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INTRODUCCION.

La liberacidén de factores inmunomoduladores como interleuci--

nasl, anticuerpos2 y prostaglandina E3’4 por las -células del

huésped portador de un tumor; asi como los mecanié;os de eva-
s5ién de la respuesta inmune por parte de las células tumora--
less, han sido ampliamente estudiados para comprender la rela
cién huésped-tumor. Sin embargo, la liberacién de factores mo
duladores de la respuesta inmune por células tumorales, ha si
do poco estudiadas. En el caso del linfoma L5178Y, no existen
antecedentes al respecto. Por lo. que este trabajo tuvo per ob
jeto estudiar la liberacidn de factores con accién inmunomodu
ladora, tanto in vitro como in vivo por las células del linfo
ma L5178Y. Para ello se utilizaron sobrenadantes de cultivo -
‘de linfoblastos L5178Y, sueroc y ligquido de ascitis de ratones
portadores del linfoma. Estas sustancias fueron inyectadas in
traperitonealmente en ratones sanos, a los que postgriormente

se les valord su respuesta inmune celular y humoral.




ANTECEDENTES.

El cancer es una enfermedad conocida desde tiempos antiguos,~
sin embargo, no se ha encontrado un tratamiento capaz de erra
dicarla, a pesar de los grandes adelantos cientificos y tecno

lggicOs logrados en la medicina de hoy en dia7.

Para su estudio el céncer se divide en dos amplias categorias:
carcinomas y sarcomas. Los carcinomas son de origen ecto o en
dodérmico y los sarcomas son derivados del mesodermo. Entre -
los sarcomas se inéluyen los linfomas y las leucemias que han

sido motivo de maltiples investigaciones sobre sistemas tumo-

: 8
rales experimentales .

Todos los tipos de cédncer presentan tres caracteristicas: hi-
perélasia, anaplasia e invasividadg'lo. La hiperplasia es una
proliferacién anormal de células por la cual se alteran los -
patrones normales de la arquitectura de los tejidos. La ana--
plasia se refiere a anormalidadeé estructurales y funcionales
de 15 célula, gue la asemeja con células embrionarias. Los tu
mores malignos tienen capacidad invasora de tejidos vecinos o
distantes del tejido de origen, a esto se le denomina metasta
sisll'lz.

En sistemas in vitro se han determinado caracteristicas del -
estado neoplésico como pérdida de la dependencia_ae adhesivi-~
ad13

d , qQue es la capacidad de algunas células tumorales para



crecer y formar colonias cuando se encuentran en suspensién -

en un medio semisélido como agar blando; pérdida de la inhibi
< 2 14 : .

cidén por contacto™ ', propiedad por la cual las células norma-

les cultivadas in vitro dejan de multiplicarse al formar una

sola capa de células confluentes. En cambio las células tumo-

rales pierden tales represiones y pueden crecer en miltiples

. 15
capas, una encima de la otra ~.

Por otra parte existen éontroversias acerca de gué parte de -
la célula es el primer blanco del evento oncogénico, pero se
ha establecido gue el genoma estd alterado, ya gue el estado
transformado persiste através de miltiples divisiones celula-

8
res .

Acerca de la transformacién maligna se han propuesto varias -
teorias, entre ellas: infeccidn celular por virus oncogéni-
bcosls, mutacién de genes gue controlan el desarrollo celular
y alteracién de los mecanismos de control del crecimiento ce-

lular13’17'18.

Sin embargo el principal obstaculo para el tra
tamiento del céncer sigue siendo el desconocimiento de su -

etiologia, ya que es miltiple y no precisalg.

En 1900 Paul Ehrlich propuso gue los organismos tienen la ca-
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pacidad de reconocer y destruir a las células cancerosas
Sin embargo el hecho que marcé el inicio de la moderna inmuno
logia del cancer fueron los experimentos de Prhen y Main en

1957 en los gque demostraron la existencia de una respuesta




inmune especifica del huésped contra las células tumorales en
un modelo de ratones singénicos con sarcoma inducido con me-

til—colantrenozo.

En la actualidad se conocen dos mecanismos naturales de pro
teccidn contra las células tumorales: los sistemas especifi--
cos y los inespecificos. Los primeros se consideran eficaces

contra los tumores inmunogénicos, mientras que los inespecifi

. - , . 21,22
cos lo son para éstos y para los menos inmunogénicos .

