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I INTRODUCCION

Por muchos afios, los investigadores han buscado la
posibilidad de que, las células neopl8sicas sean susceptibles
a la accién inmune. Al presente, se realizan amplias inves -
tigaciones en inmunologfa de c&ncer con la esperanza de que,
al aumentar el conocimiento sobre éste campo, se descubriri&n
nuevos aspectos que ser8n fitiles al tratamiento del cancerl.

Las enfermedades neopl&sicas o tumorales, ocupan el
sexto lugar como causa de mortalidad en México2 (1975) ; den -
tro de &stas, ocupan un lugar muy alto las leucemias y las -
neoplasias3.

Los tratamientos guir@rgicos y de radioterapia tan
itiles para el tratamiento del c&ncer, son limitados en su -
eficiencia.

Los conceptos sobre antigenicidad asociada al tumor
y capacidad del organismo para llevar a cabo una respuesta in
mune efectiva, son fundamentales en la "teorfa de la vigilan-
cia inmunolégica® segfn 1la cual, en el individuo surgen cons
tantemente células neopl&sicas pero, como son consideradas -
"extrafias®™, se eliminan por el sistema inmune.

Segfn la hipStesis de Burnett‘ postulada en 1967, -
para que el sistema inmune sea capiz de eliminar cualquier cé
lula maligna que pueda surgir, es necesario gque ésté intacto.
La hipStesis se encuentra fuertemente apoyada por los casos -~
en que, los ancianos presentan inmunidad deficiente o inade -~
cuada. Hay varias causas por las que el tumor puede desarro -
llarse debido a que, el sistema inmune es muy complejo y pue-
de fallar en formas muy variadas teniendo como consecuencia




que, las células tumorales burlardn la vigilancia, aparecien-
do por ello el céncer. Hamiltons, menciona varias causas que
pueden explicar ésta situacibn: 1) Si los tumores surgen en -

. sitios anatSmicamente protegidos, por ejemplo, cuando se im -
pPlantan pedacitos de plistico, entre la piel y la dermis de -
los animales, se rodearin r&pidamente en una capa de tejido -
conectivo constitufdo de todos sus componentes que, evitard -
que los antfgenos del sarcoma que se forma en &ste sitio esti
mule una respuesta efectiva oportuna por parte del huésped -
mismo que, surgirf cuando el tumor sea demasiado grande para
ser afectado. 2) Si se desarrolla tolerancia al tumor durante
el curso del crecimiemto de un sarcoma inducido qufmicamente.
En &stos casos, s6lo después de que se extrajo el tumor, los
infocitos del bazo serin citot&xicos a las c€lulas tumorales.
3) Si el crecimiento es muy r&pido, alcanzarf en breve tiempo
un desarrollo tal que, no lo afecte ninguna respuesta inmune.
4) Si hay anticuerpos de facilitacién. 5) Cuando hay activi -
dad inmunosupresora.

Recientes Investigacionesrhan puesto de manifiesto
la presencia de céitllas supresoras que evitan la reaccién in-
munol8gica contra el tumor; sin embargo afin existen fuertes -
contradicciones de, si tales células supresoras son de la 1f-
nea tfmica (T) o las que equivalen a un camino periférico de
diferenciacisn (referidas como células B) o bien, si son ma -
cr6fagos. En algunos casos la transicibn normal final de las
c€lulas B, requiere de la cooperacién final de las c&lulas T
Y de macréfagos,;de manera similar, bajo ciertas condiciones,

- las células B pueden ser inhibidas por células T supresoras y
macréfagos Asf{mismo, se discute que las células T supreso -
ras pueden envolver al tumor enmascarindolo . Las c&lulas T
supresoras pueden reqular la produccifn de todas las clases

de Inmunoglobulinas (Ig), una s6la clase de ellas, un s6lo alo
tipo d un idiotipo de Ig . Las células supresoras pueden ac-
tuar en la via aferente o eferente de la respuesta inmune6 .




Recientes reportes, han puesto de manifiesto la -
presencia de cé€lulas supresoras que no corresponden a las
células T; en huespedes? Los investigadores que comparten

. €sta idea concluyen gue las c&lulas supresoras son células
B (Gorcynski) ', por un lado y por otro discuten que son ma-
cr6fagos (Kirchner)a.

Los prccedimientos de inmunoterapia, pretenden -
erradicar o limitar el crecimiento neopl8&sico mediante la =
introduccifn de la respuesta inmune necesaria cuando falla
la respuesta inmune natural de rechazo contra éste creci -
miento celular anormal.

Es interesante mencionar qué las células malignas
se consideran extranas por el sistema inmune Y que poseen -
antfgenos neoplasia especfficos (ANE) que, en los tejidos -
normales no se presentan. Aprovechando &sta circunstancia,
los tratamientos de inmunoterapia, aumentan la inmunogenici
dad de los ANE mediante modificaciones qufmicas de su molé&-
cula, es decir; se pretente que, dichos antfgenos sean "re-
conocibles” por el sistema inmune de manera que, tenga lu -
gar una respuesta inmune por reaccifn cruzada de rechazo que,
afecte a las células malignas intactas.

‘e




El objetivo de &ste trabajo fuf estudiar el fndi-
ce fagocitario de cé€lulas L5178Y in vitro por macr&fagos -
alveolares de ratones inmunizados con c&lulas L5178Y modi -
ficadas con urea, con vitamina E y con yoduro de potasio.

I.1 ANTECEDENTES INMUNOLOGICOS DE LA NEOPLASIA:

Tratando de explicar el orfgen de las enfermeda-
des neopl&sicas, Conheims, hace casi un siglo, supuso que,
las células neopléisicas se originaban por la proliferacién
de células embrionarias que quedaron en reposo en los teji-
dos normales. La idea despertS gran interés entre los in -
vestigadores de su &poca porque establecfa relacién entre -
el desarrollo embrionario y la neoplasia.

A principios de siglo, 5ch6ne5, inform6 que , los
ratones inmunizados con antfgenos fetales de la misma espe-
cie, adquirfan la capacidad de rechazar trasplantes neopl&-
sicos, mismos que, aplicados a ratones no inmunizados, re -
sultaban letales.

Desde 1930, se han hecho investigaciones estable-
ciendo que, en las c€lulas tumorales hay antfgenos semejan-
tes a los que se encuentran en las cflulas embrionarias y -
fetales. En la investigacién b&sica del cincer resulta de
gran valor el estudio de tales antfgenos.

Foley9 Yy Prenhlo

 demostraron que, las c€lulas de
los tumores trasplantables portan ANE en animales singéni -
cos y que la inmunizacibn contra wllos podfa utilizarse pa-
ra reducir el crecimiento tumoral inducido en forma experi-

mental.

