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MECA~ISMOS INMUNOLOGICOS INVOLUCRADOS EN EL SINERG1SMO ANTITUMORAL 

DE LINFDCINAS Y DOSIS UNICA DE ClCLOFOSFAMIDA EN RATONES 

CON LINFDMA MURINO L-5178-Y. 



lNTF:ODUCCIDN. 

El avance tecnológico en el campo de la genética molecular, 

b1oquímica e inmunología, ha penT,itido compt·endet· mejot· las b¿,ses 

biológicas del cáncet· (1). Sin embat·go, el pt·ogt·esc' en 1<:< oncoloqí¿¡ 

b~sica to~avia no re~leja su magnitud en el tratamiento del c~ncer~ 

continüa apoyándose en los pt·im:ipios de la cit~ugia, 

qLtimiotet·apia y ~-~\diaciones, con SLts 1nconvenientes y limitaciones. 

Dentt·p de las estrategias tenl.peCtticas alter·nas, la inmunotet·apia de 

los tumo~- e~~ una de las más estudiadas y 

pt·ometerJm·as pot· su especi·Ficidad y supuesta inocui'dad \2). 

Uno de los principales problemas que enfrenta la inmunoterapia de los 

tt.tmot·es, es la débil ¡·espuesta inmLtne que se geñet·a contt·a la ca¡··ga 

tt.tmot·al; debido a la:: cat·acteristicas fenotl.picas de las subc:lonas 

tt.tmot·ales, despt·opot·cion de la masa tumot·al o mecanismos de evasibn 

inmunológica que empleari las células malignas. Estos obstáculos 

pueden abordarse mediante una disnlinucibn de la carga tumoral~ 

seguida de un incremento de la inmunogenicidad, estimulo de la 

respuesta inn,une, tt·ans~erencia pasiva de la misma o contr·arrestanoo 

l~s ~uerzas supresoras que la limitan 131. 

En el presente trabaJo, se reprodujo un modelo experimental de 

inmunotet·api¿, con dosis ünica de ciclofosfamida CCl y linfoc:inas 

obtenidas a partir del sobrenadante de cultivo en linfocitos 

estimularjos mediante Concanavalina-A, en t·atones BALB/c pot·tadcwes 

del linfoma murino L-5178-Y, publicado previamente por Daneri y cols 

¡· 
(4); donde se reportO un sinergismo antitumoral de la dosis L!nica de 



2 

cir.:lo+osfamida <18(> mg/1'-.g de peso), seguida de la administr-ación rJe 

las lin-focinas (48 not·as después, C<.'lda dia). En esta tesis, se 

r·epitib el e-fecto sinér·gico antitumor-.;:.1 de ambos agentes, en acue¡·-do 

al articulo original; adem~s se demostrb que este esquema es 

·inet~ic:iente en r·o;¡tone5 at1micos nLt/nu y que el e-fecto antitumor·¿c;l 

est~ medi~do por células del sistema inmune, la 

subpoblacibn de lin~ocitos que expresan el ma¡·cador Lvt 2.2. 



2. A N T E C E D E N T E S . 

2.1 Antecedentes Oncológicos En los organismos superiores, los 

~enómenos do proli~eración y di~erenciación celular, imp 1 ican la 

expresión selectiva y coordinada de genes 

inter·molec;ul.;wes, en pavte moduladas por· in1:1LterJCias del ambiente 

(5). El t·eper·tor-io genómi.co, incluye códigos para la expansibn, 

di~en;nciación, au-tonomia y migt·ación celulat·, qLte. se tt·ansmiten en 

el mc::o;ento y estit·pes apr-opiados (6). En ·el cáncer los mensajes de 

regulación de estos eventos, no se eFectúan o no se obedecen en Forma 

~<decuado; (7). 

El desar·n:lllo y pt·ogt·eso de los twnot·es malignos, se concibe como un 

proceso microevolutivo basado en cambios secuenciales de un gt·upo de 

determinantes o como la gradual emancipación de una clona de células 

somaticas, del contt·ol del crecimiento ( 1i. Las células cancet··osas. 

i:t·ansmiten a su p.-c:>genie el 1:enotipo neoplasico, obser-vación que 

la pr-esencia de genes que deten-mi nan malignidad. 

cJescubJ- imiento de los oncogenes en el genoma de los t··ett·ovir"Lts y 

p t·oto-oncogenes en las célLtlas not·males, ha cont t"Ltbu ido al 

esclarecimiento de los procesos carcinogenéticos (8). 

