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Recibid mi ensefianza y no plata;

Y ciencia antes que el oro escogido.
Porque mejor es la sabiduria que -
las piedras preciosas,

Y todo cuanto se puede desear, no es

de compararse con ella.

Proverbios 8.10-11
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l. INTRODUCCON.



Las c¢ondiciones de vida actuales permiten alcan-
zar edades superiores a las de épocas precedentes. Ello ha
dado lugar a la aparicidén con frecuencia ascendente de en-
Fermédades degenerativas como son las neoplasias mal ignas.
Seglin datos obtenidos del Departamento de Estadisticas So-
ciales de la Secretaria de Industria y Comercio, éstas pre
sentan en nuestro pafs, como causa de mortal idad, una tasa
creciente desde 1922 en que era de 14, al afio de 1969 en -
que ha alcanzado un valor de 35 por 100,000 habitantes, lo

cual ha dade lugar a que ya en el aflo de 1964 ocupara el -

quinto lugar como causa de defuncibn.

Las leucemias, en particular, vienen presentando
un incremento anual, a partir de 1960, del 10% como causa

de mortal idad.

En vista de lo anterior, se conéidera qﬁe es ne-
cesario hacer una mayor investigacidn en este campo, con -
el objefo de llegar a tener .un conocimiento mas completo de
estos padecimientos tendiente a mejorar los procedimientos

profilacticos y terapéuticos de ellos.

Uno de los principales problemas para la preven—--
cidn, diagndéstico y tratamiento del céncer, es el desconoci

miento de su etiologia.

. 1-6 . e .
Varios autores han identificado antigenos em--
brionarios en células tumorales. Estos son los antigenos -

carcinoembrionarios (ACE)4 u oncofetales (AOF)I.

Para investigar las semejanzas entre los ACE y =
los antigenos neoplasia especificos (ANE), se probaron los
sueros de pacientes leucémicos contra leucocitos de recién
nacidos y la aglutinabilidad de ambos con la Concanavalina

A (Con A).
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ANTECEDENTES SOBRE RETROGRES!ON ANTIGENICA E INMUNOLOGIA
DE CANCER.

Los cambios asociados a la transformacién maligna
en la estructura de la membrana celular consisten en la apa
ricién de ANE que sélo se encuentran normalmente presentes
en las células embrionarias7 y que se encuentran ocultbs en
las células de adultos normales. Este Fenémené se conoce con
el nombre de retfogresién antigénica, mencionado antériormeg
te1_4’6 de donde resulta que los ANE pueden ser biolégicaméﬂ
te equivalentes a los ACE.

Les ACE son el préducto de un cambio en la estruc-
tura de |a membrana celular éin Pelacidn con la expresitn de
antigenos virales y por lo tanto pueden ser comunes en una -
misma especie a varias neoplasias, independientemente de! -
virus inductor, como se ha observado, por ejemplo, en las =~
leucosis aviarias . - A

Las células transformadas son antigénicas para el
portador de la neoplasia: se ha demostrado que las células -
esplénicas de animales inmunizados con fibroblastos embriona
rios resultan citotéxicas in vitro a las células singénicas
transformadas por virus del poliomag. Sin embargo, los inten-
tos para suprimir el crecimiento tumoral in vivo por procedi-
mientos de inmunizacib6n ha dade lugar a crecimiento acelera-
do del tumor, sugiriendo un fenbmeno de Facilitacién inmono-

91 10 - o

légica hacia la neoplasia.

Los ANE y ACE son glucoproteinas, en cuya antigeni

cidad contribuye de manera muy importante el &cido N-acetil-
. 11 . .. .

neuramilico. La antigenicidad tisular normal (HL-A) y neo-

plédsica (ANE y ACE) est& dada por glucoproteinas y glucolipi-



dos de la membrana celular. 12

13~16

Se ha encontrado en las neoplasias experimientales

17-24

y humanas un ac@mulo de glucoproteinas en las membranas -

-
. . 5

de las células malignas, superior a lo normal, que aparente-

mente son secretadas al espacio intercelular. Su presencia se -

ha correlacionado a una mayor velocidad de crecimiento y disemi

nacién tumoral.