Entre los mecanismos especificos principalmente estd la ac-

cién de los linfocitos T que incluyen subpoblaciones coopera

doras, citotdxicas y supresoras, la funcién de las primeras -
es secretar linfocinas que activan a los linfocitos citotdxi-
cos, macréfagos, células NK y linfocitos B. Los linfocitos ci
totbéxicos se encargan de lesionar la membrana de las células

cancerosas. En cambio los linfocitos supresores regulan o in-
hiben la accién de los linfocitos cooperadores y citotéxi--
c0523. Los linfocitos B secretan anticuerpos (Ac) que median-
te la activacidén del sistema del complemento o por citotdxici
dad celular mediada por complemento y Ac lisan las células'mg
-1ignaSZ4. Un fendmeno asociado con los mecanismos de defensg

especificos, lo constituye la inmunidad concomitante antitumo
ral en la cual el huésped con un tumor progresivo puede espe-
cificamente suprimir el crecimiento de células del mismo tu--

mor implantadas en sitios distantes5.




Los mecanismos de defensa inespecificos estidn mediados por -
células NK, linfocitos activados por linfocinas, macréfagos vy

polimorfonucleares neutréfiloszq—ZG.

Por otra parte en base a la expresién de antigenos {Ags) tumo
rales de superficie se establecid el principio fundamental de
la inmunologia del cancer, que permitidé la diferenciacién de

las células malignas de las normale527. No obstante la presen

cia de Ags tumorales en la superficie de las células malignas,

no se comprendia porqué los tumores inmunogénicos crecen pro-

. . . 2,5 ; s
gresivamente en huéspedes inmunocompetentes”’'~. Los intentos

para explicar este fendbémeno han dado origen a numerosos traba
jos cuyos resultados sugieren diversas alternativas que utili
zan las células malignas para evadir la respuesta inmune. Por
ejemplo, el crecimiento continuo de los tumores incrementa la
heterogeneidad del fenotipo antigénico de sus célulaszs. En
este periodo existe un proceso de seleccidén de células: las -
que expresan Ags débiles, las no inmunogénicas y las que pre-
sentan alteraciones en el complejo mayor de histocompatibili-
dad clase I (CMH I), como pérdida de Ags CMH I, activacién de
ciertas moléculas antigénicas que no se expresan normalmente
0 si lo hacen es en estadios tempranos de diferenciacién.
Ademds puede haber generacidén de diferentes Ags CMH I por mu-
tacidén, recombinacién o inactivacién del material genético, -

lo cual propicia el desarrollo de metéstasiszg.




Asimismo, las células tumorales son capaces de ocultar o modi -
ficar sus Ags de superficie para evitar ser reconocidas por -
los Ac especificos contra ellas por un proceso llamado modula
.. . . . 5,6 . .
cidén antigénica . De igual forma los tumores inducen la ge
neracibén de factores solubles y complejos inmunes que bloque-
an especificamente los receptores de los linfocitos citotdxi-
cos, aungque su naturaleza y procedencia no se han determina-

. .. 6,30
do con precisidn .

Ademas los tumores favorecen la-produc
cidén de prostaglandinas, esteroides y la pérdida de la inmuni
dad concomitante como resultado de la activacién de células T
supresorass's. La produccidén de prostaglandinas por los ma--
créfagos facilita el crecimiento de un tumor, ya que éstas -
inhiben la produccién de IL-2, regulan la expresién de los -
Ags CMH II, inhiben la actividad de las células NK y aparente
mente son las responsables de la reactivacidén de un tumor en

estadio latente como se ha observado en el linfoma L5178€8'3%

Otro mecanismo de evasidn de la respuesta inmune se presenta
en la produccidén de Ac de facilitacidén que al unirse a su Ag
bloguean la interaccidén de los linfocitos T citotdéxicos con -

las células tumorales32.

Por otra parte el huésped no contiene el desarrollo tumoral,
debido a la presencia de factores supresores que inhiben los
mecanismos normales de proteccidén. Estos factores son produ--

cidos o inducidos por las propias células tumorales y/o facto




res séricos o celulares del huésped33.