Las eviclencias apoyan un ot·igen clonal en la mayot·ía de los tumm·es 

sólidos y hematopoyéticos (9). Dw·ante el pt·ogt·eso tumor-al, 

pt·odw:en altet·aciones heredables que al acumulat·se se tt·aducen en 

subclonas con propiedades di~erentes de invasibn, quimiosensibilidad, 

antigenicidad; cambios en el cat·iotipo, t·eceptot·es, glucopt·otel.n.;,s y 

enzimas <10). La ct·eciente hetet·ageneidad celular· en los tumot·es se 
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correlaciona con un aumento de la autonomia. Ctnaplasié!. y 

compot·tamiento agt·esivo que se mani-fiesta en in
0
vasión y metástctsis 

( 11). 

La cinética del ct·ecimiento tumot·al, se desct·ibe como una función 

Gompet·t::i<;'na, donde se obset·va un t·etat·do e;.:ponencial (iel. crecimiento 

y duplicación del tumor a medida que aumenta su masa, por la 

influencia de la fracción de células en cada etapa del cicle celular 

y la pt:oporción eli.minada \12>. 

La invasión,y .las metástasis a partir del tumor pri~ario, representan 

1'os pt·ot'Jlc=•müs más devastadot·es del cancet·. Estos pt·ocesos oc:utTen en· 

una secuencia dinámica de pasos intetTelacionados, que dependen dE? 

·Factot·es del " huésped " y de las células malignas (13). 

Las secuelas cll.nicas de los tumot·es, son caLtsadas pot· efectos d!e 

compr·esibn de los tejidos not-males; 1 i bet·ac ibn c.1e 

citocinas, hot·monas y ott·os agentes biolbgicos· libet·ados al medio 

loc<d o sistémico; ·Finalmente pot· lctS consecuencias psicosociale~; 

( 14). 

La estt·ategia ideal contt·a el cancer· es su prevencibn; a medid.;-. que 

se establezcan con precisibn los ~actores que participan en la 

génesis del cáncer, los programas de prevencibn primaria y secundaria 

seran la principal at·ma en la lucha contt·a la " malignidad ". El 

diagnbstico temprano representa la siguiente herramienta que in+luye 

en el pronbstico de los enfermas con cáncer <15). 

La masa tumat·al es una vat·iable impot·tante en todas las modal ida eles 

de tt·atamiento, ya que se cort·elaciona con el gt·ado de invasión 

local, probabilidad de metástasis y una mala respuesta al tratamiento 
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\16). Lo\ cir·ugia esta indicada en la mayod.a de los tumor·es en +ase 

temprana de su desarrollo, sus limitaciones son la extirpación 

toler·able de tejido nor·mal y la diseminacion neoplásica. La 

radioterapia se emplea en el tratamiento de .tumores locales o 

complementai·ia a la o quimioter·apia. 

quirnioter·c,pia se Lttilizcl como un tr·atamiento sistémico en tumon?s. 

avanzados a sensibles a estos agentes qLtlmicas, SLlS r·estricciones son 

la toxicidad a las células normales y la quimiorresistencia natural o 

desar~o~lad~ en las células tumorales <2>. 

Los inconvenientes y r·esultadCJs des+avor·ables de "las .3 modalidadc~;> 

clasicas de tr·atamiento, ha motivado el desar-r-ollo de estr-ategias 

alternas que entre otros incluyen, a los inductores de di-ferenciación 

celular·, agentes hor·monales, hiper·ter·mia y modi+icador·es biolbqicos 

(2). 

2 .. 2. Inmunulogia del cáncer El p~incipio +undamental de la 

inmunologia del cJ: ... ncet ... ~ se basa en la expresión de antlgenos 

tumor·ales, qLte per·miten al sistema inmune discriminar· las células 

malignas de las nor·males. Estos antígenos son el 

alteraciones heredables, que acampaRan a la trans~ormación maligna, y 

que pueden involucrar la bioslntesis de una molécula nueva <expresión 

viral), al teraciór\ en la estr·uctur·a .de una molécula normal, 

&:·:posición de confor·mac i enes oc:Lll tas, ensamblaje incorrecto d12 

moléculas multiméric:as y la expt·esión aberrante de antl.g_enos fetales 

o de diferenciación celular. Los anttgenos tumorales ·se clasifican en 

especl.ficos (células malignas en particular) y asociados !pueden 



localizar·se en tejidos nonnales en cier·tas estit·pes o etapas de la 

di·t'er·enciaci6n celular·) <J.7). 

