (112) observandose la
involucidon de lesiones cancerosas metastasicas de diversas
variedades tumorales en algunos enfermos. En 1986 se tratan
10 enfermos con IL-2 sola (113), observandose una respuesta
parcial de las lesiones metastasicas en tres enfermos con

melanoma maligno.
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En 1987 ya aparecen publicados por diferentes grupos de
investigacion amplios estudios de enfermos con tumores
establecidos tratados con IL-2 y células LAK. Asi Rosenberg
y cols. (l14) después de tratar 106 enfermos con cancer
metastasico con IL-2 y células LAK obtuvieron 8 remisiones
completas, 15 remisiones parciales y 10 remisiones menores.
Al mismo tiempo trataron 49 enfermos con IL-2 sola a altas
dosis obteniendo 1 remisidn completa, 5 remisiones parciéles
y 1 remision menor. La remisién completa se definia como la
desaparicion de toda evidencia del tumor, la remisidn parcial
como una disminucién del 50% o superior, y la remisidn menor
como una disminucidn entre el 25% y el 50% . West y cols.
(127) administraron células LAK junto con IL-2 a 40 enfermos
portadores de cancer avanzado obteniendo 13 remisiones
parciales. Dutcher y cols. (128) registraron 6 remisiones
parciales de 32 enfermos con melanoma avanzado, administrando
células LAK junto con IL-2. De forma similar, Fischer y cols.
(129) obtuvieron 1 remisidn completa y 4 remisiones parciales
de 34 enfermos con carcinoma renal metastasico. Steis y cols.
(130) obtuvieron 4 remisiones parciales de 5 enfermos con
carcinomatosis peritoneal secundaria a cancer colorrectal o
carcinoma de ovario. Paciucci y cols. (131) obtuvieron 4

remisiones parciales de 16 enfermos con cancer avanzado.

Estos resultados demuestran que el tratamiento con
células LAK e IL-2 es capaz de inducir la regresidon de

tumores establecidos en el hombre.
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I-6.5.1) Futuras investigaciones del tratamiento con células

LAK e IL-2.

Actualmente las mejoras del tratamiento se dirigen
fundamentalmente a aumentar su eficacia, disminuir su
toxicidad, y reducir su complejidad. Por ello las futuras

investigaciones se dirigen hacia los siguientes apartados:

1.- Produccidén lo mas automatizada y rutinaria posible
de células LAK.

2.- Disminucidn de la toxicidad derivada de la IL-2

3.- Tratamiento de masas tumorales minimas, "y
optimizacién de dosis y pautas de tratamiento.

4.~ Tratamiento de nuevas variedades tumorales.

Respecto a la automatizaciodn del proceso, el sistema de
recuperacidén basado en un separador celular automatizado
(132, 133) proporciona un mejor rendimiento que las técnicas
manuales de recoleccidn celular. El empleo de una técnica de
circuito cerrado permite disminuir el riesgo potencial de
contaminacidén microbiana y contribuye a disminuir los

requerimientos instrumentales.

Tras conocerse mejor la toxicidad derivada de la
administracién de IL-2, se intenta disminuir sus efectos
toxicos. Una serie de ensayos en animales han indicado que el

tratamiento con esteroides podria aliviar en parte la
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toxicidad del tratamiento con IL-2 , lo que se ha confirmado
ya en 6 enfermos tratados (134). No obstante, los ensayos
llevados a cabo en animales parecen indicar que los
esteroides pueden contrarrestar la eficacia terapéutica del

tratamiento, por lo que han dejado de utilizarse.

Desde el punto de vista clinico se intenta aumentar 1a
eficacia terapéutica del tratamiento aplicandolo a masas
tumorales minimas, ya que los ensayos realizados en animales
indican que la inmunoterapia es probablemente mas efectiva en
aquellos casos con una masa tumoral escasa. Otras mejoras de
la eficacia terapéutica se intentan conseguir con la
optimizacién de las dosis y pautas de administracién de IL-2

y células LAK.

Se estan tratando enfermos con diferentes tipos de
tumores, y hasta el momento los enfermos portadores de
melanoma, carcinoma renal, y linfomas no hodgkinianos son los
que presentan mejores resultados. Sin embargo, son muchas las
variedades tumorales que aun no han sido debidamente
estudiadas, entre ellas las leucemias agudas, por lo que es

posible que otros tumores resulten asimismo sensibles (117).



II. OBJETIVOS
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Lo anteriormente expuesto indica que la terapia
antitumoral ha evolucionado espectacularmente durante las dos
ultimas décadas. Las modalidades de tratamiento se han
perfeccionado hasta el punto de que todas ellas proporcionan
resultados positivos importantes por si mismas. Sin embargo,
el avance mas decisivo es consecuencia de la comprensidn de
que frecuentemente el mejor tratamiento que un enfermo
tumoral puede recibir es la aplicacidn equilibrada de cada
uno de ellos: cirugia, radioterapia, quimioterapia, e

inmunoterapia.

La lucha contra las leucemias agudas se ha centrado
fundamentalmente en lograr el mayor numero posible de
remisiones completas, conseguir que tales remisiones se
prolonguen al maximo, y como fin ultimo alcanzar la curacidn

de la enfermedad.

La rentabilidad clinica de la inmunoterapia adoptiva
esta en funcidn de los métodos y medios logisticos que pueda
aportar el laboratorio. La optimizacidéon de 1la rutina
asistencial ha de ser un capitulo extraordinariamente cuidado
en cualquier unidad especializada. En base a ello los

objetivos del presente trabajo son:

12) Optimizacién en nuestro medio del proceso de
obtencion de células mononucleares de enfermos en un

separador celular sanguineo de flujo continuo.
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22) Obtencidn de células LAK de enfermos y donantes, y
estudio de su actividad litica "in vitro" frente a blastos de
enfermos con leucemia aguda, empleando como control de
actividad citolitica las lineas celulares K-562

(NK-sensibles) y Daudi (NK-resistentes).



III. MATERIAL Y METODO



ITI-1. MATERIAL
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III-1.1) REACTIVOS.

1) Medio Hanks’Balanced Salt Solution (HBSS) sin Calcio ni
Magnesio.

Lab. Flow.
2) Medio RPMI 1640 (10x) sin L-glutamina.

3)

4)

5)

6)

7)

8)

2)

Lab. Biochrom KG.
Fungizona endovenosa (Anfotericina B), 50 mg/vial.
Lab. E.R.Squibb and Sons.
Gentamédical (Gentamicina sulfato), 20 mg/ml.
Lab. Médicas S.A.
Estreptomicina Normon (Estreptomicina sulfato), 250 mg/ml.
Lab. Normon S.A.
Penilével (Penicilina G. sdédica), 10% UI/4ml.
Lab. Lével S.A.
Solucidon Hepes 1 M, pH=7.2-7.3.’
Lab. Flow.
L-glutamina 200 mM.
Lab. Flow.
Piruvato sédico 100 mM.

Lab. Biochrom KG.

10) Suero humano AB inactivado por calor.

Lab. Flow.

11) Suero bovino fetal.

Lab. Flow.

12) Interleukina-2 humana (10° UI/ml).

Lab. Biotest Pharma.
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14)

15)

16)

17)

18)

19)

20)

21)

22)

23)
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Ficoll Hypague, 1.077 sp. gr.
Lab. Pharmacia.
Heparina sédica sin conservantes (1000 UI/ml).
Lab. Rovi S.A.
Anticoagulante de dextrosa citrato formula-A (ACD-A).
Lab. Grifols S.A.
Dimetilsulféxido (DMSO) seco.
Lab. Merck.
Nitrdgeno liquido.
Carburos Metalicos S.A.
Cromo radiactivo : Cr>! (2 ci/ml).
Cis-Radioquimica S.A.
Sodio Dodecil Sulfato (SDS).
Lab. Sigma.
Agua estéril y apirdgena.
Lab. Grifols S.A.
Solucidén acuosa de Azul Tripan a pH=7.2-7.3 conteniendo:
- 0.4% Azul Tripan. Lab. Merck
- 0.81% ClNa. Lab. Panreac.
- 0.66% Fosfato potasico monosddico. Lab. Panreac.
Liquido de Turk. Solucidn acuosa con :
- 1% de azul de metileno
- 1% de acido acético.
Lab. Merck.
Bicarbonato sddico

Lab. Sigma.
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III-1.2) EQUIPOS DE LABORATORIO.

1) Pipetas Greiner de 2 mlx1/100, TD 20°C estériles.
Lab. Flow.

2) Pipetas Greiner de 5 inx1/10ml, TD 20°C estériles.
Lab. Flow.

3) Pipetas Costar de 1 inx1/100ml, TD 20°C estériles.
Lab. Flow.

4) Pipetas Costar de 10 mlx1/10ml, TD 20°C estériles.
Lab. Flow.

5) Pipeta automatica Cultek-5109.
Lab. Tecnomara. |

6) Placas Nunc de 96 pocillos de fondo redondo y estériles.
Lab. Flow.

7) Criotubos Nunc estériles de 1.8 ml.
Lab. Flow.

8) Frascos de cultivo Costar de plastico y estériles.
Lab. Flow.

9) Bolsas de congelacidon Gambro DF-700-3.
Carburos Metalicos.

10) Jeringas estériles de 1, 5, 10, 20, y 50 ml.
Lab. Terumo.

11) Agujas de 18g.
Lab. Terumo.

12) Acoplador para inyeccidn en bolsas, estéril.

Lab. Baxter.
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13) Equipo de transferencia de 600 ml.
Lab. Baxter.
14) Pinzas de hemostasia.
Lab. Baxter.
15) Bolsa de donacién de sangre total con anticoagulante
ACD-A de 500 ml de capacidad.
Lab. Baxter.
16) Agitador Vortex.
Comecta S.A. Heidolph.
17) Agitador Nutator.
Lab. Selecta.
18) Estufa Selecta con selector de temperatura e inyector de
CO, "Forma Scientific".
Lab. Selecta.
19) Centrifuga Meditronic Selecta con adaptadores para tubos
y placas microtiter de 96 pocillos.
Lab. Selecta.
20) Centrifuga refrigerada para tubos.

Lab. Heraus.

21) Equipo de recoleccion de sobrenadantes en placa "Skatron”
que consta de :
- Tubos de plastico de 1ml.
-~ Cartuchos absorbentes de fbrma cilindrica con
filtros de disco en un extremo.
- Prensa.

Lab. Grifols.
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22) Camara de flujo laminar vertical Gelaire TC60.
Lab. Flow.
23) Contador automatico de radiaciones gamma 80000-LKB.
LKB-Wallac.
24) Contador celular automatizado H-1.
Lab. Technicén.
25) Microscopio Optico BH-2.
Lab. Olympus.
26) Deposito de Nitrdgeno liquido de 600 litros de capacidad
para almécenar muestras.

Carburos Metalicos.

27) Congelador bioldgico con sistema computerizado de control
programable Cryoson BV-10. Se compone de:
- Camara de congelacidn bioldogica de 26 litros de
capacidad;
- Computador de proceso que controla y programa la
temperatura de la camara de congelaciodon, con monitor
e impresora.
- Depdsito de Nitrdgeno 1liquido de 60 1litros de
capacidad con valvula de control.

Carburos Metalicos, S.A.

28) Sistema cerrado de aféresis estéril y apirogeno (ref.
4R2230). El sistema de aféresis consta de:
- Un equipo monitor.

- Segmentos tubulares.
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- Bolsa de 11. con solucidon salina fisioldgica.

- Bolsa de 1l1. con anticoagulante de dextrosa-citrato
formula A, (ACD-A).

- Bolsa de separacion

- Bolsa de recoleccidn

- 2 bolsas de transferencia de plastico PL-732 de
1000 ml.

- Bolsa de transferencia de plastico PL-146 de 600 ml.

- Atrampador de burbujas

2 agujas de 16g.

Lab. Baxter.

29) Separador automatico de células sanguineas de flujo
continuo Fenwal CS-3000.

Lab. Baxter.



56

III-1.3) ENFERMOS Y DONANTES.

1) Bolsas de sangre total de donantes para la obtencién
de células mononucleares en el separador celular.

Se obtienen 40 bolsas de sangre total anticoagulada de
donantes sanos voluntarios. Las bolsas son de 500 ml de

capacidad con 60 ml de anticoagulante ACD-A.

2) Enfermos para la obtencidn de células mononucleares
en el separador celular.

Se seleccionan 30 enfermos leucémicos en fase de
remisidon completa tras quimioterapia para obtener células

mononucleares con el separador celular CS-3000.

3) Enfermos para la obtencidn y congelacidon de blastos
diana.

Se obtienen y congelan células blasticas de 21 enfermos
con leucemia aguda al diagndstico, con edades comprendidas
entre 3 y 77 aflos. Sus diagnosticos se exponen en la

tabla 1IV.

4) Donantes para la cuantificacidn de actividades NK
y LAK.

Se seleccionan 20 donantes sanos para la cuantificacidn
de actividades NK y LAK frente a células K-562, Daudi y

blastos de enfermos con leucemia aguda del apartado anterior.
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5) Enfermos para la cuantificacion de actividades NK
y LAK.

Se seleccionan 10 enfermos con leucemia aguda en fase de
remision completa para la cuantificacidon de actividades
citoliticas NK y LAK frente a células K-562, Daudi, y blastos

leucémicos autdlogos.

Todos los enfermos se diagnostican segun la
clasificacion del grupo Franco-Americano-Britanico (FAB)
(135, 136) en el Servicio de Hematologia y Hemoterapia del

Hospital Universitario "Virgen del Rocio" de Sevilla.



I1I-2. METODO
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ITII-2.1) OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES EN EL

SEPARADOR CELULAR.
III-2.1.1) SEPARADOR CELULAR CS-3000.

El separador de células sanguineas CS-3000 (fig.l) es un
aparato centrifugador auténomo de flujo continuo que separa
la sangre entera en componentes mas elementales (137). Los
componentes de la sangre son recolectados en un sistema de
aféresis (fig.2) estéril y desechable, y son separados dentro
de dicho sistema segun su densidad. El separador puede operar
de forma automatica, semiautomatica o manual. El separador
consta basicamente de una centrifuga, dos . bombas
peristalticas y un sistema de controles y monitorizacidn por

microordenador:

a) Centrifuga: es un rotor motorizado consistente en un
yugo en el que se apoyan las dos prensas de sujecion
diametralmente opuestas. En cada prensa de sujecidon se apoya
un sujeta-envases que contiene uno de los envases fiexibles
de plastico (de separacion o recoleccidn) del sistema de

aféresis.

b) Bombas peristalticas: dos bombas peristalticas
controlan el flujo de sangre a través del sistema de
aféresis. Estas bombas actuan ejerciendo una fuerza sobre los

tubos del sistema de aféresis por donde fluye el liquido.



FIGURA 1 : Separador celular CS-3000. 1
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c) Sistema de control y monitorizacién por
microordenador: controla los parametros de operacidén vy
muestra cdédigos de alarma. Este sistema permite modos de
operacidn automatico, manual y semiautomatico para el

separador.

