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1.- INTRODUCCION.

El avance tecnologico en el campo de la genética molecular, bio
quimica e inmunolégica, ha permitido comprender mejor las bases
del cancer; que se confunden con los mismos procesos que suce -
den a las células normales pero en forma coordinada.

Los modelos experimentales de tumores, han desempefiado un papel
fundamental en este desarrollo impresionante; sobre todo en 1la
interaccidn de las células malignas con el “huesped". A este --
respecto es imprescindible conocer detalladamente las caracte -
rfsticas fenotfpicas y funcionales de las lineas experimentales
que se emplean en el estudio de los tumores,

Otro aspecto primordial del estudio del cancer, es la respuesta
que genera el organismo contra las neoplasias malignas, princi-
palmente en el propio sitio donde crece el tumor. Asi el nimero
y el tipo de células del sistema inmune que infiltran la masa -
tumoral, son determinantes en el destino final de las células -~
cancerosas. '

En este trabajo se estudid6 la cinética de crecimiento del linfo
ma murino L5178-Y en ratones Balb-c previamente inoculados con
este tumor; también se determiné el fenotipo inmunolégico de es
ta 1fnea y su crecimiento en cepas alogénicas. Finalmente se in
vestig6 las subpoblaciones del sistema inmune (y su nimero) gque
"{nfiltran" el sitio donde crece el tumor.



2.- ANTECEDENTES.
2.1 Conceptos Oncolégicos.

Las células normales de un organismo contienen la misma informa-
cién genética y poseen una capacidad variable de proliferaci6n,-
diferenciacién, desdiferenciaci6n, autonomf{a y migracién celular,
que se transmiten en el momento y estirpes apropiadas (1). En -
contraste a este crecimiento controlado, las células cancerosas-
no obedecen a los mensajes de regulacién de estos eventos Yy trans
miten a su progenie el fenotipo neopldsico, observacién que su
giere la presencia de genes especificos que determinan maligni-
dad (2).

El descubrimiento de Tos onclgenes en el genoma de retrovirus y
de células normales (proto- -onc6genes), ha contr1bu1do al esclare
cimiento de los procesos carcinogénicos (3, 4, 5).

Las evidencias sefalan un origen clonal en Ta mayorfa de los tu-
mores s6lidos y hematopoyéticos (6, 7) y, durante la progresién
tumoral se producen alteraciones heredables que al acumularse se
traducen en sub-clonas con propiedades diferentes de invasién,-
quimiosensibilidad, antigenicidad y cambios en el cariotipo (8,-
9, 36), que explican la heterogeneidad celular que se observa en
los tumores avanzados. Esta variabilidad celular se correlacio ~
na con un aumento en la autonomfa, anaplasia y comportamiento-
agresivo (10).

El efecto mds devasthor del cdncer, son las metdstasis, que se
correlacionan con la capacidad de las células malignas de secre-
tar enzimas degradativas como la catepsina B, colagenasa, activa
dores de plasminfgenos y digestivas del hepardn sulfato (11, 13,
34, 35); secrecién de factores angiogénicos y la expresién de mo
léculas mediadoras de 1a adhesién celular (11, 12, 13, 14, 15, -
16).

Una vez alcanzadas la circulaci6n sangufnea o }infitica, las cé-
lulas tumorales deben sobrevivir el trauma mecdnico y el ataque-
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de los sistemas especificos e inespecificos de)l aparato inmune.
La 1hp1antac16n de las células malignas en un tejido u 6rgano -~
particular se efectida mediante la accién de enzimas degradati -
vas; meléculas de adhesi6n y la expresidén de receptores obliga-
dos (hormonas, factores de crecimiento y de diferenciacién, en-
tre otros), en el microambiente tisular (17, 18, 36, 37, 38).

Durante la progresién y cinética del crecimiento tumoral, se -
observa un retardo exponencial del crecimiento y duplicacibn --
del tumor a medida que aumenta su masa, por la influencia del -
tiempo del ciclo celular, fraccién en divisién y la proporcién-
de células eliminadas.