En las células transformadas y de neoplasias esponté-
neas, existen enzimas que sintetizan glucoproteinas a velocidad

27-31

acelerada. Las células que han sido transformadas sinteti~
zan glucoproteinas a velocidad muy superior a las normales y és
ta es aln mayor en aquellas células que han sido doblemente -
transformadas por la accibén simultanea de dos virus oncogénicos.
El incremento de la sintesis es real y no atribuible a una mayor
velocidad de crecimiento o proliferacién.27 Las enzimas son 4--
glucosil-transferasas que en nGmero de cuatro han sido descritas

27-31

en estas células. Las glucoproteinas son sintetizadas in-

32 . .
tracelularmente, aunque el componente glucidico se une al fi-

31, 32.

nal cerca de la membrana.

La sfntesis puede llegar a ser tan activa que las glu
coproteinas pueden llegar a ser secretadas a los lfquidos extra
celulares. En las neoplasias experimentales se ha encontrado -
un aumento en las glucoproteinas séricas de animales portadores
de neoplasias en forma paralela al crecimiento tumoral, mientras
que el resto de las proteinas séricas tendieron a disminuir.
Estos experimentos realizados en hamsters han demostrado que en
el suero de ellos pueden identificarse por inmunoelectroforesis
unas cinco protefnas adicionales, habiéndose sugerido que éstas
pueden ser proteinas normales cuya concentracibén aumenta en los

portadores de la neoplasia; sin embargo, los cambios inmuno-



electroforéticos son mas acentuados en los animales inocula-

33

dos con tumores xenogénicos.

Se ha encontrado que el transplante de células de -
tumor de colon humano transplantadas en la bolsa cervical o -
en midsculos de hamsters, permanecen produciendo el ACE, que es

34

detectable en la sangre del portador.

En el sue?o de pacientes oncbdlogicos la alfa—gluco-
proteina 4cida se encuentra elevada en casos con carcinoma -
cérvico-uterino antes de la histerectom?a.35 Resultados si-
milares se han informado en adenocarcinoma mamario, enfermedad
de Hodgkin, leucemia granulocitica crbnica, melanoma, hepato-
ma, carcinomés indiferenciados, carcinoma de cuello, sarcoma
osteogénico y Petfculosarcoma‘35-38 En la leucemia infantil
aguda se ha observado aumento de las glucoproteinas en el -
plasma, pﬂincipalmente en casos graves; pero los valores ten-
dieron a normalizarse en los perfodos de remisidén clinica, cor

relacionandose el aumento de las glucoproteinas con el nGme-

ro de blastos en sangre circulante y en médula bsea.

Se menciond anteriormente que la inmunizacibén de -
animales con células embrionarias produce una respuesta inmune
hacia las células de esa misma especie transformadas por virus
oncogénicos. Los ACE se han encontrado presentes en animales
de experimentacién en los 6vulos no Fecundados,40 y éstos -~
pueden ser empleados en la inmunizacién a cobayos y el suero
inmune resultd citotbéxico contra células de esta misma especie
transformadas con virus 8V-40, por lo que los autores del tra

bajo demuestran la relacidén existente entre los ANE y ACE -

ovulares.

Se ha informado que las células trofoblasticas que
constituyen la capa mas externa de la placenta y que se en- -

cuentra en fntimo contacto con la circulacién materna, son -~

antigénicas. De hecho, los linfocitos autblogos son citocidi-~



. . . . 41
cos para las células trofoblasticas cultivadas in vitro.

En una poblacién alogénica la placenta es esencial-
mente un injerto tolerado. las células trofoblasticas son por
tadoras de antfgenos de histocompatibilidad normales (HL-A)42
pero al parecer, dichos antigenos se encuentran enmascarados
in vivo. En ese trabajo, ningln suero materno did pruebas de
MCT positivas con las células de su trofoblasto especTFico.42

El trofoblasto es una estructura celular que ha si
do extensamente estudiada.43 Desde hace varios afios se habfia
consignado el hecho de que el trofoblasto y la decidua no es-
tan en contacto directo sino que se encuentran separados en--
tre s{ por una capa de material fibrinoide que rodea a las -

4

células troFoblésticas44 y que por métodos especificos de tin
cidn histoquimica como es la técnica del fierro coloidal se -
ha encontrado que corresponde a una capa de mucopol isacéridos
dcidos de 1.4 micras de espesor en promedio, que recubre las

vellocidades cor’ic’micas.4b Es posible que estas glucoprotei-
nas pasen a la circulacibén materna. Se ha informado que en el
sucro de las mujeres embarazadas existe un aumento de la alfa
I-glucoproteina &cida, la alfa-2-glucoprotefna y la gama=~glo

4o,47

bulina con alto ceontenido de carbohidrato.

