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INTRODUCCION

Se ha informado que tanto en animales de experimentacidn como en
humanos, puede provocarse la lisis de algunos tumores malignos por
medio de la plicacién de plasma autbdlogo, incubado previamente con

la protefna A del Staphylococcus aureusi-a.'

La protefna A del S. aureus y el zymosin tienen la propiedad de ac

tivar el sistema del complementog-is.

El propbsito de este trabajo fué investigar si la aplicacién de
plasma activado con zymos&n podrfa inhibir el crecimiento del 1in

foma murino L5178Y.
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_tadores para los pacientes con céncer

§£$m¢ IO ANTECEDENTES
las eﬁférmedades neopl&sicas malignas son un §fave problema de sa
lud pfiblica. En los pafses desarrollados constituyen la segunda
causa de mortalidédis’iv. En M&xico representan la sexta causa de
letalidad y dentro de ellas las leucermias y los linfomas ocupan el

quinto lugar como causa de mortalidad, la que se incrementa anual

mente un 10%?6.

Desde distintos enfoques y con metodologfa diversa se realizan in
vestigaciones con el fin de llegar a conocer los mecanismos que ha
cen que una célula normal se transforma en maligna. El desconocl
miento de esos mecanismos constituye uno de los principales obstﬁcg

los en la investigacidén biomé&dica del céncerie'ig.

Se investigan también nuevas terapias que den resultados més alen

19-21

Una de las clencias en que se realiza investigacidn sobre céncer es
la Inmunologfa, la que tiene como objeto estudiar las interrelacio
nes de los elementos del sistema inmune entre s{ y de estos elemen

tos con los agentes extrafios al organismo (ant!genoa)zz.




La respuesta inmune consiste en una compleja serie de eventos que
dependen de la interaccifn de los linfocitos T o B con el ant{geno.

Esta respuesta puede ser de dos tipos: celular o humoral.

Respuesta inmune celular. Se desencadena cuando los macr&fagos y

los linfocitos T tienen contacto con un ant{geno. Esto suele acti
var a los linfocitos T, que proliferan y tienden a destruir a ese

ant{geno. La activacién puede ser por anti{genos virales, bacteria
nos, de rickettsias, hongos, cflulas de Srganos y tejidos transplan

tados, as{ como también ant{genos de células neoﬁlésicasza-zs.

Respuesta inmune humoral. Se desencadena cuando los ant{genos 80

lubles o particulades de los microorganismos y de las células extra
flas activan a los macrbfagos y linfocitos B. Estos linfocitos pro
ducen anticuerpos, que son prote{nas que se unen a los antIgeno- Yy
colaboran en su eliminacién del organism023-25.

También dentro de los factores humorales del sistema inmunolégico
se encuentra el sistema del complemento. Estf constitufdo por mfs
de 20 protefnas sfricas que normalmente se encuentran circulando
en la sangre como moléculas precursoras inactivas, las que al ser

activadas reaccionan en cadena y llevan a cabo sus actividades bio



16gicas. Algunas de estas actividades son la participacién en los
mecanismos de daflo tisular, la produccién de los procesos inflama
torios y la 1isis de bacterias, hongos, virus y parésitos, as{ como
también de células neoplésicasg’12'13'14.

Existen dos v{as de activacifn del sistema del complemento; la via
clésica y la v{a alterna o de la properdina. Lla vi{a cl8sica puede
ser activada por complejos inmunes, por las inmunoglobulinas IgG1l,
IgG2, 1gG3 e IgM, por la protef{na C reactiva y por la protefna A

del Staphylococcus aureus. La v{a alterna la pueden activar la IgA,

el zymosén, los lipopolisac8ridos de las paredes de bacterias Gram
negatives, el factor del veneno de cobra y la protefna A del s.

aureus?r11113,12,14

En los pacientes con céncer el sistema inmunol8gico reconoce como

22’26, pero s8lo desarrolla una d€

extrafias a las células malignas
bil respuesta humoral y celular contra la neoplasia. As{, en la

mayor{a de los casos las cflulas cancerosas logran escapar de los

eventos que el sistema inmune lleva a cabo para exterminarlaszo-zz.

