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1.~ INTRODUCCION.

La Inmunologfa del cdncer se basa en la expresién de antiges—
nos-tumofales, que permiten al sistema inmune distinguir las-

células malignas de las normales (1,2).

En modelos experimentales, se ha demostrado la capacidad del-
Sistema Inmune para destruir a las células cancerosas. lLos ~-
sistemas efectores contra los tumores, se dividen en espec£f£
cos como el mediado por linfocitos (3,4,5,6,7,8), anticuerpos
‘a través de la activacién del sistema del complemento o c€lu~
las citoté6xicas dependientes de ahticuerpos (9,10,11,12) y -~
los inespecfficos, representados por los linfocitos asesinos-
naturales (13,14,15,16,17,18,19) y macrdfagos (20,21,22,23,24,

25,26).

Sin embargo, se ha descrito que las cé&lulas tumorales utili--
zan diversos mecanismos de evasién inmunolSgica, como la se--
leccién de variantes menos inmunogénicas, modulacibén antigé--
nica, factores bloqueadores y linfoc;tos supresores entre - -

otros (27,28,29,30,31,32).

En un trabajo previo realizado en el Ihstituto de Patologfa -
Infecciosa y Experimental de nuestra Universidad, se identi--~
fie6 un factor soluble con actividad supresora de la Respues-
ta Inmune Celular en el sobrenadante del liquido de ascitis -

de ratones inoculados con c&lulas de linfoma murino L-5178-Y.



El propbsito de este trabajo fue demostrar la presencia de --
factores solubles supresores de la Re§puesta Inmune Humoral -
Primaria en el mismo modelo de ratones con Linfoma Murino - -
L-5178-Y, determinar su peso molecular y su efecto en el ntime

ro y distribucifn de las poblaciones celulares del bazo.



2. ANTECEDENTES.

El Sistema Inmune se divide en dos compartimentos funcionales,
el primefo'es el Sistema Inmune Innato y el segundo el Siste-
ma Inmune Adaptativo.

El primero act@ia como una primera lfnea de defensa contra di-
ferentes agentes principalmente infecciosos, y estd compuesto
por las barreras ffsicas y defensas bioquimicas del organismo,
‘fagocitos, células asesinas naturales, - sus mediadoras y el -
resto de células‘y molé&culas gue participan en la Respuesta -
Inflamatoria. E1 seéundo estd mediado por los linfocitos T a-
trévés de la-produccién de linfocinas que ejercen su activi--
dad afectando a otras células del Sistema Inmune (Respuesta -
Inmune C&lular) y por los linfocitos B gque son los mediadores
de la Respuesta Inmune Humoral por medio de la produccién de-
anticuerpos especfficos (33).

Cuando entra en contacto un individuo por primera vez con un-
antigeno se observa un perfodo de latencia que dura varios --
dias durante los cuales no se detectan anticuerpos en el sue-
ro ni células que los produzcan en los tejidos linfoides, y -
el tipo de anticuerpo que enseguida se produce es predominan-
temente de la clase IgM (Respuesta Inmune Humoral Primaria).-
En el siguiente contacto con el mismo antfgeno la respuesta -
es m&s ripida e intensa y éredominan anticuerpos de la clase-

IgG (Respuesta Inmune Humoral Secundaria).



2.1

'CONCEPTO DE INMUNOLOGIA TUMORAL.

La Inmunologfa del C&ncer estudia las propiedades antigé-
nicas de las células malignas, ia respuesta inmune del --
huésped contra estas células, los efectos inmunolbgicos -
causados por el crecimiento tumoral y las estrategias de-
modulacidn del Sistema Inmune para el reconocimiento y --

erradicacién de las célulés tumorales (34).

HISTORIA DE LA INMUNOLOGIA TUMORAL.

El concepto de que las células tumorales exhiben antige-
nos gue no expresan las normales,.condujo desde 1880 al -
uso de inmunoterapia pasiva mediante sueros preparados --
contra los tumores y a finales del mismo siglo a los pri-
meros intentos de vacunacién con células del tumor autélo
go. En 1900 Ehrlich propuso que el hué&sped tiene la capa-
cidad de reconocer y destruir a las células malignas (35)
En 1959, Lewis Thomas sugirié que el fenémeno de rechazo-
de los alotransplantes, es un prototipo del mecanismo de-
defensa natural contra los tumores (36). En base a las —--
ideas de Ehrlich y Thomas, Burnet propuso la Teorfa de la
Vigilancia Inmunol6gica que establece la existencia de un
mecanismo de homeostasis en los ﬁamiferos, gue previene -
la transformacién o proliferacién de las c&lulas malignas

(37,38).