Los tratamientos actuales contra el cancer comprenden quimio-

terapia, radioterapia, cirugia e inmunoterapial3. A partir -

de ‘1950 se ha logrado un considerable progreso en el trata—41

miento de las neoplasias humanas por el uso de quimioterdpi-

cos, pues ha sido posible obtener la regresién completa de de
terminados tipos de tumores de cinco o mas afios de estableci-
dos, como es el caso de los linfohas, particularmente el de -
Hodgkin, ciertos tipos de carcinomas, tumor de Wilms y varios
.34
S .

ma

No obstante, los tratamientos convencionales anti-tumorales -
no han sido del todo favorables pues existen grandes inconve-
nientes que limitan su eficiencia, como la insuficiente selec
tividad de los quimioterépicos que ocasionan toxicidad a los

tejidos normalesz.

El conocimiento de que las células malignas tienen Ags que -~

faltan en las normales condujo desde 1880 al uso de inmunote-~

rapia pasiva con suero y activa con vacunas de tumor autélo-
20

go” .

Considerando que los Ags asociados a tumores pueden inducir -

una respuesta especifica del huésped, se ha utilizado este po

tencial en el desarrollo de diferntes esquemas de inmunotera-

pia gue activen los mecanismos inmunolégicos del huésped espe




cificamente contra el tumor, sin que este fendmeno cause dafio

a los tejidos sanosz.

Un tumor experimental que ha permitido estudiar ampliamente -
la relacidn huésped-tumor lo constituye el linfoma L5178Y. Es
te linfoma se ha empleado en diferentes trabajos de inmunote-

. ) . ., 28,35-37
rapla e lnmunosupresion -

Dicho linfoma se origind es
pontineamente como una leucemia de origen timico de un ratén

de la cepa DBA/2 en el laboratorio del Dr. Lloyd Law en 1956

y posteriormehte Fisher lo establecidé como cultivo in vitro3?
Las células neoplasicas fueron inoculadas con éxito en la ca-
vidad peritoneal de animales singénicos. Desde entonces se ha
conservado por pasoé sucesivos como un tumor intraperitoneal

que crece en forma de suspensidn celular en el ligquido de -
ascitis que provoca. El tumor fue donado a México por la Uni-
versidad de Utah E.U.A. por cortesia del Dr. Stevens. Este tu
mor se logrd implantar en ratones de la cepa Balb/C y se ha -
mantenido en la Unidad de Investigaciones Biomédicas de Occi-
dente del IMSS, por transplante semanal en ratones singénicos
Balb/C, inoculando con 30 millones de células por Yia intrape

ritonea13>"37,




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

No obstante los avances cientificos y tecnoldgicos que se han
logrado en la medicina, no se ha encontrado un tratamiento -
éptimo contra el céncer. Uno de los mecanismos mas controver
tidos en este campo, lo constituye la relacién huésped-tumor,
por lo gue se considerd$ de interés estudiar la interaccién -
del huésped con sustancias liberadas por células tumorales, -

en particular por los linfoblastos del linfoma L5178Y.




HIPOTESIS.

Los linfoblastos del linfoma L5178Y liberan en cultivos & in
vitro sustancias con capacidad inmunomoduladora de la respues

ta inmune de ratones normales.




i@ .
OBJETIVO. . L

Ei presente estudio tuvo por objeto determinar si los linfo-
blastos L5178Y liberaban factores inmunomoduladores en culti
vo in vitro que influyeran en la respuesta inmune celular

y/o humoral de animales sanos después de ser tratados con so

brenadantes de cultivos de linfoblastos L5178Y.
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MATERIAL Y METODOS.

Se emplearon 150 ratones machos de la cepa Balb/C de 23 a 25g
de peso y de 8 a 12 semanas de edad, alojados en jaulas de po
licarbonato, alimentados con purina para roedores y agua puri
ficada para consumo voluntario, convciclos de luz de 12 hrs,

humedad y temperatura ambiente controlada a 22 + 29C.

LINFOMA MURINO L5178Y.

Durante el desarrollo de este trabajo el linfoma se mantuvo -
en ratones sanos, por transplantes peridédicos de linfoblastos
L5178Y por inoculacidn intraperitoneal (i.p.) de 3 X 107 lin-
foblastos resuspendidos en 0.2 ml de solucidn salina fisioléd-
gica (NaCl) 0.87% estéril. Estos transplantes se hicieron en

dos ratones sanos cada 10 dias.

LINFOBLASTOS L5178Y.

Las células del linfoma se obtuvieron de ratones con linfoma
de 10 dias de evolucidén. Se separaron del liquido de ascitis
por centrifugacién a 600 G/20 minutos y se lavaron dos veces

con 3 ml de solucién salina balanceada de Hanks (SSBH).