La inmunoterapia tiene como objetivo principal la limitacidn o erra

dicacién del crecimiento neopl&sico maligno mediante la induccidn




de una respuesta inmune de rechazo contra las células malignas“ .

No obstante la gran cantidad de investigacién dedicada a estas en .

fermedades, con los tratamientos actuales solo puede curarse a un re

ducido nfimero de paciente320'21’27.

§e ha informado que las células malignas son portadoras de antf{genos
que las hacen diferentes a las células normales del organismozo'zz'
26,27 . : =

. En base a &sto, desde hace m&s de 90 afios se ha intentado pro
vocar una efectiva respuesta inmune de rechazo hacia las células ma=-

20,21,22,27

lignas « Esto no se ha realizado hasta la feaha con mucho

éxito, pero recientemente Terman y col. , han logrado producir lisis

in vivo de tumores malignos por un procedimiento 1nmunongic03'5.

El procedimiento se ha aplicado para lograr el efecto oncolftico en
el adenocarcinoma mamario en caninos y humanosB-s. El método consis
te en obtener sangre venosa del paciente, la cual se hace pasar por
una centr{fuga citoseparadora de flujo continuo que separa el plas-
ma de las células sangufneas. E1 plasma se pasa a través de una co-

lumna de cromatograffa que lleva adsorvida la protefna A del S. au-

reus, Enseguida, el plasma se mezcla con el paquete celular de la sangre
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Y se regresa al paclente por otra vena. El procedimiento se repite
de ocho a 12 veces en cada caso, a razén de dos a tres veces por se

mana con 1o que se logra la lisis de las células tumorales3-s

En nuestro laboratorio hemos comprobado el efecto oncolftico del

procedimiento en dos casos.

Los inconvenientes del método de Terman son que se requiere una cen
tr{fuga citoseparadora de flujo cont{nuo, equipo especializado de

laboratorio, suministro constante de protefna A, y que los pacientes

conserven un buen niimero de venas con flujo sangu{neo adecuado, lo
que dificulta su aplicabilidad a estos pacientes, que generalmente
se encuentran debilitados por su enfermedad y por los tratamientos
quir@rgicos, radioterfpico y quimioterfpico que han recibido. Ade-
m8s, esta forma de tratamiento solo puede efectuarse en centros muy

especializados y resulta muy costoso.

Por otra parte, se desconoce el mecanismo de accién del prodedimien
to. El efecto oncolftico se ha atribufdo sin haberse demostrado, a
que la protefna A del S. aureus absorve ya sea los anticuerpos blo-
queadores u otros factores que inhiben ‘a respuesta inmune antitumo

ral de reachazoi-a.
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Contra esta suposicién, de que la prote{na A tenga un efecto depura
dor del plasma, llama la atencién que la lisis tumoral pueda lograr
se hasta con sélo tres mg de la protefna A y 90 ml de plasma por se

sién.

Durante la aplicacién del plasma as{ tratado, los pacientes presen
tan hipertermia y signos de anfilaxia. En las fases inicialgg de
la onc8lisis se presenta un infiltrado de abundantes neutr8filos
en torno de las células malignasB-s. Estos datos nos han sugerido
que el plasma tratado con la protefna A del Se. aureus puede llevar
componentes activados del slstema del complemento y que el efecto

oncol{tico pudiera ser causado por ellos.

A este respecto, se ha informado que la protef{na A del S. aureus

es capaz de activar el sistema del complementog'ii'is.

S1 el efec
to oncolftico fuera causado por el sistema, la protefna A podrfa
ser sustitufda por el zymosin, que es un reactivo inmunol8gico clf
sico como activador del complemento, f&cil de obtener y m‘s barato
que la protefna A. El zymos&n son las partfculas de la levadura

de cerveza tratadas con un agente reductor1o'12'13'14'1s.