Vir·tualrnente todos los componentes del sist;;;ma inmune, han mostt·acJo 

una mayor· o menor capacidad de contr·ibuit' a la er·radicacion de. l,:,s 

células c.pncerosas; de tal suer·te que se pueden eliminar· células 

o en 1 ¿:\S pl.-imet~as etapas del crecimiento tumoral 

CSI. Los sistemas e-fector·es especl.i~icos, par·ecen irnpor·tantes contt··a 

los :tumores i nmLtnogéni cos, que los inespeci~icos son 

r·elevantes e,n los menos inmLtnogénicos ( 18, 19). 

Los linfocitos det"ivados del timo <lin-focitos TI, repr·esentan el 

mecanismo principal de respuesta especifica contra las célLtlas 

malignas y se e-fectQa a través de la fun¿iOn de subpoblaciones 

inductoras de cooperaciOn y citotoxicas. Las primeras que expresan el 

mar·cador· L3T4 lratbn) o CD4 (humano), requieren la presentacibn del 

antlgeno en el contexto de moléculas de histocompat~bilidad clase II, 

por células auxiliares y cumplen su función mediante la liberacion de 

lin·Focinas qLte activan a otr·as célLtlas del sistema inmune o qLte 

tienen actividad antitumoral; las segundas que e:,hiben el marcadot·· 

Lyt-2+ lratbn) o CDS lhumanol, reconocen al antlgeno en el marco de 

histocompatibilidad clase I, daAando en forma directa la membrana de 

las células tumorales 120,21,221. La respuesta humoral, mediada por 

los linfocitos B, par·ece desempeñar· un papel menos impor·tante contr·a 

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

interferir en el establecimiento de las ~et~stasis 1231. 



La t·espuesta inespec1·f'ica contt·a los tumot·es, esta mediada 

pcrincipalmente pot· las células asesinas naturales, macrófagos '/ 

linfocitos activados pot• lin·f'ocinas. Los J:in+ocitos asesinos 

natut·ales tienen la capacidad de aniquilat· una va¡··iedad amplia de 

células malignas iiJ vitl:..Q,· y se cm·t·elacionan con la t·esistencia a 

algunos t~mores transplantados (24). Los macr6fagos se activan 

mediante lin+ocinas como el inter+er6n gama y adquieren la aptitud de 

lisat· a alqunas células malignas mediante contact·o dit·ecto o la 

secre~i6n de factores <25, 26). Las células activadas por linfocinas, 

adquieren l<;~· capacidad de lisar- células malignas t=r·escas y lineas· 

t·es i stentes a lin-Focitos asesinos natur-ales, en t·espuesta 

concentr-aciones elevadas de lin·Focinas como la intet·leucina-2; estas 

células no tienen memot·ia inmunol6gica ni están t'eStl'ingidas pot· el 

complejo mayor de histocompatibilidad <27). 

Al pt·ogt·esat· los tumot·es, se inct·ementa la hetet·ogeneidad celular- y 

puede ocur-rir- selecci6n de var-iantes que expresan antl.genos débiles, 

subclonas no inl_llunogénicas o que no antl.genos de 

histocompatibilidad (28, 29). Las células malignas pueden además 

evadir el sistema inmune, en vit·tud del sitio anatómico privilegiado 

donde están creciendo <un ejemplo el sistema nervioso central), 

enmascat'amiento antigénico (ácido siálico), libet'ación de antigenos 

solubles Y en vesl.culas, modulación antigénica, complejos inmLines, 

-Factores inmunosupresores y por la actividad de células supresoras o 

inductot'as de supresión (30, 31, 32, 33, 34, 35>. Al 6ltimo re~pecto, 

se ha dudado la e:dstencia de las células T supr·esot"as como una 

entidad independiente de las citotOxicas, y se sugiet'e que la 

actividad de supt·esión es t'ealizada por .diferentes ceJulas y 
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molécl..tlas del sistema inmune (36). El -Final de la 

contienda, entre los mecanismos de resistencia contra los tumores y 

los de evasibn al sistema inmune, es crucial en el destino ~inal del 

huésped con tumor (3). 

~-3 Regu!~ción de la respuesta in~lamatoria e inmunológica por 

citocinas En el CUI'~ SO de las reacciones ini'lamator·ias 

inrnLtnologicas se liberan substancias denominadas citocinas; las 

pr·odt.tc¡id¿,s pcn- lí.n~ocitos se llaman lin~ocinas; las secr·etadas por· 

rnonocitos o ,macro~agos se designan como monocinas. Estos mediadores 

son mensa.iet·os intet·celulares que r·egLtlan la r·espl.testa in-Flamatoria 

local y en ocasiones sistémica. Modulan la inflamacibn e inmunidad a 

n$vel del crecimiento, movilidad y diferenciacibn de los leucocitos y 

otros grupos celulares 1371. 