CULTIVO DE LINFOBLASTOS L5178Y.

Los linfoblastos L5178Y se cultivaron de acuerdo con el méto-
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do de Nowe1139, en tubos de vidrio de 16 X 150 mm (PYREX) con
tapén de silicéh, que contenian 3 ml de medio de cultivo mini
mo esencial (MEM) adicionado de 10% de suero de ternera fetal,
50 UI de penicilina y 50 ug de estreptomicina. Se agregaron -
en cada tubo 3 X 107 linfoblastos. Se incubaroﬁ a 379C por -
24 hrs en atmésfera de 5% de co,- 'En cada ocasién se hicie--

ron dos series de 10 cultivos cada una. A una serie se le -

agregaron 0.2 ml de fitohemaglutinina-M (PHA) y a la otra no.

LIBERACION DE FACTORES INMUNOMODULADORES.

Para probar si los linfoblastos L5178Y estimulados con PHA o
sin ella producian factores inmunomoduladores, se tomd el so-
brenadante de los cultivos de 24 hrs, se dializd contra bu---
ffer salina fosfatos pH 7.0 y posteriormente se inocularon -
0.6 ml de sobrenadante durante cinco dias consecutivos por -
via i.p. a'dos grupos de 10 ratones sanos. A los ratones tra
‘tados con el sobrenadante de los cultivos de linfoblastos es-
timulados (Grupo 1) o no (Grupo 2) con PHA, se ies valord 1la
respuesta inmune celular por la prueb$ de hipersensibilidad -
retardada a dinitro fluoro benceno (DNFB) y la humoral por la
prueba de células formadoras de placas de hemdlisis (CFPH).
Este procedimiento se realizd igualmente en un grupo de 10 ra
tones (Grupo 3) que recibieron durante 5 dias consecutivos -

0.6 ml de MEM dializado, en lugar de sobrenadante de cultivo

de linfoblastos.
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Coﬁo complemento de este estudié se‘cdnsiderévde importancia

determinar la existencia de factores inmunomoduladores en los
liquidos corporales de los animales portadores del linfoma -
L5178Y. Para ello se adicionaron dos grupos de 10 ratones ca
da uno, los cuales fueron traéados con liguido ascitico (Gru-
po 4) o suero (Grupo 5) de ratones con linfoma L5178Y; Para

ello se utilizaron ratones con-10 dias de evolucién del linfo
ma L5178Y. Se les extrajo ligquido ascitico de 1la caviaad abdo
minal y sangre por puncidén cardiaca. Las células suspendidas
en el liguido ascitico se eliminaron por centrifugacién a -
8000 G/35 minutos. Se descartd el paquete celular y se utili
26 el liguido sobrenadante. El suero se obtuvo por retrac---

cidén del codgulo y por centrifugacién a 1000 G/5 minutos.

Cada grupo de ratones se inyectd i.p. con dos dosis de 0.5 ml
de liquido ascitico o suero. Como testigos se utilizaron dos
grupos de 10 ratones cada uno {Grupos 6 y 7) a los que se les
inyectaron i.p. 0.5 ml de NaCl 0.87% estéril o suero de ratén
normal respectivamente. A estos grupos de ratones se les hi--
cieron también pfuebas de hipersensibilidad retardada a DNFB

y CFPH.

Dos grupos més de 10 ratones cada uno se trataron con sobrena
dante de cultivo de linfoblastos de 24 hrs, estimulados o no
con PHA (Grupos 8 y 9 respectivamente). Después de este trata

miento se les aplicaron 3 X 107 linfoblastos viables, para -
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conocer el efecto especifico‘que pﬁdierah haber generado en -
los ratones los factores liberados en los sobrenadantes de -
los cultivos. Para la valoracidn de este estudio se tomd en -
cuenta el tiémpo de evolucidén del tumor y-la sobreQida de los
animales. Este procedimiento se realizd también en otro grupo

de ratones inoculados con MEM (Grupo 10).

PRUEBA DE DNFB.

