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El avance techolbgico en el campo de la é;nética molecular,

bioqguimica e inmunologia, ha permitide comprender mejD; las bases
piolbgicas del c&ncer (1). Sin embargo, el progresc en la oncolaogia
basica todavia no refleja su magnitud en el tratamiento del cancer,

que cantinia apoyandose en loe principios de la cirugia,

quimicterapia y radiaciones, con sus i1nconvenientes y limitaciones.

Dentrp_de las estrategias terapeliticas alternas, la inmunoterapia de
los  tumores, representa  una de las areas mas estudiadas Y
prometedoras por su especificidad y supuesta inocﬁfdad (2.

Uno de lpbs principales problemas gue enfrenta la inmuncterapia de los
tumores, es la deébil respuesta inmune que se geﬁera contra la carga
tumoral:; debido a laz caracteristicas fenotipicas de las suhbclonas
tumorales, desproporcion de la masa tumoral o mecanismos de evasidn
inmunolbgica que emplean las celulas maligrnas. Estes abstacglms
puedén abordarse mediante una disminucidn de la carga tumoral,

seguida de un incremento de la inmunogenicidad, estimulo de la
respuesta inmune, transferencia pasiva de la misma o contrarrestando
1%5 TUBNZas supresoras que la limitan (3).

En el presente trabajo, se reprodujo un >mudelo experinsntal de
inmunoterapia con dosis Gnica de ciclofosfamiga (D) y linfocinas
cbtenidas a partir del sobrenadante de cultivo en linfocitos
estimulacdos mediante Concanavalina-A, en ratones RALE/c portadores
del linfoma murino L-%178-Y, publicado previamente por Daneri y cols

(4); donde se reportd un sinergismo antitumoral de la dosis (nica de




‘ineficiente en ratones atimicos nu/nu vy que gl efecto antitumocra

ciclofosfamida (180 ma/kg de peso), seguida de la administracifn de
lag linfocinas (48 horas después, cada dia). En_esta tesis, =1=]
repitib =1 efecto sinsérgico antitumoral de ambos agentes, en acuerdo

G

al articulo originaljg ademas se demostrdb gque cte esguema s

cst& medizdo paor ceélulas del sistema inmunme, & traves de la

-

{

oA

subpoblacibn de linfocitos gue expresan el marcador Lyt Z.




2.-ANTECEDENTES .

Z.1 Antecedentes 0Oncolbgicos : En los organismos superiores, los
Fenbmenos de proliferaciébn y diferenciacitn celular, implican la
expresibn selectiva y coordinada de genes , sujetos a regulacianes
intermolesulares, en parte moduladas por influencias del acsbiente

{

&)

Y. El repertorio genfBmico, incluye cbédigas para la expansitn,
diferenciacibn, auvtonomia vy migraci6tn celular, qgue se transmiten en
el momento y estirpes apropiados (&Y. En el cancer los mensajes de
regulacibn de estos eventos, no se efectidan o no s& obedecen en farma

adecuads (7).

El desarrollo y progreso de los tumores malignog; se concibe como un
proceso microevolutivo basado en cambiasisecuenciales de un grupo de
determinantes o como la gradual emancipacibn de una clona de células
som&ticas, del contrpl del crecimiento (1). Las células cancerosas,
transmiten a su pregenie el fenotipo neoplasica, observacibn que
sugiere la presencia de genes gque determinan malignidad. =81
descubrimiento de los oncogenes en el genoma de los retrovirus Y
proto—oncogenes en las células normales, ha contrubui do al

esclarecimiento de los procesos carcinogenéticos (8).

Las evidencias apoyan un origen clonal en la mayoria de 1os tumores
sbhlidos vy hematopoyeticos (9. Durante el progreso tumoral, GE
producen alteraciones heredables gQue al acumularse se traducen &n
subclonas con propiedades diferentes de invasibn, guimissensibilidad,
antigenicidad; caméios ean el cariotipo, recepteres, glucoproteinas v

enzimas (1M . La creciente heterogeneidad celular en los tumares ase



correlaciana con un aumento de la autonomia, anaplasia Y

comportamierto agresivo que se& manifiesta en invasitn y metistasis

(11).

del crecimiento tumoral, se describe como una funcion

Gompertriana, dorde se observa un retardo exponencial del crecimiento
y duplicacibn del tumor a medida que aumenta su masa, por la
influencia ge la fraccibn de celulas en cada etaﬁa del ciclo celular
Y lalpﬁoporcibn eliminada (12).