El desarrolleo de la Inmunologfa Experimental de los tumo-

res, se retras6 durante la primera mitad de este siglo, -



principalmente por el desconocimiento de la naturaleza de
los antfgenos tumorales, de las bases del rechazo de los-
alotransplantes y de la inexistencia de cepas de animales

singénicos.

En 1957 Prehn y Main, demostraron el desarrollo de una --
Respuesta Inmune Especifica antitumoral, en un modelo de-
ratones con sarcoma inducido con metilcolantreno (39,40)-
y a partir de entonces se inicia la era moderna de la In-

munologfa del C&ncer.
MECANISMOS EFECTORES DEL SISTEMA INMUNE CONTRA LOS TUMORES.

Se han descrito diferentes componentes del Sistema Inmune
que han mostrado una mayor o menor capacidad de contri---
buir a la erradicacifn de las c&lulas tumorales. Los sis-
temas efectores especificos son mids importantes contfa -

los tumores inmunogénicos, mientras que los inespecificos

_ son relevantes y los menos inmunogénicos (41,42).

Dentro de los especificos el mediado por los linfocitos =
derivados del timo (Linfocitos T) es el m&s importante y-
se efectda atrévés de las subpoblaciones de inductores---
coaperadores y citotdxicos-supresores (43,44,45,46,47), -

asf mismo se han descrito otros mecanismos especificos co

mo Citotoxicidad mediada por anticuerpos y Citotoxicidad-

por activacién del Sistema del Complemento (48,26,9,10,11,

12).

De los Sistemas Inespecificos de defensa, los linfocitos-



asesinos naturales (49,50) y los macr6fagos son los més -

importantes (51).

MECANISMOS DE EVASION INMUNOLOGICA,

Se han reportado diversos mecanismos gue utilizan las cé-
lulas tumorales para evadir al Sistema Inmune como la se-
leccidn de las variantes menos inmunogénicas, modulaci6n-
antigénica, factores blogueadores y aumento de células su

presoras.

En el plasma de pacientes con diferéntes neoplasias, se -
han deﬁectado factores con actividad inmunosupresora (52)
En modelos de ratones con tumor se ha informado la presen
cia de factores solubles gue deprimen la Respuesta Inmune
Humoral (53,54,55,56,57,58) § Célular (53,55,59,60). E1 -

estudiq de estos factores ha conducido a la identifica---

o

cibn de prostaglandinas (61), complejos inmunes (62) y
otros factores todavia no caracterizados adecuadamente --

(60,63,64,65,66,67,68,69,70).

En un trabajo previo realizado en este laboratorio, se --
identific6 un factor soluble con actividad supresora de -
la Respuesta Inmune C&lular en el sobrenadante del 1lfqui-
do de ascitis de ratones inoculados con células de linfo-

ma murino L-5178-Y.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los mecanismos mediante los cuales los tumores evaden la des
truccién inmunolégiéa permanecen sin comprenderse en su tota
lidad. En ratones BalH—c inoculados con células de Linfoma -
Murino L-5178-Y, encontramos una protefna con actividad su--
presora de la Respuesta Inmune Celular, pero se desconoce si
esta protefna u otros factores solubles deprimen la Respues-

ta Inmune Humoral en ratones con Linfoma Murino L-5178-Y.



4, HIPOTESIS.

Los ratones Balb-c portadores de Linfoma Murino L-5178~Y, --
contienen factores solubles con actividad supresora de la --

Respuesta Inmune Humoral.



OBJETIVOS.

Demostrar la presencia de factores solubles con actividad

supresora de la Respuesta Inmune Humoral.
Determinar su Peso Molecular.

Investigar si son producidos por el tumor o por cé€lulas -

del huésped.

'Estuydiar su efecto en el ndmero y distribucién de las po-

blaciones celulares del bazo.
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6. MATERIAL Y METQDOS.

RATONES! Se utilizaron ratones hembras de la cepa Balb-c y
machos atfmicos homocigotos del gen nu/nu, de 23 a 25 grs y -
3 meses de edad, alojados en grupos de 10 y 4 respebtivamente,
en jaulas de polipropileno con camas de aserrin estéril en --
habitaciones con ciclos de luz-obscuridad de 12 horas y area-
de esterilidad (ratones nu/nu). Se lés proporcioné alimento -
comercial para roedores (Purina, México) y agua purificada pa

ra consumo voluntario.