Se han detectado, caracterizado y puri~icado un número importante de 

citocinas con Ltn rango de peso molecular de 6,000 a 60,000 da1tons. 

Estos compuestos son extremadamente potentes a concentraciones bajas, 

para estimular las -Funciones de sus células blanco, mediante la unión 

a sus receptor-es especl-Ficos. Las citocinas que se han p1..1rificado, 

han mostrado e-Fectos múltiples en el crecimiento y di~erenciaci6n de 

célLtlas lin-foides, mie\oides y _del tejido conectivo 1381. Algunas de 

estas citocinas, se producen durante los cultivos de lin-Focitos 

estimulados con antlgeno·s o mitógenos como la concanavalina-A y la 

-fitohemaglutinina (39). Se ha estudiado el efecto .'¡n vitr·o e in vivo 

de algunas citocinas obtenidas en forma recombinante, coma la 

intet·leucina-2, inter·leLtcina-4, inter-fer-ones, factor necr·otl::ante de 

los tumor-es y l in-Foto:dnas 140, 41, 421. En pacientes con ctincer-, se 
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han obser·vado r·esultados inconstantes y algLtn.os efectos tó:dcos 

en respuesta a estos agentes' (43). 

2.4- Farmacología de la Ciclofosfamida y sus efectos sobre la 

respuesta inmune La e es un quimioter~pico, fundamental en 

(<f4l. Este medicamento, es un aqente alqui lante, der·i v<,do de l¿, 

mostaza nit~ogenada, mediante el reemplazo del N-metilo por una 

fos~amida clclica; Se precisa para su activacibn del 

e i tocr·omo Q}(idasa F'-450 en el higado, · que rinde 4-

hidroxiciclofosfamida. Esta a su vez es 'interconvertible 

aldofosfamida; ambas son susceptibles a la oxidasa hep•tica de 

aldehídos, que produce 4-c:etociclofosfamida y car·baH i fosfami da 

r·espec:tivamente. Estos metabolitos no presentan actividad biologic:a 

impor·tante y no dañan al hlgado. Los efectos tet·apel.lticos y to~·::lcos 

del medicamento, son mediados por la mostaza de fos·foramida, 

acrole1na y nor·-mostaza nitrogenada; pr·odLtctos de la aldofosfamida, 

por una reacci6n de Beta-eliminación en las células sensibles 1451. 

El r-esultado final de las r·eacciones antet·ior·es es la fot·macibn de 

enlaces covalentes con los componentes del ADN y protelnas asociadas. 

El atomo 7 de la guanina, es particularmente sensible a la 

alquilacion, favot·et;:iendo -la Ltnión a r·esidLtos de timina en lugar· de 

citocina; labiliza el anj.llo de imidazol y fomenta la depLII"inizaci·oq 

~al separar los residuos de guanina. Debi,do a que la ciclofosfamida 

es un agente alqui lante bi funcional, se pueden gener·at· 

entrecruzamientos entre dos cadenas de Acidos nuclelcos o con una de 

protelnas, afectando al ADN y otras funciones celulares 1451. 
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La C alc:an;:a una c:oncentt·ación m:h:ima en el pJas~1a, dentt·o de los 

primeros 15 a 30 minutos después de su administración intraperitoneal 

(i.p.) y Ltna vida mec:Jia de 5 hor·as 146). 

Los lin-focitos son susceptibles a los tó;:icos de 

ciclo+osFam1da, especial~ente las células B. Esta vulnerabilidad se 

manifiest~ como linFopenia a las 24 horas post-tratamiento y de 

,:.-o.CL\et~ do a la dosis y tiempo aplicación puedE' ocasion¿.;,J·~ 

i nmunosup ~-~es i ón (47). Sin embat·go se ha establecicJo que en 

condiciones 
' 

apropiadas, es t. e medicamento puede 

t·e;spuesta i,nm~tne cE!lulat- y humoral (48). 

El momento de aplicación en la t·elacion al antígeno y la dosis, son 

críticos en la inmunopotencia~ión mediada por la ciclo+os+amida 1491. 

Las evidencias experimentales sugieren que las células supresoras son 

mas sensibles a este medicamento que el n;;sta de las SLtbpoblac:iones 

celLtlat·es <50). 