La invasidn v las metéstasis a partir del tumor.primaric, representan
tYos problemas mas devastadores del cancer. Estos 5racesas oCureen en
una secuencia dindmica de pasos interrelacionados, que dependen de
Factores del " hueésped " y de las células malignaé (133 .

Las secuelas clinicas de los tumores, son causadas por efectos oe
invasitn vy compresidn de los tejidos normales; liberacibn de
citocinas, hormonas y otros agentes bialbéicos' liberados al medio

local o sistémico; Ffinalmente por las consecuencias psicoscciales

(14).

La estrategia ideal contra el cadncer es su prevencibni a medida qgus
se establezcan con precisidn los factores gque participan en la
génesis del cancer, los programas de prevencifn primaria y secundaria
ser&dn la principal arma en la lucha contra la * malignidad ", E1
diagntstico temprano representa la siguiente herramienta que influve
en el pronbstico de los enfermos con cincer (15).

La masa tumoral es una variable importante en todas las modalidades

de tratamiento, ya que se correlaciona con el grado de invasién

- local, probabilidad de metéstasis y una mala respuesta al tratamiento




{1&8). La cirugia esti ingdicada &n la mayoria de los tumores en fase
temprana de su desarrollo, sus limitaciones son  la extirpacibn
tolerable de tejido notmal y la diseminac;bn neoplasica. La
radioterapia se emplea en el tratamiento de _tumores"lucales o
regionales, complementaria & la cirugia [a] quimioterapia. =
quimiocterapia se utiliza como un tratamiento sistémico en tumores
avanzados 0 sensibles a estos agentes quimicos, sué restricciones son
la toxicvidad a las células normales y la guimiorresistencia natural o
desarrolladea en las células tumorales ().

Los inconvenientes y resultados desfavorables de ‘las 3 modalidades
clasicas de tratamiento, ha motivado el desarrpllo de estrategias
alternas que entre otros incluyen, a leos inductores de diferenciacidn
celular, agentes hormonales, hipertermia y modificadores biol&gicos
(2.

2.2.- Inmunulogia del c&ncer : €l principio fundamental de la
inmmnolﬁgia del céncer, se basa en la expresidn de antligenos
tumorales, que permiten al sistema inmune discriminar las celulas
malignas de las normales. Estos antigenos son el reflejo de
alteraciones heredables, gue acompafam a la transformacién-maligna, Y
que pueden involucrar la biosintesis de una molécula nueva (expresién
viraly, alteracién en la estructura de una molécula normal,
axposicibn de conformaciaones ocultas, 2nsamblaje incorrecto .de
moléculas multiméricas y la expresifén aberrante de antigenos fetales
o de diferenciacidn celular. Laos antiéenus tumoﬂalés'se clasifican en

especificos (ceélulas malignas en particular) y asaciados {(pueden



6

localizarse en tejidos normales en ciertas estirpes o etapas de 1la

diferenciaciaon celular) (17).

Virtualmernte todos los componentes del sistema inmune, han mostrado
‘“una mayor o menor capacidad de contribuir a la erradicacion de las

células cancerosas; de tal suerte gue se pusden eliminar células

premalignas o en las primeras etapas del crecimiento tumor
(3). Los sistemas efectores especificos, parecen importantes contra
los tumores InmUNogenicos, mientras que los | inespecificos son
relevantes en‘105 menos inmunogénicos (18, 19).