LINEA TUMORAL. Linfoma Murino L-5178-Y, de origen tfmico, -
mantenido por transplante semanal en ratones Balb-c inocula--

dos por vfa intraperitoneal con 5X106 células de este tumor.

MEDIO DE CULTIVO. Se empleb el medio RPMI-1640 (Gibco La--
boratories, Grand Island Biological Co.), suplementado con -~
10 mM de hepes, 0.1 mM de amine8cidos no escenciales, 1 mM de

5

piruvato de sodio, 2 mM de L-élutamina, 5%X10 "M de 2-mercapto

etanol y albtmina sérica bovina.al 0.3%.

ANTIGENO. Eritrocitos de carnero preservadbs en solucién de
Alsever por no mis de.un mes y lavados 3 wveces con NaCl 0.15M

antes de usarlos.

ANTICUERPOS. Anticuerpos Monoclonales Anti-Thy-1.2, Anti---

Lyt-1.2, Anti-Lyt-2.2 (Cederlane Laboratories Limited), Anti-
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cuerpo de cabra Anti inmunoglobulina de ratén (Iqu, IgG2a,—

IgG IgM) marcados con isotiocianato de fluorescefna (Gamm-

3[
Fitc) a una proporcién molar p/p=3.0-4.5 (Coulter Clone).

PROTEINAS MARCADORAS DE PESO MOLECULAR. Albdmina bovina Sg_
rica (PM 66,000 d), Pepsina (PM 34,000 d), Fosforilasa B (PM
97,000 d) y Citocromo C (PM 12,400 d), (Sigma Chemical Compa

ny, St. Louis).
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6.1 DEMOSTRACION DE FACTORES SOLUBLES SUPRESORES DE LA RES---

PUESTA INMUNE HUMORAL EN EL LIQUIDO DE ASCITIS DE RATONES

CON LINFOMA.

6.1.1 ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL PRIMARIA EN RATO
NES CON LINFOMA MURINQO L-5178-Y.
Se emplearon 10 ratones Balb-c inoculados por vfa intra
peritoneal con 5X106 céiulas de linfoma murino L-5178-Y,
y al quint§ dfa se inmunizaron con O.S'ml de eritroci--
tos de carnero al 10% por via intraperitoneal, misma do
sis que recibieron los ratones testigos. Ambos grupos -
de ratones fueron éacrificados 5 dfas después de la in-
munizacifn para obtener su bazo y cuantificar en este =~
6rgano el ndmero de c€lulas formadoras de anticuerpos -
(CFA) contra eritrocitos de carnero, de acuerdo al mé--
todo de Cunningham (71) para lo cual se homogenizaron -
cada uno de los bazos en 5 ml de buffer Hepes adiciona-
do de‘suero fetal de ternera 0.3 ml de ésta suspensifn-
celular m&s un volumen igual de eritrocitos de carnero-
al 2.5% y suero fresco de cobayc (como fuente de comple
mento) al 12% en la misma solucién de Hepes. Las c&lu--
las formadoras de anticuerpos se revelaron por el nfimes
ro de placas de hem6lisis en cé&maras de vidrio (previa-
mente preparadas con dos portaobjetos y cinta de doble-
pegamento) llenadas con 0.8 ml de la mezcla anterior y-
selladas con cera-vaselina al 50%. La lectura de las —-

placas de hemflisis se realizaron después de incubar --
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las c8maras a 37°C durante 60 minutos, y se correlacio-
naron con el nﬁmerq total de esplenocitos (contados pre
viamente en una cdmara cuenta glébulos).

(Cada placa de hem6lisis representa a un linfocito B --
que libera anticuerpos>antieritrocitos que se difunden-
y combinan con los eritrocitos, produciéndose lisis me-

diante la fijacién del sistema de complemento.)

DEMOSTRACION DE FACTORES SOLUBLES SUPRESORES DE LA RES-
PUESTA INMUNE HUMORAL PRIMARiA,' EN EL LIQUIDO DE ASCI--
TIS DE RATONES CON LINFOMA.