El objetivo de este trabajo fue investigar si la aplicacién de plas

ma activado por incubacién con zymosén podria inhibir el crecimien



to del linfoma murino L5178Y en fase asc{tica.

El linfoma L5178Y es un tumor tfmico monoclonal que se origip& en

1958 en el Laboratorio del Dr. Fisher en un ratén macho DBA/2. Fué
cedido a nuestros laboratoriog por el Dr. Stevens de la Universidad
de Utah y lo hemos conserva&o por mfs de 16 afios por transplante se
riado intraperitoneal a ratones BALB/C que son compatibles en el lo
cus H-2d con los DBA/2. El tumor es de una alta malignidad, muy re
sistente a los mecanismos inmunes de rechazo y para inhibir o abolir
su crecimiento por métodos inmunolSgicos se requiere que el procedi

28

miento sea muy efectivo“ , Por las razones anteriores, se eligid Pa

ra este estudio.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se desconoce si los componentes activados del sistema del complemen
to tendr‘n_efecto oncolftico sobre las células malignas. En paréicg
lar, se desconoce si la aplicacifn de plasma activado en el sgistema
del complemento con zymos&n, inhibi;ﬂ el crecimiento del linfoma mu

rino L5178Y en fase asc{tica.
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La inyeccidén intraperitoneal de plasma murino activado en su siste=-

‘ma del complemento con zymos&n,inhibir§ el crecimiento del linfoma

L5178Y en fase asc{tica.

OBJETIVO

Ihvestigar si la administracibén de plasma murino activado en el sis
tema del complemento por incubacién con zymosén inhibe el crecimien

to del linfoma murino L5178Y.

MATERIAL Y METODOS

Elgg_gggggél; Se form8 un grupo de ratones portadores de linfoma
L5178Y y se les administr§ por via intraperitoneal el plasma de
otros ratones portadores de la neoplasia previamente incubado con
zYm°85n para activar el sistema del complemento. Como testigo, un
grupo de ratones con linfoma que no tuvieron ningiin tratamiento.
Otros testigos fueron ratones con tumor que se les inyect6 plasma

de ratones sanos, activado y no activado ¢ton zymosén y plasma de ra

tones con linfoma sin previa activacién con zymosén.
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Ratones. Se utilizaron 500 ratones machos BALB/C, de 3 meses de
edad y de 23 a 25 g de peso, alojados en grupos de diez ratones en
jaulas de plistico con cama de‘aserrin esterilizado y alimentados
con alimento comercial para roedores (Purina-México) y agua purifi
cada para consumo voluntario, en habitaciones con temperatura con
trolada a 229C y ciclos alternos de iluminacidn y obscuridad de 12

horas.

‘Se formaron 5 grupos de 11 ratones cada uno; 360 se utilizaron como

donadores de plasma y el resto, para pruebas de titulacidén de comple

mento. El primer grupo no recibid ninglin tratamiento y fue grupo

testigo. El gegundo grupo recibi$ plasma de ratones portadores de
linfoma, previamente activado en el sistema del complemento por in
cubacibén con zymosfn. Al tercer grupo se le administr§ plasma de
ratones portadores de linfoma no incubado con zymosfn. El cuarto

grupo se trat§ con plasma de ratones sanos previamente activado con
zymos&n. E1 quinto grupo se recibil plasma de ratones sanos no in

cubado con zymos&n.

Linfoma L5178Y. Tanto los ratones de 1los 5 grupos como los donado
res de plasma de ratones portadores de tumor y los empleados en las

respectivas pruebas de titulacién de complemento fueron inoculados
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con 2x10° células L5178Y por via intraperitoneal.

Preparacidn del zymoas4n. Se hizo mediante la tfcnica de Nbrrilzg.