Situados en el panel monitor del separador y operando en
conjuncion con el equipo monitor del sistema de aféresis se
encuentran :

1) Monitores de presion de las 1lineas de entrada,
bloqueo, y retorno : comprueban el nivel de presidén en todo
el circuito.

2) Detector de nivel de liquido : comprueba el nivel
fluidico en la trampa de burbujas de la linea de retorno.

3) Detector interfacial : es un sensor Optico que mide
la cantidad de luz transmitida a través de un segmento que
pasa por la bomba de plasma, vigilando asi la presencia de

células en la linea CRP (plasma rico en componentes).

Situados en el compartimento del centrifugador se
encuentran:

1) E1 sensor de temperatura: comprueba que la
temperatura del aire dentro del compartimento no exceda los
41°C.

2) E1 sensor de humedad: comprueba que la humedad

relativa del aire en el compartimento esté entre el 15 y el

90% .
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3) El detector de desequilibrio del rotor: monitoriza el

nivel de vibracidn del rotor de la centrifuga.
III-2.1.1.1) Descripcion del sistema de separacion.

El separador procesa la sangre dentro de un sistema de
aféresis desechable (fig.2). Se utiliza una solucidn salina

para cebar el sistema tras su instalacidon en el separador.

La sangre total del donante/enfermo se mezcla con el
anticoagulante y es bombeada mediante la bomba de sangre
total (WB/ACD) hasta el envase de separacion dentro de la
centrifuga. A medida que la sangre entera entra en el envase
de separacidn, los componentes sanguineos se distribuyen en
la bolsa segun su densidad, estableciéndose un gradiente de
densidad donde los componentes mas densos (principalmente
hematies) sufren un empaquetamiento contra los lados externos
del envase debido a la fuerza centrifuga. Este paquete de
células rojas concentradas salen de la bolsa por la linea

PRBC (plasma rico en hematies) hacia el donante/enfermo.

Los componentes de menor densidad tales como el plasma,
plaquetas y leucocitos pueden ser extraidos mediante la bomba
de plasma hasta el envase de recoleccidon por la via CRP. A
medida que el plasma rico en componentes entra en el envase
de recoleccidn, sus componentes de mayor densidad (plaquetas

y/o leucocitos) sufren un empaquetamiento contra la pared del



64

envase a causa de la fuerza centrifuga. Los componentes
separados quedan concentrados dentro del envase mientras que
el plasma pobre en componentes, de densidad inferior, sale
del envase por la linea CPP (plasma pobre en componentes).
Este plasma puede ser depositado en una bolsa de
transferencia o recombinado con los hematies concentrados que
por la linea PRBC vienen del envase de separacidn, y devuelto

al donante/enfermo.

La linea CRP que une las bolsas de separacidn y
recoleccién pasa por el detector interfacial. Este es un
detector optico que monitoriza la densidad optica a través de
un segmento de la linea CRP. Con ello el separador puede
controlar la separacion celular y el proceso de recoleccidn,
ajustando la velocidad de la bomba de plasma a la densidad

optica del plasma rico en componentes.
II1-2.1.1.2) Definicion de la separacidn automatica.

El separador realiza tres funciones basicas:

1) Forma una capa de plasma rico en componentes en la
bolsa de separaciodn

2) Extrae el plasma rico en componentes de la bolsa de
separacidon hasta que suceda un rebosamiento de la capa de
hematies por la linea CRP.

3) E1 producto de la bolsa de recoleccion no debe

contaminarse de un excesivo volumen de hematies.
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Por ello la separacidn automatica se puede definir en

dos fases distintas:

1) Formacidn del gradiente de densidad en la bolsa de
separacidn y extraccidén del plasma rico en componentes: la
bomba de plasma ajusta su velocidad para permitir la
formacion de la capa de plasma rico en componentes y su
recoleccién durante intervalos regulares hasta que el

detector interfacial detecta un rebosamiento de hematies.

2) Rebosamiento de hematies: en dicho rebosamiento se
reaju;tan las velocidades de la bomba de plasma y de éangre
total para reducir la contaminacion de hematies en la linea
CRP y restablecer el gradiente de densidad en la bolsa de
separacion. Este rebosamiento sucede cuando el detector
interfacial lee una densidad Optica en la linea CRP superior

a un limite definido.

Asi pues, durante un proceso automatico, sucede de forma
repetitiva la formacidn del gradiente de densidad seguida de

la fase de rebosamiento de hematies.
III-2.1.1.3) El detector interfacial.
El detector interfacial es un sensor Optico cuya

principal funcidn consiste en seleccionar las celulas que

circulan por la linea que pasa por la bomba de plasma (linea
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CRP) mediante la medicidén de la cantidad de luz transmitida
a través del segmento. De este modo el microordenador vigila

la presencia de células en el plasma rico en componentes.

El detector interfacial permite el paso de plasma rico
en componentes dentro de un umbral maximo de valores de
densidad Optica (voltios), que viene definido por 1la
expresion:

" Umbral maximo = linea base + desviacidon "

La linea base (voltios) del detector corresponde a la
densidad Optica al pasar el plasma libre de componentes por
el detector. La desviacion en voltios viene dada por la
expresion:

" Desviacidén = 0.0392 x Amplitud de interfase "

La amplitud de interfase es un valor numérico entre 0 y
200, programable segun el tipo de separacion que se desee
realizar. Cuanto menor sea la amplitud de interfase, menor
serd el umbral mdximo y por tanto la separacidn sera mas

selectiva, y viceversa.

III-2.1.2) METODO DE OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES EN

EL SEPARADOR CELULAR.

La obtencidon de células mononucleares de enfermos y de
bolsas de donantes se realiza con el separador celular

automatico de flujo continuo CS-3000.
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El método de obtencidn de células mononucleares consta
de las siguientes etapas :

12) Obtencidn de células mononucleares

22) Separaciodn de plaquetas de las células

mononucleares.
III-2.1.2.1) Obtencion de células mononucleares.

Se realiza en un equipo de aféresis cerrado, estéril y
desechable, cuyo esquema se representa en la fig.2. El

proceso consta de las siguientes etapas:

A) Preparacion del separador celular y montaje del
equipo de aféresis cerrado.

1.- Se coloca la camara de granulos en el contenedor de
separacion, la camara A-35 en el contenedor de recolecciédn,
y se instala el equipo de aféresis.

2.- Se ponen los interruptores "Prime" y "Run" en
posicion automdtica y se cierran todas las bolsas de
transferencia excepto una de 1000ml PL-732. Se selecciona el
programa n°l del separador (programa de obtencidn de

plaquetas).

B) Cebado.
l.- Se ceba automaticamente todo el sistema con la

solucién salina del equipo.
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2.- Se programa el trasvase de 200ml de salino a una
bolsa PL-732 de 1000ml que se realiza al comienzo del proceso

de obtenciodn.

C) Modificacidon del programa de la computadora del
separador CS-3000.

Se modifica el programa n2l de la computadora (programa
de obtencidn de plaquetas) para adaptarlo a las condiciones
necesarias para la obtencion de células mononucleares. Las
modificaciones a introducir en el separador, segun el
hematocrito del enfermo y la velocidad de entrada de flujo
sanguineo, se indican en la tabla I. Se programa una

velocidad de entrada de flujo sanguineo de 50 ml/min.

D) Puesta en marcha.

l.- Se ceban los tubos de entrada y salida del equipo de
aféresis, y se realizan las punciones venosas.

2.- Se programa la velocidad de la centrifuga y la
amplitud de interfase segun el protocolo a utilizar.

3.- Se selecciona el volumen a procesar

4.- Se pone en marcha el proceso de separacidon y se
regula el paso de anticoagulante en la proporcién 1:11

(anticoagulante / sangre total).
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MODIFICACIONES DE LA COMPUTADORA
DEL SEPARADOR CS-3000

CODIGO VALOR SEGUN VELOCIDAD DE FLUJO

SANGUINEO DEL ENFERMO/DONANTE

40 ml/min 50 ml/min 60 ml/min

L-60 1400 1750 2100
L-61 0000 0000 0000
L-62 0120 0160 0190
L-64 0240 0320 0380
L-78 0950 0950 0950
L-68 hd * *

* Valor segin el hematocrito del paciente:

HCT% L-68
24 0710
26 0680
28 0660
30 0640
32 0620
34 0590
36 0570
38 0550
40 0520
42 0500
44 0480
46 0460
48 0430
50 0410

TABLA I : Modificaciones de la computadora del
separador celular basadas en el flujo de entrada

de sangre total y el hematocrito del enfermo o
donante.
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E) Reinfusiodn.

Una vez procesado todo el volumen programado se realiza
la reinfusién al enfermo o bolsa de donante con el programa
ne3 del separador. Posteriormente se desconecta el tubo de

extraccion e infusion del enfermo o bolsa.

III-2.1.2.2) Separacion de plaquetas de las células

mononucleares.

Finalizada la reinfusion se realiza un cebado manual del
separador y se procede a la separacidén de las plaquetas de

las células mononucleares en el mismo separador. Para ello:

l1.- Se abre la centrifuga y se pinzan los tubos de la
bolsa de recoleccidén, se resuspende su contenido con
agitacidn lenta hasta desagregar las plaquetas, y se vuelve
a colocar la bolsa sin pinzas.

2.- Se pinza el tubo n2l (linea CPP) y se centrifuga a
1000 rpm x 3 min.

3.- Finalizada la centrifugacidn se quita la pinza del
tubo n2l y se trasvasa el plasma rico en plaquetas de la
bolsa de recoleccién a la bolsa de 600ml.

4.- Cuando empiezan a pasar hematies se pinza el tubo 1
antes de la bifurcacidn.

5.- Se cierra la bolsa de 600ml y se vuelve a su

posicion original en la parte superior de la centrifuga.
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III-2.1.3) OPTIMIZACION DEL PROGRAMA DE OBTENCION DE CELULAS

MONONUCLEARES EN EIL SEPARADOR CELULAR.

Se ha optimizado el programa de obtencidn de células
mononucleares en el separador celular modificando dos
parametros basicos: la velocidad de la centrifuga y el

detector interfacial.

El protocolo inicial suministrado por el manufacturador
(Baxter) es el indicado en la seccidn anterior III-2.1.2,
utilizando una velocidad de centrifuga de 1600 rpm, una
amplitud de interfase de 100, y con las modificaciones del

programa n2l del computador indicadas en la tabla I.

El nuevo programa que se propone se compone de las
mismas etapas que el anterior, pero con una velocidad de
centrifuga de 1400 rpm (290xg) para conseguir un gradiente de
células en la bolsa de separacién mas favorable a la
recoleccion masiva de células mononucleares sin que aumente
considerablemente la recolecciéon de los demas componentes
sanguineos. También se modifica la amplitud de interfase a
150 para evitar que el detector interfacial sea tan selectivo
y permita un mayor paso de células hacia la bolsa de
recoleccion. En este nuevo programa también se realizan las
mismas modificaciones del programa nel del computador

indicadas en la tabla I.
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En resumen, la diferencia entre el programa suministrado
por el manufacturador (programa original) y el nuevo programa

que aqui se disefia (programa modificado) radica en :

12) Velocidad de la centrifuga:
-Programa original : 1600 rpm.
-Programa modificado : 1400 rpm.

22) Amplitud de interfase:
~-Programa original : 100

-Programa modificado : 150

III-2.1.4) OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE BOLSAS DE

DONANTES.

Se realiza un estudio comparativo de los dos programas
de obtencidon de células mononucleares sefltalados en el
apartado anterior III-2.1.3. Para ello se procesan en el
separador 20 bolsas de donantes con el programa original, y
otras 20 bolsas de donantes con el nuevo programa modificado
a partir del anterior. El volumen procesado en el separador

con cada bolsa de donante es de 2000 ml.

Se evaluan ambos programas de separacion comparando el
grado de recuperacién de células mononucleares y la
contaminacién de las demas poblaciones celulares en el
concentrado celular obtenido. Para ello se analizan en ambos

grupos de bolsas los parametros hematoldgicos iniciales y del
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concentrado celular obtenido. A partir de ellos se evalua el
rendimiento del separador en cada programa mediante el
porcentaje de recuperacidn de cada poblacidn celular, segun

la expresiodn :

, de total de células obtenidas
% Recuperacion = ————————memrmm e x 100

de total de celulas iniciales

=3
10

=]
10

Se analiza la formula leucocitaria y el porcentaje de
células mononucleares (suma de linfocitos y monocitos) y de
granulocitos (suma de neutrofilos, eosinofilos y baséfilos),
tanto en las muestras iniciales como en el concentrado
celular obtenido. Los recuentos celulares se realizan en el
contador celular Technicon H-1 y en microscopio optico con

tincién de May-Grunwald-Giemsa.

III-2.1.5) OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE ENFERMOS

LEUCEMICOS.

Se realiza un estudio de la obtencidén de células
mononucleares de enfermos leucémicos en el separador celular

con el programa modificado.

Se realiza la obtencion de células mononucleares a 30
enfermos leucémicos en fase de remisidon completa tras
quimioterapia, las cuales se utilizaran en el trasplante

medular autdlogo posterior. Se procesa un volumen sanguineo
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aproximado al doble de la volémia del enfermo. Las aféresis
se realizan una vez alcanzada la remisidn completa y no se
utiliza ninguna manipulacidén para aumentar el numero de

células previamente a la aféresis.

Se analizan los parametros hematoldgicos iniciales .y del
concentrado celular obtenido, asi como el numero total de
células obtenidas. A partir de ellos se evalua el rendimiento
del separador mediante la eficiencia de recoleccidn (EC) de

cada poblacidn celular segun la expresion:

ne total de células obtenidas
EC=wmee e e x 100
(n2 células iniciales/ml) x Volumen procesado en
el separador (ml)

Se analiza la fdérmula leucocitaria y el porcentaje de
células mononucleares (suma de linfocitos y monocitos) y de
granulocitos (suma de neutrofilos, eosindofilos y basofilos),
tanto en la muestra inicial como en el concentrado celular
obtenido. Los recuentos celulares se realizan en el contador
celular Technicon H-1 y en microscopio optico con tincion de

May-Grunwald-Giemsa.
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III-2.2) OBTENCION DE CELULAS LAK.

La obtencién de células LAK a partir de enfermos y
donantes para el estudio de su actividad litica se realiza
mediante gradiente de densidad en ficoll a partir de sangre
periférica, y posteriormente las células mononucleares

obtenidas se activan mediante su incubacidén con IL-2.

El estudio de la actividad litica "in vitro" de las
células LAK frente a los blastos leucémicos se realiza
mediante un test de lisis en el que se enfrentan como células
efectoras las células mononucleares sin activar (actividad
NK) y activadas con IL-2 (actividad LAK); y como células
diana los blastos leucémicos y las lineas celulares K-562 y
Daudi, segun la metodologia que se expone en los apartados

siguientes (96, 133, 138-141).