Se han empleado di~erentes dosis de este medicamento que varian desde 
' 

15 mg/Kg de pesa hasta 300 mg/Kg en ap 1 i cae i bn única (51) . La 

administracibn de esta Oltima dosis en ratones, elimina durante cinco 

dl.as la actividad de las células T citotb;dcas, que se recuperan a 

pat·tit" del se:·:to día; la actividad de las asesinas natur-ales se 

r·ecupet·a a pat·tit· del novena d1a, can un incrementa posteriot- a los 

niveles basales; hasta el dla 21 se pueden generar células activadas 

pot· lin+oc:inas (52). La aplicación (mica de 180 mg/Kg de peso de 

ciclo~os·Famida por via intraper·itaneal, ha inct·ementado la sobt·evida 

de ratones inoculadas con células tumorales. Este e~ecto se atribuyO 

a la disminución de la carga tumoral y a la eliminaciOn de 
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precursor-es de células supresoras (53). Se ha comunicado que dosis de 

:200 mg/kg ele peso, ocasionan un aumento en la producci6n de 

intet·leucina-3 en t·atas y una disminución de los e-Fectos to)dcos de 

la intet·leucina-2 aplicada a dosis altas en ratones (54~ 55). 

En un tt·r.lbajo t·ealizado en este labot·atot·io, se demost1·ó un ;:·fec:to 

sinét"gico antitumor·al,. al administt·ar· cicloi:os·t:amida en dosis üni.L:Ct 

<180 mg/f<g de peso) y lin-focinas (obtenidas a pat·tit· de cultivo de 

l. i n·f,oc_ i tos estimulados mediante Con-A a ratones previé:tmentE:' 

inoculadt::ls ,con células del l in·foma mLu·ino L-5178-Y (4). 
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3.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Se desconocen los mecanismos i nmunol og icos. implicados en e.l 

sinergismo antitumoral de la ciclo~os~amida (dosis Gnica de ¡80 mg/Kg 

de peso) y l in·t'ocinas én el mod€~lo de r·atones 8ALü/c con l in·i'oma· 

mur·ino L-.5178-Y. 
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lf.- HIPOTESIS. 

El sinet·gismo antitumDt·al de la ciclo·fosfamida (dosis ünica de 180 

mg/Kg de peso) y linf'ocinas en t·atones con linfoma rnut·ino L-5178·-Y, 

est~ mediado inmunolOgicarn~nte por ei sistema inmune celular. 
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5.- OBJETIVOS 

5.1- Reproducir el modelo de sinergismo antitumoraf de dosis ünica de 

ciclofosfamida (180 mg/Kg de peso) y linfocinas en ratones BAL81c con 

linfoma murino L-5178-Y. 

5.2- Investigar si el efecto antitumoral se transfiere en ~arin~ 

adoptiva mediante células de bazo. 

5.3- Ident~ficar la subpoblación responsable del efecto antitumoral. 
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6.- MATERIAL Y METODOS. 

F'lan General. En -forma inicial se ¡··epitiet·on los e;.:pewimentos que 

demostt- a1·on un sinet·gismo. antitumo1·al de la dosis ün:i.ca 

ciclofosfamida 1180 mg/Kg de peso) y linfocinas en ratones con 

linfoma ~urino L-5178-Y. En seguida se investigO si el efecto 

antitLtmot·al, se tt·ansfie¡··e mediante las células del bazo de anim<Üf;;e, 

con este esquema y sus t·espect i vos contt·oles. 

detet;m~na¡·· la SLibpoblación de células implicadas en la io.ct.ivi.dad 

antitumot·al~ se eliminat·on en -fot·ma selectiva mediante anticuet·pos 

monoclor;ales y complemento las subpoblaciones linfocitat·ias L31A;-, 

Lyt-2.2+ o Lyt-1.2+, antes de la trans-ferencia en conjunto con 

células del linfoma mur·ino L-5178-Y. En -fot·ma par·alela se estudib la 

eficacia de la ciclo-fosi0 amida a la dosis seño;llada y lird=ocinas f?n 

ratones atlmicos nu/nu. 

Animales de Experimentación. Los ratones BALB/c ~hembras) y sus 

mutantes atimicos nu/nu (machos de 10 a 12 senlanas de edad 1 +uer·on 

pt·opm·cionados pot· el Centt·o de Fi:ep¡··oducción Animal de la Unidad de 

Investigación Biomédica de Occidente II"'SS. Unicamente se emplec.r-on 

t·at.as Wistat· (machos de 8 semanas de edad) de la misma institucitm, 

la obtención del sobt·enadante de cultivo en linfocitos 

estimulados o no con concanavalina A. 