Se suspendieron 23g de levadura de panaderfa en 500 ml de solucién
.de NaCl 0.2 M regulada a pH 7.2 con amortiguador de fosfatos (SSF).
Se pusieron en autoclave d;rante 30 minutos a 1209C y 1.1 kg de pre
siGn por cmz. Las levaduras se centrifugaron y se lavaron en SSF
hasta obtener un sobrenadante claro. Se resuspendieron en 12.5 ml
vde 2-mercaptoetanol 0.1M en solucién salina amortiguada y se incuba
ron a 37aC con agitacibén constante por dos horas. Se removid el 2-
mercaptoetanol de las levaduras por lavado con NaCl 0.15 M y se cen
trifugaron a 2000 G cincc minutos. Las levaduras se resuspendieron
degpuls en 25 ml de iodoacetamida 0.02 M en NaCl 0.15 M adicionada
de 20% (v/v) de SSF y se incubaron durante 2 horas a 22aC. Se lava
ron por céntrifugaci&n tres veces en 60 volfimenes de SSF hasta obte
ner un sobrenadante claro. Pinalmente se sesuspendieron en 50 ml
de sulfato de magnesio y 2 mg de azida de sodio. Esta mezcla se con

servd a 4aC.

Obtencidn del plasgma. Se obtuvo de los ratones donadores portadores

de tumor, 10 dfas después de la inoculacidn intraperitoneal del 1lin "

foma. .Se les inyect8. a cada uno 300 unidades de heparina por via



:subcuténea y cuarente y cinco minutos después se sangraron al m&ximo
‘por punclién intracardfaca. La sangre se centrifug§ a 5000 G durante

5 minutos y se separ§ el plasma. De igual manera se trabajaron los

ratones sanos donadores de plasma.

Tratamiento del plasma con zvmosin. Cada mililitro de plasma, inme-

diatamente de ser obtenido, se incubd con 0.2 ml de zymosén durante

45 minutos a 379C en bafio marfa para activar el sistema del comple=-

1'0"]'1"‘]'3"14’29. La mezcla se centrifugd a 1500

mento por via alterna
G cinco minutos y el plasma sobrenadante se inyectd a los ratones del

.segundo y cuarto grupos.

Aplicacidn del plasma incubado y no con zymosén. Tanto el plasma in

cubado con zymosin como el que no fue incubado, se aplicé a los gru
pos segundo y cuarto, y tercero y quinto respectivamente, diariamen

te durante 8 dfas por via intraperitoneal a razén de 0.5 ml de plas

ma por ratén cada 24 horas a partir del tercer dfa de la inoculacidn

"con las células del linfoma.

Contenido de complemento. Se hicleron pruebas del contenido de com=
plementn a los plasmas que se vsaron como terapla de cada uno de

los grupos trabajacdos as{ como también al plasma de los ratones que
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no recibieron ningln tratamiento, mediante la técnica de Hayerao.

Con eritrocitos de carnero se hizo una suspensién celular al 2%.
“Con esta suspensién celular se prepar§ una solucién de hemoglobina

¥ una guspensifn celular al 0.33%; con cantidades proporcionales de

: ambas ge prepararon los colores de referencia para el t{tulo de he
molisina y para el t{tulo de complemento. Para titular }a~hemoll
;;1na se prepararon diferentes diluciones de &ésta y se les afadif
cantidades constantes de suspensifn celular al 2%, de complemento
ﬁe cuyo dilufdo 1:100 y de solucién salina reguladora. Se ircuba
ron a 379C en bafio marfa por una hora y se centrifugaron obtenien
do el tftulo por comparacién con los colores de referencia. Con
la solucién Sptima de la hemolisina y con la suspensién celular al
2% en cantidades iguales se prepararon las células sensibilizadaf,
las que se mezclaron con cantidades variables del complemento pro
blema (diluido 1:2) y de solucién salina reguladora. Se incubaron
. fﬁ;i{ luego en baﬁo'marla a 37eC por 30 minutos, se centrifugaron y se