Durante el embarazo, el trofoblasto semeja por su -
comportamiento, a una neoplasia maligna que prolifera e inva-
de la pared uterina y en ocasiones desprende porciones de si
mismo hacia la circulacién materna, por lo cual este tejido -

peculiar ha sido designado con el nombre de carcinoma fisiold
N

gico que prospera en un endome-rio pasivo y tal vez recep-
tivo. El desprendimiento de grupos de células trofoblésticas

que pasan a la circulacidn materna fue descrito desde 1893 -



por Shmorl,49 con el nombre de deportacidén trofobléstica, lo
. . . 50

cual ha sido confirmado mas recientemente. Este fenbmeno -

se ha comparado al comportamiento de las células malignas por
su cual idad metastésica.48 Se han identificado grupos celula-
res trofobléasticos en la circulacién materna, de 100 a 200 -
micras de diémetro, a partir de la decimooctava semana gesta-
cional.49 Las células trofobléasticas deportadas a la circula-
cidn materna puede5 ser encontradas abundantemente en pulmo--
nes a medida que progresa el embarazo, para desaparecer en el

post-parto.so

La vidé media de estos é&mbolos trofoblésticos es -
aproximddamente de 3 dfas, |isdndose en los pulmones y desapa
reciendo sin dejar lesién.SO En algunas especies, las células
de! trofoblasto presentan un comportamiento particularmente -
invasivo activo a las arterias, las cuales se recubren en su
endotelio vascular por células trofobl&sticas que emigran ha-

o
cia ellas.Jl Las células trofoblasticas pueden ser transplan-
tadas extrauterinamente y con frecuencia son bien toleradas -
alin xenogénicamente, como por ejemplo de ratén a hamster'..31
El trofoblasto, sin embargo, ha demostrado ser antigénico. Los
anticuerpos maternos se fijan al trofoblasto, que aparentemen-
te los absorbe sin dafio durante el embarazo, por lo que no se
les encuentra en la circulacién materna. Sin embargo, el suero
materno obtenido 4 dias post-parto da reaccio.:es de inmunofluo
rescencia positivas con las placentas autélogas.sz Los anti-
cuerpos anti-trofoblastos no son especificos para una combina-
cibn madre-placenta autéloga, sino que muestra reactividad cru
zada, por lo que se puede concluir que el antigeno no es un -
producto especifico del feto como pudieran ser les antigeinos -

42,53,
HL-A también presentes en las células trofoblésticas.’ P33



Algunos autores)han sugerido que la capa de glucopro-
tefnas que reviste al trofoblasto enmascara los antigenos de -~
histocompatibilidad normales de las células trofoblésticas y de
esta manera protegen a la placenta de ser rechazada inmunolégi-

54,55 56

camente. alin cuando ésta sea heterotransplantada. El -

tratamiento de las células trofoblasticas con neuraminidasa -
57

les permite expresar sus antigenos de histocompatibflidad y

la aplicacién endovenosa de neuraminidasa en ratonas embaraza-

das da lugar a interrupcién del embarazo en todos los casos -
tratados.
Las células de algunos tumores murinos tienen una -——

gruesa capa de glucoproteinas La preincubacién de ellas con -
neuraminadasa reduce a un 10% la transplantabilidad del tumor
por inoculaci6n de estas células, por lo que se piensa que los
antigenos subyacentes de las células neoplésicas se encuentran
enmascarados y al ser desenmascarados por la neuraminidasa -
son capaces ae inducir una accibdn de rechazo hacie ellos.59_62
El tratamiento con neuraminidasa, no sélo tiene utilidad profi
|&ctica, sfno que la inmunizacidn con células malignas trata--
das con la enzjmé a ratonés que ya ténfan un tumor en crecimien
to progresivo, induce a la desaparicién total de la neoplasia -
en el 33% de los animales y en el 66% restante el tumor céso --
en su cr‘ecimientb.G3 PosiBlemente el poder inmunogénico de las
células tratadas sea disminuido por el hecho de que las células
recuperan su envoltura glucoprotéica una hora después de ya no
estar en contacto con la neur‘aminidasa.64