Células Tumot·ales. Li n·Foma mut·ino L-5178-Y IH-2dl a e 

espont~neo Y estirpe t1mica 1561, fué mantenido en -fase asc1tica por 
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tr-ansplante semanal de 1 N 10 EXF' 06 células en t·atones singénicos 

BALB/c; esta dosis mata a los r-atones en un pt·brlledio 13 +- 2 días 

poster-ior-es a la inoculacibn del tumor-. 

Medicamentos. La ciclo~osfamida <Geno:.:al; Schering, Mé:·: i CCI) 

disolvio antes de sLt uso en NaCl 0.15 M, y se aplicO por via 

intr-aper-itoneal en un volumen de 0.2 ml. Cada r-aton r-ecibio 180 mg/Kg 

de peso en dosis 8nica. 

Medi~ _de cultivo. FWMI-1640 suplementado con amot·tiguadot· HEF'ES 1n 

mM, aminoac,idos no escenciales 0.1. ml"l, pit-Ltvato de sodio ml•l, L-

glLttamina 2 mM, 2-mercaptoetanol 5 10 EXP -05:M, SLif?t"O ~eta 1 de 

tet·net·a al 10% <Gibco, Gt·and Island Co., N.Y.l, bicarbonato de sodio 

al 0.0003% 1 Sigma Chemical, St. Louis Mo.l. 

Viabilidad celular-. La viabilidad de las células se deter-minó 

mediante nat·anja de act·idina y bt·omut·o de ethidium a una pat·te pOI' 

millón en solución de ~osfatos pH 7.2, siguiendo el método descr··ito 

pot· F'at·ks '157). 

F'r-eparacibn del sobr-enadante · de cultivo de linfocitos rico en 

linfocinas. Se CLtltivat·on lin·Focitos de bazo de t·ata a una densidad 

de 1 x 10 EXF' 06 células/mi del medio seAalado mas 5 ug/ml de Con-A 

<Sigma Chemical, St Louis Mol, en botellás de 80 cm cuadrados 

<Cot·ni ng), dut·ante 24 hor-as a 37 gt·ados e, en atmbsfer-a hümeda y 5%. 

de C02. Al término de la incubacibn se obtuvo el sobrenadante. 

mediante centr-ifugacibn a 800 x g dur-ant~ 20 minutos a 4 grados C. En 

seguida se ~iltt·b en membr-anas con poros de 0.45 u lmillipot·e Cot·p. 

Bed~ord Massachusettsl y se dializb durante 24 horas contra NaCl 0.15 
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M a 4 grados C. Finalmente· se lio-Filizo llio-Filizadot-, Labconco Col 

en condiciones de esterilidad. 

Inoculación del tumor y aplicacion de los esquemas de tratamiento.Se 

inocularon siete grupos 110 ratones BALB/c, por grupo) con 5 x 10 EXP 

06 célula<¡;_· del 1 in-Fama L-5178-Y viables por· vi a· I. P. en un volumen 

de O. 2 ml de RPMI-1640 sin SLtplementar· ld1a 01>; al quinto f'uenm 

tr·atados o no (según el gr·upo), con la dosis señalada de 

ciclo,-fos-Famida; a par-tir del séptimo d1a r·ecibier·on alguno de los 

siguientes ,tr-atamientos sobrenadante de culti~o de linfocitos 

estimulados con la Concanavalina-A ISCLE>, sobrena~ante de cultivo de 

linfocitos sin estimulo mitogénico ISCLN) o NaCl 0.15 M. Estos 

tt·atamientos se apl ic¿u·on pot· vi a i. p., c/24 hor·as en un volumen de 

0.5 ml, hasta el décimo quinto dia del experimento. En el caso de los 

sobr·enadantes de cultivo de lin-Focitos, cada r·atón r·ecibio en total 

el equivalente a 50 ml del sobrenadante original 

di~lisis y liofilización). 

(antes de le. 

V:¡lor·acion del crecimiento tumoral. Los r·atones se sacri-Ficaron el 

décimo qLtinto dl.a de la inoculacibn del tumor·; se obtuvo el liquido 

de ascitis de la cavidad peritoneal, se midio su volumen y se contb 

el númer·o de células tumor-ales por ml (contador celular· f;:eicher·t, 

Bu-F-Falo N.Y.I. También se registro el estado cllnico de los animales 

y el aspecto macroscbpico del tLtmor· y principales or·ganos de c·¿,cJ¿, 

r·atón. 