Los ANE fueron reconocidos posteriormente en neo-

plasias experimentales y humanas ll'12; las células fetales

de hamster, segln demostraron Coggin y asociadoslz, poseen




el mismo antfgeno que las células tumorales de la lfnea -
SV‘O.

Las células malignas presentan membrana Y 9lico-
c&lix portadoras de ANES 13'1‘. Constantemente las célu -
las neopldsicas liberan glicoprotefnas Yy glicopéptidos a -
los 1fquidos extracelulares. Hay cierta similitud con las
células fetales y embrionarias de dos a seis meses las -
cuiles poseen tambien membrana Y d9licoc&lix que, igualmen-
te liberan glicoprotefnas con un determinante antigénico;
€stos antfgenos no se llaman ANE sino, antigenos carcinoem
brionarios u oncofetales (ACE o AOF). Los ACE, al igual -
que los ANE, tambien pasan a los lfquidos extracelulares
15, 1s, 17'. Los ANE, los ACE, y los AOF, son considerados
antfgenos turmorales.

En algunos casos, la expresifn anormal de 10s ge-
nes es la causante de los cambios antigé€nicos en las célu -
las tumorales. La anormalidad ocurre al mismo tiempo que
la transformacifn maligna y se acompafia de una regresién ha
cia el estado embrionario o fetall8 19. De aquf que se =~

considere a las células neoplfsicas semejantes a las embrio
narias o fetales, porgque persisten en el organismo adulto -
durante todo el embarazo sin ser rechazadas.ll'zo'zl.
Se ha observado que, la naturaleza qufmica de los
ANE ,puede variar de un individuo a otro, 1lo que, es condi -
cionado por el portador del tunotl3'22. Esto se ha observa
do cuando se emplea una misma substancia carcinfgena para -
inducir la aparicién de neoplasias en varios animales de 1la
- misma cepa; el resultado es que, se originan tumores, cuyos
ANE son diferentes en cada animal y, los anticuerpos con -
tra éste antfgeno casi no dan reaccién cruzada entre ellos23

. En cambio, si la neoplasia se induce por virus on
cogénicos, las células tumorales si presentarin ANE comunes
entre los diferentes arimales portadores del tumor, existien
do una amplia reactividad cruzada de los anticuerpos ———




anti- anpt4:22:24

Cuando las neoplasias son espontdneas y no es po
sible determinar una etiologfa qufmica o viral, tambien -
existe reaccibn cruzada2?r24/25/3,

La respuesta inmune, segln estudios de casos cli
nicos de neoplasias ya establecidas,resulta inefic&z para
llevar a cabo el rechazo del tumor; se ha demostrado la -
existencia de un mecanismo paradéjico, el mecanismo de =~
"facilitacién inmunolégica", mediado por anticuerpos y =~

que facilita el crecimiento tumoral 26,27

(figura 1).

La inmunoterapia de c8ncer requiere que, el orga
nismo abandone el estado de "facilitacifn inmunolégica" y
desarrolle una respuesta inmune de rechazo hacia el tumor.
Para ello, se hace necesario conocer las relaciones inmu -
nolégicas que existen entre las células tumorales y el -
portador de la neoplasia (figura 2).

Los ANE, ACE o AOF, tienen la propiedad de indu-
cir la formacién de los anticuerpos de facilitacién ha --
cia ellos21 de forma que, se enmascaren los antfgenos de -
histocompatibilidad normalesza'zg'ao.
rece la supervivencia y transplantabilidad de los tumores.

Las glicoprotefnas y los glicopéptidos del glico-
cflix que son liberados a los lfquidos extracelulares, se
unen a los sitios de reconocimiento y combinacién antfge =
génica de las inmunoglobulinas y los linfocitos de modo -
que, se presenta una inhibicién aferente de la respuesta
inmune de rechazo. Asf, en el momento en que el linfocito

Tal fenfmeno, favo-

se aproxima a la célula tumoral, es blogueado en su sitio

de combinacién y, por lo mismo, se anula su efecto cito --
t8xico contra la célula maligna. AdemS&s las inmunoglobuli
nas forman complejos antfgeno-anticuerpo (Ag-Ac) que son -
solubles con las glicoprotefnas tumorales. Como consecuen




cia, es bloqueada la posibilidad de combinaci&n del anti-
cuerpo con la célula neoplisica y, asf mismo, el posible
efecto citipdtico subsecuente.

Los mecanismo inmunol&gicos que tienen lugar en
un organismo protador de tumor y los que pone en juego la
célula neopldsica son semejante a aquellos que ocurren du
rante el embarazo entre el organismo materno adulto y las
células embrionarias o fetales.

I.2 ANTECEDENTES DEL LINFOMA:

El tumor L5178Y se origin6 en 1956 en forma es -
pontinea, como un linfoma de orfgen tfmico en un rat8n -
DBA/2; &sto, ocurrif en el laboratorio del Dr. Low Fisher,
quien lo establecié despufs como cultivo in vitr027. BEg=-
tas c8lulas neopl&scias se inocularon con &xito en la ca-
vidad peritoneal de ratones singénicos y, desde entonces,
se ha mantenido por trasplante seriado intraperitonealmen
te; éste tumor crece en forma de suspensifn celular en el
1fquido ascftico que el organismo del ratén produce. Por
cortesfa del Dr. Stevens, se Obtuvo en M&xico este tumor,
procedente de la Universidad de Utah, EE.UU., siendo el -
Sr. Lonngi del Centro M&dico Nacional del Instituto Mexi-
cano del Seguro Social, de la Seccién de Biologfa Celular
del Departamento de Investigacién Cientffica quien lo im-
portS a México. En éste laboratorio fué mantenido duran
te tres afios al término de los cufles, fuf cedido al Labo
ratorio de Inmunologfa del Departamento mencionado. En !
la Seccién de Biologfa Celular, se mantuvo en ratones sin
génicos DBA/2 y, se observSé que el tumor L5178Y es perfec
tamente trasplantable a ratones BALB/ que son compatibles
en el locus H-Zd; em ambas cepas, la velocidad de creci -
miento del tumor es similar.




El desarrollo del tumor es causado en forma in-
variable por la transferencia de 8 x 107 células L5178Y
a ratones adultos y susceptibles, por vfa imtraperitoneal.
Diez dfas posteriores al trasplante, los ratones suscep -
tibles mueren conteniendo 2.4 x 107 células malignas en
1 ml. del 1lfquido ascitico y, formindose un total de 8 a
10 ml. de éste.

I.3 ANTECEDENTES DE LAS SUBSTANCIAS EMPLEADAS PARA MODIFI
CAR LOS ANTIGENOS DE LAS CELULAS L5178Y:

VITAMINA E.- Las vitaminas que pertenecen a la -
serie soluble en 1lf{pidos, como la A, D, E y K son deriva-
ggs de polfmeros isoprenoides cfclicos en forma parcial -

Probablemente, por su solubilidad en l1lfpidos, ac
t8an sobre las membranas celulares de forma que, afectan
la permeabilidad y el transporte. Dados los grupos quf -
micos que contienen, se califican como agentes redox (A,
E y K); como coenzimas o activadores de enzimas (D,K y A):
Y. como inhibidores de enzimas (8)32.