El 1fgquido de ascitis se obtuvo de la cavidad perito---
neal de ratones Balb-c inoculados diez dfas antes con -
5X106 células L-~5178-Y, y se eliminaron sus cé€lulas me-
diante tres centrifugaciones a 8000XG durante 20 minu--
tos a 4°C. Un grupo de diez ratones Balb-c, fueron tra-
tados coﬁ 0.5 ml de este sobrenadante (19 mgs de protef
na) por vfa intraperitoneal, cada 24 horas desde un dfa
antes de la inmunizacifén con eritrocitos de carnero ~ -~
(mismo esquema de inmunizacién). Otro grupo de diez ra-.
tones recibib el mismé volumen de NaCl 0.15M por la mis
ma via y cadé‘24 horas, también desde un dfa antes de -
la inmunizacién con eritrocitos de carnero. Ambos gru=--
pos de ratones se saérificaron al quinto dfa de la inmu

nizacién para cuantificar sus C.F.A.
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6.2 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LOS FACTORES SOLUBLES
SUPRESORES DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL PRIMARIA,
El sobrenadante del lfquido de ascitis de ratones>con lin
foma se fraccion6 en columnas con diémetrp interior de --
2.5 cmy 75 cm de altura (pharmacia fine chemicals-Upsala
Sweeden), empaquetadas con sephadex G-100.
En cada separacifn se aplicaron 2.5 ml del lfquido y se =~
eluyeron eén buffer de fosfatos pH=7.2 a 4°C (a una pre--
si6n y flujo constante de 6 ml por hora) y se colectaron-
en tubos de 3 ml (colector de fracciones Ultrorac 7000) -
que se monitorearon con un espectrofotémetro (Carl Zeiss~
PMQIITI) a 280 nm. Inmediatamente después de la muestra se
estim6 el peso molecular de las fracciones obtenidas me--
diante'la calibracifn con las siguientes protefnas marca-
doras de peso molecular: Albdmina Bovina Sérica con un PM
de 66,000 daltons, Pepsina con un PM de 34,000 daltons, -
Fosforilasa B con un PM de 97,000 daltons y Citocromo-C -
con un PM de 12,400 daltons. De acuerdo al cromatograma -
se formaron tres fracciones (cada una constitufda por la-
unién del volumen de diez tubos aproximadamente), que se-
dializaron en membranas de diflisis y posteriormente fue-
ron liofilizadas.
Grupos de 4 ratones Balb-c fuerén tratados desde un dfa -
antes de la inmunizacién (con eritrocitos de carnero) con
un volumen de 0.5 ml de las diferentes fracciones recons-'
titufdas con solucifn salina y aplicadas por vfa intrape-
" ritoneal cada 24 horas.‘El quinto dfa de la inmunizacién-

se sacrificaron para cuantificar en el bazo el nGmero de
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C.F.a.

ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL ENARATONES BALB-C-
TRASFERIbOS -PASIVAMENTE CON EL SOBRENADANTE DE LIQUIDO -
DE ASCITIS DE RATONES ATIMiCOS INOCULADOS CON CELULAS DE
LINFOMA MURINO L-5178-Y.

Se inocularon cinco ratones de la cepa nu/nu del mismo --

6 células de lin

haplotipo de los Balb-c (8-2/%9) con sx10
foma murino L-5178-Y y a los diez dfas se sacrificaron pa
ra obtener el sobrenadante del lfquido de ascitis median-
te el método descrito anteriormente. A un grupo de 4 rato

nes.de la cepa Balb-c se les aplicé 0.5 ml de este sobre-

nadante por vfa intraperitoneal cada 24 horas (estos rato

" nes se inmunizaron al siguiente dfa de iniciar el trata--

6.4.

miento) y al quinto dfa de la inmunizacién se sacrifica--

ron para cuantificar en el bazo el nlGmero de C.F.A.

MARCADORES FENOTIPICOS DE LAS POBLACIONES CELULARES DEL -
BAZO DE RATONES TRANSFERIDOS CON EL SOBRENADANTE DEL LI--

QUIDO DE ASCITIS DE RATONES CON LINFOMA.

1 SEPARACION CELULAR.
A partir de ios bazos de los grupos de ratones con lin-
foma murino L-5178-Y, tratados con el sobrenadante de -
1fquido de ascitis y'testigos, se separaron las células
mononucleares en una solucién de ficoll-angioconray a -
una densidad de 1.087 mediante centrifugacién a 800XG -

durante 25 minutos a 4°C, (la capa de células mohonu—--
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cleares se localiza en la interfase entre el plasma y -

la solucién de ficoll).