Inoculación del tumor· y aplicación del esqLtema de tr-atamiento en 

ratones at1micos nu/nu. Se inocularon 3 grupos (5 ratones> con 5 x 10 

EXP 06 células del linfoma murino L-5178-Y por via I.P. en 0.2 ml de 
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RF'MI-1640; dos de los grupos recibieron ciclo~os~amida en las 

condiciones señaladas; a uno de estos gt·upos se le apl ic6 ctdemás, el 

esquema de SCLE y al otro sin estimulo mitogénico; El tet·cet- gf·upo 

t·ecibib unicamente el SCLE, sin la ciclo~osf'amida. La vctlot·acibn del 

ct·ecimiento se realizó en la señalada con 

Experimentos de trans-Ferencias celulares. Se extrajeron en forma 

estér~ 1_ los bazos de t·atones "not·males" o pt·eviamente inoculados con 

el tumor ~15. dl.as antes) y tratados con el. esquema completo 

<ciclo~os~amida y SCLEI, o pot· sepat·ado. Se 
; 

separat~on las células 

mononucleat·es en Ficoll Hypaque a una densidad de 1. 087, mediante 

centt·i~ugacibn a 400 x g dut·ante 26 minutos (4). Se ajustat·on 1 :: 10 

EXF' 07 células mononucleares 1 ml en medio RF'MI-1640 con HEPES 25 mM 

y 0.3% de albOmina bovina. En -Forma selectiva se eliminaron o no las 

subpoblaciones de lin~ocitos inductores 1 cooperadores o citotóxicos 

1 supresores, mediante anticuerpos monoclonales Anti-L3T4 lhibridoma 

Gf<-1.5, donado amablemente por el Steven f;:eed., Seattle 

Biomedical Research Institute> y Anti-Lyt-2.2 ICederlane laboratories 

Limited) resp¡;,ctivamente. Además se eliminO la subpoblacibn de 

lin~ocitos que expresan el marcador Lyt-1.2 (pr=>sente en una fracciOn 

impot·tante de 1 i n~oc i tos TI , con SLI t·espect i vo ant i cuet·po < Cedet· Jan e 

Limit=>d). La eliminación de las subpob 1 ac i or.es 

celulares,se e~ectuO en presencia de complemento de conejo, de 

acuerdo a lo desct·ito pot· Forni 1581. Se tt·ans1:i,·iet·on gt·upos de 5 

t·atones linmunosLtpt·imidos 8 dl.as antes con 300 mg/Kg de peso eJe 

·ciclo~os~amida por vla i.~.l con 10 x 10 EXF' 06 células mononucleares 

tratadas o no con alguno de los anticuerpos monoclonales en presencia 
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de complemento, más 100 :-: 10 EXF' 03 células del linfoma murino L-

5178-Y. La tt·ansferenc:ia se t·ealizó pot· vía S.C. en 0.2 ml de RF·~n-

1640, en la t·egión dot·sal de cada t·aton. La valat·ación se efectub 

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

Analisis ~_stad i st i e: o. Los J'esu 1 tados de los 

compararon mediante las pruebas de U de Mann Whitney y t de Student. 
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7.- f;:ESUL TADOS. 

Efecto antitumoral del sobrenadante del cultivo de linfocitos 

estimulados con Con-A y dosis única de ciclofosfamida en ratonE·c; 

BALB/c:. con linfoma. En 6 de los 10 r-atones q1..1e •·ec:ibiet·an ambos 

tt·atamienj:os Cgr·upo · 71, no se encontr·o evidencias cJel tumor 

Cmac:rosc:bpic:as ni microsc:bpic:asl¡ el promedio de células tumorales en 

la cavidad per· i toneal de los 4 animales ·Fue 

sign\f~cativamente menor al cuanti·Ficado en los ,-atones de los b 

grupos test,i.go CCuadr·o I). En la mayo.-!. a de los animales de este 

gr-upo 7; se observó. un incr-emento en el volumen de SLI abdomen. del 

octavo al décimo primer dla d~ la inoculac!on del tumor; seguido de 

Ltna disminución br-usca a partir· del décimo segundo dia, hasta no 

detectar-se en el décimo qLiinto. No se obser-vo ninguna anonnalidad 

patente en los principales brganos de estos ratones. '· 

Todos los grupos de animales que no r·ec:ibiet·o·n ciclof'osf'amida, ''e 

sacr·ificar·on el décimo tet·cer dl.a del i noc ul o tu mm· a 1 • ' . 
debido a su 

mal estado general. Esta condición fué mAs acentuada en el grupo oe 

ratones 'tratados únicamente con el SCLE, donde se observaron datos de 

vasodi latae ión y he mm· rag i as pequeñas en los 6t·ganos del attciom¡2 n y 

tbr-::n:, asi como depositas de tL1mor· solido Cnodulos tumoJ-.:ilesl. En 

contr-aste todos los animales de. los gr-upos que •·ecí bier·on 

ciclofosfamida, sobrevivieron hasta la fecha programada para su 

sacr· i fic: i o (décimo quinto dlal en diferentes condiciones generales, 

dependiendo de los otros tratamientos que recibieron (Cuadro Il. Sin 

tomar en cuenta a los ratones del grupo ~xperimental (No 7l, el resto 
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de los que recibieron ciclo-Fos-Famida, mostt·at·on una tendencia (no 