En especial para la vitamina E, se siguen descu-
birendo aspectos biol8gicos interesantes, por ejemplo, Ja
ffe en 1946, demostr$ que &sta vitamina es un factor im -
portante en la dieta que, afecta a la respuesta carciné -
gena pues &sta se reduce cuando despu&s de una inyeccién
de metilcolantreno, agreg8 aceite de trigo conteniendo al
fa tecoferol o vitamina E a la dieta de los animales (ra-

tas)32. Por tal circunstancia, la supervivencia se ve au

mentada.32.
Harber y Wissler, demostraron que la vitamina E

tiene cierto efecto sobre el cancer de ratone333 y: Har -




man demostr$ que dicha vitamina tiene cierto efecto inhibi
€orio sobre el céncer inducido en animales con benzantra-

cenou.

Lépez de la Rosa y Glmez Estradaaz, observaron -
que, la inmunizacién de ratones con células L5178Y modifi
cadas con vitamina B, prolongé la supervivencia de los in
dividuos después del reto 28.9+ 1.88. Probablemente é&sta
sobrevida, se debe a que, la inmunizacién activa con célu
las modificadas con vitamina E pudiera aumentar la respues
ta inmune celular.

UREA. Auna concentracifn de 200mM, la urea simu =
la la accién proteolftica que tiene la tripsina sobre la
célula neoplasicaa‘ modificando la estructura gqufmica de
la membrana. Se espera que, la inmunizacifn con células =-
L5178Y modificadas con éste reactivo, aumente el fndice --
fagocitario in vitro de los macréfagos alveolares contra
las cé&lulas neopl&sicas.

YODURO DE POTASIO. El yoduro de potasio a una --
concentracién de 0.4 M, solubiliza y desnuda el glicoc&lix
de las amibas35. Los trabajos de microscopfa electrénica
hechos con células L5178Y tratadas con yoduro de potasio,
han demostrado que, &stas no pierden el glicoc&lix después
de una exposisifn de una hora a yoduro de potasio 0.4 M,
sin embargo; las células aumental nGmero de prolongaciones
citopl&smicas.

En un trabajo hecho por G&émez Estrada y L&pez de
la Rosaas, se demostrd que la inmunizacifn activa de rato
nes con células malignas tratadas con yoduro de potasio,
se produjo una supervivencia promedio de 34.10+ 10.02. ==




- 10 -

Cuando se emplearon los linfocitos de los bazom de los -~
ratones upervivientes para efectuar la transferencia paes
siva de inmunidad, el lote de ratones receptores de ellos
sobrevivi6 un promedio de 34 dfas, lo que nos lleva a pen
sar que, &sta inmunizacién influye sobre aspectos celula-
res de la respuesta inmune.

HIPOTESIS

Las células neopl8sicas, son c€lulas débilmente
antigénicas por lo que, la respuesta inmune para recha -
zar a las células malignas es ineficf&z. Por diversos me
canismos, las c&lulas tumoreles escapan a la vigilancia
inmunol6gica haciéndose inevitable la progresién del tu -
mor.

Se puede aumentar la inmunogenicidad de las cé -
lulas tumorales con diversos reactivos; en &sta tesis se
prueban algunos de ellos; vitamina E, urea y yoduro de po
tasio (KI).

Las modificaciones qufmicas con yoduro de pota -
sio, con urea y con vitamina E de las células L5178Y, de
ben por un lado, producir una respuesta inmune enérgica
Yy, dirigir su respuesta, tanto a los ANE modificados co-
mo a los originales y asf, lograr el rechazo’'inmunolégico
del tumor.

Se postula como hipftesis de trabajo que, una -
vez modificadas las c&lulas L5178Y con reactivos que po -
drfan hacerlas inmunogénicas: vitamina E, urea y KI, e in
munizando a ratones receptores en forma activa, los macr§
fagos alveolares de €stos animales actuarfn in vitro fago
citando a las células L5178Y,




FIGURA 1. La c€lula tumoral libera a los lfquidos extra-
celulares parte de las glicoprotefnas antigéni
cas (ANE) constituyentes del glicoc&lix. Los
ANE liberados se unen ya sea a los anticuerpos .
de rechazo (Ac.R.) o a los anticuerpos de faci
litaci8n (AcF ) formando complejos solubles.

Los ANE solubles se unen también a los sitios de
reconocimiento:;de los linfocitos y los anulan !
en su capacidad de mnlazarse y desarrollar efec

to citot8xico contra las c&lulas malignas.
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MECANISMOS DE INHIBICION' DE LA INMUNIDAD HUMORAL Y
. CELULAR HACIA CELULAS NEOPLASICAS. -
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FIGURA 2. Mecanismo de inmunidad humoral y celular hacia

las células malignas. El organismo produce an

ticuerpos con capacidad de combinarse con 1los

ANE sobre la superficie de la célula tumoral y

activar el sistema de complemento CI, 4,2,3,6,
7,8,9, el cual produce la lesifén de la membrana
que mata a la célula neoplisica. Por otra par- |
te el linfocito se combina con los ANE de la su

perficie celular a trav€s de sus sitios de reco
nocimiento antigénico y libera en contacto direc

to los componentes C8 y C9 del complemento que

son citotéxicos por ruptura de la msmbrana celu-

lar.

o




INMUNIDAD HUMORAL Y CELULAR CONTRA CELULAS NEOPLASICAS.
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GLICOCALIX
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IIMATERIALES Y METODOS

II.I RATONES

Se emplearon 70 ratones hembras de la cepa Balb/c;
20 para cada tratamiento y 10 para el grupo testigo. Es -
tos animales tenfan dos meses de edad y un peso promedio
de 23 gq.

II.2 OBTENCION DE LAS CELULAS L5178Y DE LOS DONADORES Y
TRASPLANTE.

Cada semana se trasplantan intraperitonealmente
8 x 107 células L5178Y suspendidas en lfquido ascftico a
cada uno de dos ratones del lote de mantenimiento. A par
tir de ésto, se dejaron transcurrir 8 dfas para que se de |
sarrollara el tumor.