Los linfocitos derivados del timo (linFDcitos-T), representan el
mecanismo principal de respuesta especifica contra las ‘células
malignas y. se efectlia a traves de .la funcién pe subpoblaciones
inductoras de cooperacién y citotéxicas. Las primeras que expresan el
marcador (374 (ratén) o CD4 (humano), requietren la presentacidn del
antigeno en el confexto de moléculas de histocompatibilidad clase II,
por celulas auxiliares y cumplen su funcién mediante la liberacién de
linfocinas une activan a otras células del sistema inmune o que
tienen actividad antitumoral; las segundas gue exhiben el marcador
Lyt-2+ (rat&n) o CD8 (humano), reconocen al antligeno en el marco de
histocompatibilidad clase I, dafando en forma directa la memﬁrana de
las ceélulas tumorales (20,21,22). lLa respuesta humoral, mediada par
los linfocitos B, parece desemperar un papel menos importante contra

los tumores, sin embargo se ha reportado gue los anticuerpos pueden

interferir en el establecimiento de 1asHMEtastasiS (23 .

Py



La respuesta inespecifica contra los | tumores, asta mediada
principalmente por las ceélulas asesinas natu;alesﬂ macrafagos v
linfFocitos activaﬁos por linfocinas. Los linfocitos ase5inu$
naturales tienen la capacidad de aniguilar una variedaa amplia de
ceélulas malignas in vitro., y se correlacionan con la resistencia a
algunos tumores transplantados (24). Los macr&fagos se activan
mediante linfocinas como el interferdn gama y adquieren la aptitud de
lisar a algunas células malignas mediante contacto directo o la
secregidn de factores (28, 26). Las celulas activadas por lintocinas,
adguieren la capacidad de lisar ceélulas malignas Frgscaa v 1lineas’
resistentes a linfocitos asesinos naturales, - en respuesﬁa a
concentraciones elevadas de linfocinas como la interleucina-Z2; estas
celulas no tiemen memoria inmunolégica ni estan restringidasrpor el

complejo mayor de histocompatibilidad (27).

Al progresar los tumores, se incrementa la heterogeneidad celular vy
puede ocurrir selecciébn de variantes que expresan antigenos débiles,
subclonas no inpunogénicas 6 que no exﬁﬁesan ~antlgenos de
histocompatibilidad (2B, 29). Las celulas malignas pueden adenas
evadir el sistema inmune, en virtud del sitio aratémico privilegiaéo
donde estan creciendo (un ejemplo el sistema nervioso central),
enmascaramiento antigeénico (&cido sialico), libekacibn de antigenos

solubles y en veslculas, modulacibn antigénica, complejos immunes,

factores inmunosupresores Yy por la actividad de células supreseras o

inductoras de supresion (30, 31, 32, 34, I5). Al Gltimo reépEctD,
se ha dudado la xistencia de las celulas T supresoras como una

entidad independiente de las citotbxicas, y se sugiere que la

actividad de supresifdn es realizada por . diferentes celulas y-



malécula; del sistema inmune (Z&) . El resultada +inal de la
contienda, entre los mecanismos de resistencia contra ios tumores vy
los de evasibn al sistema inmune, es crucial en el destino final del
hugsped con tumor (3).

2.3~ FRegulacién de la respuesta inflamatoria e inmunologica por
citocinas H En el curso e las reaccliones intlamatorias =]
inmunolégicas se liberan substancias denominadas citocimasy las
pdeugiQas por linfocitos se llaman linfocinas: las secretadas por
monocitos o macr&fagos se designan como monociras. Estos mediadoraé
son mensajeros intercelulares que regulan la respﬂesta inflamatoria
local y @n ocasiones sistémica. Modulan la inflamacifn e inmunidad a
ngvel del crecimientq, movilidad y diferenciacibn QQ los leucocitos vy

otros grupos celulares (37).

Se han detectado, caracterizédo y purificado un anero importante de
citocinas con un Pango de peso molecular de 6,000 a &0,000 daltons.
Estos compuestos son extrémadamente potentes a coﬁcentraciones bajas,
para estimular las funciones de sus celulas blanco, mediante la union
a sus receptores espechiCDé. Las citocinas que se han purificado,
han mostrado efectos mhltiples en el crecimiento y diferenciacién de
células linfoides, mielPides y .del tejido conectivo (38). Algunas de
estas citocinas, se produceh’ durante los cultives de linfocitos
estimulados con antigenos o mitbgenos como la concanavalina-A v la

fitohemaglutinina (39). Se ha estudiado el efecto in vitro e in vive

de algunas citocinas obtenidas en forma recombinante, coma la
interleucina~2, interleucina-4, interferones, factor necrotizante de

los tumores y linfotoxinas (40, 41, 42). En pacientes con cancer, se
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han aobservado resultados inconstantes vy algunos efectos toxicos

en respuesta a estos agentesl(43).

