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l. 

I N T R O D U e e I O N 

Un considerbale progreso se ha logrado desde 1950 en -

el tratamiento de las neoplásiashumanas mediante el uso de­

quimioterápicos. Es factible obtener remisión completa en­

pacientes con determinados tipos de tumores durante S o más 

años después del diagnóstico, también el uso de radiotera-­

pia y cirugía ha incrementado el procentaje de sobrevida. -

Algunos casos de ieucemias agudas, linfomas -particularmen­

te la enfermedad de Hodkin-, determindos tipos de coriocar­

cinomas, tumores testiculares, tumor de Nilms, ciertos tumo 

res de piel carcinoma de ovario y tumores de tiroides for­

man parte de la lista de tumores que en algunos casos han -

sido tratados con éxito. (1). 

Sin embargo, graves inconvenientes limitan la eficien­

cia de los agentes terapéuticos actuales, por ejemplo la i~ 

suficiente selectividad de los quimioterápicos que ocasio-­

nan toxicidad a los tejidos normales. De tal manera que el 

frecuente desarrollo de resistencia a las drogas no puede -

ser superado sin una inaceptable toxicidad. Se han plante~ 

do algunas estrategias para el desarrollo de tratamientos -

más efectivos contra el cáncer que incluyen el desarrollo -

de drogasy modalidades de tramiento basadas en una mejor­

comprensión de la biología y bioquímica de las células ma-­

lignas, así como el desarrollo de nuevos tratamientos que -

modifiquen la interacción entre el huésped y el tumor. 

Basadps en la asunción de que los antígenos asociados­

a los tumores pueden evocar una respuesta específica del -­

huesped, se ha intentado utilizar este potencial en el des~ 

rrollo de varios tipos de inmuoterapia que pueden explotar-
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las reacciones fisiológicas del huesped, sin causar daños 

tóxicos a los tejidos normales. A pesar que el valor clíni 

ca de la mayoría de regímenes de inmunoterapia no han sido­

significativos, es razonable el desarrollo de tratamientos­

capaces de aumentar la respuesta del huesped contra el tu-­

mor y convertirse en instrumento fundamental en el manejo -

definitivo de algunas formas de cancer. (2). 

Un aspecto importante de la interacción huesped-tumor 

corresponde a los mecanismos mediante los cuales las célu-­

las malignas evaden al sistema inmune, dentro de ellos con­

sideramos importante investigar la presencia de factores s~ 

lubles inmunosupresores en un modelo experimental de rato-­

nes con linforma murino L- 5178 -Y. Este trabajo forma par­

te de una serie de proyectos que pretenden estudiar y carac 

terizar dichos factores inmunosupresores. 

· ... ·., 
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3. 

A N T E C E D E N T E ~ 

ASPECTOS HISTORICOS DE LA INMUNOLOGIA DEL CANCER. 

El concepto de que las células malignas tienen antíge­

nos que faltan en las normales, condujo al uso de inmunote­

rapia pasiva con suero y activa con vacunas del tumor autó­

logo, desde finales del siglo pasado. Sin embargo el pro-­

greso en la inmunología del cáncer experimental se retardó­

debido a la falta de conocimientos acerca de: 1) ocurrencia 

y naturaleza de los antígenos específicos tumorales, 2) ba­

ses del rechazo de alotransplantes y 3) la falta de cepas­

de animales singénicos. 

En 1957 PREHN y ~ffiiN claramente demostraron el desarro 

llo de una respuesta inmune específica del huesped contra -

las células tumorales en un modelo de ratones singénicos al 

tumor. Este hecho marcó el inicio de la moderna inmunolo-­

gía del cáncer. (3). 

NECANISMOS POTENCIALES DE LA INMUNIDAD ANTITUMORAL. 

Los mecanismos potenciales de inmunidad contra las c~­

lulas cancerosas, incluyen fuerzas especificas e inespecíf! 

cas contra el tumor: 

A). MECANISMOS ESPECIFICOS.- El principal mecanismo -

específico corresponde al mediado por células que incluye a 

la lisis por células Teti, macrófagos armados con S~ffiF (fa~ 

tor Especifico Armador de Macrófagos) , y probablemente al-­

gunas linfocinas específicas. En cambio el papel de los a~ 

ticuerpos es menos importante; aunque en teoría pueden li-­

sar en pesencia de complemento, mediar citotoxicidad celu--
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lar dependiente de anticuerpos por c€lulas K (asesinas),-­

macr6fagos y polimorfonucleares, a las células tumorales. 

B). MECANISMOS INESPECIFICOS.- Involucran principal-­

mente a las células asesinas naturales (NK) y a los macr6fa 

gos ( 2 , 3, 4 , 5) • 

BASES POTENCIALES DE LA FALTA DEL RECHAZO DE LOS TUMORES. 