III-2.2.1) METODO DE OBTENCION Y CONGELACION DE BLASTOS

LEUCEMICOS.
III-2.2.1.1) Método de obtencidén de blastos leucémicos.

Se obtienen muestras de sangre periférica de enfermos
con un porcentaje de blastos superior al 70% . Se extraen por
puncién venosa con material desechable y estéril, con 2% de

heparina (20 U/ml) sin conservantes como anticoagulante.
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Las muestras se procesan inmediatamente segun las

siguientes etapas, y trabajando siempre en esterilidad:

12) La muestra se centrifuga a 400 g x 1Omin. y se
elimina el sobrenadante.

22) Se lavan las células sanguineas 2 veces con medio
HBSS por centrifugacidon a 400 g x 10min. y se elimina el
sobrenadante. |

32) Se resuspende el botdén celular en tubos de 50ml con
unos 5 ml de medio HBSS por ml de botdn celular.

42) Se obtienen los blastos mediante extraccidon en
gradiente de densidad con ficoll (1.077 sp. gr.).

52) Se lavan las células recogidas 3 veces con
medio HBSS.

62) Se resuspende el botdon celular final en 1 6 2 ml de
suero humano AB inactivado por calor con 7% de ACD-A.

72) Se realiza el recuento celular y se determina la

viabilidad de las células con solucidn de azul tripan.

III-2.2.1.2) Método de congelacién de blastos leucémicos.

Se realiza la congelacidén de los blastos diana en una
solucion compuesta de suero humano AB inactivado por calor

con dimetil sulfdxido (DMSO) 10% y anticoagulante ACD-A 7%
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La congelacidén se realiza en un congelador bioldgico
Cryoson BV-10, y posteriormente se almacena la muestra en un
contenedor con nitrdgeno liquido hasta su utilizacién para el

test de lisis. Las etapas a seguir en la congelacidén son :

12) Se resuspenden los blastos diana en una solucidn con
93% de suero humano AB y 7% de ACD-A a una concentracion
entre 20 y 60 x 106 células/ml (solucidn A).

22) Se prepara en un bafio de h;elo una solucidn con 73%
de suero humano AB, 7% de ACD-A y 20% de DMSO (solucidén B).

32) En un bafio de hielo se vierte lentamente (gota a
gota) la solucion B sobre la A en iguales proporciones,
obteniéndose finalmente wuna solucidon de Dblastos de
concentracién entre 10 y 30 x 10% células/ml, que es la
solucién final a congelar.

42) En un bafio de hielo se distribuye rapidamente la
solucién en porciones de 1ml en tubos Nunc de 1.8 ml
estériles, y se introducen rapidamente en la camara del
congelador bioldgico.

52) Se procede a la congelacidn propiamente dicha de las
muestras en el congelador bioldgico con un descenso térmico
de 1°C/min hasta -602C y de 5°C/min hasta -120¢9C.

62) Una vez finalizado el programa de congelacidon se
extraen los tubos Nunc del congelador y se introducen en el

contenedor de nitrogeno liquido para su almacenamiento.
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III-2.2.2) OBTENCION Y CONGELACION DE BLASTOS DE ENFERMOS

LEUCEMICOS.

Se obtienen y congelan blastos de 21 enfermos
diagnosticados de leucémia aguda para su posterior
utilizacion en los test de lisis frente a células

mononucleares de donantes y enfermos.

Se determina el porcentaje de blastos en la muestra
final obtenida tras la extraccion con ficoll, asi como su

viabilidad antes y después de la congelaciodn.

II1-2.2.3) CULTIVO DE LINEAS CELULARES K-562 Y DAUDI.

Las lineas leucemdgenas K-562 y Daudi son utilizadas
como controles del test de lisis al proporcionar un indice
del grado de activacidn de las células LAK. Las lineas K-562
y Daudi estan consideradas respectivamente como sensible y
resistentes a las células NK, aunque ambas ven potenciadas su

sensibilidad a las células LAK.

Previo a su utilizacion en el test de lisis estas lineas
son mantenidas en medio de cultivo compuesto de RPMI-1640 con
suero bovino fetal 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato sodico
0.1 mM, gentamicina 0.1 mg/ml, penicilina 50 U/ml,

estreptomicina 0.05 mg/ml, anfotericina-B 2.5 ug/ml, y



79

tamponado con bicarbonato sédico 2 g/l a pH=7.2-7.4. El
cultivo se realiza en frascos de cultivo a 37°C, 5% CO, y
humedad saturante, a una concentracidon de 3-5 x 10°

células/ml.

Se pueden criopreservar las células en una solucidn que
contiene el mismo medio de cultivo con DMSO 10% a wuna
concentracién de 5-10 x10°% células/ml en tubos de congelacidn
mantenidos 24 horas a -7092C, y almacenados posteriormente en

nitrogeno liquido.

III-2.2.4) METODO DE CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES

CON IL-2.

La obtencidon de células mononucleares de donantes o
enfermos para el test de lisis se realiza mediante extraccion
en gradiente de densidad con ficoll a partir de sangre

periférica, segun la siguiente metodologia:

12) Se obtienen muestras de sangre periférica
anticoaguladas con 2% de heparina sin conservantes de
donantes voluntarios o enfermos en remisidon completa.

22) Se obtienen las células mononucleares mediante
extraccidon en gradiente de densidad con ficoll.

32) Se lavan 2 veces con medio HBSS.



80

Para la obtencion de células LAK se procede a la
activacion de estas células por incubacidén con IL-2 humana

mediante la siguiente metodologia:

12) Las células mononucleares obtenidas de enfermos o
donantes se trasvasan a tubos de centrifuga de 10 ml y se
lavan dos veces con medio LAK compuesto de medio RPMI-1640
con suero humano AB 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato sddico
0.1 mM, gentamicina 0.1 mg/ml, penicilina 50 U/ml,
estreptomicina 0.05 mg/ml, anfotericina-B 2.5 ug/ml, vy
tamponado con bicarbonato sodico 2 g/l a pH=7.2-7.4.

22) Se realiza el recuento celular y se determina la
viabilidad de las células con solucidén de azul tripan.

32) Se resuspenden las células mononucleares a una
concentracién de 1x10% células/ml en medio LAK con 1000 U/ml
de IL-2 humana, en frascos de cultivo estériles. Se cultivan
en paralelo células mononucleares con medio LAK sin IL-2 en
las mismas condiciones para medir la actividad NK.

42) Se incuban las células mononucleares en una estufa

a 37¢eC y 5% de CO, durante 4 dias.
III-2.2.5) OBTENCION DE CELULAS LAK DE ENFERMOS Y DONANTES.

Se obtienen células mononucleares de 20 donantes sanos
y 10 enfermos con leucemia aguda en remision completa y se
cultivan en medio LAK, con y sin IL-2, durante 4 dias segun

la metodologia del apartado anterior.
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IT1I-2.2.6) METODO DE CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD NK Y LAK.

Para evaluar la actividad citolitica de las células
mononucleares cultivadas con IL-2 (actividad LAK) y sin IL-2
(actividad NK), se realiza un test de lisis de dichas células
frente a células K-562, Daudi y blastos de enfermos como

células diana.

III-2.2.6.1) Preparacion de las células mononucleares.

1) Se toman aproximadamente 20 x 10 células del cultivo
con y sin IL-2 de la estufa y se lavan dos veces con 10 ml de
medio LAK por centrifugacion a 400 g x 10min en tubos de
10 ml.

2) Se ajustan a 2 x 10% células/ml en medio LAK, y se
hacen las diluciones necesarias en dicho medio para el test

de lisis.

III-2.2.6.2) Preparacion de células diana para el marcaje.

III-2.2.6.2.1) Preparacion de blastos de enfermos.

Los blastos de enfermos se descongelan previamente al
proceso de marcaje con cro! segun la siguiente metodologia:
1) Se preparan 10ml de medio LAK por cada ml de soluciodn
celular a descongelar, y se deposita en un baflo de hielo

picado.
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2) Se procede a la descongelacidon de la muestra de
blastos leucémicos en medio estéril, poniendo 1 ml de
solucion celular en un tubo de 10ml sobre bafio de hielo, y
aftadiendo a dichas células el medio LAK en cantidades de
0.1ml, 0.2ml, 0.4ml, 0.8ml, etc. hasta completar 10ml a
intervalos de 1 min. cada una.

3) Se centrifuga a 400 g x 10min. y se tira el
sobrenadante.

4) Se lavan 2 veces mas con medio LAK y se realiza el
recuento celular y la viabilidad tras el altimo lavado}

5) Se toman unas 10 x 10% células diana y se resuspenden

en 200 ul de medio LAK.

III-2.2.6.2.2) Preparacion de células diana K-562 y Daudi.

Se preparan a partir de los cultivos celulares segun la

siguiente metodologia :

1) Se realiza el recuento celular y la viabilidad del
cultivo.

2) Se toman 10 x 106 células diana y se lavan 2 veces
con medio LAK, se tira el sobrenadante, y se resuspenden en

200 ul de medio.
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III-2.2.6.3) Marcaje de las células diana con Cr’l.

Se sigue la siguiente metodologia, tanto para blastos de

enfermos como para las lineas celulares K-562 y Daudi.

1) Se afftaden 300 uCi de cr’l a los blastos de enfermos
y 100 uCi de Ccr’! a las células diana K-562 y Daudi.

2) Se incuban durante 90 minutos en una estufa a 37¢eC y
con 5% CO, sobre un agitador Nutator.

3) Se lavan 2 veces con 10 ml de medio LAK.

4) Se affaden 20 ml de medio LAK en tubos de 25 ml y se
incuban nuevamente en estufa a 37¢C y 5% CO, sobre un
agitador Nutator durante 45 minutos.

5) Se lavan 2 veces con 10 ml de medio LAK y se
resuspende en 3 ml de medio.

6) Se filtra a través de un filtro de 100 um para
eliminar los grumos de células.

7) Se realiza el recuento celular y la viabilidad, y se
resuspenden a una concentracién de 1 x 10° células/ml, siendo

ésta la suspension diana final.
III-2.2.6.4) Test de lisis.

Se utilizan las soluciones de células mononucleares
preparados en el apartado III-2.2.6.1, y las soluciones de
células diana preparadas en el apartado III-2.2.6.3. Las

etapas a seguir son:
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1) En una placa microtiter de 96 pocillos de fondo
redondo y estéril se pone :

a) 100 ul de medio LAK con IL-2 en los 3 primeros
pocillos. Es el control negativo.

b) Se afiaden 100 ul de SDS al 2% en los 3 siguientes
pocillos para romper la membrana celular de las células diana
y liberar el crl que habian tomado. Es el control positivo.

c) En los siguientes pocillos se ponen 100 ul de células
activadas en triplicado de cada una de las diluciones
preparadas, realizandose a las proporciones efector;diana
(E:D) de 2.5:1, 5:1, 10:1, 20:1, y 40:1. Analogamente se
procede con las células cultivadas sin IL-2.

d) A todos los pocillos se afitaden 50 ul de blastos
diana.

e) Se centrifuga la placa a 500 rpm x 5 min.

Este esquema de trabajo en placa se repite para cada

tipo de célula diana a utilizar.

2) Se cubren las placas de microtitulacion y se incuban
durante 4h. a 37°2C con 5% CO, en estufa.

3) Se centrifugan a 1000 rpm y se separa el sobrenadante
con un sistema de filtros Skatron.

4) Los filtros del sistema Skatron con el sobrenadante
absorbido se ponen dentro de tuboé de 1 ml en un contador de
radiaciones gamma para cuantificar el cr’l como cuentas por

minuto (cpm).
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5) Se calcula el porcentaje de lisis segun la siguiente

expresion:

cpm experlmental - cpm espontaneo
$1iSif = memm e x 100

cpm maximo - cpm espontaneo
.
siendo dichas cpm experimental, cpm espontaneo y cpm maximo,
las cpm de la muestra, el control negativo, y el control

positivo, respectivamente.

III-2.2.6.5) Validez del test de lisis.

Se consideran validos los test de lisis que cumplan las
siguientes caracteristicas :

12) La solucidn celular de blastos ha de tener al menos
un 70% de blastos, y una viabilidad superior al 70%

29) Las lineas celulares K-562 y Daudi han de tener una
viabilidad superior al 80%

32) Las cpm maximas han de ser superiores a 3000 cpm.

42) Las cpm espontaneas han de ser inferiores al 20% de
las cpm maximas.

52) E1 fondo ha de ser inferior al 20% de las cpm

espontaneas.
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III-2.2.7) CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD NK Y LAK.

Se realiza la cuantificacion de las actividades NK y LAK
frente a blastos leucémicos de células mononucleares
autdlogas de 10 enfermos con leucemia aguda y de 20 donantes
sanos, segun la metodologia expuesta anteriormente. Se
utilizan como control del test de lisis las células K-562 y

Daudi.

Posteriormente se comparan:

- las actividades NK y LAK para comprobar la activacidn
debida a la IL-2,

- las actividades LAK frente a blastos leucémicos tipo
LLA y IMA,

- las actividades que presentan los enfermos y donantes,

- y se determina el porcentaje de enfermos sensibles a

las células LAK autdlogas y alogénicas.

Se considera que los blastos de un enfermo son sensibles
a las células LAK cuando éstas presentan una actividad litica
mayor que el limite de confianza superior de la media de
actividad NK a la misma proporcion E:D, definido por 1la
expresion: |
" actividad media NK + txDE "
siendo DE la desviacion estandard y "t" el valor de la

t-Student kpara n-1 grados de libertad y p<0.05)
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III-2.3) TRATAMIENTO ESTADISTICO.

La comparacién estadistica de medias se realiza mediante
pruebas no paramétricas: el test de Wilcoxon o del rango con
signo para muestras apareadas y el test de Mann-Whitney para
muestras independientes (142). El1 intervalo de confianza

considerado fue del 95% (p<0.05).

El analisis estadistico se realiza con el programa de
software "Tadpole" version 2.01 (T.H. Caradoc-Davies,

Elsevier-Biosoft, Cambridge UK, 1986).



IV. RESULTADOS



IV-1. OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES
EN EL SEPARADOR CELULAR
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IV-1.1) OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE BOLSAS DE

DONANTES .

Se obtienen células mononucleares de bolsas de donantes
en el separador celular CS-3000 mediante dos programas de
separacion, el programa original suministrado por el
manufacturador, y el modificado a partir de éste. Se procesan
20 bolsas de donantes con cada programa. El volumen procesado

con cada bolsa es de 2000 ml.
IV-1.1.1) PARAMETROS HEMATOLOGICOS DE BOLSAS DE DONANTES.

Los valores medios y las desviaciones estandard de los
parametros hematolégicos de la bolsa inicial y del
concentrado celular obtenido de 20 bolsas de donante
procesadas con cada programa de separacidn se exponen en la
tabla II. Entre los parametros hematoldgicos se indican las
células mononucleares como suma de linfocitos y monocitos; y
los granulocitos como suma de neutrofilos, eosinofilos y
basofilos. También se indica el volumen de la bolsa inicial

y el de la bolsa de recolecciodn.