Para valorar la respuesta inmune celular se utilizé la sensi-
bilizacidén a DNFB40. Este método consistidé en rasurar el pe
lo del abdomen de los ratones en un area de 2 X 2 cm, en don-
de se aplicaron 20 jl de una solucidn al 0.5% (v/v) dé DNFB -
disuelto en una mezcla de acetona y aceite de oliva en propor
cién 4:1. A las 24 hrs se repitié la aplicacién de una segun
da dosis sensibilizante igual que la primera. Al gquinto dia -
después de iniciar la sensibilizacién, se aplicd en la cara =-

externa de la oreja derecha de cada ratdén la dosis reveladora

de 10 pl de DNFB al 0.2% (v/v) en el mismo solvente.

Antes de aplicar la dosis sensibilizante, se midié el grosor

de la oreja derecha de cada ratén (medicién basal), a las -
48 hrs después de aplicar la dosis reveladora se midid nueva-
mente el grosor de la misma oreja con un micrémetro de preci-
sién a presidén constante regulada por su muelle. Las lectu--

ras del grosor se obtuvieron en centésimas de milimetro -
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(0.01 mm), y se realizaron en cinco o;asiones cada Qez para -
mayor precisién de la medicidén y la medida consignada fue el
promedio de ellas en cada ratdn.

'Los resultados se analizaron estadisticamente por la prueba -

"t" de Student. N

CELULAS FORMADORAS DE PLACAS DE HEMOLISIS (CFPH).

Las células formadoras de placas se determinaron de acuerdo.-
. . 41 . .

con el método de Cunningham ~. Los ratones se inmunizaron -

con 0.5 ml de eritrocitos de carnero (EC) al 10% por via i.p.

Cinco dias después los animales fueron descerebrados para ob-

tener y homogeneizar sus bazos. Las células se resuspendie--

ron a una concentracién del 5% en SSBH (v/v). Las camaras se

realizaron por duplicado para cada animal.

Las cémaras que se utilizaron para esta prueba constaban de -
dos portaobjetos previamente desengrasados que se colocaron -
uno sobre otro, unidos por tres tiras de cinta scotch de do--
ble pegamento colocadas entre ambos portaobjetos, en cada ex-
tremo 'y en el-centro de ellos. Se dejdé un desnivel de 1 mm -
en sus bordes superior e inferior. Las tiras de pegamento me-
dian 26 X 6.5 mm c/u dejando un espacio entre ambos portaobje
tos que constituyd la camara que a su vez se dividié en dos -
compartimentos, los cuales se llenaron con la preparacidén ce-

lular.




Preparécién Celular.

En un tubo de ensaye (12 X 75 mm) se colocaron 200 pl de la -
suspensidén de células esplénicas al 5%, a la cual se le agre-
garén 120 pl de ssBH, 20 yl de suero de cobayo como fuente de
complemento y 20 pl de EC-al 20%. Con esta mezcla se llena--
ron }os dos compartimentos dé cada camara (100 yl en c/u) con
una jeringa provista de aguja 25 X 16. Los bordes superiores’
e inferiores de las cémaras se sellaron con una mezcla de va-
selina-parafina al 50% fundida a 459C. Las camaras se coloca
ron en cadmara hUmeda y se incubaron a 372C durante 1 hr. Al

concluir este tiempo se contaron las placas de hemdlisis en -
cada camara y sé obtuvo el promedio correspondiente para cada
ratén. Los resultados se expresaron cComo células‘formadoras

de placas de hemélisis por bazo (CFPH/bazo), para lo cual se

empledé la siguiente fdérmula:

CFPH/bazo = No. de CFPH X camara X factor de conversién.

Factor de conversién = 1/0.2 X 20 X 5 = 500
1 = valor para referir las CFPH/ml.

0.2 = valor aplicado en cada céamara.

20 = valor de la dilucién final del bazo.

5 = volumen inicial de la suspensidn del bazo.

CFPH/bazo = No. de CFPH X <céamara X 500
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Los resultados se analizaron estadisticamente por’ la prueba -
“t* de Student. Para ello se compararon los resultados de -~
los diferentes grupos con sus testigos correspondientes y se

determind que el grado de significancia de las diferiencias -

fuera de p 0.05 como minimo.
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RESULTADOS.

INMUNIDAD CELULAR.

En la Tabla-l seimuestran los resultados de la prueba de hi;—
persensibilidad retardada'a DNFB. Los ratones tratados con -
sobrenadante devcultivo de linfoblastos L5178Y estimulados [}
no con PHA (érupos 1l y 2), no mostraron diferiencia estadisti
ca entre ellos, ni con los ratones trataaoé'con meaio de cul-
tivo (Grupo 3) en lo referente a la respuesta inmune celular

a DNFB.