Las razones más probables por las que los tumores no -

son rechazados son: 1) La mayoría de los tumores naturales 

no son lo suficientemente inmunogénicos, 2) el rápido cre­

cimiento de los tumores malignos produce una gran cantidad­

de antígenos y productos tumorales que afectan la respues-­

ta inmune específica y general, 3) durante su desarrollo­

inicial algunos tumores ocupan sitios privilegiados que re~ 

tringen el contacto con el sistema inmune, y 4) sobrepro-­

ducci6n de prostaglandinas, esteroides y otros factores por 

el huesped con tumor que limitan los efectos tumoricidas de 

los macr6fagos y células NK. 

Los mecanismos que pueden bloquear el desarrollo de -­

una respuesta inmune contra el tumor incluyen: 1) Toleran­

cia inmunol6gica de los antígenos tumorales, 2) actividad­

supresora de linfocitos o macr6fagos sobre las células NK,-

3) retroalimentaci6n negativa por anticuerpos, 4) modula­

ci6n antigénica, 5) desviaci6n inmunol6gica, 6) enmascar~ 

miento antigénico, 7), eliminaci6n antigénica, 9) defec-­

tos en el reconocimiento celular, 10) inmunosupresi6n gen~ 

ral inducida por productos tumorales, 11) bloqueo por anti 

cuerpos de facilitaci6n, y 12) supresi6n por anticuerpos -

anti-ideotipo (2,3,4,5). 
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MODELOS EXPERIMENTALES EN RATONES CON TUMOR. 

En varios modelos experimentales de ratones con dife-­

rentes tumores, se han observado la presencia de macrófagos 

con actividad supresora de la respuesta inmune celular y -­

humoral (6,7,8,9,10,11,12). Asimismo, de linfocitos supr~ 

sores de origen tfmico (13, 14, 15, 16, 17, 18) que al---­

transferirse a ratones normales deprimen su respuesta inmu­

ne a diferentes antfgenos retados. Se han detectado facto­

res solubles con actividad supresora en algunos modelos de­

ratones con tumor, en determinados casos son las p~ostagla~ 

dinas las responsables (28), en otros, complejos inmunes -­

(29), pero no se ha determinado con precisión la proceden-­

cia y naturaleza de tales factores (13, 19, 20, 21, 22, 23, 

24, 25, 26, 27). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEl~. 

Los mecanismos mediante los cuales los tumores evaden­

la destrucci6n inmunol6gica, permanece sin comprenderse en­

su totalidad. 

Es necesario comprender mejor la biolog1a de la inte-­

racci6n entre HUESPED-Till10R en modelos experimentales, que­

nos permitan investigar los efectos de posibles inrnunomodu­

ladores y drogas que restituyan una respuesta inrnunol6gica­

normal. 

HIPOTESIS. 

Los ratones Balb-C inoculados con células del linfoma­

murino L-5178-Y, contienen en su suero factores inmunosupr~ 

sores de la respuesta inmune celular. 

OBJETIVO. 

Demostrar la presencia de factores solubles inmunosu-­

presores en ratones inoculados con células del linfoma muri 

no L-5178-Y. 



MATERIAL Y METODOS 

.,:~~-. 
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MATERIAL Y METODOS. 

PLAN GENERAL. 

Se investigó la respuesta de hipersensibilidad celular 

al dinitrofluorobenceno (DNFB) de ratones de la cepa Balb-C 

con linfoma murino L-5178-Y y se comparó su respuesta con -

ratones normales de la misma cepa. Esta misma prueba se es 

tudió en ratones normales inoculados con: suero y líquido­

ascítico libre de células de ratones con linfoma y suero de 

ratones normales. Además también se ralizó esta prueba a -

ratones que se les hicieron transferencia celular pasiva. 

Con la finalidad de determinar en que momento de la -­

respuesta inmunol6gica actúa el líquido ascítico del linfo­

ma, deprimiendo la respuesta al DNFB, se realizaron experi­

mentos de transferencia con células de bazo de ratones tra­

tados o no con líquido ascítico del !informa libre de célu­

las con DNFB a ratones normales que solo recibieron dosis -

reveladoras de DNFB (FASE INDUCTORA) . Y transferencia de -

células de bazo de ratones sensibilisados con DNFB a rato-­

nes que fueron tratados o no con líquido ascítico del lin-­

fom;;. libre de células inmediatamente después de la transfe­

rencia (FASE EFECTORA) . 

Asi mismo se investigó el efecto que causa la inocula­

ción de líquido ascítico libre de células en la actividad -

inmunol6gica de células de bazo y macrófagos peritoneales -

de ratones normales, mediante experimentos de transferencia 

celular. 

También se investig6 la presencia de células con acti­

vidad inmunosupresora en el bazo de ratones con linfoma mu-
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rino al transferirse a ratones normales posteriormente sen­

sibilizados con DNFB. 

RATONES: Se utilizaton ratones machos Balb-C de tres­

meses de edad y de 23 a 25 grs. de peso, alojados en grupos 

de 10 (excepto en los experimentos de transferencia celular 

que fueron grupos de 4), en jaulas de polipropileno con ca­

ma de aserrín esterilizado, a los que se proporcionaron ali 

mento comercial para roedores (Purina, México) y agua puri­

ficada para consumo voluntario en habitaciones con tempera­

tura constante de 22° ± 2°C. 