La neuraminidasa se ha empleado también en leucemia
murina L—1210:65'66

La inoculacidn de 40,000 de estas células causa la -
muerte por leucemia en menos de 20 dfas al 100% de los recepto

res. Cuando se inoculd la misma cantidad de células tratadas -

con neuraminidasa todos ellos sobrevivieron mas de 100



dfas. El tratamiento con neuraminidasa no afecta la viabili-
dad celular. La importancia que tiene la respuesta inmune en
el rechazo de los leucoblastos leucémicos se ha puesto de ma-
nifiesto por el hecho de que la inmunodepresiton de los recepto
res conduce a la muerte del animal por leucemia en el plazo -

65

normal .

Los linfocitos maternos presentan un efecto citoct
dico contra las células embrionarias cultivadas in vitro, lo
cual demuestra que son capaces de llevar a cabo una respuesta
inmune, contra las células alogénicas fetales. Sin embargo, -
este efecto es inhibido por la presencia de suero materno, -
en el que se presume la presencia de un anticuerpo de tipo -
bloqueador, que actuando a manera de anticuerpo de facilita-
cidn inmunol(’)gica10 resulta de utilidad para la superviven—-—
cia del producto, 7 pero semeja%te a lo que ocurre en los =
portadores de neoplasias, cuando &stas tienden a persistir y

no a ser rechazadas inmunoldgicamente.

.Se ha demostrado que lasglucoproteinas que revisten
a las células trofoblasticas son antigenos que inducen en el
organismo a la produccién de anticuerpos de facilitacién inmu
nolégica.68 Posiblemente la capa de glucoproteinas que revis
te a las células mal ignas tenga una funcidn semejante en -
ellas. De becho, estas células son portadoras de antfgenos
HL-A; pero no son afectadas en las pruebas de MCT por los -
sueros inmunes correspondientes. Asf pues esta técnica se ha
emp leado como un procedimiento de diferenciacidon entre las -
células normales y malignas cuando existen mezcladasy lo -~
cual se ha atribuido al cubrimiento de los antigenos HL-A -
por la capa de glucoproteina en estas Gltimas.

Un hecho sobresaliente de los anticuerpos de facili

tacién en la leucemia es su incapacidad para fijar complemen



to autélogo.7o Por otra parte, si a los anticuerpos de recha
zo se les quita el fragmento Fc, &stos se vuelven de facilita
cién.71 Al parecer, el fendmeno de facilitacidn inmunolbgi-
ca, ademés de ser mediado por anticuerpos, puede ser de tipo
celular dependiendo de la proporcidn en que entren en contac
to las células malignas con las inmunocompetentes del orga-~-
nismo.72 Al parecer, ambas formas de facilitacidn i nmunol &~
gica son inducidas por la cubierta glucoprotéica de las célu
las trofoblasticas y malignas. Asi, se ha demostrado que el
crecimiento tumoral es acelerado en ratonas durante la gesta

.. 73
n.

cib Algunos autores han Ilamado la atencidn recientemen
te acerca de las similitudes inmunolbdgicas existentes entre

embarazo y desarrollo neoplasico.

Los datos anteriores explican porqué durante el -
embarazo las células trof:blasticas no son rechazadas, e in-

48-50

cluso circulan libremente en la sangre; sin embargo, -
queda por dilucidar porqué los tejidos fetales no placenta-
rios son tolerados. Sabemos que durante el embarazo ocurre

68-

un transporte activo de inmunoglobulinas de madre a feto.
69-71-77 En animales de experimentacibn se ha i nmunizado de
|iberadamente a la madre con antigenos paternos y se ha hecho
la transferencia-de 6vulos fecundados a las cavidades uteri-

nas de madres receptoras. Los resultados han sido los siguien

tes:

Cuando el feto en madre prestada no es especifico
a la madre inmunizada, el tftulo de anticuerpos citotbxicos
es igual en ambos, por lo que se concluye que los anticuer-
pos citotdéxicos antifetales pueden pasar de madre a feto. -
Cuando el feto tenfa los antigenos a los cuales la madre ha-

bfa sido inmunizada, la mayorfa de ellas no tenfa anticuerpos



circulantes, lo cual implica que son absorbidos por los teji
dos fetales, sin causar dafo. El paso de anticuerpos de la
madre al producto ocurre muy tempranamente y se les ha encon

78

trado en blastocistos de 8 dias de gestacidn, en conejos.