Igualmente se observa que los ratones tratados con liquido -
ascitico (Grupo 4) tuvieron una respuesta a DNFB estadistica-
‘mente mas elevada (p 0.001) con resbecto al Grupo 5 tratado

con NaCl.

Asimismo, el grupo tratado con suero de ratones con linfoma -
L5178Y se comportdé de igual forma que los ratones tratados -
con suero normal {(Grupo 7). Ya gue su respuesta a DNFB no -

mostrd diferiencia estadistica significativa.

INMUNIDAD HUMORAL.

La Tabla .2 muestra los resultados de la prueba de CFPH. En -
relacidén con esta prueba se observd que tanto los grupos tra-

tados con sobfenadante dévcultivo estimulado o no- con PHA -




TABLA No. 1

HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA A DNFB EN RATONES TRATADOS CON SOBRENADANTE DE CULTI

VO DE LINFOBLASTOS L5178Y, ESTIMULADOS O NO CON PHA (GRUPOS 1 Y 2), CON LIQUIDO
DE ASCITIS (GRUPO 4) O CON SUERO DE RATONES CON-LINFOMA L5178Y (GRUPO 6) Y Sus

RESPECTIVOS TESTIGOS (GRUPOS 3,5,7).

o MEDICIONES*
GRUPO N TRATAMIENTO BASAL 48 HRS nge "pr
20 SOBRENADANTE PHA 23 + 40 + . lvs2 ns
20 SOBRENADANTE SIN PHA 23 + 3 40 + 2vs3 ns
20 MEDIO DE CULTIVO 22 + 1.0 40 + 3.0 lvs3 ns
_ 4 10 LIQUIDO ASCITICO 21 + 40 + 4vs5 0.001
LT 5 10 SOLUCION  SALINA 21 + 0.5 35 + 0.
10 SUERO RATON CON LINFOMA 27 + 37 + 0.8 6vs?7 ns
+ 0. 36 + 0.

10 SUERO RATON SANO 21

*Los resultados se expresan como el promedio + desviacidn estandar de las medicio
, . " "nes del grosor de una oreja de los ratones antes de sensibilizarlos con DNFB (ba-
sal) y 48 hrs después de la prueba reveladora de la seasibilizacién.

ns = no significativo.




TABLA No. 2

CFPH EN RATONES TRATADOS CON SOBRENADANTE DE CULTIVOS DE LIN
FOBLASTOS L5178Y, ESTIMULADOS O NO CON PHA { GRUPOS 1 Y 2 ),
CON LIQUIDO DE ASCITIS (GRUPO 4) O CON SUERO DE RATONES CON

LINFOMA L5178Y (GRUPO 6) Y SUS RESPECTIVOS TESTIGOS ( GRUPOS

3,5,7 ).
GRUPO N TRATAMIENTO *CFPH/BAZO e "p" :i
1 20 SOBRENADANTE PHA 71,500 + 47,500 1lvs2 ns '

2 20 SOBRENADANTE SIN PHA 69,500 + 42,600 2vs3 ns -
3 20 MEDIO DE CULTIVO 70,500 + 49,000 1lvs3 ns
4 10 LIQUIDO ASCITICO 95,500 + 22,500 4vs5 0.005
5 10 SOLUCION SALINA 72,000 + 9,500
6 10 SUERO RATON CON 88,000 + 30,500 6vs? ns
LINFOMA
7 10 SUERO RATON SANO 74,000 + 12,300

*Los resultados se expresan como el promedio + desviacién es-

tandar.

ns = no significativo.
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(Gfupos 1y 2) como el Grupo 6 tratado-con suero de ratén, no
tuvieron difériencia estadistica significativa en el nﬁmefo -
de CFPH al compararse con sus respectivos testigos (Grupos 3

yA7)., En cambio el Grupo 4 de ratones tratados con liquido -
ascitico tuvieron una mayor cantidad de CFPH que el Grupo 5 -
tratado con NaCl. Esta diferiencia fue estadisticamente signi

ficativa con una p 0.005.

SOBREVIDA DE RATONES TRATADOS CON SOBRENADANTE DE CULTIVO.