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Unavvez separadas las células se lavaron tres veces en-
solucifbn balanceada de fosfatos (PBS) a pH=7.2 se ajus-
taron las células mononucleares a leO6 y se incubaron-
con uno de los siguientés anticuerpos: Anti-Thy-1.2, -
Anti-Lyt-1.2, Anti-Lyt-2.2 y Gamm - Fitc (gue reconocen
respectivamente a linfocitos T, subpoblaciones de induc
tores-cooperadores, citotﬁxicos-supresores y linfocitos
B) durante 30 minutos a 4°C. Después de lavadas se incu
baron con un segundo anticuerpos Gamm - Fitc, (excepto-
la pruebas para linfocitos B) durante 30 minutos a 4°C-
y posteriormente se lavaron nuevamente en tres ocasio--
nes y se observaron en el microscopio de fluorescencia-
(Carl Zeiss D-7082 Ober Kochen) donde se contaron 200 -
células para determinar el porcentaje de células fluos-
rescentes y de &ste se rest6 el procentaje de células -
Gamm-Fitc positivas (de linfocitos B) y finalmente se -

calculé el ndmerc total por bazo.

TINCION DE ESTERASA INESPECIFICA.

Se tifieron la capa de células mononucleares con el méto
do de Koski (72) que consistib en preparar frotis delga
dos fijados en una soluciftn de formaldehido acetona e -
incubados con alfa-naftil acetato en Buffer de Sorenson

durante 45 minutos a 37°C y contrastados con verde de -

metilo al 0.5%.
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7. RESULTADOS.

7.1 DEMOSTRACION DE FACTORES SOLUBLES SUPRESORES DE LA RESPUES

TA INMUNE HUMORAL PRIMARIA, EN EL LIQUIDO DE ASCITIS DE RA

TONES CON LINFOMA.

7.1.1 ESTUDIO DE ‘LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL PRIMARIA EN RATO-

NES CON LINFOMA MURINO L~5178~Y.

Los ratones Balb-c inoculados con SXlO6 células de Linfo
ma Murino L-5178-Y mostraron una profunda supresién de -
la Respuesta Inmune Humoral primaria, indicada por la ==
disminucién del nfimero de células formadoras de anticue£'
pos por bazo comparada con la respuesta de los ratones -

testigos (Cuadro 1).

DEMOSTRACION DE FACTORES SOLUBLES SUPRESORES DE LA RES--
PUESTA INMUNE HUMORAL PRIMARIA, EN EL SOBRENADANTE DEL -
LIQUIDO DE ASCITIS DE RATONES CON ESTE LINFOMA.

En el grupo de ratones que fueron transferidos pasivamen
te con el sobrenadante del lfguido de ascitis sé observd
una disminucién del n@mero de células formadoras de anti
cuerpos por bazo altamente significativa en comparacién-
al grupo de ratones tratados con‘NaC1 0.15M (Testigos) -

{Cuadro 1).

7.2 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LOS FACTORES SOLUBLES-

SUPRESORES DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL PRIMARIA.

Al separar el sobrenadante del lfquido de ascitis en Sepha

dex G-100 se obtuvieron 3 fracciones (de acuerdo al moni--
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toreo espectrofotométrico) que se transfirieron por via -
intraperitoneal de acuerdo al esguema que describimos en-
material y métodog, y el grupo de ratones que fueron tra-
tados con la Fracci6n III mostrd una disminucién signifi-
cativa en el nfimero de células formadoras de anticuerpos-
por bazo en comparacifn a los grupos de ratones que reci
bieron la Fraccién I, la Fraccidén II & NaCl 0.15M (Cua---

dro 2).

Con la finalidad de determinar de manera més precisé el -
factor soluble inmunbsupresor contenido en la Fracci6n --
JI1 se dividi6 é&sta en 4 Subfracciones (de acuerdo al mo-
nitoreo espectrofotométrico) que se transfirieron a rato-
nes Balb-c normales. Se encontrf que los ratones que re--
cibieron la Subfraccién IV mostraron una supresibn signi-
ficativa del nfimero de c§1u1§svformadoras de anticuerpos-
por bazo en comparacién a los ratones tratados con las de
mas subfracciones que se comportaron de manera similar al
grupo testigo (Cuadro 3). El Peso Molecular del factor so
luble inmunosupresor contenido en la subfraccién IV se --
estimd de 30,000 a 60,000 daltons de acuerdo a la curva -
obtenida con las protefnas marcadoras que se filtraron --
inmediatamente después de elusién completa de la muestra-’

del Lfquido de Ascitis.

ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL PRIMARIA EN RATO--
NES BALB-C TRASFERIDOS PASIVAMENTE CON EIL SOBRENADANTE --

DEL LIQUIDO DE ASCITIS DE RATONES ATIMICOS INOCULADOS CON
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CELULAS DE LINFOMA MURINO L-5178-Y (HOMOCIGOTOS PARA EL -
GEN ng/nu).