2.2. INMUNOLOGIA DEL CANCER.

ta inmunologfa tumoral estudia las propiedades antigénicas de -
las células malignas, alteraciones y mecanismos inmunolégicos -
que &stos inducen en el huésped y, finalmente el desarrollo de
estrategias del sistema inmune con fines terapéuticos contra --
los tumores. )

2.3 ANTIGENOS TUMORALES.

E1 principio fundamental de 1a inmunologfa del cdncer, se basa-
en la expresidn de antigenos tumorales que permiten al sistema-~
fnmune discriminar las células malignas de las normales. Estos-
antfgenos son del reflejo de alteraciones heredables que acompa
flan a 1a transformacifn maligna y que pueden involucrar la bio-
sfntesis de una molécula nueva, alteraci6n en la estructura de
una normal, exposici6n de conformaciones ocultas, ensamble inco
rrecto de moléculas multiméricas y 1a expresién aberrante de -
antfgenos fetales o de diferenciacién celular.

Los antfgenos tumorales se clasifican en especificos de los tu-
mores que exclusivamente se encuentran en células malignas y --
1os asociados a los mismos, que se pueden localizar ademds en -



tejidos normales durante etapas particulares de su diferencia -
cién (19). A este respecto, los linfomas malignos representan -
un modelo instructivo, ya que reflejan el espectro y la hetero-
geneidad anatémica y funcional del sistema inmunolégico.

Asf en los linfomas y leucemias de estirpe B 6 T, frecuentemen-
te se conservan las caracterfsticas morfolégicas, funcionales,-
migratorias y fenotfpicas de su contraparte en los linfocitos -
normales dg acuerdo a su grado de diferenciaci6n (20).

2.4 MECANISMOS EFECTORES INMUNOLOGICOS CONTRA LAS CELULAS MALIG
NAS.

Virtualmente, todos los componentes del sistema inmune han mos-
trado una mayor o menor capacidad de contribuir a la erradica -
cidn de las cé&lulas cancerosas (21). Los sistemas efectores es-
pecfficos parecen ser los mds importantes contra los tumores ipn
munogénicos, mientras que los inespecfficos son relevantes en -
los menos inmunogénicos (22, 23).

Los linfocitos derivados del Timo (Linfocitos T), representan -

el mecanismo principal de respuesta especifica, a través de las

subpob1aciones/cooperadoras (L3T4+ , LyT 1+ en el ratén; CD4 +

en el hombre), y las citot6xicas ( LyT 2.3+ en el ratbén; CD8+ en
el hombre, que desempefian su funcibn al lesionar la membrana -

de las células tumorales (24).

Se desconoce la significancia de los anticuerpos en el control-

del crecimiento del cdncer, sin embargo, evidencias experimenta

les dpoyan su papel en la interferencia de metdstasis (25). Las

inmunoglobulinas, tebéricamente, pueden lisar a las células ma-

lignas mediante la fijacibn de complemento o por citotoxicidad-

celular, mediada por anticuerpos (25).

I

La respuesta inmune inespecffica contra los tumores, la efectian
las células asesinas naturales, macr6fagos activados y linfoci-




tos activados, linfocinas (26, 27, 28), que tienen la capacidad
de aniquilar una amplia variedad de células malignas.

2.5 LINFOMA MURINO L5178-Y.

EY Yinfoma murino L5178-Y es una linea tumoral de origen espon-
tdneo y estirpe timica que se ha mantenido por transplante sema
nal en ratones con haplotipo H-Zd/d. La inestabilidad genética-
de las células malignas y los procesos de seleccifn que suceden
durante el desarrollo de los -tumores, inducen variantes a par -
tir de la clona original. Asi se han reportado sub-clonas del -
linfoma murino L5178-Y que presentan un espectro heterogéneo en
antigenicidad, sensibilidad a drogas, marcadores cromosdmicos y
expresi6n de antfgenos de histocompatibilidad. (29,30, 31, 32,-
33, 51).