En dicha tabla se exponen las comparaciones estadisticas
de los parametros hematologicos entre ambos programas de

separacion.



BOLSAS DE DONANTES

HEMOGRAMA INICIAL

POBLACION CELULAR P. ORIGINAL P. MODIFICADO
HEMATIES xE9 # 4.11 (0.73) 4.41 (0.34)
PLAQUETAS xE8 # 1.81 (0.58) 2.06 (0.41)
LEUCOCITOS xE6 # 4.84 (1.37) 5.62 (1.00)
LINFOCITOS xE6 # 1.90 (0.69) 2.15 (0.60)
MONOCITOS xEé6 # 0.35 (0.24) 0.41 (0.21)
NEUTROFILOS xE6 # 2.44 (0.76) 2.87 (0.64)
EOSINOFILOS xEé6 # 0.10 (0.06) 0.13 (0.06)
BASOFILOS xE6 # 0.05 (0.02)  0.06 (0.02)
C. MONONUCLEARESXEé6 # 2.25 (0.88) 2.56 (0.56)
GRANULOCITOS xE6 # 2.59 (0.77) 3.06 (0.66)
HB (mg/dl) # 12.8 (2.0) 13.4 (1.2)
HTC (%) # 38.8 (6.1) 40.8 (3.6)
VOLUMEN (ml) # 496 (16) 488 (10)

HEMOGRAMA OBTENIDO

POBLACION CELULAR P. ORIGINAL P. MODIFICADO
HEMATIES xE9 * 0.08 (0.08) 0.18 (0.16)
PLAQUETAS xE8 # 1.15 (0.39) 1.42 (0.36)
LEUCOCITOS xEé6 * 2.58 (0.88) 5.20 (1.27)
LINFOCITOS xE6 * 2.32 (0.78) 4.32 (1.32)
MONOCITOS xE6 * 0.19 (0.13) 0.54 (0.24)
NEUTROFILOS xEé6 * 0.07 (0.05) 0.32 (0.30)
EOSINOFILOS xEé6 * 0.00 (0.00) 0.01 (0.01)
BASOFILOS xE6 * 0.00 (0.00) 0.01 (0.01)
C. MONONUCLEARESXES6 * 2.51 (0.88) 4.86 (1.32)
GRANULOCITOS xE6 * 0.07 (0.05) 0.34 (0.30)
HB (mg/dl) * 0.3 (0.3) 0.6 (0.4)
HTC (%) * 0.9 (0.8) 1.7 (1.4)
VOLUMEN (ml) # 199 (3) 200 (2)

TABLA II : Pardmetros hematolégicos iniciales y del
concentrado celular obtenido (n®* de células/ml)

de bolsas de donantes en el separador celular.
Valores medios (DE) de 20 bolsas con cada programa.
# NSD, p>0.05

* SD, p<0.05
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IV-1.1.2) RECUPERACION CELULAR DE BOLSAS DE DONANTES.

Los porcentajes medios de recuperacidn celular y las
desviaciones estandard de las distintas poblaciones celulares
obtenidos tras procesar 20 bolsas de donantes con cada

programa se exponen en la figura 3.

La comparacién estadistica de los porcentajes de
recuperacion celular de ambos programas se expone en dicha

figura.

IV-1.1.3) FORMULAS LEUCOCITARIAS DE BOLSAS DE DONANTES.

Las formulas leucocitarias medias y desviaciones
estandard de la muestra inicial y del concentrado celular
obtenido de 20 bolsas con cada programa se exponen en la
figura 4. Se determinan las celulas mononucleares como suma
de linfocitos y monocitos, y los granulocitos como suma de

neutrofilos, eosindfilos y basdfilos.

La comparacion estadistica de las formulas leucocitarias

de ambos programas se expone en dicha figura.
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BOLSAS DE DONANTES
RECUPERACION CELULAR (%)

POBLACION CELULAR P. ORIGINAL P. MODIFICADO

HEMATIES * 0.9 (0.8) 1.7 (1.5)
PLAQUETAS # 26.3 (6.3) 27.9 (2.7)
LEUCOCITOS * 21.6 (4.9) 37.9 (7.3)
LINFOCITOS * 50.1 (7.7) 82.7 (12.7)
MONOCITOS * 25.7 (12.3) 56.1 (11.5)
NEUTROFILOS * 1.2 (0.9) 4.7 (4.6)
EOSINOFILOS * 0.0 (0.0) 4.7 (4.5)
BASOFILOS * 0.0 (0.0) 8.0 (5.2)
C. MONONUCLEARES* 46.2 (8.3) 77.2 (9.4)
GRANULOCITOS * 1.2 (0.9) 4.8 (4.5)

RECUPERACION CELULAR

100%

80% |

60% -

40% -

20%

MON NEU EOS BAS CMN GRA
POBLACION CELULAR

, NN PROG. ORIGINAL [ | PROG. MODIFICADO I

FIGURA 3 : Recuperacién celular (%) obtenida de
bolsas de donantes procesadas en el separador con

0% -

cada programa. Valores medios (DE) de 20 bolsas.
# NSD, p>0.05
* SD <0.05




BOLSAS DE DONANTES
FORMULA LEUCOCITARIA

POBL. CELULAR P. ORIGINAL P. MODIFICADO
MUESTRA INICIAL
LINFOCITOS # 39.3 (9.6) 38.0 (7.3)
MONOCITOS # 7.0 (3.7) 7.6 (3.7)
NEUTROFILOS # 50.6 (12.3) 50.9 (6.6)
EOSINOFILOS # 2.0 (1.2) 2.4 (1.0)
BASOFILOS # 11 (0.4) 1.1 (0.4)
C. MONONUCLEARES # 46.3 (11.8) 45.8 (6.5)
GRANULOCITOS # 53.7 (11.8) 54.4 (6.5)
MUESTRA OBTENIDA
LINFOCITOS * 90.0 (3.5) 82.1 (7.7)
MONOCITOS * 7.0 (3.3) 11.0 (5.6)
NEUTROFILOS * 2.9 (2.4) 6.5 (6.5)
EOSINOFILOS * 0.1 (0.1) 0.2 (0.2)
BASOFILOS * 0.1 (0.1) 0.2 (0.2)
C. MONONUCLEARES * 97.0 (2.4) 93.1 (6.5)
GRANULOCITOS * 3.0 (2.4) 6.9 (6.5)

100%

75% -
50%

25%

PORCENTAJE CELULAR

0% -

M. INICIAL M. OBTENIDA M. INICIAL M. OBTENIDA
PROGRAMA ORIGINAL

PROGRAMA MODIFICADO

V) LIN MON

NEU

FIGURA 4 :

Férmula leucocitaria (%) inicial y

obtenida de bolsas de donantes procesadas en el
separador. Valores medios (DE) de 20 bolsas.
# NSD, p>0.05
* SD, p<0.05
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IV-1.2) OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE ENFERMOS

LEUCEMICOS.

Se obtienen células mononucleares de 30 enfermos
leucémicos en remision completa tras quimioterapia en el
separador celular con el programa modificado. Se procesa un
volumen sanguineo aproximado al doble de la volémia del
enfermo. El volumen sanguineo medio (iDE) procesado es de

6787 (£1257)ml.

IV-1.2.1) PARAMETROS HEMATOLOGICOS DE ENFERMOS.

Los valores medios y las desviaciones estandard de los
parametros hematoldogicos iniciales del enfermo y del
concentrado celular obtenido de 30 enfermos en el separador

se exponen en la tabla III.

Entre los parametros hematoldogicos se indican las
células mononucleares como suma de linfocitos y monocitos; y
los granulocitos como suma de neutrofilos, eosindofilos y
basofilos. También se indica la volémia del enfermo y el

volumen de la bolsa de recoleccion.



ENFERMOS

HEMOGRAMA INICIAL

MEDIA DE

HEMATIES 3.43xE9 0.43xE9
PLAQUETAS 0.70xE$8 0.66xE8
LEUCOCITOS 2.16xE6 0.81xE6
LINFQCITOS 0.95xE6 0.47xE6
MONOCITOS 0.31xE6 0.28xE6
NEUTROFILOS 0.88xE6 0.49xE6
EOSINOFILOS 0.01xE6 0.01xEé6
BASOFILOS 0.02xE6 0.01xE6
C. MONONUCLEARES 1.26xE6 0.63xE6
GRANULOCITOS 0.91xE6 0.51xE6
HB. (mg/dl) 10.6 0.9

HTC.(%) 30.6 2.9

VOLEMIA (ml) 3655 645

HEMOGRAMA OBTENIDO

MEDIA DE

HEMATIES 0.49xE9 0.30xE9
PLAQUETAS 6.65xE8 8.27xE8
LEUCOCITOS 27.1xE6 16.7xE6
LINFOCITOS 19.3xEé6 9.98xEé6
MONOCITOS 5.83xE6 7.01xE6
NEUTROFILOS 1.94xE6 2.16xE6
EOSINOFILOS 0.01xE6 0.02xE6
BASOFILOS 0.03xEé6 0.02xE6
C. MONONUCLEARES 25.1xE6 15.0xE6
GRANULOCITOS 1.99xE6 2.17xE6
HB. (mg/dl) 1.3 0.8
HTC.(%) 4.3 3.3
VOLUMEN (ml) 199 3

TJABLA III : Pardmetros hematolégicos iniciales y
del concentrado celular obtenido (n®* de células/ml)

de enfermos en el separador celular. Valores medios
y DE de 30 enfermos con el programa modificado.
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IV-1.2.2) CELULAS TOTALES OBTENIDAS DE ENFERMOS.

Los valores medios y desviaciones estandard del numero
de células totales obtenidas de 30 enfermos para cada

poblacidn celular se exponen en la figura 5.

1V—1.2.3) EFICIENCIA DE RECOLECCION CELULAR DE ENFERMOS.

La eficiencia de recoleccidn celular media y las
desviaciones estandard de las distintas poblaciones celulares

de 30 enfermos se exponen en la figura 6.

IV-1.2.4) FORMULAS LEUCOCITARIAS DE ENFERMOS.

Las fdormulas leucocitarias medias y desviaciones
estandard de la muestra inicial y del concentrado celular
obtenido de 30 enfermos se exponen en la figgra 7. Se
determinan las células mononucleares como suma de linfocitos
y monocitos, y los granulocitos como suma de neutrofilos,

eosindfilos y basdofilos.



ENFERMOS
CELULAS TOTALES OBTENIDAS

POBLACION CELULAR MEDIA DE
HEMATIES 9.807xE10 6.081xE10
PLAQUETAS 1.340xE11 1.686xE11
LEUCOCITOS 5.426xE9 3.362xE9
LINFOCITOS 3.863xE9 2.011xE9
MONOCITOS 1.170xE9 1.362xE9
NEUTROFILOS 0.389xE9 0.433xE9
EOSINOFILOS 0.003xE9 0.004xE9
BASOFILOS 0.006xE9 0.004xE9
C. MONONUCLEARES 5.028xE9 3.017xE9
GRANULOCITOS 0.398xE9 0.433xE9

HEM xE10

PLQ xE11

LEU xE9

LIN xE9

MON xE9
NEU xE9
EOS xE9
BAS xE9

CMN xE9

GRA xE9

N¢ CELULAS TOTALES

FIGURA 5 : Células totales obtenidas de enfermeos

en el separador con el programa modificado.
Valores medios y DE de 30 enfermos.
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ENFERMOS
FORMULA LEUCOCITARIA

POBLACION CELULAR M. INICIAL M. OBTENIDA

LINFOCITOS 45.3 (20.6) 72.1 (16.8)
MONOCITOS 13.8 (8.2) 20.6 (12.4)
NEUTROFILOS 39.5 (17.9) 7.1 (5.4)
EOSINOFILOS 0.5 (0.3) 0.1 (0.1)
BASOFILOS 0.9 (0.5) 0.1 (0.1)
C. MONONUCLEARES 59.1 (18.0) 92.7 (5.4)
GRANULOCITOS 40.9 (18.0) 7.3 (5.4)

PORCENTAJE CELULAR

100% A——

75%

50% 4

25% 1

0% -
M. INICIAL M. OBTENIDA

77 LIN MON NEU
EOS BAS

FIGURA 7 : Férmula leucocitaria (%) inicial y
obtenida de enfermos en el separador con el
programa modificado. Valores medios (DE) de 30
enfermos.




IV-2. OBTENCION DE CELULAS LAK
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IV-2.1) OBTENCION Y CONGELACION DE BLASTOS LEUCEMICOS.

Se obtienen blastos de 21 enfermos diagnosticados de
leucemia aguda (tabla IV) con edades comprendidas entre los
3 y 77 afios. Tras la obtencion de blastos mediante extraccion
en gradiente de densidad con ficoll, las muestras presentan

un porcentaje medio (iDE) de blastos del 88.1% (+13.8%).

Las viabilidades medias y desviaciones estandard de las
21 muestras de blastos antes de la congelaciéon y tras la
descongelacion para su utilizacidn en los test de lisis se

muestran en la figura 8.

La comparacidon estadistica de ambas viabilidades se

expone en dicha figura.
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ENFERMOS

DIAGNOSTICOS
CLASIFICACION FAB N2 ENFERMOS
L. linfobl4stica aguda (LLA) 10
* LLA tipo L1 1
* LLA tipo L2 9
L. mielobl4stica aguda (LMA) 11
* LMA tipo M1 4
* LMA tipo M2 2
* LMA tipo M3 1
* LMA tipo M5 4

TABLA 1V : Diagnésticos segin la clasificacién

FAB de 21 enfermos leucémicos.
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IV-2.2) ACTIVIDADES CITOLITICAS NK Y LAK FRENTE A CELULAS

TUMORALES .

IV-2.2.1) ACTIVIDAD CITOLITICA DE DONANTES SANOS.

IV-2.2.1.1) Actividad citolitica de donantes sanos frente a

células K-562, Daudi, y blastos leucémicos.

Las actividades citoliticas medias y las desviaciones
estandard de células NK y LAK de 20 donantes sanos frente a
células K-562, Daudi, y blastos leucémicos se exponen

respectivamente en las figuras 9 a 11.

La comparacion estadistica de actividades NK y LAK a
todas las proporciones E:D (efector:diana) aparecen en dichas

figuras.



DONANTES SANOS
ACTIVIDAD CITOLITICA FRENTE A K562

PROPORCION EFECTOR-DIANA

2.5:1% 5:1*  10:1*  20:1*  40:1*
ACTIVIDAD NK 1.9 3.6 6.1 8.4 12.4
DE 2.6 2.3 2.8 4.7 6.8
ACTIVIDAD LAK 26.1 41.3 53.0 59.0 67.6
DE 6.6 5.4 6.7 7.1 7.0
% LISIS
80%
—>% NK Vv
- LAK
60%

40%

20%

0%

VAN \v4
Y%
v ¥ A A
X A -
Ay
I 1 1 1 1
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 9 : Actividades citoliticas NK y LAK
de donantes sanos frente a células K562.