Lo; Grupos 8 y 9 de ratones tratados con sobrenadante de cul-
tivo de linfoblastos L5178Y viables sobrevivieron el mismo -
tiempo (13 y 14 + 1 dias) que los ratones tratados con medio
de cultivo (Grupo 10) que sobrevivieron 13 + 1 dias, segln se

puede observar en la Tabla 3.




TABLA No. 3

7

SOBREVIDA DE RATONES RETADOS CON 3 X 10" LINFOBLASTOS L5178Y

VIABLES, DESPUES DE SER TRATADOS CON 5 DOSIS DE 0.6 ML DE SO

BRENADANTE DE CULTIVO DE LINFOBLASTOS L5178Y.

GRUPO N TRATAMIENTO ’ SOBREVIDA
(dias)*
8 10 SOBRENADANTE PHA 13 + 1
9 10 SOBRENADANTE SIN PHA 14 + 1
10 10 MEDIO DE CULTIVO 13 + 1

*Los resultados se expresan como el promedio + desviacidn es

tédndar de los dias de sobrevida después de recibir el reto -
con linfoblastos L5178Y.
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DISCUSION.

La presencia de factores inmunomoduladores en el suéro y en -
el liquido de ascitis de ratones con tumores incluyendo el -
linfoma L5178Y ha sido informado por diversos autores42—46.
Sin embargo, el origen de ellos se ha establecido parcialmen-
te.. Por una parte, la liberacién de prostaglandina53—5’28'3}
interleucina55'22 y complejos inmuness'30 en los que se ha -
mostrado un efecto inmunomodulador importante, son producto -
de la interaccién de células tumorales o de sus antigenos de
superficie con las células y/o sustancias séricas del animal

32,47,48
con tumor .

Pero por otro lado, es probable que no s
lo las células tumorales y/o células del huésped tengan inter
acciones en forma directa, sino que éstas sean mediadas por -
factores liberados por las propias células tumorales tanto en
el linfoma L5178BY como en otros tumores49. Ademds estos fac-

tores pueden tener un efecto modulador per se de la respues-

ta inmune de los animales portadores del tumor.

Con el propdésito de saber si dichos factores eran producidos
por los linfoblastos L5178Y y mostraban algin efecto sobre la
respuesta inmune, en este trabajo-se cultivaron in vitro los
linfoblastos L5178Y en presencia o no de PHA y los sobrenadan
tes de los qultivos fueron inoculados en ratones singénicos,
a los cuales se les valoraron las respuestas inmunes celuiar

y humoral.
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Asimismo se inocularon ratones con liquido de ascitis o suero
de ratones con linfoma L5178Y, con el objeto de conocer el -
efecto de factores inmunomoduladores contenidos en estos flui

dos.

Por un lado la inocu;acién del sobrenadante de los cultivos -
de linfoblastos no mostrd modificacidn alguna de la respuesta
inmune de los ratones tratados, por -lo que de producirse al--
gin factor inmunomodulador por los linfoblastos L5178Y, no -
fue detectado por las valoraciones de hipersensibilidad retar
dada a DNFB ni por la prueba de CFPH. En cambio cuando se -
aplicd liquido de ascitis o suero de los ratones con tumor, -
se observd elevacidén de la respuesta a DNFB y en la formacién
de placas de hembélisis, aungue sdlo fue significativa estadis

ticamente en los ratones tratados con liguido de ascitis.

En diversos estudios se ha sefialado una modulacién negativa -
de la respuesta inmune por factores séricos provenientes de -
individuos o animales de experimentacidén, con diferentes ti--

6,28,30,31

. pos de tumores, inclusive el linfoma L5178Y -8in -

embargo, los resultados de este trabajo en lo referente al -
tratamiento con liguido de ascitis,\seﬁalan que existe un au-
mento en la reactividad inmunolégica {(modulacién positiva) -
cuando se transfiere suero o liguido de ascitis, lo cual di--

6,30,33 i .
. Aunque que

fiere con lo sefialado en estudios previos
da por determinar si esta elevacidén de la respuesta inmune es
benéfica para el huésped al ser retado con linfoblastos via--

bles.
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CONCLUSIONES.

Los factores liberados en los sobrenadantes de cultivo por -
los linfoblastos L5178Y cuando se estimularon o no con PHA, -
no mostraron algﬁn efecto perceptible sobre las respuestas in

munes celular y humoral.

Por otra parte se observd que los ratones tratados con liqui-
do ascitico tuvieron un aumento significativo en las respues=

tas inmunes celular y humoral.
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