3.< PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los modelos experimentales de ratones con tumor, se emplean fre
cuentemente en la investigaci6n del cédncer. La 1fnea de origen-
espontdneo como el linfoma murino L5178-Y, ofrecen un sistema -
de estudio mis parecido a las neoplasias humanas.

El conocimiento de la cinética de crecimiento y expresifn de -
marcadores como el THy-1.1, LyT-l.Z't LyT-2, son importantes en
el andlisis de la interaccifn de este linfoma con el sistema -
inmune del huésped. ‘



4.- DBJETIVOS.

1.- Expresar matemiticamente la cinética de crecimiento del
linfoma murino L5178-Y.

2.- Determinar el fenotipo ﬁnmuno]égico del linfoma murino.

3.- Estudiar las poblaciones celulares del sistema inmune -
que infiltran el tumor de los diferentes dfas de su evg
lucidn.

4.- Investigar si el linfoma murino L5178-Y se desarrolla -
en cepas alogénicas o cepas con diferente haplotipo del
CMH.




5.- MATERIAL Y METODOS.
Animales de experimentacidn:

- Ratones hembras de la cepa Balb-c de 3 meses de edad y 23 a 25
gramos de peso, alojados en grupos de 10, en jaulas de poli -
propileno con camas de aserrfn estéril, a los que les fue pro-
porcionado alimento comercial para_roedores (Purina, México)-
Y agua purificada para consumo voluntario, localizados en ha-
bitaciones a temperatura constante de 22°C + 2°C.

Linea Tumoral.

- Linfoma Murino L5178-Y de origen tfmico, mantenido por trans-
plante semanal en ratones Balb-c {noculados por vfa intraperj
toneal con 5 x 106 células de este tumor.

Medio de Cultivo.

- RPMI 1640 (Gibco Laboratories, Grand Island Biologied Co.) su
plementado con 10 mM de Hepes, .1 mM de amino&cidos no esencia
les, bicarbonato de sodio y albdmina bovina al .3%.

Anticuerpos.

- Anticuerpos monoclonales anti-THY-1.2, Anti-LYT-1.2, anti-LYT
2.2 (Cederlane Laboratories Limited). Anticuerpos de cabra,-
anti-inmunoglobulinas de ratén (IgGl, IgGZa' IgGa, IgM} marca
dores con isotiocianato de fluorescefna (GAM-Fict) a una propor-
cién molar f/p = 3.0-4.5 (Coulter Clone).

5.1 Cinética.del crecimiento del Linfoma Murino L-5178-Y en ra-
tones de 1a Cepa Balb-c.

Se inocularon 45 ratones hembras Balb-c con 5§ x 106 células de
linfoma murino L-5178-Y por vfa I.P., y fueron sacrificados en
grupos de 5 animales del 5to. al 13vo. dfa después del inoculo,-




para cuantificar el nimero de células tumorales que crecijeron -
en-la cavidad peritoneal (volumen del 1fquido ascitico y el ni-
mero de células por ml).

5.2 y 5.3 Determinacidén del fenotipo de marcadores inmunoléfgicos
del linfoma murino L-5178-Y y de las células del sistema -

inmune.

Se inocularon 20 ratones machos Balb-c con 5 x 106 células de -
este linfoma por vfa 1.P. y se obtuvo una alicuota de 0.5 m). -
de 1iquido de ascitis de cada uno, los dfas 5to., 70.,90., y llo.
{grupos de 5 ratones) posteriores a la inyeccién del tumor. Se
separaron ltas células mediante centrifugacibn a 800 x G durante
10' y se lavaron en 3 ocasiones en medio de cultivo a 4°C. Se -
ajusté 1 x 106 células en un mililitro de solucién balanceada -
de fostafos ph 7.2 (s.b.f.) y se incubaron en un volumen final-
de 2 ml. 30' a 4°C con los siguientes anticuerpos monoclonales:
Anti-Thy-1.2 (1:40); anti-LyT-1.2 (1:1000); anti-LyT-2.2 (1:40)
que reconocen respectivamente a marcadores de linfocitos-T, -
subpoblacién de inductores-cooperadores y citotéxico-supresores.
Se centrifugaron y lavaron los paquetes celulares tres veces --
m&s en SBF (800 x G, 10' y 4°C)/para incubar con el segundo an-
ticuerpo marcado con fluoresceina (GAM-Fict) a 4°C en 0.4 ml., -
otros 30'. Enseguida se lavaron 3 veces de la misma manera y Se
observaron al microscopio de epifluorescencia en forma paralela
se correlacion6 1a morfologfa (en campo claro) de cada célula -
fluorescente para determinar su origen tumoral o reactivo.