·. signi'f.icatival a un menor nCtmet·o de células tumot·ales en r·elación a 

los gr~1pos no tt·atados con este agente alqui l.ante <Cuadt·o I). A 

e>:cepción del mismo grupo e>:perimental, todos los qLte recibieron 

sobrenadante de cultivo de lin-Focitos estimulados o no con el 

mitógeno,,. mostraron una tendencia a un volllmen menot· de líqui.do 

asc1tico y depósitos de tumor sOlido. 

Esq~e~a de tratamiento de ciclo-Fos-Famida y sobrenadante de cultivo de 

lin·Focitos:et:l t·atones atimicos nu/nu. Algunos de los ratones <<t~mic:os 

murier6n en los primeros días de la inoculación del tumor, a causa de 

problemas in-Fecciosos; sin embargo el resto de animales sobrevivieron 

aunque en mal o regular estado general hasta el décimo quinto día. En 

todos los grupos tratados o no con ciclo-Fos-Famida y sobrenadantes de 

cultivo de lin-Focitos <SCLE o SCLNl, se registraron ci-Fras de células 

tumat·ales supet·ior·es a 300 x 10 EXF' 06 pot· t"<übn. Los 2 gt·upos de 

animales ti'" atados con la ciclo·f'os-Farni da mas SCLE o SCLN, most¡·¿¡:·on 

una discnetc:, tendencia a un rnenot· nétmet·o de células L-·5178--Y ino 

signi-Ficativa), r·egulat· estado genet·al y abdc.1rnen menos volumu1oso 

en relacibn a los que recibieron ünicamente los sobrenadantes <Cuadro 

Ill. No se obset·varon dii'et·encias signi-Ficativas en el volumen v Ecr1 

el depbsito de tumor sólido entre los di-Ferentes grupos de animales. 

ENpet· i ment os de tr·ansfer·encias celulat··es. 

investigat· si el e-Fecto ant i t~tmoral de 

Con 

la 

fi ncd í dad de 

dosis Llnica 'de 

ciclofosfamida y lin-Focinas en ratones BALB/c con lin-Foma, est~ 

mediado por células del sistema inm~tne; se tt·ans-Fit·iet·on céJ•.,lo~s 

mononwcleares del bazo de estos animales más células L-517tt-y . -~-
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i n·tet·-le:...s.c:-i n.3-:2 :r 

:::te·~ i '/.::,cl.=:::s po1·~ 
. . .. . 
.:. 1 n-;~~:;c:::. r·J¿!s 

En esta trab2jo d~tnostramos~ 



25 

mon<)C: 1 on::\ l ~:::si r:...~·~t i -L '>-'t. :.2 y 

1nod~la dE est~dio. no p Cl cJ~~mc!:; 

~ntes de a~licar los sobren&dante5 2 los ra~ones =on tumo¡-~ 
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Por este conducto me permito extender a usted el presente 

borrador para lmpresion de Tesis titulado: __________________________ ___ 

" l•iEC.(\iiS'·IOS IN-RNJI.DGICOS JhVOLUCPJu'"'OS l-Jol EL f{NEW1f<.:.YJ A'>TTTI r.'DRU. 
DL LJiS LlhRJL..liJ\5 Y f>j:'>JS UI'<ICA.S DE CICLOFú'SFA\!InA [N FXTO:<LS C011 -

Ll!•J·v.•iK i!OJ:.l!'íJ L-;,178-)~ 1 

Re a liza do por e 1 pasante : JW.l::Jr.; REYlllSO ()RQZCO 

del cu11l me permito hacer las siguientes observaciones: ______________ __ 

-,. ,,_ .. ··.,J_l,.\ 

Por lo anterior considero que esta 

~;~:~;_··~·'~-~--·~·-"~---------para su desarrollo. 

Sin otro particular me es grato reiterar a usted la expr~-

si6n de mi consideración más distinguida. 

A T E N T A M E N T E 

1 · J 1 .:.c~i 1
/ Guada aJara, a • , -- ¿,,fli·· de 19y·/. 
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