Transcurrido ese tiempo, los ratones fueron sa - |
crificados por descerebracién y, se les coloc8 sobre el - |
dorso en una placa de corcho, fijando las extremidades - '
con alfileres. A continuacifn se limpi8 el abdomen con -
etanol al 96%. Se hizo una incisifn en la piel sobre la
linea ventral de esternon a pubis. Se separf la piel Yy -
se £fij6 el flanco del animal de manera que, se formS una
cavidad para retener el lfquido de ascftis. Se hizo una
perforacifn de la pared abdominal del mismo flanco a don-
de se fijé la piel, cuidando de no romper los vasos san -
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gufneos de grueso calibre; por la perforaci®n salif el -
lfquido ascftico que, queds retenido en la cavidad pre -
viamente formada de donse se recogi$ con una jeringa sin
aguja de la que, a su vez, se pas® a un tubo de ensayo -
esterilizado. Se centrifugf a temperatura ambiente (20
a 22°c) a 800 g/5min. Al paquete celular resultante se
le agregS 10 ml. de medio de cultivo Mc Coy (Grand Island
Biological Co.). De &sta concentracién, se hiz6 una dilu
cibn 1:100 y se llev6 a cabo un conteo en un hemocitSme-
tro bajo el microscopio 8ptico. En funcién de los resul
tados obtenidos, se valcul6 el volfmen de la suspensién
celular original en la cufl estuvieron contenidos 8 x 107
células malignas para el trasplante de nuevos receptores.
Como receptores, se utilizaron ratones hembras
de la cepa BALB/c, de dos a cuatro meses de edad. Se de-
sinfectS el abdomen de €stos animales con etanol al 96%
que es viricida y con una jeringa de-aguja delgada para -
insulina se inyect8 el volfimen del medio en el cuil estu-
viesen contenidas 8 x 107 células malignas.

II. 3 MODIFICACION DE LA ANTIGENICIDAD DE LAS CELULAS -
TUMORALES CON DIVERSOS REACTIVOS.
a) Vitamina E
b) Urea
c) Yoduro de potasio

a) VITAMINA 3.32. Para el tratamiento de las cé-

lulas con vitamina E, se agreg$ una lambda de la misma -
(Ephynel de Roche) a 200 x 106 células tumorales en medio
de cultivo y se agit8. Se incubaron a 37°c durante cua -
tro horas, agitando cada hora. Se quit8 el medio de cul-
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tivo con solucién salina y se congelaron a -70°C en el -
C.M.N. hasta el momento de utilizarlas.

b} UREA36. Para llevar a cabo el tratamiento de
las células con urea, se cultivaron 8 x 106 células ma -
lignas en medio de cultivo, adicionado de urea 22mM. E1l
cultivo se realiz® en botellas T para cultivo de tejidos
de 5x 7 x1cm. a 37°. Los cultivos se realizaron cada
24 horas. Se observé alta proliferacién celular. A los
cuatro dfas de iniciados los cultivos se lavaron las cé-
lulas con medio Mc Coy. Se estandarizé en nmero de cé-
lulas a 160 x 106/ ml. en medio de cultivo esteriliza -
do. Se fijaron con glutarladehfdo. Se mantuvieron con -
geladas a - 70°C hasta el momento de emplearlas.

c) YODURO DE POTASIO36. Se obtuvieron c€lulas

malignas del ratéfn donador Pasandose a un tubo de ensayo
con heparina y una tercera parte de medio Mg Coy. Se -
centrifugaron 3 veces a 800 rpm/S min; se lavé el pagque-
te celular y se resuspendib en solucién NaCl 0.15 M. A -
continuacifén se hicieron diluciones 1:10 Y 1:100 con un
conteo de células L5178Y en un hemocitémetro, se forma -
ron alfcuotas con S5 x 106 células malignas. Se agrega -
ron 20 ml. de KI 0.40 M a una de las dos alfcuotas Yy se
le incubé a 37°C/1 hora con agitacién contfnua. Poste -
riormente se centrifugé 3 veces a 800 rpm/S min., y se -
lavé y resuspendi8 el paquete celular en solucifn de --
NaCl 0.15M. Se pasé a tubos de ensayo esterilizados y -
etiquetados, se congelaron a - 70°C hasta el momento de

usarlas para la inmunizacién.




II. 4 PROCEDIMIENTO DE INMUNIZACION

Se llevS a cabo inmunizacién activa, que consisg
te en la introduccifn de un antfgeno en un animal; dicho
antfgeno desencadena una respuesta celular y humoral. Se
emplearon para tal fin los antfgenes representados por -
las células malignas L5178Y tratadas con los diferentes
reactivos.

Se formS un grupo de 10 ratones para cada uno -
de los tres tratamientos (vitamina E, urea’'y KI) se les
inmuniz& cuatro veces, una vez por semana con 4 x 10° cé
lulas tumorales modificadas con los reactivos Yy suspendi
das en NaCl al 0.15 M. Cada ratén recibié 16 x lo6 cé-~
lulas tumorales modificadas Y muertas. Como testigo de
€stos grupos, se emplearon 10 ratones que recibieron ca-
da semana 4 x 106 células malignas no fijadas y muertas.

II. 5 PRUEBA DE FAGOCITOSIS

Se sacrificS a cada uno de los ratones, se extra
jo de ellos el &rbol respiratorio completo el cufl, se -
lav$ en medio de cultivo. Se corto en fragmentos muy f£i
nos para que se liberaran los macr8fagos. Con una pipe-
ta Pasteur se trasladsS el medio con los macr8fagos a cu-~
bre objetos previamente adheridos a tapones de hule. Se
incuwbaron en una estufa a 37°C durante 45 minutos en un
medio hGmedo.

Transcurrido ese tiempo se sacaron de la estufa,
se lavaron con medio de cultivo, se afiadieron 4 x 10° cé
lulas tumorales vivas y, se incubaron nuevamente bajo las
mismas condiciones. Se sacaron de la estufa, se lavaron
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con medio de cultivo y se dejaron secar al aire.

II. 6 ELABORACIONES DE PREPARACIONES

Los cultivos de macré6fagos y c€lulas malignas se
tifieron con reactivo de Wrigth durante seis minutos. Se
retir® el reactivo y se contrasts con agua corriente. Se
lavaron con agua destilada y se les d4i6 un cambio largo -
de xilol. Se montaron en portaobjetos con resina.

II. 7 PRUEBA IN VITRO PARA DETERMINAR EL INDICE FAGOCITARIO

Se hizo una seleccibén de preparaciones y se mi -~
dié el fndice fagocitario con 8 preparaciones correspon -
dientes a 8 ratones para el grupo testigo; 12 para el gru
pe inmunizado con cé&lulas L5178Y tratadas con vitamina E,
9 para el grupo inmunizado con cé&lulas malignas tratadas
con urea y 18 para los animales inmunizados con células -
tumorales tratadas con KI.

II. 8 EVALUACION DEL INDICE FAGOCITARIO

Se enfocf cada preparacifn a 100 aumentos en un
microscopio Karl Zeiss. Se contaron 100 macréfagos por
cada laminilla que, correspondfa a su vez a un ratén; de
los 100 macréfagos se anotS el nmeroc de ellos que se en
contraba fagocitando. Se sacf un promedio de los porcen
tajes para cada tratamiento y para el grupo testigo. Se
obtuvieron cuatro valores con 1os que, se trabajé esta -
dfsticamente.
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III. RESULTADOS

III.1 DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

Con el fin de eliminar posibilidades de incluir
caracter{sticas especiales asf como errores experimenta-
les que pudieran desviar los resultados, se eliminaron -
dos Indices fagocitarios extremos en cada urno de los gru
pos.