Actividades medias (n=20) y DE.
* SD, p<0.05
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DONANTES SANOS
ACTIVIDAD CITOLITICA FRENTE A DAUDI

PROPORCION EFECTOR-DIANA

2.5:1% 5:1% 10:1* 20:1* 40:1*
ACTIVIDAD NK 0.5 1.5 1.9 3.0 3.9
DE 1.4 2.0 2.5 1.7 2.1
ACTIVIDAD LAK 23.8 37.3 48.8 54.3 61.9
DE ~ 7.0 9.7 7.2 7.7 8.8
% LISIS
80%
—X~ NK \V4
-©- LAK
60% -
FAN
40% |- A
20% -
A
v
v Y XK
0% % A A 2

1 | { 1 1

2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1
PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 10 : Actividades citoliticas NK y LAK
de donantes sanos frente a células Daudi.

Actividades medias (n=20) y DE.
* SD, p<0.05
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DONANTES SANOS .
ACTIVIDAD CITOLITICA FRENTE A BLASTOS LEUCEMICOS

PROPORCION EFECTOR-DIANA

2.5:1% 5:1% 10:1* 20:1* 40:1*
ACTIVIDAD NK 0.1 0.8 1.1 3.4 4.5
DE 2.7 2.8 3.7 5.1 5.6
ACTIVIDAD LAK 7.7 10.7 13.6 17.7 19.6
DE 8.6 9.2 10.3 10.8 11.2
% LISIS
80%
—>$ NK
-©- LAK
60% -
40% -
v A\
\Y%
20% - \Y
\Y4
¢ X
v oy o x—X
i 1 | 1 ]
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 11 : Actividades citoliticas NK y LAK
de donantes sanos frente a blastos leucémicos.

Actividades medias (n=20) y DE.
* SD, p<0.05




109

IV-2.2.1.2) Actividad citolitica de donantes sanos frente a

blastos leucémicos tipo LLA y LMA.

Las actividades citoliticas medias de células NK y LAK
de donantes sanos frente a blastos tipo LLA (n=10) y LMA

(n=10) se exponen en la figura 12.

La comparacion estadistica de actividades frente a

blastos tipo LLA y LMA se expone en dicha figura.
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DONANTES SANOS
ACTIVIDAD CITOLITICA FRENTE A BLASTOS LLA/LMA

% LISIS
80%

—— NK/LLA
=K~ NK/LMA
< LAK/LLA
- LAK/LMA

60% -

40% —

20%

0% W

2.5:1# 5:1# 10:1# 20:1# 40:1#
NK/LLA -0,8% -0,2% -0,4% 3,2% 3,4%
NK/LMA 1% 1,8% 2,6% 3,6% 5%
LAK/LLA 5,4% 8,1% 10,9% 15,4% 18,4%
LAK/LMA 10% 13,3% 16,3% 20% 21,8%

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 12 :

Actividades citoliticas medias NK

y LAK de donantes sanos frente a blastos tipo

LLA (n=10) y LMA (n=10).
# NSD, p> 0.05
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IV-2.2.2) ACTIVIDAD CITOLITICA DE ENFERMOS CON LEUCEMIA

AGUDA.
IV-2.2.2.1) Actividades citoliticas de enfermos.
Las actividades citoliticas de células NK y LAK de 10

enfermos frente a células K-562, Daudi y blastos leucémicos

autdlogos se representan en las figuras 13 a 22.



ENFERMO N-°1 : LLA

ACTIVIDAD CITOLITICA

% LISIS
100%
—=— NK/K562
—— NK/DAUDI
—¥- NK/BL. .
0% L BL.AUT
—>< LAK/K562
—2% LAK/DAUDI
-~ LAK/BL.AUT.
60% [
40% -
20% -
0% 2 == — S
| ] | { |
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1
NK/K562 3% 2% 0% 2% 2%
NK/DAUDI 1% 1% 2% 3% 4%
NK/BL.AUT. 0% 1% 1% 2% 3%
LAK/K562 27% 31% 34% 50% 58%
LAK/DAUDI 19% 27% 34% 44% 47%
LAK/BL.AUT. 1% 4% 6% 10% 14%

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 13

de enfermo con LLA en remisién completa.

: Actividades citoliticas NK y LAK
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ENFERMO N¢2 : LLA
ACTIVIDAD CITOLITICA

% LISIS

100%

80% -

bk %+

60% -

NK/K562
NK/DAUDI
NK/BL.AUT.
LAK/K562
LAK/DAUDI
LAK/BL.AUT.

40% —

20% -
0% —+— + . ; +
1 | j ! |
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1
NK/K562 0% 0% 0% 1% 1%
NK/DAUDI 0% 0% 0% 1% 1%
NK/BL.AUT. 5% 5% 5% 5% 6%
LAK/KS562 22% 38% 50% 58% 61%
LAK/DAUDI 22% 39% 56% 58% 62%
LAK/BL.AUT. 5% 5% 4% 6% 6%

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 14 : Actividades citoliticas NK y LAK

de enfermo con LLA en remisién completa.
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ENFERMO N3 : LLA
ACTIVIDAD CITOLITICA

% LISIS
100%
—— NK/K562
—— NK/DAUDI
—K- NK/BL. .
80% L L.AUT
—>¢ LAK/K562
—- LAK/DAUDI
—~ LAK/BL.AUT.
60%
40%
20%
N <t
| 1
0% 1 1
| | 1 i i
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1
NK/K562 7% 7% 10% 15% 18%
NK/DAUDI 2% 2% 2% 3% 4%
NK/BL.AUT. 5% 1% 5% 11% 10%
LAK/K562 29% 35% 41% 43% 44%
LAK/DAUDI 21% 28% 35% 38% 42%
LAK/BL.AUT. 13% 12% 13% 16% 16%
PROPORCION EFECTOR-DIANA
FIGURA 15 : Actividades citoliticas NK y LAK

de enfermo con LLA en remisién completa.
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ENFERMO N<4 : LLA
ACTIVIDAD CITOLITICA

% LISIS
100%
—— NK/K562
—- NK/DAUDI
—¥- NK/BL.AUT.
80% |-
—¢ LAK/K562
—%~ LAK/DAUDI
-~ LAK/BL.AUT.
60% -
40%
20%
L////,—f/i—’*
0% z 3 K
1 t i i {
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1
NK/K562 3% 4% 5% 7% 14%
NK/DAUDI 0% 1% 3% 5% 6%
NK/BL.AUT. 1% 1% 1% 0% 1%
LAK/K562 38% 49% 59% 67% 71%
LAK/DAUDI 34% 54% 60% 61% 71%
LAK/BL.AUT. 2% 6% 8% 11% 12%
PROPORCION EFECTOR-DIANA
FIGURA 16 : Actividades citoliticas NK y LAK

de enfermo con LLA en remisién completa.
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ENFERMO N25 : LLA

ACTIVIDAD CITOLITICA

% LISIS
100%

NK/K562
NK/DAUDI
NK/BL.AUT.
LAK/K562
LAK/DAUDI
LAK/BL.AUT.

80% -

bk ok okt

60%

40% r
20% —
M
o% ;,_\ IJ:‘A?; | |
k% X X
] | | | |
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1
NK/K562 1% 1% 2% 3% 4%
NK/DAUDI 0% 0% 1% 1% 1%
NK/BL.AUT. -3% -4% -5% -5% -5%
LAK/K562 16% 25% 36% 45% 52%
LAK/DAUDI 11% 22% 30% 39% 48%
LAK/BL.AUT. 0% 0% 2% 2% 4%

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 17 : Actividades citoliticas NK y LAK

de enfermo con LLA en remisién completa.
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ENFERMO N<6 : LMA

ACTIVIDAD CITOLITICA

% LISIS
100%
—=— NK/K562
— NK/DAUDI
—¥ NK/BL.AUT.
80% [
—>< LAK/K562
—%~ LAK/DAUDI
—~ LAK/BL.AUT.
60% -
40% -
20% I
o m
o% i) i) ;l]/ )
i | | | |
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1
NK/K562 2% 4% 5% 7% 7%
NK/DAUDI 1% 1% 1% 2% 2%
NK/BL.AUT. 1% 1% 0% 1% 1%
LAK/K562 22% 35% 44% 50% 55%
LAK/DAUDI 18% 33% 46% 58% 68%
LAK/BL.AUT. 2% 3% 4% 6% 6%
PROPORCION EFECTOR-DIANA
FIGURA 18 : Actividades citoliticas NK y LAK

de enfermo con LMA en remisién completa.
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ENFERMO N¢7 : LMA
ACTIVIDAD CITOLITICA

% LISIS

100%

80% (—

60% -

40%

Pokok k£

NK/K562
NK/DAUDI
NK/BL.AUT
LAK/K562
LAK/DAUDI

LAK/BL.AUT.

.

20%

v

o% > = * ’——-—-—'—?\VT ) p)

1 { | | |
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1
NK/K562 2% 5% 6% 6% 10%
NK/DAUDI 0% 0% 1% 1% 2%
NK/BL.AUT. 0% 0% 1% 1% 1%
LAK/K562 40% 51% 58% 68% 75%
LAK/DAUDI 42% 51% 57% 64% 70%
LAK/BL.AUT. 34% 36% 39% 43% 44%

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 19

: Actividades citoliticas NK y LAK

de enfermo con LMA en remisién completa.
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ENFERMO N<§8 : LMA
ACTIVIDAD CITOLITICA

% LISI

S

100%

80% —

bokok okt

60%

NK/K562
NK/DAUDI
NK/BL.AUT.
LAK/K562
LAK/DAUDI
LAK/BL.AUT.

40% |-

20% |-
| e e——"
i | ! | !
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1
NK/K562 7% 8% 13% 13% 24%
NK/DAUDI 2% 3% 3% 3% 5%
NK/BL.AUT. -1% -1% 0% 1% 2%
LAK/K562 29% 34% 37% 42% 43%
LAK/DAUDI 17% 32% 33% 41% 39%
LAK/BL.AUT. 0% 2% 0% 1% 0%

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 20 : Actividades citoliticas NK y LAK

de enfermo con LMA en remisién completa.
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ENFERMO N<9 : LMA
ACTIVIDAD CITOLITICA

% LISIS

100%

80% -

Pob ket

60%

NK/K562
NK/DAUDI
NK/BL.AUT.
LAK/K562
LAK/DAUDI
LAK/BL.AUT.

40% -

20%
0% K o 2S

| I | x !
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1
NK/K562 2% 3% 4% 12% 18%
NK/DAUDI 0% 0% 0% 1% 1%
NK/BL.AUT. 0% 0% -1% 1% 1%
LAK/K562 35% 46% 54% 63% 67%
LAK/DAUDI 25% 43% 53% 64% 66%
LAK/BL.AUT. 0% 5% 9% 16% 21%
PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 21 : Actividades citoliticas NK y LAK

de enfermo con LMA en remisién completa.
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100%

80%

60%

40%

20%

ENFERMO N<210 : LMA
ACTIVIDAD CITOLITICA

% LISIS

bokok ok 1+

 ——.

NK/K562
NK/DAUDI
NK/BL.AUT.
LAK/K562
LAK/DAUDI
LAK/BL.AUT.

0% 1 + +
{ | ] ] |
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1
NK/K562 1% 2% 1% 4% 6%
NK/DAUDI 0% 0% 1% 1% 2%
NK/BL.AUT. 3% 4% 5% 5% 5%
LAK/K562 12% 22% 33% 44% 59%
LAK/DAUDI 10% 19% 30% 42% 57%
LAK/BL.AUT. 2% 2% 4% 7% 9%

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 22 :

de enfermo con LMA en remisién completa.

Actividades citoliticas NK y LAK
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IV-2.2.2.2) Actividad citolitica media de enfermos frente a

células K-562, Daudi, y blastos leucémicos

autologos.

La actividades citoliticas medias y las desviaciones
estandard de células NK y LAK de 10 enfermos frente a células
K-562, Daudi, y blastos leucémicos se exponen respectivamente

en las figuras 23 a 25.

La comparacion estadistica de actividades NK y LAK a
todas las proporciones E:D aparecen en las correspondientes

figuras.



80%

ENFERMOS

ACTIVIDAD CITOLITICA FRENTE A K562

PROPORCION EFECTOR-DIANA

2.5:1* 5:1* 10:1* 20:1* 40:1*

ACTIVIDAD NK 2.8 3.6 4.5 7.0 10.3

DE 2.4 2.5 4.4 4.8 7.9
ACTIVIDAD LAK 27.4 37.4 45.3 52.3 58.5

DE 8.5 9.3 10.1 10.3 10.6

% LISIS
—¢ NK
Y4
-©- LAK

60%

40%

20%

0%

5:1 10:1 20:1 40:1
PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 23 : Actividades citoliticas NK y LAK
de enfermos frente a células K562. Actividades
medias (n=10) y DE.

* SD, p<0.05
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ENFERMOS
ACTIVIDAD CITOLITICA FRENTE A DAUDI

PROPORCION EFECTOR-DIANA

2.5:1* S5:1* 10:1* 20:1* 40:1*
ACTIVIDAD NK 0.6 0.8 1.4 2.0 2.7
DE 0.8 1.0 1.1 1.5 1.9
ACTIVIDAD LAK 22.1 35.3 44.7 51.0 57.0
DE 9.6 11.5 12.9 10.9 12.1
% LISIS
80%
—>*- NK
\V4
-5~ LAK
60% |-
40%
20%
AN
7 v ¥ 4%
0% —— = S s Al
1 | 1 1 1
2.5:11 5:1 10:1 20:1 40:1

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 24 : Actividades citoliticas NK y LAK
de enfermos frente a células Daudi. Actividades

medias (n=10) y DE.
* SD, p<0.05
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ENFERMOS
ACTIVIDAD CITOLITICA FRENTE A BLASTOS LEUCEMICOS

PROPORCION EFECTOR-DIANA

2.5:1% 5:1% 10:1* 20:1% 40:1*
ACTIVIDAD NK 1.1 1.4 1.2 2.2 2.5
DE 2.5 3.2 3.2 4.2 3.9
ACTIVIDAD LAK 6.0 N 9.1 11.6 13.2
DE 10.6 10.4 11.1 10.9 12.5
% LISIS
80%
—<X- NK
-~ LAK
60%
40%
o \V4
20% \V4
N ’ Y9
v ¥ v x —
0% AN yAN
R A A A
1 ! 1 1 i
2.5:1 5:1 10:1 20:1 40:1

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 25 : Actividades citoliticas NK y LAK
de enfermos frente a blastos leucémicos.

Actividades medias (n=10) y DE.
* SD, p<0.05
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IV-2.2.2.3) Actividad citolitica de enfermos frente a

blastos leucéemicos autdlogos tipo LLA y LMA.

Las actividades citoliticas medias de células NK y LAK
de enfermos frente a blastos autdlogos tipo LLA (n=5) y LMA

(n=5) se exponen en la figura 26.