compararon los sobrenadantes con los colores de referencia,

. La cantidad de complemento en el plasma de ratones sanos, no acti
vado con zymosfn (grupo 5) se consider§ como el 100% y fue tomado
como referencia para comparar los t{tulos obtenidos en los otros

cuatro grupos.
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Evaluacidn de los resultados. Se evaluaron en funcidn de sobrevida

y crecimiento o reduccién de la masa tumoral. La sobrevida se re -
gistrd diariamente luego de la inoculacién del linfoma, hasta el one-
ceavo dfa después de esta inoculacidn. La masa tumoral de cada ratdn
fue el total de células de linfoma presentes en el 1{quido ascitico
que portaban. La masa tumoral desarrollada se evalud un ata después
de la dltima dosis recibida. La cuenta de las células LS178Y se hi-

zo en c8mara cuentagl8bulos tipo Neubawer.

El Grupo 1 se evalud once dfas después de la inoculacidn del 1linfoma.

Se hizo el anflisis estad{stico de los resultados obtenidos, median-
te la prueba "t" de Student para experimentos apareados con curva de

distribucién norma131.
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RESULTADOS

Los resultados se resumen en la Tabla I y Figura I.

La inoculacién de 2x‘107 células L5178Y a los ratones del Grupo I
les produjo a los 11 dfas un crecimiento tumoral en vollimen de

4.0 + 1.07 ml y 738.08 + 21047x106 células. Esto representa’un in

cremento tumoral de 20 vollimenes y de 37 veces el de las células

L5178Y con respecto al indculo inicial.

En cambio, los ratones del Grupo 2, que recibieron tratamiento con
plasma de ratones portadores de linfoma y activado con zymos&n pre
sentaron un promedio de 3.12 + 1.63 ml y 346.77 + 222.75x‘106 célu
las L5178Y. Esto representd un incremento tumoral de 15.6 vollimenes
y de 17.33 veces en células con respecto al inéculo inicial. Al com
parar este grupo con el grupo testigo anterlor, la diferencia en qﬁ

mero de células fué altamente significativa con una p <0.001.

En los ratones del Grupo 3, que recibieron tratamiento con plasma de

ratones portadores de linfoma, no activado con zymos&n, el vol(imen

tumoral fué de 4.42 + 2.08 ml y la masa tumoral de 433.81 # 239.15
x10° célules, lo cual representd un incremento de 22 volfimenes y de

21.7 veces en células con respecto al inéculo inicial. Al comparar
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el nﬁmero de células tumorales de este grupo con el grupo testigo,

la diferencia did una p<0.01.

Los ratones del Grupo 4, que fueron tratados con plasma de ratones
sanos, activado con zymos&n, presentaron un promedio de 4.8 + 0.48
ml de 1fquido ascftico y 524.06 + 131.89x10° células L5178Y. El in

cremento en vollmen fue de 24 veces y en nlmero de células de 26.2

veces respecto al infculo inicial. Al comparar el crecimiento tu
moral en cuanto a nimero de células de este grupo con el grupo tes

tigo la diferencia did una p <0.0l.

Respecto al incremento de 1{quido asc{tico, al comparar los Grupos
293 y 4 con el testigo no hubo diferencias significativas. Por

esta razén mo se incluyen los datos en la tabla.

. Todos los ratones de.los grupos 1 al 4 sobrevivieron once dfas.

El aspecto cl{nico de los ratones fue bueno en los ratones del Gru
po 2. Los demfs se adelgazaron, se les erizd el pelo y se vieron

poco activog,prihcipalmente los cel Grupo 5. Los ratones del Gru

po 5 se encontraron clfnicamente mal a partir del quinto o sexto

dfa después de la inoculacién del tumor y sels de los 15 ratones

murieron al octavo y noveno dfa.



Contenido del complemento. En la Tébla I se muestran los resultados

del contenido de complemento de los plasmas que se utilizaron como
terapia de los 4 grupos trabajados as{ como tambifn del plasma del

grupo testigo. El1 tftulo de complemento obtenido con plasma de ra

tones sanos no incubados con zymos&n (Grupo 5) se considerd el 100%.