Los linfocitos-B se cuantificaron a partir de aliquotas simila-
res, pero en este caso se incubaron las células (nicamente con
el segundo anticuerpo GAM-Fict.

Los macr6fagos presentes en el 1fquido de ascitis, se determina
ron mediante una tinci6n de esterasa inespecffica, de acuerdo -
al método de Koski (52), que consisti6 en la preparacién de -
frotis delgados (del 1fquido de ascitis) fijados en formaldehi-
do/acetoha e incubados en una solucién de alfa-naftil-acetato -
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en Buffer de Sorenson (durante 45 minutos a 37°C) y contrasta-
dos con verde de metilo al 0,5%.

5.4 Crecimiento del Linfoma Murino L-5178-Y en cepas con dife -
rente haplotipo del CMH.

Se inocularon 10 ratones de la cepa C57BL-6 (haplotipo H-Zb/b)-

con 5 x 106

células del linfoma murino L-5178-Y por vfa I.P. en
0.2 m1. de solucién balanceada de Hanks y se observaron cada --
dfa, durante tres meses para apreciar el crecimiento del tumor

y su sobrevida.
5.5 Andlisis Estadfstico.

La curva de crecimiento del tumor se sometié a un coeficiente -
de correlacién y regresién en funcién lineal, log. {x) y Log. -
(y) mientras que las cé&lulas ‘"infiltrantes" (del sistema inmune)
en el sitio de crecimiento del tumor, se analizaron de acuerdo-
a las pruebas de varianza paramétrico y no paramétrico; prueba-
T. de Student y Ja U. de Mann Whitney.



6.- RESULTADOS.

6.1 Cinética del crecimiento del Linfoma Murino L 5178-Y en ra
tones de la cepa Balb-c.

La cinética de crecimiento del tumor, se ajustdé a una funcifn
logarftmica (x) con un coeficiente de correlaci6n = 0.9563 ex-
presada en la ecuacién y = 1750.98315 [log.(x)] - 111.227798 .
En la figura 1, se observd un incremento logaritmico en la pri
mera etapa (hasta el 7mo. dfa), mientras que en la segunda eta
pa se apreci6 una disminuci6n del ritmo de crecimiento a medi-
da que se aumenta la masa tumoral,.

6.2 Fenotipo Inmunolfgico del Linfoma Murino L 5178-Y.

Las células del linfoma murino L 5178-Y (tamafo a 20 mm. de
didmetro; nicleo grande y cromatina laxa; nucleolos prominen -
tes y citoplasma sumamente bas6filo) expresaron el marcador -
Thy.1.2. Este rasgo no se modific6 durante el crecimiento del
tumor de la cavidad peritoneal de los ratones receptores. Nin-
guna de estas cé&lulas fue positiva a los antfgenos LyT 1.2 o -
LyT 2.2 en el transcurso de la evoluci6n del linfoma en el 11-
quido de ascitis de estos animales.

6.3 Fenotipo inmunol6égico de las células del sistema inmune en
el 1fquido de ascitis de ratones con linfoma.

La fraccidn de células del sistema inmune en el 1{quido de -
ascitis de ratones con linfoma, fluctda entre el 6.28% ( 5to.~-
dfa); 3.5% (7mo. dfa); 4.8% (9no.) y se increment6é hasta 15.4%
de 1a poblacién total (cé&lulas del linfoma m&s "infiltrantes")
en el llvo. dfa de la inoculacién del tumor (figura 3).