La comparacién estadistica de actividades frente a

blastos tipo LLA y LMA se expone en dicha figura.
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ENFERMOS
ACTIVIDAD CITOLITICA FRENTE A BLASTOS LLA/LMA

% LISIS

80%

—— NKJ/LLA
K- NK/LMA
> LAK/LLA
—X- LAK/LMA

60%

40%

20% -

0% ?—————M@:}’ﬁgj‘%

| I | L |

2.5:1# 5:1# 10:1# 20:1# 40:1#
NK/LLA 1,6% 2% 1,4% 2,6% 3%
NK/LMA 0,6% 0,8% 1% 1,8% 2%
LAK/LLA 4,2% 5,4% 6,6% 9% 10,4%
LAK/LMA 7,8% 10% 11,6% 14% 16%

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 26 : Actividades citoliticas medias NK
y LAK de enfermos frente a blastos tipo LLA

(n=5) y LMA (n=5).
# NSD, p> 0.05




128

IV-2.2.3) COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES CITOLITICAS DE

ENFERMOS Y DONANTES SANOS.

IV-2.2.3.1) Actividades citoliticas NK de enfermos y

donantes sanos.

Las actividades citoliticas medias de células NK de
enfermos (n=10) y donantes sanos (n=20) frente a células
K-562, Daudi, y blastos leucémicos se representan en las

figuras 27 a 29 respectivamente.

La comparacion estadistica de las actividades de
enfermos y donantes sanos se exponen en las respectivas

figuras.



ENFERMOS Y DONANTES SANOS




ENFERMOS Y DONANTES SANOS
ACTIVIDAD NK FRENTE A DAUDI

% LISIS

14% -

12%

10% |

8%

6% |

AN

ENFERMOS

DONANTES

4% -
2% 1]
0% L :
2.5:1# 5:1#% 10:1# 20:1# 40:1#
ENFERMOS| 0,6% 0,8% 1,4% 2% 2,7%
DONANTES 0,5% 1,45% 1,85% 3% 3,9%

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 28 :

Actividades citoliticas medias NK

de enfermos (n=10) y donantes sanos (n=20)

frente a células Daudi.

# NSD, p> 0.05
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ENFERMOS Y DONANTES SANOS
ACTIVIDAD NK FRENTE A BLASTOS LEUCEMICOS

% LISIS
14% -
NN ENFERMOS
, DONANTES
12% -
10% —{|
8% |
6% ||
4% |
2% |
0% |
2.5:1# 5:1# 10:1# 20:1# 40:1#
ENFERMOS| 1,1% 1,4% 1,2% 2,2% 2,5%
DONANTES | 0,1% 0,8% 1,1% 3,4% 4,5%

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 29 : Actividades citoliticas medias NK
de enfermos (n=10) y donantes sanos (n=20)

frente a blastos leucémicos.
# NSD, p> 0.05
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IV-2.2.3.2) Actividades citoliticas LAK de enfermos y

donantes sanos.

Las actividades citoliticas medias de células LAK de
enfermos (n=10) y donantes sanos (n=20) frente a células
K-562, Daudi, y blastos leucémicos se representan en las

figuras 30 a 32 respectivamente.

La comparacion estadistica de las actividades de
enfermos y donantes sanos se expone en las respectivas

figuras.
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ENFERMOS Y DONANTES SANOS
ACTIVIDAD LAK FRENTE A BLASTOS LEUCEMICOS

% LISIS
80%
Y ENFERMOS
70% | DONANTES
60%
50%
40% A
30%
20%
10%
0% B O \\\\\\\\\ St AR \\\\\\\\\ EEeeaites VI \\\\\\\\ SrERutnses ZBTN \\\\\\\\N SRRHEAERI: VNI N\\\\\\\\\! BSS:s5%
2.5:1# S5:1# 10:1# 20:1* 40:1%
ENFERMOS 6% 7,7% 9,1% 11,6 % 13,2%
DONANTES 1,7% 10,7% 13,6% 17,7% 19,6%

PROPORCION EFECTOR-DIANA

FIGURA 32 : Actividades citoliticas medias LAK
de enfermos (n=10) y donantes sanos (n=20)

frente a blastos leucémicos.
# NSD, p> 0.05
* SD < 0.05
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IV-2.2.4) SENSIBILIDAD DE LOS BLASTOS LEUCEMICOS A LAS

CELULAS LAK AUTOLOGAS Y ALOGENICAS.

En la tabla V se expone la sensibilidad mostrada por los
blastos leucémicos frente a células LAK autdlogas (enfermos)
y alogénicas (donantes sanos) a las proporciones E:D de 20:1

y 40:1.

Se considera que existe una activacidn positiva cuando
la actividad LAK presenta un porcentaje de lisis mayor que el
limite de confianza superior de la media de actividad NK a la
misma proporcién E:D, definido por la expresion:

" actividad media NK + txDE "
siendo DE la desviacidon estandard y "t" el valor de la

t-Student (para n-1 grados de libertad y p<0.05).



ENFERMOS Y DONANTES SANOS

SENSIBILIDAD DE BLASTOS LEUCEMICOS A CELULAS LAK

DONANTES SANOS

MEDIA NK+tDE
Ne CASOS POSITIVOS
SENSIBILIDAD

ENFERMOS

MEDIA NK+tDE
N2CASOS POSITIVOS
SENSIBILIDAD

20:1

14.1%

40%

11.7%

30%

40:1

16.2%

40%

11.3%

50%

TABLA V : Sensibilidad de los blastos leucemicos

a las células LAK autélogas (enfermos) y
alogénicas (donantes sanos) a las proporciones

E:D de 20: 1 y 40:1. Se considera test de lisis
positivo el que supera la actividad media NK+tDE.
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V. DISCUSION
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La justificacidon del presente trabajo esta fundamentada
en la problemética actual del enfermo con leucemia aguda. Un
porcentaje elevado de enfermos con leucemia aguda fallecen en
recaida tras wuna remisidon completa; ni el trasplante
alogénico (por los escasos enfermos que pueden recibirlo y su
alta morbilidad) ni el autdlogo (aun complejo y con elevado
porcentaje de recaidas) han ofrecido una salida definitiva a
estos enfermos. El tratamiento con células LAK ofrece a estos
enfermos con previsible alto riesgo de recaida una nueva
posibilidad terapéutica menos agresiva, y cuya efectividad
dependera en gran parte de la estrategia montada en su

atencion.

‘Se ha probado que las células NK de individuos con
leucemia aguda tienen una actividad funcional disminuida, y
que pueden generarse a partir de ellas células LAK con
actividad citolitica "in vitro" potenciada frente a células
diana NK-sensibles y NK-resistentes, incluyendo los blastos

leucémicos autdlogos (143).

La eficacia bioldogica de las células LAK e IL-2 ha sido
probada en unos trabajos iniciales realizados en enfermos con
tumores diseminados, en especial melanomas, carcinomas
renales y linfomas, donde la terapia habitual habia resultado

poco esperanzadora (112, 114).
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Dado que la terapia en oncologia es mas efectiva cuando
la masa tumoral es menor, es mas indicado utilizar la terapia
con celulas LAK e IL-2 en enfermos en remisidn completa, pero
con evidencia de enfermedad residual. Estos enfermos tienen
una alta probabilidad de padecer una nueva recaida, sin

poseer de momento una alternativa terapéutica satisfactoria.

Diversas etapas del proceso terapéutico estan todavia en
fase de desarrollo o investigacion, tales como la recoleccidn
masiva de celulas mononucleares, eficacia citolitica frente
a blastos leucémicos, activacion con diversas

citoquinas, etc.
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V-1) OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES EN EL

SEPARADOR CELULAR.

La primera parte del trabajo se ha centrado en 1la
bisqueda de un proceso de obtencidén de células LAK lo mas
simplificado y automatizable posible, conscientes de que ello
es un avance importante para instaurar el tratamiento en

nuestro medio hospitalario.

Una vez comprobada la activacion, no solo de linfocitos,
sino también de monocitos (71) por la IL-2, nuestro objetivo
es desarrollar un proceso de obtencidon de células
mononucleares que nos permita recoger de forma simplificada
la mayor cantidad de linfocitos y monocitos con la menor
contaminacién posible de las demas poblaciones celulares, y

al mismo tiempo compatible con la dinamica de tratamiento del

enfermo.

Esto es hoy dia uno de los grandes problemas técnicos,
aunque para ello se dispone de separadores celulares
automatizados capaces de obtener un concentrado celular con
una alta recuperacion de células mononucleares, pero también
con una estimable contaminacion de hematies y granulocitos.
Ello conlleva realizar una segunda‘separacién en gradiente de
densidad con ficoll o percoll (144) para purificar las
células mononucleares. Este proceso tiene el inconveniente de

una mayor manipulacion de células que tras cultivarse han de
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infundirse al enfermo, aumentando el riesgo de contaminacién

microbiana, un mayor coste econdémico del proceso, y un tiempo

de realizacidn amplio.

Por ello queda justificado el conseguir un sistema de
recoleccion en un separador automadtico que obtenga una gran
cantidad de células mononucleares sin que la contaminaciodn
por hematies o granulocitos sea muy importante. Asi se
conseguiria evitar un segundo proceso de separacién largo y

complejo por el gran volumen de células a manipular.

Con éste fin se utiliza un sistema de obtencidn de
células basado en un separador celular automatizado por su
mejor rendimiento que las técnicas manuales (144) . El método
automatico permite disminuir el riesgo potencial de
contaminacién microbiana al trabajar en un circuito cerrado,
disminuye necesidades instrumentales tales como campanas de
flujo laminar o centrifugas convencionales, y realiza el

proceso en un tiempo inferior.

Generalmente para la obtencion masiva de células
mononucleares suelen emplearse separadores de flujo continuo
tales como el separador CS-3000 (Baxter), o el IBM-2997 (Cobe
Laboratories, Lakewood, CO); o bien separadores de flujo
discontinuo como Haemonetics modelo 30 (Haemonetics
Corporation, Braintree, Massachusetts) o Aminco Celltrifuge

(American Instrument Company, Silver Spring). Los separadores
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de flujo continuo presentan la ventaja sobre los otros de un
manejo mas automatizado, asi como requieren un volumen

extracorporeo menor, lo que evita episodios de hipotension.

Uno de los separadores mas empleados en la recoleccidn
de células mononucleares de enfermos es el separador CS-3000.
Actualmente el proceso de separacidn de células mononucleares
se ha conseguido automatizar en gran medida realizandolo todo
en dicho separador (133), incluyendo la segunda separacidn

\con ficoll.

V.1.1) OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE BOLSAS DE

DONANTES.

Para realizar un estudio del proceso de separacidn
utilizamos como materia prima bolsas de donantes sanos, por
ser este un material asequible en nuestro medio y suficiente
para evaluar en pequefia escala el comportamiento del
separador. Inicialmente se realiza el estudio de un programa
de separacidon suministrado por el manufacturador para la

obtencion de células mononucleares.

Para evaluar el grado de recoleccidon del separador en
las bolsas de donantes no empleamos la expresidn matematica
que utilizamos en enfermos, dada la imposibilidad de estimar
el numero de células procesadas en el separador, puesto que

la concentracion de células a la entrada del separador
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disminuye en gran medida conforme avanza el proceso de
sepéracién. Considerando que todos 1los procesos 1los
realizamos en las mismas condiciones, al ser el volumen de
las bolsas poco variable y al procesar siempre 2000 ml de
sangre en el separador, nos parece mas exacto y suficiente
hacer la evaluacidon en base al porcentaje de células

recuperadas respecto a las que habia inicialmente en la bolsa

de donante.

En cuanto a los resultados obtenidos con este primer
programa, los porcentajes de recuperacidon de células
mononucleares son bajos (46.2%), siendo muy baja la
recuperacion de monocitos (25.7%) y mejor la de linfocitos
(50.1%). No obstante es favorable el bajo grado de
recuperacion de los demas componentes celulares,
fundamentalmente hematies (0.9%) y granulocitos (1.2%). El
hematocrito final es muy bajo (0.9%). Las plaquetas son
recuperadas en un porcentaje importante (26.3%), aunque
pueden eliminarse en posteriores centrifugaciones a baja
velocidad en la misma centrifuga dei separador, sin necesidad

de manipulacidn externa.

Si observamos los resultados obtenidos de la formula
leucocitaria, vemos como en el proceso de separacion hemos
pasado de tener una muestra inicial en la cual las células
mononucleares y los granulocitos se hallan casi en la misma

proporciodn (46.3% y 53.7% respectivamente) a un producto en
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el que el 97% son células mononucleares, y solo hay un 3% de
granulocitos. El1 producto obtenido se ha enriqﬁecido
fundamentalmente en linfocitos (90%), siendo los monocitos el
7% . De los granulocitos presentes (3%) la mayoria siguen

siendo neutrdfilos (2.9%).

En definitiva en el proceso de separacion hemos obtenido
casi la mitad de 1las células mononucleares iniciales
reduciendo notablemente la contaminacidén de granulocitos,

hematies y plaquetas en la muestra.

En estas condiciones el producto obtenido seria apto
para su cultivo con IL-2, sin necesidad de una segunda
separacion con Ficoll, pero dado el bajo rendimiento en la
recuperacién de células mononucleares serian necesarios
numerosas aféresis para obtener una cantidad adecuada de

éstas para el tratamiento.

A partir de estos resultados proponemos unas
modificaciones al programa con el objetivo de aumentar el
rendimiento de recoleccidon de células mononucleares, sin que
aumente de forma excesiva la contaminacion de los demas
componentes celulares. De una parte actuamos disminuyendo la
velocidad de la centrifuga a 1400 rpm para conseguir un
gradiente en la bolsa de separacion con una capa mas rica en
células mononucleares, y de otra parte elevamos la amplitud

de interfase a 150 para que el detector oOptico no sea tan
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selectivo en el paso de células mononucleares de la bolsa de

separacidn a la de recolecciodn.

Analogamente a como se procede con el grupo de bolsas
anterior, evaluamos el proceso calculando el porcentaje de
células recuperadas respecto a las que habia inicialmente en
la bolsa. El1 grupo de bolsas utilizado con el programa
modificado presenta unos parametros hematologicos iniciales
que no son estadisticamente diferentes de los del grupo de

bolsas utilizado con el programa original.

Si analizamos los resultados obtenidos con este programa
modificado, respecto al programa original, observamos que la
recuperacién de células mononucleares es significativamente
superior (77.2%), tanto de 1linfocitos (82.7%), como de
monocitos (56.1%). La recuperacion de plaquetas (27.9%) es
similar. La recuperacidn de granulocitos (4.8%) y de hematies
(1.7%) son significativamente superiores, pero la elevacion
no es importante y siguen manteniéndose en unos niveles

aceptables. El hematocrito final (1.7%) también es bajo.

Analizando la formula leucocitaria en la muestra
obtenida vemos que presenta ’mayorité;iamente células
mononucleares (93.1%) y solo hay un 6.9% de granulocitos. En
este caso el producto final también se halla enriquecido de

linfocitos (82.1%), con un 11% de monocitos. De los
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granulocitos obtenidos (6.9%) la mayoria siguen siendo

neutrdfilos (6.5%).