El grupo de ratones Balb-c transferidos pasivamente con -
el sobrenadante del lfguido de ascitis de ratones atfmi--
cos nu/nu, previameﬁte inoculados con células de Linfoma-
Murino L-5178-Y no mostré ninguna diferencia sighificati—
va en el nfimero de cé&lulas formadoras de anticuerpos por-

bazo en relaci6én al grupo de ratones testigos (Cuadro 4).

MARCADORES FENOTIPICOS DE LAS POBLACIONES CELULARES DEL -
BAZO DE RATONES-TRASFERIDOS CON EL SOBRENADANTE DEL LIQUI
DO DE ASCITIS DE RATONES CON LINFOMA.

En los bazos del grupo de ratones inoculados con células-
de Linfoma Murino L-5178-Y se encontr§ una disminucién --
significativa dé la poblaci6n de linfocitos Lyt 1.2 posi-
tivos (inductores-cooperadores) y un aumento importante -
de los macr6fagos en comparacifn a los ratones normales.
En los ratones tratados con lfquido de ascitis también --

se observé una disminucién similar en los Lyt 1.2 y un au

mento en el nmero de macr6fagos esplénicos (&19.2)



CUADRO No. 1

SUPRESION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL PRIMARIA EN RATONES BALB-C INOCULADOS
CON CELULAS DE LINFOMA MURINO L-5178-Y O TRATADOS CON EL SOBRENADANTE DEL LI~-

QUIDO DE ASCITIS DE RATONES CON ESTE TUMOR.

_ GRUPO Iggﬁgiﬁ%ggoo X C.F.A./BAZO (+ §)
1 solucién de Hanks 0.5 ml 51,403 + 12,575
2 Células de Linfoma Murino 8,344 + 6,528
L-5178-Y *
3 Sobrenadante de Liqu:l.do - 23,081 + 14,103

de Ascitis.

Comparacifn mediante la Prueba T de Student
lvs 2y 3 p <0.001
2 vs 3 p < 0.05
Grupo 1,2,3 comprende 10, 6 y 8 ratones respectivamente.

Todos los ratones se inmunizaron con 0.5 ml de Eritrocitos de Carnero al 10% -

(el dfa 0), al dia nGmero 5 se obtuvieron los bazos para cuantificar el nGmero-
de C.F.A. por bazo.

* Se inocularon con 5x106 c8lulas de Linfama por via intraperitoneal 5 dfas antes de la inmuni-
zacién.

** Se obtuvo mediante la centr1fugac16n (8,000XG), del lfquido de Ascitis de ratones con este --
Linfama. El tratamiento consisti$ en inyectar 0.5 ml (19 mg de Protefnas), de este sobrena—
dante, por via intraperitoneal, cada 24 horas, desde un dfa antes hasta el final del experi--
mento.
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CUADRO No. 2
' RESULTADOS DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL PRIMARIA DE RATONES BALB-C TRATADOS-
CON LAS DIFERENTES FRACCIONES CROMATOGRAFICAS OBTENIDAS DEL LIQUIDO DE ASCITIS
DE RATONES CON LINFOMA MURINO L-5178-Y.

GRUPO B TRATAMIENTO X C.F.A./BAZO (+ .5)
1 NaCl 0.15 M - 180,638 + 20,097
2 Fracci6én 1 -* - 84,120 + 12,642
3 Fraccién II1 * 70,222 + 7,533
4  Fraccién III* 33,955 + 8,969

Comparacién mediantela Prueba T de Student.
lvs 2 N.S.
1 vs 3 N.S.
lvs 4 p 0,01
Los grupos 1,2,3 y 4 comprenden 5,3,6 y 5 ratones respectivamehte.

Todos los ratones se inmunizaron con 0.5 ml de Eritrocitos de Carnero al 10% -

(el dfa 0), y al quinto dfa se obtuvieron los bazos para cuantificar el nfimero
de C.F.A. por bazo.

* Cada ratén fu€ inoculado con 0.25 ml de la fraccién indicada en el cuadro, cada 24 horas, ——
por via intraperitoneal, desde un dfa antes de la inmunizacién. Las fracciones se cbtuvieron

mediante Cromatograffa en Sephadex G~100, a partir de 2.5 ml de Sobrenadante de Lfquido de
Ascitis (95 mg de Proteina).
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CUADRO No. 3
RESULTADOS DE LA RESPUESTA INMUNE HOMORAL PRIMARIA DE RATONES BALB-C TRATADOS=~

CON LAS SUBFRACCIONES CROMATOGRAFICAS (DE LA FRACCION III) DEL LIQUIDO DE - --

ASCITIS DE RATONES CON LINFOMA MURINO L-~5178-Y.