E1 porcentaje de linfocitos B (del total de células "infiltran
tes") se mantuve alto desde el 5to. dfa (23.35%); 7mo. (18.67%)
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Y se incrementd a partir del 9no. (30.4%) alcanzando el midximo
el dfa 11 (49%). Los macréfagos representaron el 38.62% {(5to.~
dfa); 59.7% 7mo.dfa (nivel mds alto) y disminuyen a 41.3% y -
31.52% los dfas 9 y 11 respectivamente (figura 3).

La poblacidon de linfocitos LyT 1.2+ no se modificd porcentual-
mente durante la evoluci6n del tumor,'a excepcidn del 7mo. dia
(disminucién a 7.42%) y se mantuvo entre el 20% (dfa 5to.) y -
16% (dfa 11), mientras que en los LyT 2.3% se observé una gra-
dual disminucidn desde 18% (5to.); 14.14% (7mo.); 11.1%(9no0.),
hasta el 3.4% (llvo. dfa).

En relacion al nimero de células del sistema inmune (porcenta-
Jje multiplicado por el nimero de células por ml. y por el nid -
mero de mls.); se observd un incremento progresivo de linfoci-
tos B y macrdéfagos, sobre todo a partir del 9no. dia en el ca-
so de los primeros y del 7mo. en los segundos (cuadro No.l y -
fig.2; la significancia reportada en el cuadro No.l correspon-
de a ta T. de Student, siendo similar a la obtenida por la U.-
de Mann Whitney). El nivel miximo de ambas poblaciones fue en
el 1llvo. dia. En cambio las subpoblaciones de linfocitos, no -
se modificaron significativamente durante el crecimiento del -
tumor.

6.4 Después de un periodo de latencia préximo a los 2 meses de

la inoculacidén, se aprecid en los ratones de la cepa - - -
€57 BL-6 (Haplotipo H-2 P/b) yn incremento continuado del volu
men abdominal y deterioro progresivo de su estado general. Se
observd en promedio una sobrevida 6817 dias; y al practicar -
la autopsia se encontrd evidencias de tumor en fase ascitica,-
que se corroboré mediante examen microscépico del contenido --
peritoneal. E1 crecimiento del linfoma se 1imité a la cavidad-
intra-peritoneal y el nimero de células cuantificadas fue simi
lar a la de ratones Balb-c inoculados con este tumor (post-mor
tem)
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" Fig 1s

-
"

EN RATONES BALD-C

CINETICA DE CRECIMIENTO DE LINFOMA MURINO L S178-Y

1750.98318 (L0G(x)) - 1110.22798 {FUNCION LOGARITMICA) .

0.98063

{ COEFICIENTE DE CORRELACION)



CUADRO No. 1

CELULAS DEL SISTEMA INMUNE EN EL LIQUIDO DE ASCITIS DE RATONES CON LINFOMA MURINO L5178-Y

* DIAS 6
POST-INOCULACION X DE CELULAS -X 10 + S
LINFOCITOS B LyT 1.2 LyT 2.3 ESTERASAS POSITIVAS
5 1.148 + 0.362 0.984 + 1.407 0.885 + 1.257 1.889 + 0.344
7 3 + 2.9 1.2 + 2.4 2,280 + 3.42 9.587 + 2,170
9 7 + 2.087 3.9 + 5,557 2,560 + 3,063 9.524+ 2.4
u 49 + 12,702 16,035 + 22,581 3.410 + 7.625 31.713 + 6.191

* CADA GRUPO FORMADO POR 5 RATONES BALB—C INOCULADOS CON 10 x 106 15178-Y por unA VIA I.P,

Svs 7 = N. S. 5v 7 =NS. 5vs 7 =NS, Svs 7 = P<.0b
5vs 9 = P <.,003 5vs 9 =N 8, 5v 9 =NS, 5vs 9 = P<.007
svsll = P <.001 5v 11 = NS, 5 vs 11 = N.S. 5 vs 11 = P<.0001
7vs 9 = P <.034 7 vs 9 =N, S, 7 vs 9 =N, S, 7 vs 9 = P<N.S,
7vsll = P <.,00 7 vs 11 = N. S. 7 vs 11 = N, S, 7 vs 11 = P<.001
gys 1l = P <.001 9 vs 11 = N.S. 9 vs 11 = N, S, 9 vs 11 = P< .001
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7.- DISCUSION.