· LINEA TUMORAL: La linea del linforrna rnurino L-5178-Y­

se originó en el laboratorio del Dr. LLOYD LAW en 1956 corno 

una linfoma tírnico expontaneo en un ratón de la cepa DBA/2. 

Desde entonces fue mantenido por trasplante seriado a rato­

nes singénicos por FISHER (30). El linforrna fue cedido a·­

nuestro departamento por la Universidad de Utah por corte-­

sía del Dr. STEVENS. Nosotros le hemos mantenido por trans 

plante semanal en ratones Balb-C, inoculados con 5 X 106 ci 

lulas del linforrna por vía i.p. lavadas 3 veces con solu--­

ción balanceada de HANKS. 

OBTENCION DE SUERO Y LIQUIDO ASCITICO: Del grupo de -

ratones inoculados con células del linforrna rnurino L-5178~Y 

se obtuvo mediante punción cardiaca 0.5 ml. de sangre de e~ 

da ratón y 2 ml. de líquido ascítico el octavo día después­

de ·la inoculación. El líquido ascítico se centrifugó a ---

8 000 G durante 35 minutos en tres ocasiones y utilizando s~ 

lo el sobrenadante; el suero fue obtenido después de la re­

tracción del cuagulo por centrifugación a 1 000 G durante 5 

minutos, de igual forma se obtuvo en los. grupos controles. 
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PRUEBA INMUNOLOGICA. 

PRUEBA DEL DINITROFLUOROBENCENO (DNFB) • Para estudiar 

la respuesta inmune celular en los ratones con linfoma muri 

no L-5178-Y, con líquido ascítico libre de células del lin­

foma, en ~atones normales y en ratones con transferencia ce 

lular, se utilizó la sensibilización al DINITROFLUOROBEN-7-­

CENO (DNFB) ( 31) . Para esto se rasuró· la piel del abdomen­

en un area de 2X2 cm. de .cada ratón. Luego se aplicaron 20 

microlitros de una solución al 0.5 por ciento (p/vl de DNFB 

disuelto en una mexcla de acetona y aceite de oliva en pro­

porción 4:1. A las 24 hrs. se repitió la apliación de una­

segunda dosis sensibilizante igual que la prinera. Al qui~ 

to día después de iniciar la sensibilización se aplicó en -

la piel de la cara externa de la oreja derecho de cada ra-­

tón la dosis de reveladora de 10 microlitros de DNFB al 0.2 

por ciento (p/vl en el solvente mencionado. Antes de apli­

car la dosis reveladora, y 24 hrs. despues de ella, se mi 

di6 el grosor de la oreja con un micrómetro de precisión 

aplicado a presión siempre constante regulada por su muelle. 

Las lecturas del grosor se obtuvieron en milésimas de pul-­

gadas (mp) inglesa. Se compararon los grosores de las ore­

jas de los grupos tratados con 5 X 10
6 

células de linforma, 

con líquido ascítico libre de células del linfoma, con 

transferencia celular, y a los testigos. Enseguida se sa-­

crificaron los ratones y se efectuaron cortes histológicos­

de las orejas para evaluar la intensidad de las reacciones­

de hipersensibilidad celular que ocurrieran. Los cortes de 

las orejas se hicieron inmediatamente después de la media-­

ción, y fueron fijadas en formol al 10%; luego se incluye-­

ron en parafina para los cortes histológicos que fueron te­

ñidos con técnica de Hematoxilina y Eosina • 

. A cada experimento, aparte de su grupo problema y su -
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grupo testigo, tuvieron un tercer grupo de testigos negati­

vos, a los que no se sensibilizaron al DNFB, solamente se -

les aplicó la dosis reveladora. Estos no aparecen en los -

cuadros, pues los resultados todos fueron siempre negativos. 
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EXPERIMENTOS DE TRANSFERENCIA CELULAR PASIVA 

A). DETERMINACION DE LA FASE DE LA RESPUESTA INHUNE EN LA­

QUE ACTUA SUPRIMIENDO LOS FACTORES SOLUBLES DEL LIQUI­

DO ASCITICO DE RATONES CON LINFOMA, LA RESPUESTA AL -­

DNFB. 

i). FASE INDUCTOPA: Se sensibilizaron con DNFB·gru-­

pos de 4 ratones tratados o no con líquido ascít~. 

co de ratones con linfoma (0.5 mi., por vía intr~ 

peritoneal (i.p.) un día antes y el primer día de 

la sensibilización, posteriormente al día quinto­

se obtuvieron sus bazos que f.ueron disociados en­

un homogenizador de vidrio (~YREX) con 5 ml. de -

solución balanceada de HANKS y resuspendidos a -­

una concentración de 70 X 10 6 cel./rnl.; se obser­

vó una viabilidad de las c~lulas de bazo mayor al 

90% por exclusión al AZUL TRIPANO. Dichas células 
6 fueron transferidas (70 X 10 por vía i.p.) a ra-

tones normales que se les aplicó inmediatamente -

después de 1·a dosis reveladora de DNFB. 