GRUPO TRATAMIENTO X C.F.A./BAZO (+ S)
1 ' NaCl 0.15 M 55,228 + 13,580
2 . | Subfréccién I * 56,419 + 2,688
3 Subfracciébn II * 81,546 + 20,333
4 _ Subfraccién III * 71,209 + 14,199
S ‘Subfraccién v * 15,586 + 5,219

Comparacién miediante la Prueba T de Student:
1 vs 2 N.S.

lvs 3 N.S.
1l vs 4 N.S,.
lvs 5 p <0.02

Los Grupos 1 y 4 comprenden 2 ratones.
Los Grupos 2, 3 y 5 comprenden 3 ratones.

Todos los ratones se inmunizaron con 0.5 ml de Eritrocitos de Carnero al 10% -
(el dfa 0), y al quinto dfia se obtuvieron los bazos para cuantificar el nfimero
. de C.F.A. por bazo.
*El tratamiento consistif en aplicar 0.25 ml de las Subfracciones indicadas, por via intrape-
ritoneal, cada 24 horas, desde un dfa antes de la immunizacidn.
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CUADRO No. 4

RESULTADOS DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL PRIMARIA DE RATONES BALB-C TRATADOS-

CON SOBRENADANTE DE LIQUIDO DE ASCITIS DE RATONES ATIMICOS (NU/NU) CON LINFOMA

MURINO L-5178-Y,

GRUPO TRATAMIENTO X C.F.A./BAZO (+ S)
1 Na Cl 0.15 M 54,995 + 1,590
2

Sobrenadante de Lf * 66,933 + 8,322
quido de Ascitis - - _
de Ratones nu/nu.

Comparacién mediante la Prueba T de Student:

1 vs 2

Los grupos 1 y 2 comprendes 3 y 4 ratones respectivamente.

Los ratones fueron inmunizados con 0.5 ml de Eritrocitos de Carnero
(el dfia 0) y al guinto dfa se obtuvieron los bazos para cuantificar el nGmero

de C.F.A. por bazo.

al 10% -~

*Se obtuvo mediante la centrifugacién (8,000XG), del Lfquido de Ascitis de ratones atimicos -
inoculados con este linfoma. El tratamiento consistié en inyectar 0.5 ml (19 mg de Protelnas),
de este sobrenadante, por via intrgperitoneal, cada 24 horas, desde un dfa antes hasta el fi-

nal del experimento.
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FIG. 2.

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

25

Comprende 3 ratones Balb-c normales.

Comprende 4 ratones Balb-c tratados con so-
brenadante del lfquido de ascitis de rato--
nes con linfoma, 0.5 ml (19 mg de protefnas)
cada 24 horas por vfa intraperitoneal duran
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Comprende 3 ratones Balb-c con Linfoma muri

no L-5178-Y
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8. DISCUSION

La prevencién y erradicacién de las neoplasias malignas que -
afectan a los humanos, son el objetivo final de los estudios-
bdsicos y aplicados del cincer (73). Debido a la complejidad-
de 1la interacciénvde los tumores con el huésped y para supe--
rar dificultades éticas y técnicas, algunos aspectos del cin-~
cer se investigan en modelos animales, a nivel celular y mo--

lecular (74).

No se han identificado diferencias entre las cé&lulas tumora--
les y normales, que<se hayan explotado como tratamiento del -
cincer de una manera efectiva y sin dafar a los tejidos nor--
males. La quimioterapia es Gitil en el manejo de algunas neo--
plasias malignas, debido a que una proporcidén importante de -
sus células est8n en proliferacién, mientras que la fraccién-

de células en crecimiento del tejido de origen es menor.

La Inmunologfa del Cancer se basa en la expresién de antige-—
nos en las cé€lulas tumorales que le permiten al sistema inmu-
ne discriminarlas de las normales. Esta diferencia ofrece la po
sibilidad de modificar o manipular las potencialidades inmung
ldgicas contra el céncer, sin dafar los tejidos sanos. Sin em
bargo, uno de los principales problemasves la desproporcién -
de la carga tumoral y una insuficiente respuesta inmune (1,2)
Esta deficiente actividad se debe a la débil inmunogenicidad-
o a mecanismas de evasidn inmunol&gica que utilizan las cé&lu-

las malignas como la constante liberacién de antfgenos al me-
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dio extracelular, modulacién antigénica, enmascaramiento de an-
tfgenos, inexpresién de moléculas de histocompatibilidad, pero-
sobre todo la supresién antfgeno-especifica de la respuesta in-

mune {linfocitos supresores} (5,27,28,29,30,31,32,75).