En el 17% de las mujeres multiparas se han encontra
do leucoaglutininas contra leucocitos de sus hijos recién na

79

cidos.

El paso de linfocitos de madre a feto también ocu-
80 . ~
rre durante el embarazo, sin embargo, é&stos no parecen dafar

inmunoldgicamente al feto, salvo en casos muy excepcionales.
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MATERIAL.

Sueros de adulto normal: Se obtuvieron 240 mues-

tras de 2 ml. de suero de donadores adultos jévenes del Ban-
co Central de Sangre de! Centro M&dico Nacional de! IMSS, con

la colaboracién del Dr. Héctor Rodriguez Mayado.

Sueros de pacientes leucémicos: Se obtuvieron 53 -

sueros del Laboratorio de Hematologfa, tomados al azar de 28
pacientes leucémicos que asistieron a la Consulta Externa o
se encontraban encamados en el Servicio de Hematﬁlogfa del -
Hospital de Oncologia del Centro M&dico del IMSS. De cada pa-
ciente se obtuvieron de una a cuatro muestras, dependiendo de
la duracibén del estudio y sobrevida del caso. Cada suero fué
codificado, de manera que al hacer las pruebas se desconocian
los datos de cada paciente. El nombre, edad, sexo, anteceden-
tes transfusionales, gestaciones, diagnbéstico, tratamiento v
respuesta al mismo, en las fechas correspondientes a la obten
cibén de cada muestra de suero, se investigaron en los expedien

tes clinicos hasta la terminacidn del trabajo de laboratorio.

Leucocitos de adulto normal: Se obtuvieron 27 mues

tras de .sangre de donadores adultos diferentes a los de las -
muestras de suero. La sangre se desfibrina por agitacidn sua
ve en tubo de ensaye de 13 x 100 mm. con 12 perlas de vidrio
de 5 mm de diametro. Los Leucocitos se obtienen de la sangre

|fquida sobrenadante.

Leucocitos fetales: Se obtuvieron 23 muestras de 3

m!. de sangre de cordén umbilical de nifios nacidos a término
por partos eutdsicos en el Hospital de Ginecobstetricia No.2
del Centro M&dico Nacional del IMMSS, por colaboracidn deil -

Dr. Porfirio Landdzuri Laris. La sangre fue desfibrinada para



1a obtencidén de los leucocitos fetales.

REACTIVOS:

Ficoll%* de peso molecular 400,000 al 9%

LYY

Hypaque*¥* solucidn al 33.9% en agua destilada

Medio de cultivo simple Mc Coy 5a¥%¥¥%

IYRVRVIRY]

dr3zacar

Aceite minepa |
Solucidn acuosa de eosina al 5%

Formol al 30% con el pH regulado a 7

3
7

Concanavalina A

*Pharmacia
#% Winthrop
#%% Grand Island Biol. Lab.



METODOS.

Obtencién de leucocitos fetales y de adulto: Se uti

liz6 el método de Biiyum82 modificado por nosotros: se prepa-
ra una solucibn compuesta de diez partes dé'Hypaque mas 24 -~
partes de la solucibén de Ficoll. La mezcla da una densidad de
1.076 a 1.078. Un ml. de esta solucidén a temperatura ambiente
(20-22° C), se‘c6loca en un tubo de pl&stico para centrfifuga
Fisher modelo 152. Sobre ella se coloca una capa 0.5 ml. de -
sangre desfibrinada, procurando conservar la interfase entre
la sangre y la solucion de Hypaque-Ficoll. Se centrifuga a
3,500 G por cinco minutos. Los leucocitos se recogen con pi-
peta Pastear de la interfase y se lavan con sesenta volimenes
de medio de cultivo simple Mc Coy 5a. por centrifugaéién a -
500 G 30 segundos. Los leucocitos se suspenden en medio de -
cultivo fresco y se estandarizan por conteo en cémara cuenta-
glébulos a 2 x 106 células por ml. Aproximadamente la mitad -

de ellos son linfocitos y el resto polimorfonucleares.