En la tabla I se presentan los promedios de los
fndices fagocitarios obtenidos después de cada una de -
las inmunizaciones practicadas (c&lulas tratadas con vi-
tamina E, urea y yoduro de potasio). Tales fndices re -
presentan la proporcifén de éxitos (macrb8fagos fagocitan-
do) de cada grupo experimental multiplicada por 100. Pa
ra saber si existe diferencia entre el grupo testigo y -
cada uno de los grupos experimentales se empleé§ la prue-
ba de proporciones (apgndice).

Los valors de I de esa prueba se presentan en
la tabla II; estos nos indican, con ayuda de una compara
cibn, si la diferencia entre poblaciones es significati-
va. Puede all{ observarse el resultado de la prueba, es
decir, si la diferencia entre cada uno de los grupos tra
tados y el grupo testigo se considera significativa.

A continuacién se describen los resultados:

Grupo testigo

El grupo testigo se form8 por 8 ratones, es de-
cir, por 8 preparaciones en cada una de las cuales se -
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contaron 100 macrSfagos. De estas se consideraron 6 pues
to que, como se sefial§ al principio, se eliminaron log -
dos fndices fagocitarios extremos. Los datos necesarios

para la aplicacifén de la prueba son entonces los siguien-
tes:

6 ratones; 6 preparaciones; 600 macreSfagos obseivados
227 éxitos (macr6fagos fagocitanto); X, = 227

n, = 600
p; = 227/600 = 0.37§3

Tratamiento con vitamina E

Con las mismas especificaciones tenemos, para el
grupo de ratones inmunizados con células malignas trata -
das con vitamina E, los siguientes datos:

10 ratones; 10 preparaciones; 1000 macr6fagos
317 éxitos; x, = 317
n, = 1000

py = 317/1000 = 0.317¢

Tratamiento con urea

Para el grupo de ratones inmunizados con c€lulas
malignas tratadas con urea:

7 ratones; 7 preparaciones; 700 macré&fagos

393 é&xitos; xg - 393
ng = 700
ps = 3934700 = 0.5614
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Tratamiento con yoduro de potasio
Para el grupo inmunizado con c&lulas malignas -
tratadas con K1, los datos son los siguientes:

16 ratones; 16 preparaciones; 1600 macr8fagos
572 &xitos; x; * 572

ng * 1600
pz = 572/1600 = 0.3575

III.2 PRUEBA ESTADISTICA DE DIFERENCIA DE PROPORCIONES

Para saber si existe diferencia entre los trata-
@ientos 4.y ., establecemos las siguientes hip&tesis:

Ho tp; ot Pj (no hay diferencia)
Hy : p. ¥ P;

En el apéndice se muestra gue para probar Ha
hasta comprobar, sobre esa suposicifn, que el valor de

p; - P

Z2py -~ pil - ;q - (1)
—— 9.._:
n‘.- ni

que obedece a una distribucién normal estindar, cae en un
intervalo de confianza (-Za,Za) con un nivel de significa
ci6n de a por ciento. En caso de no caer en ese interva-




lo,dicha hintesis debe rechazarse.

En(%lel valor dei} es descononido y puede aproxi-
marse con la muestra de las poblaciones con la siguiente -
ecuacién:

Realizaremos la prueba para un nivel pe significa
cién de 5 por ciento. Los valores crfticos de Z gque defi
nen entonces el intervalo de confianza son (-1.96, 1.96).

a) ¢Hay diferencia entre testigo y tratamiento con vitamina

E?
testigo tratamiento con vitamina E
n, = 600 n? = 1000
p; = 227/600 = 0.3783 pé = 317/1000 = 0.317

Hipdtesis:

Ho t Py = Py

Hy i Py 4 Py
De (2), tenemos:

Xy + X, 227 + 317

£ —_— = 0.34

Ry tony 1000 + 600

q * (]-p) = (1 - 0.34) = 0.66
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Sustituyendo los valores correspondientes en la ecuacién (1):

P} . P3 0.3783 5 0.3170
Zlpy - pyl =

qu_ , Pa ﬁo.smo.as) , 10.34)10.48)

"y My 600 1000

= 2.,5059 > 1.9¢6

Entonces, para 5 por ciento de significaci6n, se rechaza HO'
lo cual implica que sf hay diferencia, esto es, P, 4 Pgi ’
y como la variable probada en este caso es(pl - ?zl_MX,fmf,?sq"
se concluye que Py > Py

b) ¢Hay diferencia entre testigo y tratamiento con urea?

testigo tratamiento con urea
n, = 600 ng = 700
p; = 0.37583 pg = 393/700 = 0.5614
HipOtesdis:

Ho Py = Py

H,:P,’F’s

De (2), tenemos:

X, ¢ xg 227 + 393
p = . 0.4769

ny ¢ ng 600 ¢+ 700
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q = (I -p} = (1T - 0.4769} = 0.5231

. Sustituyendo los valores correspondientes en la ecuacifn (1):
p! - p! 0.3783 - 0.5614

X 2lpy - py) =2 -
pe , P9 Jﬂb.4769)(0.5231) s+ (04769710 323TT
ny ns 600 700

= -6.,589 < -1.96

Para 5 por ciento de significancia, se rechaza HO y, en vir

tud de gque (p, - p3) tiene valor negativo, se concluye que

P3 > Py

c) ¢Hay diferencia entre testigo y tratamiento con yoduro de

potasio?

testigo tratamiento con yoduro de potasio

n, = 600 = 1600

n
4
p} = 0.3743 py = 572/1600 = 0.3575

- Hipbtesis:

Ho + Py = pyq
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De (2), tenemos:

X, + X, 227 + 572
pl = = 0.3631
ny + ny 600 + 1600

Q@ = (1 -pl = (1 -0.3631] « 0.6369

Sustituyendo los valores correspondientes en la ecuacién (1) :

p! - p! (0.3783) (0.3575)
2{p} - pyl = —L -

pq Pq {0.3631)(0.6369) R (0.3631)().6369)

n, ', 600 1600

= 0.90356 (-1.96 < 0.9035 < 1.96)

En este caso ge acepta HO' es decir, no hay diferencia entre
el grupo testigo y el grupo tratado con yoduro de potasio;
(P, hd p‘).

III.3 ¢POR QUE SE ESCOGIO LA PRUEBA ESTADISTICA DE DIFERENCIA
DE PROPORCIONES?