ii). FASE EFECTORA: Se sensibilizaron con DNFB grupos 

de 4 ratones y al quinto día de la sensibiliza--­

ción se obtuvieron sus bazos que fueron homogeni­

zados de la misma manera descrita anteriormente y 

transferidos (70 X 10 6 células por vía i.p.) a r~ 
tones normales que fueron inmediatamente tratados 

o no con líquido ascítico de ratón con linfoma -­

(o(.5 ml. por ·vía i.p. el 5~. y 6o. día del exper~ 

mento) y enseguida se les aplic6 la dosis revela­

dora. 
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B). EFECTO DE LOS FACTORES SOLUBLES DEL LIQUIDO ASCITICO­

DE RATONES CON LINFOMA MURINO, EN LA ACTIVIDAD INMUNO­

LOGICA DE CELULAS DE BAZO Y MACROFAGOS PERITONEALES DE 

RATONES NORMALES. 

Se sensibilizaron grupos de 4 ratones con DNFB, previ~ 

mente tratados o no con líquido ascítico de ratones -­

con linfoma (desde un día antes y con una dosis de 0.5 

ml. por vía i.p. c/24 hrs. hasta el So. día), y el --­

quinto día fueron sacrificados para obtener macrófagos 

peritoneales mediante lavado peritoneal con 3 ml. de -

solución balanceada de HANKS y resuspendidos a una con 

centración de 21.7 X 10 6/ml., y asimismo se obtuvie-­

ron los bazos que fueron homogenizados en 5 ml. de so­

lución balanceada ·de HANKS; y posteriormente incubados 

en cajas de patri de 10 cms. de diámetro (KIMAX) a 

37°C durante una hora para eliminar por adherencia al­

vidrio a los macrófagos esplénicos. Se observó una -­

viabilidad de las células no adherentes mayor del 90%­

por exclusión al AZUL TRIPANO, asi mismo se comprobó -­

que esta población estaba formada por linfocitos (ma-­

yor del 95% por tinción con WRIGHT) . 

Las suspensiones de linfocitos esplénicos y/o macrófa­

gos peritoneales se transfirieron a ratones normales -

. (21.7 X 10 6 macrófagos, 45 X 10 6 linfocitos a cada ra­

tón por vía i.p.) en las siguientes combinaciones y -­

posteriormente se les aplicó las siguientes combinacio 

nes y posteriormente se les aplicó la dosis reveladora 

al DNFB. 

GRUPO 1.- Se les administró linfocitos de ratones tes­

tigos con líquido ascítico sensibilizados con DNFB. 
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GRUPO 2.- Se les administró linfocitos de ratones tra­

tados con lfquido ascitico sensibilizados con DNFB. 

GRUPO 3.- Se les administró linfocitos y macrófagos -­

peritoneales de ratones testigos, sensibilizados ambos 

con DNFB. 

GRUPO 4.- Se les administró linfocitos y macrófagos -­

peritoneales de ratones tratados con liquido ascitico, 

sensibilizados al.DNFB. 

GRUPO 5.- Se les administró linfocitos de ratones tra 

tados con liquido ascitico y linfocitos de ratones tes 

tigos, ambos sensibilizados con DNFB. 

GRUPO 6.- Se les administró linfocitos de ratones tes­

tigos y macrófagos peritoneales de ratones tratados -­

con liquidas ascftico, sensibilizados, ambos con DNFB. 

GRUPO 7.- Se les administró linfocitos de ratones tra­

tados con liquido ascitico y macrófagos peritoneales -

de ratones testigos, sensibilizados ambos con DNFB. 

GRUPO 8.- Se les administró macrófagos peritoneales 

de ratones testigos y macrófagos peritoneales de rato­

nes tratados con lfquido ascítico, sensibilizados am-­

bos con DNFB. 

GRUPO 9.- Se les administó linfocitos y macrófagos pe­

ritoneales de ratones normales no sensibilizados con -

DNFB. 
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C). DEMOSTRACION DE CELULAS INMUNOSUPRESORAS EN EL BAZO DE 

RATONES CON LINFOMA MURINO. 

Para demostrar la presencia de células con actividad -

inmunosupresoras en el bazo de ratones inoculados con-

5 X 10 6 células, de linfoma murino, lavadas 3 veces 

con solución balanceada de HANKS; se obtuvo el bazo d­

€stos ratones {al octavo dfa de crecimiento del tumor) 

y de ratones normales para transferirlos a otros rato­

nes normales un dfa antes del inicio de la sensibiliza 
6 -

ción con DNFB. {50 X 10 células de bazo a cada ratón -

por vfa i.p.). 

ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS RESULTADOS. 

Los resultados obtenidos en los diferentes experimen-~ 

tos fueron analizados estadfsticarnente, mediante la -­

prueba "t" de Student. 



RESULTADOS 
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R E S U L T A D O S 

A). REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD CELULAR AL DNFB EN RATO­

NES CON LINFOMA MURINA L-5178-Y. 