Prueba de microcitotoxicidad (MCT): Se empled la -

técnica de Terasaki et EL.83 Las pruebas se hicieron en pla-
cas de plastico de 60 excavaciones para micropruebas de Falcon
catdlogo 3034. Los pozos se cubren con 5 mcl de aceite mine--
ral para evifar fa evaporacidn de los reactivos. En las pla--
cas se depositd en cada pozo 1 mcl de los sueros problema inac
tivados a 56 grados Centfigrados por 30 minutos, en un orden -
constante anotado en una hoja de control con el objeto de iden
tificar la procedencia del suero. Cada lote de placas asi car
gadas de conservd en congelacibén a =70 grados hasta el momen-
to de uéarse para la pruebas con los leucocitos. Para ello, -
se descongelaron y se agregb en cada pozo 1 mcl ya sea de la
suspensién de leucocitos fetales o de adulto. Estos se incu-

ban con los sueros normales o leucémicos por 30 minutos a -



20~-22 grados. Enseguida se agregaron 5 mcl de suero fresco de
conejo como fuente de complemento y se continud f{a incubacidn
por 30 minutos més. Luego, las células se tifieron con 2 mcl.
de una solucidén acucsa de eosina al 5% por dos minutos y se
fijaron con 5 mcl de formol al 30% con el pH regulado a 7.

Se cubrieron los pozos con una laminilla de vidrio y se obser
varon [os resultados en un microscopio invertido con contras-
te de fases UPl de Zeiss. La lectura de viabilidad celular de
cada prueba se compara con la de los testigos. El resultado -

considerd negativo cuando en ella aparecieron no mas del -

17

e
5% de células muertas y positivo cuando se observéd el 80% de

células muertas.

los leucocitos de cada donador adulto & recién na-~
cido, se probaron simultidneamente contra 53 sueros leucémicos

y de 60 a 240 sueros normales.

En cinco de los casos de adulto normal’y cinco de -
recién nacido, la prueba de MCT se efectud sustituyendo el -
suero de conejo por sueroc normal humano y suero autélogo al -
donador de los leucocitos, obteniéndose siempre resultados ng

gativos.

los leucocitos se incubaron inmediatamente después

de haber sido obtenidos de fa muestra de sangre y por no mas
de 60 minutos a temperatura ambiente, para reducir la adheren
cia de los polimorfonucieares al pléstico. Hasta un 5% de cé-
lulas adheridas no interfiere con la lectura correcta de la -
"reaccidén. las células muertas de la serie granulocitica adop-
tan una forma redonda y se tifien de color rojo oscuro con la

eosi 'a, mie: tras que las células adheridas conservan un aspec



to estrellado irregular y no se tifien con la eosina.

Prueba de aglutinacién con la Con A: Se siguid el

método de Imbar y Sachs.84 Se disuelven 250 mcg de Con A en

1 ml de medio de cultivo Mc Coy 5a y con él se resuspenden 2
x106 leucocitos de.recién nacido o de adulto y se incuban a

37° C por 20 minutos. A continuacién se centrifugan a 500 G

por 15 segundos. La aglutinacidén se observa por agitacién -
suave del tubo y ademds en una cémara cuentaglébulos Speirs-
Levy para eosindfilos de 0.2 mm de profundidad con ilumina--
cién de contraste de fases en microscopio Zeiss a 125 diédme~
tros de amplificacidn. Se consideraron pruebas positivas -
aquellas en las cuales la aglutinacién macroscdpica era evi-
dente y al miscroscopio se observaba que [a mayoria de las

células formaban grupos de mas de 20 leucocitos.



IV. RESULTADOS,



La técnica empleada para la separacit6n de los leuco
citos permitio la obtencién de suspensiones celulares mixtas,
compuestas aproximadamente por un 50% de linfocitos y 50% de
polimorfonucleares. La contaminacidn con eritrocitos suele ser

de menos del 2%.