Son varios los ratones que integran cada uno de -

. los grupos experimentales; ello ha tenido por £in lograr -
una representacifn adecuada de cada una de sus correspon -~

dientes poblaciones, ya que uno solo de los ratones podrfa

tener caracterfsticas particulares que lo hicieran diferen-
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te ‘.de los dem&s de su grupo.

El nGmero de macréfagos observados en cada ratén
se considera igualmente representativo de su poblacién.

Las poblaciones representadas por el grupo testi
go y los exprerimentales ( diferentes tratamientos), son
poblaciones binomiales e independientes, ya que los posi -
bles resultados de la observacién de cada macr8fago son -
dos: 1) fagocita (&xito); y 2) no fagocita (fracaso), y -
los resultados de la observacién de cada grupo experimental
son independientes entre sf ( ver apéndice).

La proporcién de €xitos (macréfagos fagocitando)
de cada grupo experimental es el parimetro que debemos com
parar, yva que se desea emitir un juicio sobre la diferen -
cia de tratamientos con base en su valor. Nos paoyamos pa
ra ello, en la funcifn de diferencia de proporciones des =
crita en el apéndice; tal funcifn ofrece la ventaja de que
la prueba de una hip8tesis acerca de la igualdad de las =~
proporciones es suficiente para emitir un juicio preciso -
sobre la relacién que guardan proporciones de cada par de
poblaciones observadas; cuando la hip6tesis resulta falsa,
es ffcil saber cufl de las propnrciones es mayor.

Para probar que las proporcionenrb’ y\p}son igua-
les (p; s pzl basta comprobar que:

Py - Pj
7. I 2
Pe  Pq
— ’ —
s B

Que es una variable aleatoria con distribucién normal estfn
dar, tiene un valor que cae en un intervalo de confianza

{-2a, Za) con un nivel de significacibén de a por ciento.
En caso contrario se rechaza.
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TABLA I. INDICES PAGOCITARIOS OBTENIDOS DESPUES DE LAS
INMUNIZACIONES PRACTICADAS

TRATAMIENTO

Grupo testigo
Vitamina E Urea K1

37.83 31.70 56.14 35.75




TABLA II. RESULTADCS DE LA PRUEBA ESTADISTICA PARA LAS RELA-
CIONES ENTRE LOS INDICES FAGOCITARIOS DEL GRUPO -
TESTIGO Y CADA UNO DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES.

TRATAMIENTO

Vitamina E Urea KI

Valor de 2.5059 -6.589 0.9035
E; (2.5059.>1.96) (-6.589'< -1.96) (-1.96< 0.9035< 1.96)




IV.DI SCUSION

El sistema inmune, a través de mecanismos de vigi-
lancia inmunol&gica es cap&z de una respuesta inmune, cuando
se establece en el organismo una clona de c&lulas malignas
o0 cuando se desarrolla un tumor cancerosolz'13'21'5'4'37.

Los macr&fagos tienen un papel mu§ importante en
la respuesta inmune celular, existen evidencias de su acti-
vidad en la iniciacién de la respuesta de hipersensibilidad
retardada38'39. Dichas evidencias son, entre otras:

1) Durante el crecimiento tumoral de animales con
tumor, las clonas de macr8fagos tuvieron un aumento signifi
cativo en comparacién con los test:igos.‘0 ‘

2) Cuando las mcromoléculas se encuentra unidas
a la superficie de los macr6fagos, hubo un aumento demostra
do de inmunogenicidad41.

3) Durante el crecimiento de los tumores singéni-
cos, la actividad fagocftica de las c€lulas del sistema re-
ticuloendotelial aumenta ‘2"3'39.

4) Cuando se quita el exceso de antfgenos del com
pPlejo Ag-Ac de la circulacifn, intervienen los macr&fagos
para obtener el balance entre los dos tipos de inmunidad,
la humoral y la celular“.

A pesar de ello, puede ser inhibida la respuesta
inmune cuando, en el organismo se producen anticuerpos de fa
cilitacién que protegen a la célula maligna de tres formas:

1) Hay enmascaramiento de los antfgenos de histo-
compatibilidad normale828'29'3°.
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2) Parte de las glicoprotefnas son liberadas a
los lfquidos extracelulares de manera que, se unen con
los sitios de reconocimiento y combinacién antigé€nicada
de las inmunoglobulinas y linfocitos. y

3) Por Gltimo, las inunoglobulinas, forman com
Plejos antfgeno-anticuerpo solubles con las glicoprotef
nas tumorales, bloqueando la posibilidad de combinacién
del anticuerpo con la célula tumoral, evitando el posi-
ble efecto citop&tico subsecuente.

Por otro lado, las células malignas liberan ANE
a los lfquidos extracelulare323'46'47 que, bloquean a -
distancia el efecto citocfdico de los linfocitos y de -
los macré6fagos contra las c€lulas de cancer”. Los ANE,
Ocupan algunos sitios de reconocimiento antigénico de -
los linfocitos y asf mismo, los sitios de combinacién -
de los Acs circulantes‘a. Asf, se inactiva la respues-
ta inmune celular y humoral iniciadas por la presencia
del tumor.

Por ello, los mecanismos inmunes puestos en jue
g0, son activados por el tumor o son de facilitacién y -
favorecen el crecimiento tumoral.

Los determinantes antigénicos de los ANE, pue-
den inducir una respuesta de £acilitaci6n‘9. Cuando por
el contrario, la respuesta inmune del organismo hacia -
los ANE es de rechazo, estf mediada de forma principal
por inmunidad celular y, algunas veces por fijacién de
couplemento‘ ! 37.

Las glicoprotefnas que constituyen a los ANE -
son de alta solubilidad, electronegativas y resisten --
tes a la degradacién por enzimas4?¢17/50  pop ggeas ca
racter{sticas tienen una mayor solubilidad y desprendi-
miento de las células neoplfsicas y por ellas tambien -
se puede explicar su comportamiento inhibitorio de los
mecanismos inmunol&gicos de :echczo‘s"7.

Parece ser que, existe una serie de factores en
combinacifn que da lugar a la permanencia de los neopla-
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sias.cen el organismo. Cabe mencionar la semejanza con
el mecanismo que permite que permanezcan los tejidos em
brionarios y fetales en el 8seno materno37. Aunada a la
transformacifén maligna de las células, ocurre una regre
8ién antigénica hacia el estado embrionario o feta151'
la permanencia de las c&lulas malignas en el organismo
se debe a que, dichas c&lulas se toleran en forma simi-
lar a como se toleran las células del producto en la ma
dre embarazada‘s’sz.

Por &sta diffcil situacibn, se hace mfs compli
cado encontrar procedimlentos fitiles de inmunoterapia y
de prevencién contra las neoplisias.