En definitiva, hemos obtenido las tres cuartas partes de
las células mononucleares iniciales reduciendo notablemente

la contaminacidn de hematies, plaquetas, y granulocitos.

Tras los resultados obtenidos creemos que estas
modificaciones son de gran interés. El programa gque
proponemos recupera casi el doble de células mononucleares
que el original, a expensas de un ligero incremento en la
contaminacidon de granulocitos que no creemos vaya a alterar
el paso siguiente del proceso (cultivo), evitando asi el
tener que realizar una sequnda purificacidén de las células
mononucleares con ficoll. La proporcion "hematies/células
mononucleares" obtenida con ambos programas se mantiene en
los mismos niveles. Ademas, la mayor recoleccidn de células
mononucleares nos permitira reducir practicamente a la mitad
el numero de aféresis necesarias para obtener una cantidad
suficiente de células mononucleares para el tratamiento, con
la consiguiente disminucidn de costes econdmicos, tiempo, y

problemas para el enfermo.
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V.1.2) OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE ENFERMOS
LEUCEMICOS.

Una vez obtenida una mejora en el programé de
separacidn, nuestro objetivo es evaluar los resultados de
este programa modificado en enfermos leucémicos. Por ello se
plantea el estudio en un grupo de enfermos leucémicos
incluidos en el programa de autotrasplante medular y a los
que se necesita realizar una extraccion masiva de células
mononucleares, que tras congelar y almacenar en nitrdgeno
liquido han de reinfundirse posteriormente al enfermo. Los
enfermos se hallan en fase de remisidon completa tras
quimioterapia, y no se realiza ninguna manipulacién previa a
la aféresis para aumentar el numero de células mononucleares

en sangre periférica.

Para evaluar el rendimiento del separador en la
recolecciénkde células mononucleares de enfermos, mejor que
calcular el porcentaje de recuperacidn celular respecto a las
células iniciales en el enfermo, preferimos determinar el
porcentaje de recuperacidén respecto al numero total de
células procesadas. Asi se obtiene un parametro denominado
eficiencia de recoleccion, mucho mas objetivo de la
efectividad del separador ya que cada enfermo posee una
volemia diferente y se le procesan volumenes de sangre
diferentes en el separador. En este caso el numero total de

células procesadas lo podemos determinar como el numero de
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células iniciales/ml multiplicado por el volumen de sangre
proéesada en el separador. Consideramos que esta aproximacion
es valida debido a que el nivel de células en sangre
periférica practicamente no varia durante . la

extraccioén (145).

Los resultados obtenidos con enfermos indican una alta
eficiencia de recoleccidn de células mononucleares (59.4%),
tanto de linfocitos (62.4%) como de monocitos (52.3%). La
eficiencia de recoleccidn de granulocitos (7.5%) y sobre todo
de hematies (0.4%) es baja, siendo la de plaquetas de un
27.5% : pero éstas son facilmente eliminables por
centrifugacidon en el mismo separador, como ya se ha apuntado

anteriormente.

La formula leucocitaria final esta compuesta
mayoritariamente por células mononucleares (92.7%), de los
cuales el 72.1% son linfocitos y el 20.6% monocitos. La
proporcidén de granulocitos (7.3%) en la muestra final es
baja, siendo fundamentalmente neutrofilos (7f1%)' El

hematocrito final (3.3%) es bajo.

En definitiva, obtenemos wuna alta eficacia de
recoleccion de células mononucleares con una baija

contaminacién de hematies, plaquetas y granulocitos.
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Asi obtenemos en cada aféresis una cantidad media de
5.03 x 10° células mononucleares (3.86 x 10° linfocitos y
1.17 x 10° monocitos) en condiciones Optimas para el cultivo

con IL-2 sin necesidad de realizar separaciones adicionales.

En la bibliografia hay una gran variedad de resultados
obtenidos con diferentes programas en el separador celular
CS-3000. Muul y cols. (133) obtienen inicialmente un
concentrado celular con una eficiencia de recoleccidn
superior (71.5t4.4%, n=11), pero tras realizar un segundo
proceso de separacidon con ficoll ésta se reduce a un
54.6*4.3% (n=9) en un proceso automatico en el separador
CS-3000, o a un 62.31%4% (n=9) en un proceso manual, similares

a los que obtenemos en un solo proceso.

En el mismo separador, Carter y cols. (146), ensayan dos
programas diferentes. Con uno obtienen similares cantidades
de leucocitos (6.92 x 109), mayor cantidad de plaquetas (4.47
X 1011), y sobre todo de hematies (30.47 x 1010), éon un 94%
de células mononucleares en el producto final. Con el otro
programa obtienen resultados similares a los nuestros en
cuanto a leucocitos (7.60 x 10°) y hematies (8.19 x 1019y,
con una mayor cantidad de plaquetas (4.26 X 1011),
presentando el <concentrado final wun 98% de células
mononucleares. Sin embargo, aunque la cantidad de células

obtenida es similar a la obtenida en nuestro trabajo, incluso
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con un porcentaje de células mononucleares en la muestra
final algo superior al nuestro, la eficiencia de recoleccidn
del proceso es inferior, ya que las aféresis se realizan a 20
donantes sanos voluntarios que poseen una cifra inicial de
células mononucleares en sangre periférica de 2 a 3 veces

superior a los enfermos empleados en nuestro ensayo.

En el mismo separador, De la Rubia y cols. (147)
obtienen a partir de enfermos leucémicos una eficiencia de
recoleccidén de células mononucleares similar (56.4% , n=91).
No obstante, la muestra obtenida posee un menor porcentaje de
células mononucleares (81.8%) y una mayor contaminacioén de

granulocitos (17.1%).

Blanchette y cols. (148) en el mismo separador Yy
procesando un volumen sanguineo similar (7 litros), obtienen
a partir de donantes sanos una cantidad de células
mononucleares algo superior (7.6 x 109, n=5), pero con el
doble de hematocrito final (9.2t1.1%) y cinco veces mas de

plaquetas (6.5t2.4 x 10'!) gque las obtenidas en nuestro

trabajo.

Con otros separadores los resultados son diversos. Asi
en el separador celular IBM-2997, Muul y cols. (133) obtienen
una eficiencia de recoleccion de células mononucleares

superior (80.2t6.4%, n=11), pero tras reducir la
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contaminacion mediante una segunda purificacién con ficoll

obtienen una eficiencia de recolecciodon inferior, entre el 54%

y el 62%

Con el separador 1IBM-2997, Carter y cols. (146),
obtienen resultados similares a los nuestros en cuanto al
nimero de leucocitos (7.14 x 109) y plaquetas (2.94 x 1011),
siendo la cifra de hematies inferior (5.89 x 1010). Sin
embargo, como tambieén apuntamos anteriormente, estos
resultados se obtienen a partir de 20 donantes sanos, que
poseen una mayor cantidad de células mononucleares en sangre

periférica, con lo cual la eficiencia de recoleccidén es

inferior.

Con este mismo separador, IBM-2997, Blanchette y cols.
(148) a partir de donantes sanos obtienen una mayor cantidad
de linfocitos (9.8%1.1 x 10, n=5) y monocitos (1.4%1.6 x
109, n=5) que nosotros, pero con una mayor cantidad de
neutréfilos (1.2¢1.2 x 10%) y plaquetas (5.1%t1.0 x 101, y

un hematocrito (6.130.9%) superior.

Blanchette y cols. (148) con el separador Haemonetics
modelo-30 obtienen a partir de donantes sanos (n=5) similares
cantidades de linfocitos (4.611.1 X 109) y monocitos (1.0+0.3
x 10%), pero con el doble de neutrdéfilos (0.7:0.7 x 10°) y
casi el triple de plaquetas (3.710.6 x 1011). El hematocrito

final (21%3%) es muy alto.
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Utilizando el separador Aminco Celltrifuge, Korbling y
cols. (145) obtienen a partir de donantes sanos una mayor
cantidad de células mononucleares (12£3.1 x 109, n=35), pero
a costa de procesar el doble de volumen sanguineo en el
separador (12 litros), y proporcionalmente con una mayor
contaminacién de granulocitos (1.5t1.8 x 10°) y plaquetas
(3.9t2.1 x 10'). La contaminacién de hematies es

proporcionalmente algo inferior (12.5%6.5 x 1010).

La revision bibliografica realizada nos confirma que el
programa diseflado en este trabajo obtiene mejores resultados
que los procesos de obtencidn existentes basados en una sola
etapa; éstos pueden obtener una cantidad similar de células
mononucleares, pero a costa de una mayor presencia de otras
células. Por otra parte el programa disefiado obtiene
resultados similares a los procesos de obtencidén en dos
etapas, técnicamente mucho mas complejos y con mayores

riesgos de contaminacidn microbiana para el enfermo.
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V-2) ACTIVIDAD CITOLITICA DE LAS CELULAS LAK.

La seqgunda parte del trabajo lo centramos en determinar
la actividad citolitica "in vitro" de las células LAK frente
a los blastos leucémicos autdologos, con el fin de predecir en
estos enfermos la eficacia de la terapia con células LAK e
IL-2. Sobre este tema existen pocos trabajos publicados, y
éstos apoyan en general la eficacia citolitica "in vitro" de
las células LAK frente a los blastos leucémicos, aunque

todavia no existen ensayos clinicos publicados debido a la

novedad del tema.

Para ello estudiamos la actividad citolitica "in vitro"
de las células LAK obtenidas de células mononucleares en
enfermos con leucemia aguda en remisién completa tras
quimioterapia, frente a los blastos leucémicos congelados al
diagnostico. Primero realizamos un estudio de la sensibilidad
de los blastos leucémicos a las células LAK alogénicas de
donantes sanos, y posteriormente se evalua la sensibilidad de
los blastos leucémicos frente a células LAK autdlogas. Dado
que para un test de lisis el numero de células mononucleares
necesarias no es elevado, y ante la dificultad de realizar un
proceso de extraccidén de unas 3 horas en el separador celular
a donantes sanos, obtenemos las células mononucleares
mediante separacidon en gradiente de densidad con ficoll de

una muestra de sangre periférica extraida por puncion venosa.
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Analogamente procedemos para obtener células mononucleares de

enfermos para la realizacidon del test de lisis.

Mediante un test de 1lisis medimos 1la actividad
citolitica de 1las células mononucleares de enfermos vy
donantes, cultivados con y sin IL-2, frente a blastos de
enfermos con leucemia aguda, y frente a células tumorales
K-562 y Daudi como control de la técnica. Estas células se
utilizan como control de citolisis por su significativa
correlacion de actividad LAK con los blastos leucémicos,

aunque en éstos la actividad litica es inferior (138, 149).

El concentrado de blastos leucémicos obtenido por
separacidn en gradiente de densidad con ficoll de sangre
periférica presenta un alto porcentaje medio de blastos
(88.1%). Asimismo la viabilidad de los blastos obtenidos tras
la extraccién es alta (96%), y ~aunque desciende
significativamente tras el proceso de congelacidn (88.4%),
ésta sigue siendo alta cuando van a utilizarse en el test de

lisis.
V-2.1) ACTIVIDAD CITOLITICA NK DE DONANTES SANOS.

La actividad citolitica NK de donantes sanos que
observamos es mayor frente a células K-562 (12.4%) que frente
a células Daudi (3.9%), como era de esperar al ser éstas

NK-resistentes.
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Respecto a la actividad NK de donantes sanos frente a
células K-562, los resultados publicados por Panayotides
(20.3£12% , n=3) (140) son algo superiores, aunque el namero
de casos es bastante inferior y la desviaciones estandard
alta indica una gran dispersion de los resultados. Se
observan resultados superiores en los trabajos publicados por
Trentin (27.5%2.9% , n=10) (150), Adler (31.6%9.9%, n=17)
(151), y Archimbaud (34+20% , n=20) (149). Los resultados
publicados de actividad NK frente a células Daudi por Trentin
(1.1t0.3%, n=10) (150) son similares; Archimbaud muestra unos
resultados superiores (8+9% , n=15) (149) como consecuencia
de la alta actividad mostrada por dos donantes con una

infeccidon viral.

La actividad NK que encontramos frente a blastos
leucémicos (4.5%) es similar a la que observamos frente a
células Daudi, poniéndose de manifiesto la gran resistencia

a la lisis de estas células blasticas.

Los resultados publicados por Panayotides (2.4t2.5% ,
n=12) (140), Lotzova (1.6*2.1% , n=17) (143), y Archimbaud
(3t5% , n=20) (149) dan valores bajos similares, confirmando

nuestros resultados.
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V-2.2) ACTIVIDAD CITOLITICA LAK DE DONANTES SANOS.

Los donantes sanos presentan un aumento significativo de
actividad LAK frente a células K-562 (67.6%) y Daudi (61.9%),

respecto a la actividad NK.

Otros autores obtienen actividades LAK similares frente
a células K-562, como Trentin (69.3%+1.2% , n=10) (150), Adler
(76+19% , n=18) (151), Panayotides (74t2% ,n=3) (140) y
Archimbaud (59t20% , n=20) (149). Frente a células Daudi,
Archimbaud muestra resultados similares (65%17% , n=15)
(149), y Trentin obtiene valores algo superiores (79.8t3.1% ,

n=10) (150).

En nuestros resultados con donantes sanos observamos que
la actividad LAK es menor frente a los blastos leucémicos
(19.6%) que frente a las células diana control, aunque su
incremento respecto a la actividad NK también es
estadisticamente significativo a todas las proporciones E:D.
Ello indica que los blastos leucémicos son sensibles a las
células LAK alogénicas de donantes sanos, aunque el grado de
citolisis alcanzado sea menor que frente a las células
control K-562 y Daudi. Esﬁo demuedtra que la IL-2 es capaz de
generar células LAK a partir de células mononucleares de

donantes sanos.
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Los resultados publicados frente a los Dblastos
leucémicos son algo mas dispersos. Archimbaud (12¢13% , n=20)
(149) y Panayotides (22%12%, n=12) (140) obtienen resultados
similares, mientras que Adler (27.6%17%, n=18) (151), Lotzova
(28116%, n=20) (143), y Oshimi (35%19%, n=54) (138) obtienen
resultados superiores. En general, todos ponen de manifiesto
la gran variabilidad de actividades, con valores que oscilan

incluso entre el 1% y el 66% en el trabajo de Oshimi y cols.

V-2.3) ACTIVIDAD CITOLITICA NK DE ENFERMOS CON LEUCEMIA

AGUDA.

Analizando los resultados del grupo de enfermos
observamos que la actividad NK es mayor frente a células
K-562 (10.3%) que frente a células Daudi (2.7%), analogamente

a como se observo en el caso de donantes sanos.