2.4~ Farmacologia de la Ciclofosfamida vy sus efectos sobre Ia
respussta inmune : La C es un quimioterapico, fundamental en

diferentes esguemas de tratamiento de tumores malignos en el humano

(44) ., Este medicamento, @s un agente alquilante, derivado de la
mostaza nitrogenada, mediante el reemplazo del N-metila par una
fosfamida ciclica. Se precisa para su activaciaon del sistemna
citocroma [ oxidasa F—450 en el higado,  que rinde - 4-
hidroriciclofosfamida. Esta a su vez es _;interconvertible El
aldofosfamida; ambas son susceptibles a la nidasa hepatica de

aldehidos, que produce 4~cetociclofosfamida Y carboxifaosfamida
respectivamente. Estos metabolitos no presentan actividad biolbgica
importante y no dafdan al higado. lLos efectos terapetGticos vy téﬂiccé
del medicamenfo, s0n meﬁiados par la mostaza de fosforamida,
acrolelna vy nor-mostaza nitrogenada; productos de la aldotfosfamida,
por una reaccibn de Beta-eliminaci&n en las células sansibles (45).
E1 resultado final de las feacciones ;nteriores es la Formaciﬁn de
eplaces covalentes con los componentes del ADN y protelnas asociadas.
g1 Atomo 7 deA la guanina, &S particularhente sensible a la
alguilacitn, favoregiendo -la unibn a residuos de timina en lugar de
citaocinay labiliza el anillo de imidazol y fomenta la depurinizacidn
al separar los residucs de guanina. Dehildo a que la ciclofaosfamida
‘es un agente alquilante bifuncional, se puaden generar
entrecruzamientos entre dos cadenas de acidos nuclelcos o con una de

proteinas, afectando al ADN y otras funciones celulares (43).



La C aican:a urna concentracibn mixima en el biasma, dentro de los
primeros 1% a 30 minutos después de su administracitn intraperitoneal
(i.p.) vy una vida media de S horés (46) .

Los linfocitos son susceptibles a los eFe;tDE tbnﬁcus de la
ciclofosfamida, especialmente las células B. Esta vualnerabilidad se

manifiesta cowo linfopenia a las 24 horas post-tratamiento vy de

acuerda a la dosia vy  tiempo de aplicacidn pueds OCAS I On&Er

inmunpesupresion (47 . Bin embargo se ha establecido que &n

condiciones apropiadas, este medicamento puede intensificar la
1c. L

.

respuesta ipmune celular y humcral (48).

El momento de aplicacidn en la relacibn al antigeno y la dosis, san
criticos en la inmunopatenciabian mediada por la ciclofaosfamida (49).
Las evidencias experimentéles sugieréﬁ gque las celulas supresoras son
mas sensibles a este medicamento que el resto de las subpoblaciones

celulares (S0).

Se nan eqpleado diferentes dosis de este medicamento gue varian desde
15 mg/Hg‘ de peso hasta 300 mg/Kg en aplicacién Gnica {(S1). La
administracifn de esta Gltima dosis en ratones, elimina durante cinco
dias la actividad de las celulas T citotbnicés, que se recuperan a
partir del sexto dia; la actividad de las asesinas naturales se
recupera a partir del néveno dia, conbun incremento posterior a los
nivelas basales; hasta el dia 21 se pueden generar celulas activadas
por linfocinas (S2). La aplicacibn dnica de 180 mg/kg de peso de
ciclofosfamida por via intraperitoneal, ha incrementado la sobrevida
de ratones inoculados con celulas tumorales. Este efecto se atribuyd

a la dismipucibn de 1la carga tumoral vy a la eliminacidn de
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pracursores de celulas supresoras (S3). 2 ha comunicade gue dosis de

200 mg/kg de peso, Ocasionan un  aumento  en  la  produccion . de

interleucina-% en ratas y una dismirucion de los efectos tbricos de

la interleucina—-2 aplicada a dosis altas en ratones (54, 353).