La inmunoterapia de clncer tiene objetivos ta-
les como, disminufr la produccién de anticuerpos de fa-
cilitacién; reducir el bloqueo de los ANE circulantes -
scbre las cflulas efectoras de la respuesta inmune con-
tra los de cincer; siminufr el blogquec de los ANE sobre
los Acs de rechazo; disminuir }a cantidad de AME libera
dos por las células neoplfsicas; aumentar la capacidad
de fijacién de complemento de los Ac de facilitaciédn.

Mediante un procedimiento adecuado de inmuniza
cién activa del protador del tumor contra las células
tumorales, podrfa ser posible disminuff la sfntesis de
Aca de facilitacién; asf, posiblemente gse obtenga un -
incremento en la respuesta celular contra el tumor.

En especial, ha sido reportada la activaxién de
los macr8fagos contra la neoplasia por varios autores, -
por ejemplo, Gorerss, en 1956 reportf una importante fun
cién de macr8fago en el rechazo del tumor. Bennett, et
gl?‘, Rabino vitch, et alss , ¥ Chambers, et 3156 demos
traron que, en huéspedes inmunizados, los macréfagos -
pueden eliminar células malignas por medio de la fagoci
tosis. Por otro lado, Granger y Wieser en 1964 y en
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196658 propusieron que la accién de los macréfagos se lo-

gra por un estrecho contacto a trav€s de la membrana. -
Evans y Alexander‘a, demostraron la existencia de una in-
teraccién inmunolSgica especffica seguida de una reaccién
letal no especffica en la destruccién de c&lulas malignas.

Durante la fagocitosis, la accién de los macré-
fagos es el movimiento de su membrana en la que, aumentan
las prominencias y el nfmero de vesfculas pinocfticassg.
El empleo de la microscopfa electrénica demostré que, en
algunos linfomas trasplantables, los macréfagos tienen fa
gosomas llenos de cflulas tumorales en diferentes estados
de digest16n43 Y, Se vib aumentada la actividad lisosomal

0. Chambers V.C. y Wieser R.S.59 en 1969, observaron en
el microscopio electrfnico que, durante las primeras tres
horas hay numorosos contactos entre los macréfagos inmu -
nes y las células malignas L. Las membranas celulares de
las células malignas quedan intactas, y no se vieron cam-
bios degenerativos obvios. De cualquier modo, las protu-
berancias finas de las extensiones citoplasmiticas de las
c€lulas L dentro de las invaginaciones de la superficie -
de los macr8fagos sugiere que, &stas protuberancias pue -
den ser adelgazadas a distancia y englobadas por los ma -
créfagos.

La destruccién de células de un linfoma ascftico
de ratones DBA/2 por macréfagos peritoneales in vitro, -
fué reportada por Weaver en 195861. Granger, et al 158
obtuvieron la destruccibn in vitro de células blanco por
macréfagos de ratones inmunizados.

Evans y Alexandersz"a, Black, et a1%3 y Granger

Y Hiener57 demostraron que , los macr8fagos de animales in
munizados con células L5178Y radiados, son capaces de in-
hibir en forma especffica a la autoduplicacibn in vitro -
de las células malignas.
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Se han obse;vado aumentos en la actividad fagocf{
tica. Torikai, et 3164 en 1980, observaron que, una pro-
tefna designada como LB, aumenta en el suero de los rato-
ne tratados con OK 432 (pcibanil) presentandose un mayor
efecto socbre las c€lulas tumorales muertas. La protefna
aumenta el efecto de los macr6fagos haciéndolos m&s capa-
Ces de fagocitar células aunque no selectivamente tumora-
les.

La actividad citolftica de los macr6fagos fu€ au
mentada por la adicifn de muramil dipéptidico para uncen-
sayo citit6xico; un ensayo similar se observé con un lipo
plisacirido bacterial. (Taniyama,et al)65. Esta (ltima
susbstancia, fu€ probada en otros ensayor por el mismo au
tor66, donde observ§ que la actividad citolftica de los
macréfagos es aumentada contra las lfneas tumorales. Ade-
mis de utilizar polisaciridos bacteriales y poli I;C indi
cando que la activacifén de los macr6fagos por &stos esti-
mulantes no:requiere la participaci6n de otros tipos celu
lares. El tratamiento por interferfn tambien aument$ la
muerte de las células tumorales por lfneas celulares de -
macr6fagos.

Boraschi, et ai-’, cbservaron uwn aumento en la ca
pacidad tumoricidal en ratones tratados in vitro con so-
brenadantes ricos en linfocinas y lipopolisac&ridos endo-
téxicos bacteriales.

Los sobrenadantes de células de exudado perito -
neal de ratén,tratados con Nalo‘, contienen potente acti-

vidad del factor activador de macréfagos, (Weinberg,et al)
68 —_—

Marino, et a169, Adams, et 3176 Yy Sharma, et 3171

observaron un aumento en la actividad in vitro de los ma-
cr6fagos por adicién de BCG. Marino, et al,” observaron
que la cit8lisis fué selectiva en la interaccién entre los
macr6fagos tratados con BCG y las c&lulas blanco neopl&si-
cas con direccibn a la lisis significativa. La unién eg -




pontdnea de las células blanco EL-4 6 P815 a los macré&fa-

gos peritoneales activados con BCG, probablemente es una
medida inicial y necesaria en la destruccién citolftica
de &stas cé&lulas blancosg. Una fraccifn parcialmente pu-
rificada de los sobrenadantes de cultivos de macréfagos
de cobayo infectado con BCG, fu€ citétBxico a c€lulas ma-
lignas y no normales.82

Los macrSfagos de los ratones normales tratados
con células esplénicas, c€lulas hep&ticas o peritoneales
de ratén con tumor, incrementaron la fagocitosis y hubo
depresién en las respuestas quimiostaticas72

Parece ser que, las diferentes lfneas celulares
de los macr6fagos, representan diferentes niveles de acti
vacién y/o diferenciaci6n. El estudioc de los macrSfagos
puede ser Gtil para el desarrollo de &stos procesos asf -
como, para el anilisis de los mecanismo de cit6lisis media
da por macrdfagosee.

El objetivo de &ste trabajo fué estudiar el fndi
ce fagocitario de células L5178Y in vitro por macréfagos
alveolares de ratones inmunizados con células malignas mo
dificadas con Vitamina E, urea y yoduro de potasio.

Se postulS como hip6tesis que, una vez modifica-
das las cé€lulas L5178Y con reactivos que podrfan hacerlas
inmunogénicas: vitamina E, urea y yoduro de potasio, e in
munizando con ellas a ratones receptores en. forma activa,
los macrSfagos alveolares de €stos animales a actuarfan -
in vitro fagocitando a las cé€lulas malignas.