En el grupo de ratones inoculados con 5 X 10
6 

células­

de linfoma murino L-5178-Y, se notó una falta de reac­

ción de hipersensibilidad al DNFB, mientras que el gr~ 

po testigo mostró un notable incremento en el espesor­

del pabellon auricular por la intensa inflamación que­

produjo la reacción de hipersensibilidad al DNFB (ver­

cuadro I) , la diferencia estadística en el incremento -

del grosor del pabellón auricular entre ambos grupos -

fue altamente significativa. Esto es corroborado por­

los cortes histologicos de las orejas. Se observa en -

los cortes de los ratones no tratados con células del­

linfoma, edema, vasodilatación, y un infiltrado abun-­

dante con liDfocitos, células plasmáticas e histioci-­

tos (fig. 1). En cambio, en los cortes de orejas de -

los ratones tratados con células del linfoma, se obs~r 

va una total anergia con ausencia del infiltrado infla 

materia (fig. 2). 

B) . REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD CELULAR AL DNFB EN RATO­

NES TRATADOS CON LIQUIDO ASCITICO (SOBRENADANTE) O SUE 

RO DE RATONES CON LINFOMA MURINO L-5178-Y. 

Los grupos de ratones tratados con líquido de ascitis­

o suero de ratones con linfoma, mostraron una reacción 

de hipersensibilidad deprimida al compararse a la inten 

sa respuesta inflamatoria observada en los grupos de .­

ratones tratados con suero normal o testigos (solamen­

te sensibilizados) cuyo incremento en el grosor del p~ 



16. 

bellon auricular fue significativamente mayor (difere~ 

cia altamente significativa) a la de los dos primeros­

grupos (ver cuadro II). El corte histológico de las -

orejas de los ratones tratados con liquido ascítico 1~ 

bre de células del linfoma muestra una reacción de in­

flamación muy leve con escaso infiltrado celular (fig. 

3.). Esto concuerda con los resultados de la prueba -

de hipersensibilidad al DNFB. 

C). REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD CELULAR AL DNFB EN RATO­

NES TRANSFF.RIDOS CON CELULAS DE BAZO DE RATONES TRATA­

TOS DURANTE LA FASE DE INDUCCION INMUNOLOGICA CON LI-­

QUIDO ASCITICO DE RATONES CON LINFO~~ MURINO Y SENSIBI 

LIZADOS CON DNFB. 

El grupo de ratones transferidos con las células de b~ 

zon de ratones tratados con liquido ascítico en la fa­

se de inducción inmunológica, mostraron una hiporres-­

puesta al DNFB similar a la de los testigos negativos­

(no sensibilizados) , en cambio en los testigos sensib~ 

lizados se observó un mayor incremento en el grosor -­

del pabellón auricular, significativamente diferente a 

los dos grupos anteriores (ver cuadro III) • 

D). REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD CELULAR AL DNFB EN RATO­

NES TRATADOS CON LIQUIDO ASCITICO DE RATONES CON LINFO 

MA DESPUES DE SER TRASNFERIDOS CON CELULAS DE BAZO DE­

RATONES PREVIAMENTE SENSIBILIZADOS CON DNFB (TRATAMIE~ 

TO EN h~ FASE EFECTORA) . 

No se observó diferencia significativa entre el grupo­

de ratones tratados con liquido ascítico de linfoma 

murino (en la fase efectora) y los ratones testigos 
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(transferidos con células de bazo de ratones sensibil! 

· zados) , pues ambos mostraron un incremen.to en el gro-­

sor del pabellón auricular similar a la dosis revelado 

ra de DNFB (ver cuadro IV) • 

E) • REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD CELULAR AL DNFB EN RATO­

NES TRANSFERIDOS CON LINFOCITOS DE BAZO Y/0 MACROFAGOS 

PERITONEALES DE RATONES SENSIBILIZADOS Y TRATADOS O NO 

CON LIQUIDO ASCITICO DE RATONES CON LINFOMA. 

El grupo de ratones transferidos con linfocitos o lin­

focitos y macr6fagos peritoneales de animales sensibi­

lizados (con DNFB) y tratados con líquido ascítico mo~ 

traron un incremento menor en el grosor del pabellón -

auricular al DNFB,· que los transferidos con linfocitos 

o linfocitos y macrófagos peritoneales de animales so­

lamente sensibilizados. Asi mismo se observó que al -

transferir macrófagos peritoneales de animales trata-­

dos con líquido ascítico y linfocitos de ratones sola­

mente sensibilizados, el incrmento en el grosor fue me 

nor que el observado en los animales transferidos sol~ 

mente con linfocitos de ratones solamente sensibiliza­

dos (testigos) • Este efecto no se observa en la combi 

nación de linfocitos de ambos grupos de animales (ver­

cuadro V). 

F) , REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD CELULAR AL DNFB EN RATO­

NES TRANSFERIDOS CON CELULAS DE BAZO DE RATONES CON -­

LINFOMA MURINO L-5178-Y (UN DIA ANTES DE LA SENSIBILI­

ZACION CON DNFB) • 
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El grupo de ratones transferidos con células de bazo -

de ratones con linfoma mostró una marcada hiporrespue~ 

ta al DNFB, mientras que en los ratones testigos ---~­

(transferidos con células de bazo de ratones normales, 

un dia antes de la sensibilización) se observó una in­

tensa reacción inflamatoria manifestada por el incre-­

mento del. grosor del pabellon auricular. 