En un trabajo realizado en este laboraterio, se demostré un sfecto

sinérgico antitumoral, al administrar ciclofosfamida en dosi Gnica

(180 ma/kg de peso) y linfocinas (obtenidas a partir de cultivo de
linfocitos egtimulados macdiante Can—-A a ratones praviamente

inoculades con células del linfoma muring L-S178-Y (4).



3.1 PLANTEAMIENTD DEL FROELEMA.

Se desconocen las mecanismas inmunolégicos  implicados  en el

sinergismo antitumoral de la ciclofosfamida (dosis dnica de 180 mg/kg
de peso) y linfocinas en el modelp de ratones BALB/c con linfoma

murino L-=3178-Y.



4.~ HIFOTESIS.
El =inergismo antitumoral de la ciclofosfamida (dosis dnica de 180
mg/kg de peso) y linfecinas en ratones con linfoma murino L-S178-Y,

esta mediado inmunolbogicaménte por el sistema inmune celular.
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S.- OBJETIVOS

5.1~ Reproducir el modelo de sinergismo antitumoral de dusis onica de
ciclofosfamida (180 mg/kg de peso) y linfocinas en ratones BALE/C con
linfoma murino L-3178-Y.

.2~ Investigar si el efecto antitumeoral se transfiere en forna

adoptiva mediante celulas de bazo.

5.3~ ldentificar la subpoblacitn responsable del efecto antitumeral.



&.— MATERIAL Y METODOS.

Flan General. En forma inicial se repitieron 105 EXpErimentos que
demostraron un sinergismo.  antitumoral de ylé dosis tinica de
ciclofosfamida (180 mg/kg de péso) y linfocinas en ratones con
linfoma murino L-5178-Y. En seguida se investigd si el efecto

antitumoral, se transfiere mediante las células del bazo de animales

sratados con este esquema Yy sus recspectivos controles. Fatra

deteqm;nar la subpoblaciédn de células implicadas en la actividad
antitumoral, se eliminaron en forma sélectivé madiante anticuerpug
monoclorales y complemento las subpoblaciones_»1inF0citarias LET 4+,
Lyt-2.2+ o Lyt-1.2+, antes de la transferencia en conjunto con
células del linfoma muriﬁo L-5178~Y. En forma paralela se estudi® ia
eficacia de la ciclofosfamida a la dosis seﬁwlgda y linfocinas en

ratones atimicos nu/nu.

Animales de Experimentacitn. Los ratones BALE/c (hembras) vy sus
mutantes atimicos nu/nu (machos ) de 10 & 12 semanas de edad, fFusron
proporcionados por el Centro de Reproduccidn Animal de la Unidad ds
Investigacitn Biomeédica de QOccidente IMSS. Unicamente se emplearon
ratas Wistar (machos de 8 semanas ué edad) de la misma institucidn,
para la obtencion del sobrenadante de cultivo en linfocitos

estimulados o no con concanavalina A.

Células Tumorales. - Linfoma murino L~35178-Y (H-2d) de origen

espontaneo y estirpe timica (56), fué mantenido en fase ascitica por



transplénte semanal de 1 % 10 EXF 06 células en ratones singeénicos
BALB/c; esta dosis mata a los ratones en un promedio 13 +- 2 dias
posteriores a la inoculatifn del tumor.

Medicamentos. La ciclofosfamida (Genoxal; Schering, “Mexico) ==
~disolvid antes de su uso en ﬂéCl 0.15 M, y se aplich por via

intraperitoneal en un volumen de 0.2 ml. Cada rathbn recibib 180 mg/kg

de peso en dosis (nica.