Se ha reportado en la literatura mecanismos de supresibén inespe
cifica, mediados por linfocitos T supresores, macrb6fagos, pros-
taglandinas y otras moléculas gque dependiendo del modelo en es-
tudio.varian en peso molecular y caracterfisticas fiéico—quimi--

cas (59,60,76,66).

En el presente trabajo demostramos una profunda supresién de la
Respuesta Inmune Humoral Primaria en ratones inoculados con ---
células de Linfoma Murino L-5178-Y, esta supresién se transfie-
re a ratones normales tratados con el sobrenadante del 1fgquido-
de:ascitis de ratones con linfoma. La inmunosupresién observa--
da en los animales con tumor probablementé es multifactorial --
como sé ha informado en otros modelos (78). Lo anterior lo apo-
yamos por la menor supresién causada por la fraccién scluble ~~
del lfguido de ascitis.

E1l factor responsable de la supresidn tiene un peso molecular -
~de 30,000 a 60,000 daltons y es producido o afectado en su gene
racibn o actividad por los linfocitos de origen timico.

En nuestro modelo experimental de ratones con linfoma, enconﬁrg
mos en el bazo un ntmero elevado de macr&fagos y una disminu---
cibn de los linfocitos indu;tbies/coope;adores. Estas alteracio

nes las observamos tambi&én en los ratones transferidos con el -
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liquido de ascitis de animales con este tumor, lo cual sugiere
que estas modificaciones son inducidas por el factor o facto--

res contenidos en este lfguido.

Es importante seﬁalaf que no encontramos en los ratones con --
linfoma ni en los transferidos con su liquido, un cambio impor
tante en la poblacién de linfocitos supresores, que no excluye
la posibilidad de que las clonas supresoras especificas contra
los antfgenos tumorales esten aumentadas. Tampoco podemos des-
cartar que las prostaglgndinas participen en la inmunosupre---
sidn, ya que no medimos sus niveles. Es probable que se encuen
tren elevadas, debido a que generalmente son producidas por ~-~

los macréfagos.

No podemos afirmar si.el factor inmunosupresor es producido ~--~
por las células tumorales o es producto de células reguladoras
del sistema inmune (macréfagos o linfocitos supresores). Tampo
co conocemos su mecanismo de accién ni las células que afecta.
Para resolver estas interrogantes la siguiente etapa‘ de es-
. te trabajo se va a efectuar in vitro, en cultivo de.linfoci--
tos de ratones Balb~c y nu/nu adicionados del factor supresor-

y de productos liberados del cultivo de células L-5178-Y.
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Facultad de Ciencizs

Srita. Alicia del Toro Arreola
Presente. -

Manifiesto & usted que con esta fecha ha sido
eprobado el tema de tesis "ESTUDIO DE LA RESPUESTA THMUNE
HUMORAL EN RATONES CON LINFOMA MURINO L-5178-Y" para obte

ner la Licenciatura en Biologia con Orientacidn Biomédica.

Al mismo tiempo informo a usted que ha sido --

aceptaddo como Director de dicha tesis al Dr. Adrian Dane_

ri Nzvarro.

ATENTAMENTB
"PIENSA Y 2

—
L3

cpelend Gurdiel,

c.c.p. El Dr, Adrian Daneri Navarro, Director de Tesis.-Pte.
c.c.p. El expediente de la alumna.

'mjsd

BOULEVARD A TLAQUEPAQUE Y CORREGIDORA, S. B, TELEFONOS 15-5329 ¥ 17-4817
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Guadalajara, Jal., 3 de diciembre 1987.

C. DR, CARLOS ASTENGO OSUNA.
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
DE LA UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA.

PRESENTE:

Por medio de 1a presente hago CONSTAR que fue revisada y -
aprobada para su publicacidn la tesis titulada "ESTUDIQ DE
LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL EN RATONES CON LINFOMA MURINO-
L-5178-Y", desarrollada por 1a C. Pasante de Bio]ogfa - -~

A]icia del Toro Arreola.

Se extiende la presente a peticidn de la interesada y para
los fines legales que a ella convengan el dia tres de di--
ciembre de 1987.

DIRECTOR DE TESIS.

C.c.p. C. Pasante de Biolaogfa Alicia del Tora Arrecla.- Pte.-

ADN/btm.