:\ ·:.'::,·· 

.. 
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FIG. , 
-L., Corte histológico de la oreja de un ratón -""-

Balb-C en el que se efectuó la prueba de hipersensibilidad 

al dinitrofluorobenceno (DNFB) . Se observa edema, vasodi-

latación, asi como un abundante infiltrado inflamatorio e~. 

racterizado con linfocitos, células plasm~ticas e histio­

citos. Muestra que el edema solo aparece en la cara supe­

rior de la o~eja, donde se aplicó el DNFB. Hematoxilina y­

Eosina, amplificación original 160 diámetros. 
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FIG. 2. Corte histológico de la oreja de un ratón -~­

Balb-C inoculado con células de linfoma murino L-5178-Y, en 

el que se efectuó la prueba de hipersensibilidad al dinitr~ 

fluorobencenso (DNFB) • Se observa una anergia completa con 

marcada ausencia de infiltrado celular. Hematoxilina y Eo­

sina, amplificación original 160 dirumetros. 

···' .·; 
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FIG. 3. Corte histológico de la oreja de un ratón --­

Balb-C inoculado con líquido ascítico del linfoma murino -­

L-5178-Y (libre de células), en el que se efectuó la prueba 

de hipersensibilidad al dinitrofluorobenceno (DNFB). Se ob 

serva una reacción de inflamación muy leve, con escaso in-­

filtrado celular. Hematoxilina y Eosina, amplificación ori 

ginal 160 diámetros. 
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CUADRO I. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIZACION AL­

DINITROFLUOROBENCENO (DNFB) EN RATONES CON LINFQ 

MO MURINO L-5178-Y Y TESTIGOS, EVALUADA COMO IN­

CREMENTO DEL ESPESOR DEL PABELLON AURICULAR POR­

LA INFLAMACION QUE PRODUJO LA REACCION DE HIPER­

SENSIBILIDAD CELULAR. 

GRUPO NO.DE RATONES 

1 13 

2 13 

TRATAMIENTO 

Testigos 

Cels. Linfo­

ma L-5178-Y' 

INCREMENTO 

5.883 

0.160 

Los incrementos están expresados en milésimas de pulgada. 

Comparaci6n mediante prueba "t" de Student. 

1 vs 2 p < 0.0001 

5 X 10 6 células de linfoma murino L-5178-Y. 
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CUADRO II. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIZACION AL 

DINITROFLUOROBENCENO (DNFB) EN RATONES TRATADOS 

CON LIQUIDO ASCITICO DE LINFOMA MURINO (LIBRE -

DE CELULAS), CON SUERO DE RATON DE LINFOMA Y -­

TESTIGOS; EVALUADA COMO INCREMENTO DEL ESPESOR­

DEL PABELLON AURICULAR POR LA INFLAMACION QUE -

PRODUJO LA REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD CELU-­

LAR. 

Los incrementos están expresados en milésimas de pulgada. 

Comparación mediante prueba "t" de Student. 

1, 4 vs 2, 3 : p ~ - 0.001 

1 vs 4 p no significativa 

2 vs 3 p no sifnificativa 

' Dosis de O. 5 ml/vía i.p. 

1 ml = 38 mg de prot. 
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CUADRO III. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIZACION -

AL DINITROFLUOROBENCENO (DNFB) EN RATONES QUE­

RECIBIERON CELULAS DE BAZO DE RATONES TRATADOS 

O NO CON LIQUIDO ASCITICO DEL LINFOHA UN DIA -

ANTES Y EL PRIMER DIA DE LA SENSIBILIZACION. -

EVALUADA COMO INCREMENTO DEL ESPESOR DEL PABE­

LLON AURICULAR A LAS 24 HRS. FASE INDUCTORA. 

GRUPO NO.DE RATONES CEIS • TRANSFERI!lli.S JNCREMENTO 

1 4 Testigos sensibi-
lizados. 2.43 

2 4 Liq. ascítico sen-
sibil izados. 0.08 

3 4 Testi<JOS no sensi-

bilizados. 0.12 

Los incrementos están expresados en milésimas de pulgada. 

Comparación mediante la prueba "t" de Student. 

1 vs 2 y 3 : <: o. o 1 

2 vs 3 : p no significativa. 

Se transfirieron 70 X 10 6 células de bazo a cada ratón -

v!a i.p. 

' 0.5 ml de liq. ascítico, por via i.p. un día antes y el 

primer día de la sensibilización. 
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CUADRO IV. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIZACION AL 

DINITROFLUOROBENCENO (DNFB) EN RATONES TRATADOS 

O NO CON LIQUIDO ASCITICO DEL LINFOMA AL So. -­

DIA DF. LA SENSIBILIZACION AL DNFB, RECIBIENDO -

EL MISMO DIA CELULAS DE BAZO DE RATONES SENSIBI 

LIZADOS AL DNFB EVALUADA COMO INCREMENTO DEL ES 

PESOR DEL PABELLON AURICULAR A LAS 24 HRS. FASE­

EFECTORA. 