Nediq de cultivo. RFMI-1440 suplementado éon amoftiguador HEFES 10
mi, aminoéc}dos no escenciales O.1. mM, biruvato de scdic t mM, L-
glutamina 2 mM, Z-mercaptoetanol 5 x 10 EXF —OS;M, suero fetal de
ternera al 10Y% (Gibco, Grand Island Co., N.Y.), bicarbonato de sodio

‘al 0.0007% ( Sigma Chemical, St. Louis Mo.).

Viabilidad celular. La viabilidad de las celulas se determind
ﬁediante naranija ;e acridina y bromuro de ethidium a una parte por
millon en solucitn de fosfatos pH 7.2, siguiendo el método descrito
por Farks (57).

Freparacibn del scbrenadante de cultivo de linfocitos Fico e@ry
linfocinas. Se cultivaron linFocitas de bazo de rata a una densidad
de 1 x 10 EXFP 06 células/ml del medio seralado mé&s 5 ug/ml de Con-A&
(Sigma CHemjcal, S5t Louis Mo), en botellas de 80 cm cuadrados
(Corning), durante 24 horas a 37 grados C; en atmbsfera hlimeda y 5% .
de C02. Al teéermino de la incubacibn se obtuvo el sobrenadante.
mediante centrifugacibn ; 800 x g durante 20 minutos a4 grados C. En

seguida se filtrd en mémbranas con poros de 0.45 u (millipore Corp.

Bedford Massachusetts) y se dializf durante 24 horas contra NaCl O.i5
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M a 4 grados C. Finalmente se liofilizo (liofilizador, Labconco Co)

en condiciones de esterilidad.

Inoculacitn del tumor y aplicacitn de los esguemas de trétamientouﬂe
inocularon siete grupos (10 ratones BALE/c, por grupo) caon S x 10 EXF
06 celulag- del linfoma L-5178~Y viables por via I.F. en un volumen
de 0.2 ml de RFMI-14640 sin suplementar (dia 0O1); al qguintc Fueron

de

o

tratados o no (seglin el grupo), con la dosis sefalad
ciclofosfamida; a partir del septimo dia recibieron alguno de los
siguientes 'tfatamientos : sobrenadante de cultive de linfocitos
estimuladns con la Concanavalina-@ (SCLE) , snbrenaéante de cultivo de
linfocitos. sin- estimulo mitogénico (SCLN) o NAC1 .15 M. Estos
tratamientos se aplicaropn por via i.p., c/24 horas en un volumen de
0.9 ml, hasta el décimo guinto dia del experimento. En el caso de los
sobrenadantes de cultivo de linfocitos, cada ratdbm recibit en total

el eqguivalente a 50 ml del sobrenadante original (antes de la

didlisis y liofilizacitn).

qunracibn.del crecimiento tumoral. lLos ratones se sacrificaron el
décimo guinto dia de 1la innculacibn'del tumor; se obtuvo el liguida
de ascitis de ia cavidad peritoneal, se miaib su volumen y se contd

el namero de células tumorales por ml (contador celular Reichert,

Euffalo N.Y.). También se registrt el estado clinico de los animales

y el aspecto macrosctpico del tumor y principales 6rganos de cada
ratbn. l

Inoculacitn del tumor y. aplicacibn del esquema de tratamiento en
ratones atlmicos nu/nu. ée inocularon I grupos (S ratones) con & x 10

EXF 0& celulas del linfoma murino L-5178-Y por via I.F. en 0.2 ml de




RFMI~1640; dos de los grupos recibieron ciclofosfamida en las
condiciones sefaladas: a uno de estos grupos se le aplicd ademas, el
esquema de QCLE y al otro sin estimulo mitogénico; El1 tercer grupﬁ
recibid unicamente el SCLE, sin la cichFasFamida; La valoracion del
crecimiento tumoral, se reali;b en la Fprma sefnalada can

anterioridad.