Se observS que, los macr6fagos fagocitaron a cé-
lulas L5178Y tratados con urea, y se present$ un aumento
significativo del Indice fagocitario con relacién al del
grupo testigo; los macrSfagos que fagocitaron con células
15178Y modificadas con KI, no presentaron diferencia sig-
nificativa con el grupo testigo y, [inalmente, los macr8-
fagos correspondientes al tratamiento con vitamina E, mos
traron una disminucién significativa del fndice fagocita-~
rio.
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El aumento significativo en el fndice fagocitario
de las células tumorales modificadas con urea podffa de -
berse a que como indic8 Weston J.A. et al73 este reacti-
vo a una concentracifn de 200 mM tiene una accidén proteo~
1litica sobre las cé&lulas neopl&sicas semejante a la ejer-
cida por la tripsina. Las c€lulas L5178Y desprovistas de
algunas proteinas del glicocflix prodrfan ser mfs facil -
mente fagocitadas por los macrbfagos alveolares in vitro.

En relacifén con el tratamiento de las cé&lulas tu
morales con KI, GSmez Estrada,et al 36 encontraron que la
supervivencia de ratones inmunizados con estas c&lulas fue
de 34.10410.02 y que los ratones a los que se aplicé trans
ferencia pasiva de inmunidad (mediante linfocitos prove -
nientes del bazo de ratones supervivientes a la inmuniza-
cibn activa con células tratadas con KI), sobrevivié un -
promedio de 34 dfas. Nosotros propusimos en la introduc _
cién de este trabajo, que debido a estas evidencias, la -
inmunizacifén activa influye sobre 1la respuesta inmune ce-
lular. Sin embargo al examinar el fndice fagocitario de
las cé&lulas tratadas con KI que no present8 diferencia sig
nificativa con el grupo testigo, consideramos que no es a
nivel de los macr8fagos en donde reside la explicacién a
la supervivencia sino es probablemente a nivel de linfo--
citos T en donde se presenta una modificacién importante
que explique la supervivencia de los animales inmunizados
con células modificadas con este reactivo.

El fndice fagocitario de células L5178Y modifica
das con vitamina E tuvo una disminucién significativa con
respecto al testigo por lo que resultarfa interesante ha-
Cer repeticiones de este experimento in vitro Yy ademis -
cultivos de linfocitos con células malignas tratadas con
vitamina E para investigar si son los linfocitos T los -
que atacan a las cflulas L5178T y de esta manera se pre-
senta una respuesta inmune celular in vitro.




V. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fué estudiar el fndi
ce fagocitario de cé&lulas L5178Y in vitro por macr&fagos
alveolares de ratones inmunizados con células malignas mo
dificadas con Yoduro de Potasio, Urea y Vitamina E.

Se efectuaron cultivos de macr8fagos y de rato -
nes inmunizados con células malignas modificadas con dife
rentes reactivos y se estimb el fndice fagocitario de é&s-
tos macréfagos contra células tumorales intactas.

Los fndices fagocitarios fueron significativos en
el caso del tratamiento con urea; en el caso del tratamien
to con KI se mantuvo igual &l del testigo y con respecto
a las células tratadas con vitamina E, el indice fagocita
rio disminuyé.
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APENDICE. FUNCION DE DISTRIBUCION DI DIFERENCTIA DE PROPORCIONES

la distribucifn binamial

Supcngaseefectmrnecpa'inmtosindepmdient&stalsqmel-
resultado de cada uno de ellos es: &ito (E) o fracaso (F); que la
probabilidad deE espyladeFesq, siendop + q 1. Entonces, -
sedicequesetienen'npmebasdeBemoullimgmbabﬂidadpde
Exito (ref 86, p 61).

mmapruebacamesa,laprobabilidaddaobtenerx&dtosqs_
t4 dada por la sigquiente expresifn:

= L2 P "™ xe1,2,3, .., (1)
esta funcifn recibe el nambre de distribucifin biiamial o de Bernou-

111 (ref 86, p 62); su media y desviacifn estfindar estdn dadas res-
pectivamente por:

By = np {2)
g, = anq ' {3)

Aproximacifn de la distribucifin binamial a la normal

Teorema 1: Si x representa el nfimero de aciertos en n pruebas de -
Bernoulli con probabilidad p de &xito, entonces la variable -




tiene una distribucifn que se aproxima a la normal estfndar -
6(x; 0, 1) cuando el nfimero de pruebas crece indefinidamente. -

Se ha encontrado que la aproximacién mencionada es suficiente—
mente buena si np > S5'cuando p< &, 0 ng > 5 cuando p>4% -
(ref 86, p 76-77).

Corolario. Sialrealizarnpmd:asdeBermullimnprd:abilidad
pdeécito,elrsultacbédtoseverificakveos, entonces la pro
porcifn de &itos es:

k
- = (s)

Ia variable aleatoria asociada a los diversos valores de §* es

Y = — v sumedia estd dada por:

. g% =L .
My = Ely} = E(Q} = L E(x} = p (6)

Y su variancia es:
o, * E(ly - pI?) = EQlx - npl?) - 22 (7)

De esta manera las proporciones del resultado &xito siquen una
distribucifin de praobabilidad que se aproxima a la normal con media
p y desviacitn est&ndar pg/n si nwsuficimtmteqm\de'




[ 7

Diferencia de proporciones

Teoram 2: Sean p; Yy pé proporciones muestrales independientes de -
poblaciones binamiales con probabilidades pl! y p?2 . Si nl y nZ son
suficientemente grandes para que las proporciones p; Y pé sean tra-
tadas camo normales, la funcifn de la variable (p;-pé) Se aproxi-
ma a la normal con media

“lpp - pp) T P17 P2 (8)

v desviacifin estindar

"

/51 4§, P Y (9)
" g

Entances, (tecrema 1), la variable

°(p; - Pyl

Z . X - ux . (P; = Pé) = u(p; - F’é_) (,o)

x “p} - by

tiene wa distribucifn normal est&ndar 6(p, = pgs 0, 1.

Supfinzase que se §esea probar que p; y p, (las probabilidades
de Exito de estas dos poblaciones binamiales) son iguales -

Py - Py . 0) . Bastard camxobar, sobre esa suposicién, que 2
time wn valur que cae en un intervalo de confianza (-Za ,Za)

ocon wn nivel de significacifn de a por ciento. En caso de no caer en ese

intervalo, dicha hipftesis deberf rechazarse. Esto es,




Moy -pp TP T Pp 70 ()

de donde

p, @ P, 2, [pa P
‘(pi-pé)=/”» 22=/—+— (12)

n n
n, nz 1 2
Entonces, de (10) :
p; - P,
7 - ! 2 (13)

Pq Pq
O } ——
n s

en donde p es desconocida y puede aproximarse con las muestras de
las dos poblaciones, esto es:

p = e—t (14

e que Xy, .y X, n, son el nimero de aciertos y el nfmero de
observaciones respectivamente para la poblacifn I y la 2,




	Portada
	Índice


	I. Introducción


	II. Materiales y Métodos
	III. Resultados
	IV. Discusión
	V. Resumen


	VI. Bibliografía


	Apéndice