Los plasmas de ratones sanos previamente incubados con zymosén die
ron un t{tulo de complemento de 74% (Grupo 4). En cambio los plas
mas de ratones portadores de linfoma incubados con zymoxén presen
taron 46% (Grupo 2), Yy los plasmas de ratones portadores de linfoma
no incubados con zyyosén preseAtaron 63% (Grupo 3) de contenido de
complemento. Los plasmas de los ratones del Grupo 1 tuvieron tam

bién 63% de complemento.



TABLA I

DEL LINFOMA MURINO L5178Y Y LA SOBREVIDA DE LOS PORTADORES.

EFECTO DEL PLASMA INCUBADO O NO CON ZYMOSAN SOBRE EL CRECIMIENTO

S e e .
receptores del plasma Plasma aplicado [Crecimiento | Comparacién
tumoral con el gru
h 6 po testigo 1
| __ Grupo] No. de |Dfas de | Port.de Inc.con | Contenido| X 10
ratones| sobrevi | 1infoma zymosén | de C X+ s (p)
dae. (%)
1 11 11 st - s3 738.08 -
210.17
2 11 11 14 st 46 346.77 <£0,001
222.75
L} 11 11 14 No 63 433.81 <0.01
. 239.15 ’
4 11 11 No s{ 74 524.06 <0.01
131.89
5 15 8-9 No No 100 - -
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FIGURA 1

EFECTO DEL PLASMA INCUBADO O NO CON ZYMOSAN SOBRE
EL CRECIMIENTO DEL LINFOMA MURINO L-5178-Y.
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pIscusIoN '
El linfoma murino L5178Y fue un modelo {itil en nuestro estudio, ya
que el crecimiento o reduccién de la masa tumoral pudo valorarse

tanto en volfimen ascitico como .en nfimero total de células malignas.

La administraciln intraperitoneal de plasmasde ratones con linfoma

previamente incubados con zymosén inhibi8 el crecimiento tumoral de
manera significativa (p €0.001). Para este trabajo solo se consider$
significativa una p <0.001, dada la dispersidn de las cuentas celu=-

lares.

Con el empleo del zymos&n como activador del sistema del complemento
y tomando como base el tftulo del plasma de los ratones sanos sin in
cubar con zymos&n como el 100% (Grupo S5), obtuvimos tf{tulos de 46%
en el plasma administradocal Grupo 2; de 63% en el plasma inyectado
al Grupo 3 y Ae 74% en el plasma aplicado al Grupo 4; el grupo tes-
tigo (Grupo 1) tuvo 63% de complemenfo. Con estos resultados se com

prob8 que el zymos&n s activl el sistema del complemento murino.

Los resultados del Grupo 5 no fueron comparables con los otrcs gru=

pos, debido a que el 40% de ellos murieron entre el octavo y noveno
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dfa de haber sido inoculados con el linfoma. Es importante sefialar
que los que sobreviv{an al onceavo dfa en este grupc mostraban sig
nos cli{nicos desfavorables. El niinero total de células tumorales fue
menor con respecto al grupo testigo, pero debido a una sobrevida mas

corta, los datos no se tabularone.

Nuestros resultados indican que el efecto antitumoral observado es

por la activacién del complemento del plasma con el zymosin.

El zymos&n y la protefna A del S. aureus activan el sistema del com

plemento por la v{a alterna.

El efecto inhibitorio de los componentes del sistema del complemento
sobre las células malignas no habfa sido descrito, por lo que ser}
necesario continuar investigando en este sentido para confirmar los

resultados de este trabajo preliminar.
CONCLUSION
La administracidn dntraperitoneal de plasma de ratones portadores

de linfoma activado en su sistema del complemento con zymosén ine

hibi8 el crecimiento del linfoma ascitico L5178Y.
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