GRUPO NO.DE RATONES TRATAMIENTO INCRMENTO 

1 4 Liquido ascftico 2.31 

2 4 Testigos 1.98 

Los incrementos están expresados en milésimas de pulgada. 

Comparación mediante la prueba "t" de Student. 

1 vs 2 : p no significativa. 

Se transfirieron 70 X 10 6 células de bazo a cada ra~-.­
t6n, vía i.p. 

' Dosis 0.5 ml de liq. ascítico por vía i.p. 

(1 ml = 38 mgs de proteínas). 
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CUADRO V. RSULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIZACION AL -

DINITROFLUOROBENCENO (DNFB) EN RATONES TRANSFERI 

DOS CON LINFOCITOS Y/0 MACROFAGOS PERITONEALES -

DE RATONES TRATADOS CON LIQUIDO ASCITICO Y SENS! 

BILIZADOS PREVIAMENTE CON DNFD, Y SUS RESPECTI-­

VOS CONTROLES ; EVALUADA Cm-10 INCREHENTO DEL ESPE­

SOR DEL PABELLON AURICULAR POR LA INFULMACION -­

QUE PRODUJO LA REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD CE­

LULAR. 

GRUPO NO.DE RATONES CELS. TRANSFERIDAS INCREMENTO 

1 4 L.T. .95 

2 4 L.L. .22 

3 4 L.T./M.T. 1.25 

4 4 L.L./M.L. .45 

5 4 L.T./L.L. • 8 

6 4 L.T./H.L. .502 

7 4 L.T./M.T. .67 

8 4 M.T./M.L. .021 

9 4 L.yM. no sensib. .013 

Los incrementos están expresados en milésimas de pulgadas. 

Se transfirieron 21.7 millones de macrófagos peritoneales­

y 45 millones de linfocitos es~lénicos libres de células -­

adherentes. 

CLAVES: L.T.- Linfocitos de ratones testigos sensib. con -

DNFB. 
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L.L. Linfocitos de ratones tratados con liq. ascítico y sen 
sibilizados con DNFB. 

M.T. Macrófagos peritoneales de ratones testigos sensibili­
zados con DNFB. 

M.L. Macr6fagos peritoneales de ratones tratados con liq. -
asc!tico, sensibilizados con DNFB. 

L. Linfocitos no sensibilizados con DNFB. 

M. Macr6fagos peritoneales no sensibilizados con DNFB. 

l 
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CUADRO VI. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIZACION AL 

DINITROFLUOROBENCENO (DNFB) EN RATONES QUE REC! 

BIERON CELULAS ESPLENICAS DE RATONES CON LINFO­

MA O DE TESTIGOS, UN DIA ANTES DE LA SENSIBILI­

ZACION. EVALUADA COMO INCREHENTO DE ESPESOR -­

DEL PABELLON AURICULAR A LAS 24 HRS. 

GRUPO NO.DE RATONES CELS • TRAI.~SFERIDAS INCREI-iENTO 

1 5 Ratones-Linfoma 0.45 

2 5 Ratones-Testigos 4.08 

Los incrementos están expresados en milésimas de pulgada. 

Comaparaci6n mediante la prueba "t" de Student. 

1 vs 2 : p < o. 001 

Se transfirieron 50 millones de células de bazo a cada 

ratón. 

' 5 X 106 células de linfoma murino L-5178-Y inocula-­

das por via i.p. 
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D I S C U S I O N 

Los ratones Balb-C inoculados con células del linfoma­

murino L-5178-Y, fueron un excelente modelo experimental -­

para el estudio de la inmunosupresión celular y de los fac­

tores que participan en ella. Asi mismo los resultados con 

firmaron que el DNFB fue un agente sensibilizante eficaz -­

para los ratones Balb-C. La reacción inflamatoria fue fa-­

cilmente apreciable macroscópicamente por el enrojecimiento 

y el aumento de volumen de las orejas. Se confirmó, según­

los resultados publicados, que el incremento microm§trico -

en el grosor de las orejas se correlacionó con la intensi-­

dad de la reacci6n inmunitaria celular que se observó en 

los estudios histológicos. En las orejas con reacciones p~ 

sitivas de sensibilización al DNFB se observó el infiltra-­

do linfocftico e histiocítico típico de las reacciones inmu 

nitarias de hipersensibilidad celular. 