Uno de los problemas fundamentales del cdncer, es la heteroge-
neidad celular que se origina a partir de la clona transforma-
da inicialmente. Esta creciente diversidad es la responsable -
del predominio selectivo de sub-clonas metastdsicas; poco inmy
nogénicas; y con otras caracterfsticas biol6gicas o bioqufmi-
cas que les permiten sobrevivir en forma ventajosa en el am-
biente tisular invadido (17, 18, 37). Durante el mantenimiento
(in vivo o in vitro) de los tumores experimentales, se ha re-
portado la identificacién de sublfneas que difieren en la sen-
sibilidad a quimioterdpicos; propiedades de invasién; caracte-
rfsticas de crecimiento; receptores de membrana y produccién
de hormonas o factores de crecimiento (36).

La curva de crecimiento del linfoma murino L-5178-Y en la cavi
dad peritoneal de ratones Balb-c, fue similar a la de otros tu
mores murinos y de otras especies; donde también es peculiar
una disminucibén del ritmo de crecimiento a medida que aumenta
la masa tumoral. Todas las células de este linfoma expresaron
el marcador Thy-1.2. Durante la evolucién del tumor, no se de-
terminaron cambios en la intensidad de este antfgeno. As{ mis-
mo estas células fueron negativas a las moléculas LyT 1.2y -
LyT 2.2 (en toda la fase de crecimiento). Este dato es impor-
tante, por la implicacién en el tipo de linfocina o factores de
regulacién que'pudiera producir el tumor y por la interaccidn
con el huésped (12).

E1 ndmero y el tipo de poblaciones del sistema inmune que in-
filtran los tumores, son determinantes en el destino final del
tumor (44, 48), asf se ha reportado en neoplasias diferentes,
la amp]ificaéidn de clonas que potencialmente pueden destruir
a las células cancerosas; pero que in situ predomina un ambien
te de supresién (49).

En este trabajo se observ6 un predominio dé macmdfa@os; segui-
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do en los dltimos dfas del crecimiento de linfocitos B. Se des-
conoce en este caso, el papel funcional de estas poblaciones en
Ja respuesta al tumor. Los macréfagos activados por linfocinas,
representan un mecanismo efector importante contra los tumores-
(42, 46). Sin embargo también se ha informado de la actividad -
supresora de estas células, dependiendo del estado de activa --
cibn y otras caracterfsticas fenotfpicas ( 45).

En el caso de las células B, también se ha reportado una duali-
dad funcional de los anticuerpos: facilitaci6n inmunolégica ver
sus efecto antitumoral {princifpalmente interferencia en las me-
tdstasis) (40, 47).

Estas interrogantes se van a contestar, mediante el estudio fun
cional de los macr6fagos y de la expresi6n de antfgenos I-A e -
I-~J que se han detectado en macr6fagos activados y supresores-
respectivamente (45).4Es importante investigar la especificidad
de los linfocitos B que acompafian al tumor y el tipo de anti --
cuerpo que producen.

E1 hallazgo de que las células L-5178-Y (tumor or1ginado'en ra-
tones de haplotipo H-Zd/d) proliferan y matan (tardfamente) a -
ratones C57 BL-6 (haplotipo H-Zb/b) sugiere la posibilidad, de
que este tumor no expresa antfgenos de histocompatibilidad cla-
se I; o son anormales o insuficientes para desencadenar una --
reaccién contra injerto (39, 50).
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