Son superiores las actividades frente a células K-562
publicadas por Trentin (21.9%3.9%, n=18) (150), Adler
(28t19%, n=11) (151), Panayotides (20%13%, n=3) (140), y
Archimbaud (18:t15% , n=41) (149); y similares las de Teichman
(6t2.8%, n=2) (152). Frente a células Daudi, son también
bajos las actividades publicadas por Teichman (1.5%0.7%, n=2)
(152), Trentin (0.9%0.2%, n=18) (150), y Archimbaud (2:3%,
n=31) (149).
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La actividad NK que encontramos frente a blastos
autologos (2.5%) es similar a la de las células Daudi,

mostrando asi su gran resistencia a la lisis.

Las publicaciones de Trentin (1.5%0.6%, n=4) (150) y
Lotzova (-0.5%f1%, n=4) (143) presentan unos resultados
similares. Archimbaud presenta una actividad (5t10% , n=18)
(149) un poco superior, debido a la actividad NK anormalmente
alta que presentaban dos enfermos tras ser sometidos

recientemente a un trasplante de médula Osea.

V-2.4) ACTIVIDAD CITOLITICA LAK DE ENFERMOS CON LEUCEMIA

AGUDA.

Nuestros resultados de actividad LAK en el grupo de
enfermos indican un aumento de citolisis frente a células
K-562 (58.5%) y Daudi (57%), respecto a la actividad NK,
siendo ambas actividades (NK y LAK) significativamente

diferentes a todas las proporciones E:D.

Los actividades frente a células K-562 publicadas por
Trentin (52.1%2.4%, n=18) (150), Archimbaud (61+20% , n=41)
(149), Teichman (65t0%, n=2) (152), y Panayotides
(72.3t4.5% , n=3) (140), muestran también valores altos
similares a los nuestros, siendo superiores los de Adler
(84.3£12.3%, n=12) (151). Frente a células Daudi las

actividades publicadas por Archimbaud (62t23% , n=31) (149)
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son similares, siendo inferiores las de Teichman (46.5%2.1%,
n=2) (152), y sobre todo 1las de Trentin (16.3%2.7%,
n=18) (150).

En nuestro trabajo observamos que la actividad LAK
frente a blastos leucémicos autdlogos (13.2%) es inferior a
la de las células control, pero también es significativamente
mayor que la correspondiente actividad NK, a todas las
proporciones E:D. Ello nos indica que existe una activacion
de 1las celulas mononucleares de enfermos por 1la 1IL-2,

generandose células LAK capaces de lisar blastos leucémicos

autdlogos.

Observando las graficas individuales de cada enfermo
vemos que los mejores resultados se presentan en el enfermo
n?7, y en menor grado en el enfermo ne9, con una actividad
LAK frente a blastos autdlogos de 44% y 21% respectivamente.
La gran variabilidad de la actividad LAK frente a blastos
leucémicos autdlogos (0% a 44%) nos indica la necesidad de
realizar el test de lisis "in vitro" a cada enfermo para
comprobar su comportamiento previsible frente a la terapia,
teniendo en cuenta ademads que no se ha encontrado ninguna
relacién entre la actividad LAK inducida y las
caracteristicas hematoldgicas de la enfermedad, la edad o el

sexo del enfermo (149).
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Los trabajos publicados por Archimbaud (12%16% , n=18)
(149), Oshimi (17.6%+15.7%, n=13) (138), Trentin (22.5%17.6%,
n=4) (150), y Lotzova (21.8%12.1%, n=4) (143) presentan una
actividad LAK similar o algo superior. También presentan unas
desviaciones estandard altas, que ponen de manifiesto la gran
variabilidad de resultados con valores que oscilan entre -6%
y 47% en el trabajo de Osmihi y cols., o entre 0% y 54% en el

de Archimbaud y cols.

V-2.5) COMPARACION DE LA ACTIVIDAD LAK FRENTE A BLASTOS

LEUCEMICOS TIPO LLA/LMA.

En cuanto al diferente comportamiento que puedan
presentar los blastos leucémicos tipo LMA y LLA, en nuestro
trabajo observamos que los blastos leucémicos tipo LMA son
mas sensibles a las células LAK de enfermos y donantes que
los blastos tipo LLA, aunque las diferencias alcahzadas no

son estadisticamente significativas.

Oshimi y cols. (138) y Teichman y cols. (152) no
encuentran diferencias estadisticamente significativas en el
comportamiento de ambos tipos de blastos leucémicos frente a

las células LAK.
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V-2.6) COMPARACION DE ACTIVIDADES CITOLITICAS DE ENFERMOS

Y DONANTES.

Si comparamos los niveles de actividad NK obtenidos de
enfermos y donanteé sanos se observa en general una mayor
actividad en donantes que en enfermos, debido a que éstos
poseen un déficit de actividad NK (143), aunque las
diferencias alcanzadas no son estadisticamente

significativas.

Respecto a los resultados obtenidos de actividad LAK,
los donantes presentan una mayor actividad que los enfermos,
observandose diferencias significativas en el comportamiento
de estos dos grupos frente a las células K-562 y blastos
leucémicos autdlogos. Frente a las células K-562, 1la
actividad LAK es significativamente mayor en donantes a
pfoporciones E:D de 10:1, 20:1, y 40:1 ; es decir, los
donantes sanos lisan mejor las células K-562. Frente a los
blastos leucémicos, la actividad LAK es significativamente
mayor en donantes a proporciones E:D de 20:1 y 40:1 ; es
decir, los donantes sanos lisan mejor los blastos leucémicos,
aunque los enfermos también pueden generar altos niveles de

actividad LAK.

Se observa como tanto las células LAK autdlogas de
enfermos con leucemia aguda en remisién completa como las

alogénicas de donantes sanos son capaces de lisar a los
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blastos leucémicos en gran nimero de casos, siendo algo mayor
esta capacidad en las de donantes sanos. También observamos
en general una gran variabilidad de la capacidad litica de
las células LAK sobre los blastos leucémicos, pero en muchos
casos se observa un aumento de actividad citolitica tras la

incubacion con IL-2.

V-2.7) SENSIBILIDAD DE LOS BLASTOS LEUCEMICOS A LAS

CELULAS LAK.

Para seleccionar enfermos candidatos a la terapia LAK
hemos de fijar un nivel de lisis en el que la respuesta de
las células LAK frente a blastos autdlogos pueda considerarse

claramente positiva.

Algunos autores (143) (138) consideran como resultado
positivo aquel cuyas cpm experimentales son
significativamente superiores a las cpm espontaneas, por lo
que el numero de casos positivos suele ser alto. Teichman y
cols. (152) fijan de forma arbitraria un limite de lisis mas
alto (20%) a partir del cual consideran el test positivo,
ante la posibilidad de una aplicacidén clinica. También
Panayotides y cols. (140) fijan como limite de lisis el 10%
de actividad LAK, y Archimbaud y cols. (149) lo establecen en

el 15% .
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En nuestro estudio, y ante la posibilidad de una
aplicacidon clinica del tratamiento, no consideramos muy
adecuada la definicidén de resultado positivo como aquel que
presente unas cpm experimentales significativamente
superiores a las espontaneas, y estamos de acuerdo con
Teichman y cols. en la necesidad de definir un limite de

actividad superior para asegurar el éxito de la terapia.

Por ello consideramos que la activacidon es positiva
cuando el valor de la actividad LAK es mayor que el limite
superior de confianza de la media de actividad NK medida a la
misma proporcion E:D. De esta forma el limite que definimos
en nuestro trabajo es 16.1% y 14.1% para las actividades LAK
de donantes sanos, y de 11.3% y 11.7% para las de enfermos,

a las proporciones E:D de 40:1 y 20:1 respectivamente.

A partir de ello observamos que un 50% de las leucemias
agudas examinadas son susceptibles al efecto de las células
LAK autdlogas a la proporcion 40:1 (E:D), siendo de un 30% a
la proporcidén 20:1. Frente a las células LAK alogénicas
(donantes sanos) los blastos leucémicos presentan una

sensibilidad del 40% a ambas proporciones E:D.

Otros autores observan unos porcentajes similares.
Archimbaud y cols. (149) observan que el 33% de 18 enfermos
con leucemia aguda presentan una actividad LAK frente a

blastos autdlogos superior al 15% (E:D de 60:1). Teichman y
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cols. (152) obtienen que el 64% de un total de 51 leucemias
agudas examinadas son susceptibles al efecto de las células
LAK de donantes sanos a la proporcion 50#1. Panayotides (140)
encuentra que los blastos leucémicos son sensibles a las
celulas LAK de donantes sanos en un 75% (E:D de 20:1) de 12
casos estudiados. En otros trabajos las proporciones son
superiores, aunque esto puede ser debido al bajo numero de
leucemias examinadas, o a la definicion del 1limite de
positividad adoptado. Asi Oshimi y cols. (138) observan que
a la proporcion E:D de 80:1 el 96% de 27 leucemias agudas son
sensibles a las celulas LAK de donantes sanos, y que el 85%

de 20 leucemias agudas lo son a las células LAK autdlogas.

Con los resultados que obtenemos y los de otros autores
podemos esperar que el tratamiento con células LAK sea un
complemento eficaz contra las leucemias agudas en un
porcentaje importante de enfermos. Esta terapia puede abrir
un camino de esperanza en el tratamiento de leucemias agudas,
sobre todo en el grupo de enfermos con LMA, donde la
quimioterapia y/o el trasplante de médula 6sea no han
conseguido que la supervivencia media libre de enfermedad sea
superior a los 20~26 meses, y que el porcentaje de enfermos
con una supervivencia prolongada, y por tanto con posibilidad
de curacidén, sea superior al 10-30% (153, 154). En estos
enfermos sin posibilidad de curacidn ia terapia con células
LAK e IL-2 podria ser efectiva en la erradicacion de la

leucemia residual siguiente a la quimioterapia.
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De los resultados obtenidos en el presente trabajo

extraemos las siguientes conclusiones :

12) El disefio de trabajo ensayado para la extraccidn de
células mononucleares con el separador celular CS-3000 ha
resultado ser de gran utilidad en la rutina asistencial de la

terapia antitumoral en base a:

la) Las modificaciones introducidas al programa de
separacidon se han mostrado efectivas al obtener una mayor
recuperacion de células mononucleares (77.2%), tanto de
linfocitos (82.7%) como de monocitos (56.1%), que con el
programa suministrado por el manufacturador, en el ensayo
realizado en bolsas de donantes. La recuperacién de las demas
células contaminantes también aumenta paralelamente a la de
células mononucleares, excepto los granulocitos que lo hacen
en mayor cuantia, pero se mantiene en unos niveles bajos

aceptables para el posterior cultivo.

La muestra final obtenida tiene una formula leucocitaria
compuesta mayoritariamente de células mononucleares (93.1%),
sobre todo linfocitos (82.1%), con una baja proporcidén de

granulocitos (6.9%).
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1b) La extraccion de células mononucleares de enfermos
leucémicos segun nuestro método presenta una buena eficiencia
de recoleccidén (59.4%), tanto de linfocitos (62.4%) como de
monocitos (52.3%). La muestra final obtenida tiene una
formula leucocitaria compuesta mayoritariamente de células
mononucleares (92.7%), sobre todo linfocitos (72.1%), con una
baja proporcidon de granulocitos (7.3%).

Los resultados son similares a los obtenidos con otras
metodologias mas complejas que utilizan separaciones
secundarias con ficoll. Respecto a los procesos en una sola
etapa en éste y otros separadores, los resultados de
recuperacion de células mononucleares que se obtienen en
nuestro trabajo son similares, y en algunos casos algo
inferiores, pero al mismo tiempo se obtiene una menor

contaminacién de hematies y granulocitos.

lc) Con la metodologia desarrollada se obtiene mayor
cantidad de células mononucleares con un alto grado de
purificacién en un proceso simple y automatizado en un
separador que trabaja en un sistema cerrado. De esta forma se
consigue disminuir el numero de aféresis requeridas para
obtener la cantidad suficiente de células mononucleares para
el tratamiento, con el consiguiente ahorro de problemas para
el enfermo. La automatizacidén, simplificacién, y el trabajo
en un circuito cerrado conlleva un menor riesgo de
contaminacién microbiana, y un menor coste econdmico y de

tiempo.
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2) El cultivo de células mononucleares con IL-2, tanto
de enfermos leucémicos como de donantes sanos, se ha mostrado
efectivo en la obtencién de células LAK para la lisis "in

vitro" de células blasticas de enfermos con leucemia aguda en

base a :

2a) Los blastos leucémicos y las células Daudi no son
sensibles a las células NK de enfermos o donantes , mostrando
asi su condicidén de células NK-resistentes. Las células
K-562, muestfan cierta sensibilidad a 1las células NK,

mostrando asi su condicidon de células NK-sensibles.

2b) En general, los blastos leucémicos muestran cierta
sensibilidad a las células LAK, tanto de enfermos como de
donantes, como consecuencia del efecto de la IL-2 sobre las
células mononucleares. Las células K-562 y Daudi muestran una
mayor sensibilidad a dichas células LAK. Ello indica que la
IL-2 se muestra efectiva en la activacion de células

mononucleares de enfermos con leucemia aguda.

2c) Existe una notable variabilidad de la capacidad
litica de las células LAK sobre los blastos leucémicos, pero
en gran numero de casos se observa un aumento de actividad
tras la incubacidén con IL-2. El déficit funcional de células
NK en estos enfermos puede ser corregido tras el cultivo de

las células mononucleares con IL-2.
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2d) Se observa que los blastos leucémicos tipo LMA son
mas sensibles a la actividad de células LAK que los blastos
tipo LLA, aunque las diferencias alcanzadas no se muestran

estadisticamente significativas.

2e) Las células LAK de donantes sanos presentan una
actividad significativamente mas alta que las de enfermos
frente a los blastos leucémicos y a las células K-562 a altas
proporciones efector:diana. Ello indica que las células LAK
de donantes sanos lisan mejor los blastos leucemicos, aunque
las células LAK de enfermos también pueden generar altos
niveles de citolisis. Frente a las celulas Daudi no hay

diferencias significativas de actividad.

2f) Se obtiene un porcentaje de enfermos sensibles a las
células LAK similar a otras publicaciones en las que se
define la activacidn positiva al mismo nivel que en nuestro
trabajo. El porcentaje de enfermos sensibles a las células
LAK autdlogas y alogénicas es similar, siendo de un 50%
frente a las autdlogas y de un 40% a las alogénicés (E:D de

40:1).

2g) Los resultados sugieren que la terapia con células
LAK puede ser de gran valor en el tratamiento de la leucemia
aguda, siendo de especial relevancia los esperanzadores
resultados que se obtienen en el grupo de enfermos con LMA,

donde la quimioterapia y/o el trasplante de médula 6sea sdlo
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consiguen remisiones éompletas prolongadas con posibilidad de
curacién en menos de un tercio de estos enfermos. En este
grupo de enfermos, el tratamiento con células LAK e IL-2
podria ser un complemento efectivo a los ya existentes,
especialmente en la erradicacidon de la leucemia residual tras

gquimioterapia, cuando la poblacidn tumoral no es muy elevada.
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