La anergia observada en los ratones con linfoma rnurino 

L-5178-Y al DNFB, confirmó los resultados reportados en --­

otros modelos de animales con tumor y en pacientes con can­

cer (20, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 32, 33, 34, 35, 36, 37, --

38) . En este trabajo demostramos la presencia de factores­

solubles con actividad inrnunosupresora en el suero y líqui­

do ascftico (sobrenadante) de ratones con linfoma, y que -­

al transferirse pasivamente a ratones normales suprimieron­

significativamente la reacción de hipersensibilidad celular 

al DNFB. Los factores solubles inmunosupresores del líqui­

do ascftico solo deprimieron la reacción de hipersensibili­

dad al DNFB cuando se administraron en la fase de inducción 

inmunológica (antes y durante la sensibilización) y no en -

la fase efectora cuando ya fueron sensibilizados los rato~­

nes con DNFB. 
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Los resultados observados en los experimentos de tran! 

ferencia celular de linfociots y/o macrófagos de animales -

tratados o no con el líquido ascítico de ratones con linfo­

ma, indican el probable efecto inmunosupresor de macrófagos 

peritoneales de los ratones tratados con líquido ascítico -

sobre los linfocitos de ratones no tratados, este efecto no­

lo mostraron los macrófagos peritoneales de animales testi­

gos. Asi mismo se observó que los linfocitos de bazo (li-­

bres de células adherentes) de ratones tratados transfirie~ 

ron una pobre respuesta al DNFB, pero al combinarse con los 

ratones no tratados no suprimieron la respuesta de éstos. -

Por otro lado, en otro experimento demostramos la presencia 

de células con actividad inmunosupresora en el bazo de rato 

nes con linfoma (8o. día del creciento tumoral) al inhibir­

la respuesta al DNFB de animales normales sensibilizados -­

con este agente. En nuestor laboratorio estamos investiga~ 

do mediante el uso de anticuerpos específicos la estirpe -­

celular de estas células supresoras en el bazo de ratones -

con linfoma y las que se generan con el tratamiento del lí­

quido ascítico del linfoma libre de células. En la litera­

tura se ha reportado en algunos modelos de animales con tu­

mor a los linfocitos T supresores (14, 15, 17, 18, 26, 39,-

40) como los responsables de la inmunosupresión celular, y 

más recientemente se han encontrado en otros modelos a los­

macr6fagos como los responsables de dicha actividad (6, 7,-

8, 10, 41, 42). En este momento no sabemos el mecanismo -­

que determina la inmunosupresión en los ratones con linfoma 

pero estamos investigando la anturaleza de los factores so­

lubles inmunosupresores del líquido ascítico, mediante cro­

matografía de filtración (SEPHAD.EX) para determinar su peso 

molecular y otras características físico-qu!mi7as¡ y poste­

riormente investigar si son producidos por las células tumo 

rales o por las células del sistema inmune. 
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La completa anergia que presentan los ratones con lin~ 

foma murino L-5178-Y, es por lo menos parcialmente debida~ 

al efecto de los factores solubles inmunosupresores que se­

detectaron en el suero y líquido ascítico de estos ratones, 

y a la presencia de células inmunosupresoreas detectadas en 

sus bazos. 

Es probable que algunos antígenos tumorales (los fact2 

res solubles?) activen a células supresoras del sistema in-

mune • 

1 • 
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Exp~d!ente ..••••••••.•••• 

UXIYER.SIDAD DE GUADALAJARA 388/85 
Ntlmero •.......••...•..•.. 

Faeultad ele Cien~ias 

Sr. Arturo Orozco Barocio 
P r e s e n t e . -

Manifiesto a usted que con esta fecha ha sido-­

aprobado el tema de tesis "Demostraci6n de Fracciones solu 
bies con actividad inmunodepresora de la respuesta Inmune C~ 
lular en ratones inoculados con Linfoma Murino L-5178-Y" pa_ 

ra obtener la Licenciatura en Biología con Orientaci6n en --. . 

Biomédica. 

Al mismo tiempo informa a usted que ha sido aceE 
tado como Director de dicha Tesis el Dr. Adrian Daneri Nava 
rro. 

A T E N T A M E N T E 
"PIENSA Y TRABAJA" 

Guadalajara, Jal., Julio lo. de 1985. 
El Director 

0_ ~2_ ...,....4,.___ 
Ing. Edmundo ~nce Adame. 

Patricio Castillo Paredes. 

c.c.p. El Dr. Adrian Daneri Navarro, Director de Tesis.-Pte. 
c.c.p. El expediente del alumno. 

'mjsd. 

BOULEVARD A TLAQUEPAQUE Y CORREGIDORA, S. R., 
GPADALAJARA., JAL. 

TE:í,EJfONOS 17..¡¡¡¡·29 Y 1748-17 



Guadalajara, Jal. a 26 de Noviembre de 1985. 

ING. EDMUNDO PONCE ADAME. 

DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS 

DE LA UNIVE!~SIDAD DE GUADALAJARA. 

P R E S E N T E • 

Por medio de la presente doy mi aprovación para 

que la tesis titulada "DEMOSTRACION DE FRACCIONES SCLUBLES 

CON ACTIVIDAD INHUNOSUPRESORA DE LA RESPUSS'!'A INHUl'·:E CEI.ULAR-

.!!N RATONES INOCULADOS CON CELULAS DEL LINFOMA MURHO L-5178-Y': 

presentada por el pasante ARTURO OROZCO BhROCIO, sea impresa 

y presentada a examen; pues después de haberla revisado la 

concidero apta para ello. 

No teniendo otro asunto que tratar me despido de -

ustedr quedando a su atenta dispocisión. 

ATENTAl1ENTE. 

Dr. A$ái NAVARRO. 

DIRECTOR Y ASESOR DE LA TESIS. 