Experimentos de transferencias ceiulareg. Se eﬂtrajeron en forma
EStér?l‘IDS bazos de ratones "normales” o previamente inoculados con
el tumor (15_ dias antes) Y tratados con el ‘esquema completo
(&iCIDFoéFamiAa y SCLE), o por sepaéado. Se seﬁéraron las celulas
mononucleares en Ficoll Hypague a una densidad de 1.087, mediante
céntriFugacibn a 400 x g durante 26 minutos (4), Sé ajustaron 1 x 10
EXF 07 células mononucleares / ml en medio RPMI-1640 con HEFES 2% miM
y 0.3% de albumina bovina. En forma selectiva se eliminaron o rno las

subpoblaciones de linfocitos inductores / cocoperadores o citotésicos

/ supresores, mediante anticuerpos monoclonales ANLi-LIT4 (hibridoma

~Gk‘.ﬁ—i.‘S, donado amablemente por &l Dr. Steven keed., Seattle

Biomedical éesearch Institute) y Anti-Lyt-2.2 (Cederlane laboratories
Limited) respectivamente. Ademas se elimind la subpaoblaciéan de
linfocitos que expresan el marcador Lyt-1.2 (presénte en una fraccidn
importante de linfocitos 7T),con su respectivo ahticuerpo (Ceder lane
Laboratories Limited). La eliminacibn de lasg subpoblaciones

celulares,se efectud en presencia de complemento de. conejo, de=
-

acuerdo & lo descrito por Forni (3B). Se transfirieron grupos de 5

ratones (inmunosuprimidos B8 dias antes con 300 mg/kg de peso de

‘cic;ofnsfamida por vla i.b.) con 10 % 10 EXF 06 células mononucleares

tratadas o no con alguno de los anticuerpos monoclonales en presencia



de complementao, m&s 100 x 10 EXF O3 células del linfoma murino L-

5178-Y. La transferencia se realizé por via S.C. en 0.2 ml de RFMI-

1640, en la regifbn dorsal de cada raten. La valordcion se efectul

mediante el registro de la sobrevida de los animales de cada grupo.

Analisis Estadistico. Los resultados de los experimentos se

_ compararon mediante las pruebas de U de Mann Whitney y t de Student.
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7.~ RESULTADOS.

Efecto antitumoral del sobrenadante del cultive de linfocitos
estimulados con Con-A y dosis UGnica de EicloFasFamida' en ratones
BALB/c. con linfoma. En & de lo; 10 ratomes gue recibieron ambos
tr'atamien;:_os (gr‘leﬁ 7). no se encqntrb evidencias del tumor

(macroschpicas ni microscbpicas); el promedio de células tumorales en

" la cavidad peritoneal de los 4 animales restantes, fue

signi‘F:}cativamente menor al cuantificado en los ratones de los &
grupos test‘ig‘c; (Cuadra 1). En la mayaria de losyanAimales de este
grupo 7, se Dbservbvundncre‘mentu en el volum’en; de su abdomen del
octavo al décimo primer dla de la inoculacion del tumor; seguido de
una disminucién brusca a partir del décimo segundo dia, hasta no
detectarse en el décimo guinto. No se Dbser‘vbv ninguna anormalidad

patente en los principales Grganos de estos ratones. S

Todos los grupos de animales gque no recibieron ciclofosfamida, se
sacrificaron el decimo tercer dia del inbculo 1‘:umm‘a1, debido a su
mal estado general. Esta condicion fue mas acentuada en el grupo ae
ratones ‘tratados Gnicamente con el $CLE, donde se observaron datos de
vasodilatacibn y hemorragias pequefas en los béwgarms del' abdomen vy
tbr'én:_, asi como depbsitos de tumor sdlido (nEdule tumorales). En
contraste » todos los animales de,. los grupos que - recibieron
ciclofosfamida, sobrevivieron hasta 1la fecha bprogramada\ para  su

sacrificic (decimo guinto dia) en diferentes condiciones generales,

dependiendo de los otros tratamientos que recibieron (Cuadro I). Sin

tomar en cuenta a los ratenes del grupo experimental (No 7), el resto
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de lo; que recibieron ciclofosfamida, mostraron wuna tendencia (no
I , isignificativa) a un menar namero de células tumorales en relacibn a
; los grupes no tratados com este agente alguilante (Cuadro I). A
excepcibn del wmismo grupo experimental, todos los qbe reﬁibiermn
% sobrenadante de cultive ae iinfocitos estimulados ©o mrno con el
| .
’ mitbgenoé. mostraren ura tendencia & un valamen menor  de liguido

ascitico y depbsitos de tumor sbHlido.

Esqgema de tratamiento de ciclofostfamida y sobrenadante de cultivo de
linFDcitosfen ratones atimicos nu/nu,. Algunos de los ratones atimicos
murieron en les primeros dias de la inoculacitn del tumor, a causa de

problemas infecciosos; sin embargo el resto de amimales sobrevivieron

[
jul

aungue en mal o regular estado general hasta el decimo guinto dia.

13}

todos los grupos tratados o no con ciclofosfamida vy sobrenadantes d
'cultivo de linfocitos (SCLE o SCLN), se registrafcn cifras de células
tumorales superiores a EOC % 10 EXF 06 por ratén. Los 2 grupos de
animales tratados con la ciclofosfamida mas SCLE o SCLM, mostraron
una discreta tendencia a un menor namero de ceélulas L=-&178-Y (no
signiFicafiva), regular estado general y abdomen menos vmlumlndso
en relacibn a los que recibieron Qnicamente los sobrenadantes (Cuadro
I1). No se observaron diferencias significativas en el volumen v en

el depbsita de tumar sblido entre los diferentes grupos de animales.

Experimentos de transferencias celulares. Con la finalidad ¢

B

investigar si el efecto antitumoral de la dosis Gnica ‘de
ciclofosfamida y linfocinas en ratones BALE/c con linfoma, ezt
mediado por células del sistema inmune;s se transfirieron células

mononucleares del bazo de estos animales mas cé&lulas L-35178~y - a
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Cuadire L Lkwﬁuxanﬂﬂfﬂmmﬂ ae Hndocias v dosls

|
Giifcs de ouﬁOMLﬁ.tﬂ@a‘@muﬂﬁ@mea con lnicma,

Rt e A TV 0 5 0 8o A ol Bt 30 i 20 # e AV 4 el oo A 0 ol WP LB 15 B AR 4 At ha i o ma T e €|

ck“H[Z)u/Tu:. céwlas L-8178-Y~ Vol Lia Asgss

Y.
FAW R

NaGl 2086 - 54 5.9 - 1.4 e
- SCLN _ 3.8 «- 1.5 TS
4.8 +- 2

N
I
e

U

i

G 239.8 +~
G Nadl 2075 -
C SCLN 1844 -
SCLE 2256 &~
G &CLE 9.3 +-

.

i
51+~ 1.4
2.9 - 0.9
2.4 - Q7 s
0.3 = .04 Bl (‘ fy -

K Y

~Nw s 8T,

Y

B0 OO NN A

93

.

NP ORGP
! .

» 1% 10 EXP 06 (células totales) su 1l

Comparaciones mediante prusha de 1" de Studant vl s MWL

7 vs 1 hasta 6 : p< 0.001 1 hasta 6 (entre cliog): NS

Mo mal Re regular e Luén Ew estado Ge gaheral

M o= 10 ratones T8 = tumor 26lide A v ghdomen




a” u " n %

' :;;t;uoma de finfociias v dosis Onles de
amica en ratones Ei‘!ﬂﬂb"‘ﬁ‘»% FIL/ Fits,

Guac

Grupo/iral Gélulas L-5178-Y+ Vol Lig Ascs: Qhservaciones
‘ W= G
1.~ SCLN 3284 - 5642 38 +~ 1.6 MG Avere TS
2.~ G SCLN 2385 +- 4388 3.6 +- 1.4 REG Axee T8
3.~ &CLE 3377 +- B5T.Q &6 +- 201 MEG Aveers TG
4~ G SCLE 22929 +- 47.3 3.6 +- 106 Hizis Avse TS
x 10 EXP 06 (células totales) v il

Comparaciones mediante prueba de "t” de Student U de WM.W. :
1 hasta 4 (entre eflog) : NS

M- mal Re= regular B» buén E» esiado G~ general
Aw abdomen TS depdsitos de tuncr salido

e & ratones en cada grupo
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Figura 1. Transierencia del efscto
aniitumoral madianie célulds de bazo.
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