Encontramos que la técnica de MCT descrita por Tera-
saki et _L83' es adaptable para el estudio de la reaccibén de -
citotoxicidad tanto para linfocitos como para polimorfonuclea-
res, si se reduce la adherencia de estos Gltimos por medio de
la separacidn rapida de los leucocitos, realizando la prueba -
a temperatura ambiente y reduciendo el perfodo de incubacibn
total a una hora. De esta manera se logra que menos del 5% de

los polimorfonucleares se adhieran y el resultado de cada -~-

prueba sea mas claro.

En la prueba de MCT los polimorfonucleares "vivos”,
que no fueron afectados por la reaccidn, se ven refringentes
de no encontrarse adheridos, o si lo est&n presentan una for-
ma estrellada irregular de |limites difusos. En cambio, los --
pol imorfonucleares muertos por la reaccidn de citotoxicidad -
ée obseryaron de forma uniformemente circular, de [Tmites pre-
cisos y tefiidos de color rojo oscuro por la eocsina. Los linfo-
citos no afectados por la reaccién se observaron refringentes;
mientras que los muertos se vieron de mayor tamafio, redondos
y tefiidos de rojo oscuro, como es lo usual en esta técnica.
Con las consideraciones anteriores, es posible hacer pruebas

de MCT con una poblacidn mixta de linfocitos y polimorfonu--

cleares.

Con las 240 muestras de sueros de adultos, se efec-
tuaron 2,415 pruebas de MCT contra los leucocitos de otros 27
adultos normales, de ellas, 6 resultaron positivas (0.25%). =

Con estos mismos sueros se hicieron 2,372 pruebas contra los



leucocitos de 23 recién nacidos, de los cuales 14 resulta-
ron positivas (0.59%). La diferencia entre estas tasas no se

considera significativa (P=0.07) (Tabla 1)

Con las 53 muestras de suero de 28 pacientes leucé-
micos, se hicieron 816 pruebas de MCT contra leucocitos de los
mismos -27 donadores adulfos, resultando 59 positivas (7.23%).
Con los mismos sueros se realizaron 1,580 pruebas contra los
leucocitos de los 23 recién nacidos, de las cuales 84 fueron
positivas (5.31%). La diferencia, no se considera significa

tiva (P=0.06) (Tabla 1).

En la tabla 2 se muestra la relacidn de los 27 ca-=-
sos de leucemia, con diagnéstico, antecedentes gestacionales,
transfucionales y- control terapéutico, cuyas 53 muestras de =
suero se probaron por la técnica de MCT contra los leucocitos
de 27 donadores adultos y 23 recién nacidos. Los resultados

se presentan divididos en cuatro grupos:

GRUPO 1. Nueve de los sueros dieron resultados po-
sitivos en 53 ocasiones contra leucocitos de adultos y 54 veces
con leucocitos fetales. De ellos, ninguno se encontraba contro

fado terapéuticamente o en remisién de su leucemia.

GRUPQ 2. Seis muestras dieron pruebas de MCT positi
vas en siete ocasiones contra leucocitos de adulto. De ellos

cuatro se encontraban controfados y dos no.

GRUPO 3. Nueve muestras de sueros dieron pruebas de
MCT positivas en 31 ocasiones contra leucocitos fetales, de -

los cuales ninguno se encontraba controlado.

GRUPO 4. Veintinueve muestras dieron siempre resu]
tados negativos cuando se les probaron contra leucocitos de -
adultos y de los recién nacidos. Todos ellos correspondieron
a etapas en que los pacientes se encontraban en remisidén o =~

controlados terapéuticamente.



En los cuatro grupos, la presencia de anticuerpos en
los aueros leucémicos no muestra correlacibén con el nGmero de
gestaciones ni con los antecedentes transfusionales de los -
casos. En la serie, quedaron incluidos solamente cuatro casos
sin estos antecedentes y siempre dieron pruebas de MCT posit]

vas y se encontraban controlados de su leucemia.

Con las muestras seriadas de cada uno de los pacien
tes, pudo verse que las pruebas de MCT positivas se obtenfan
en las etapas en que el padecimiento se encontraba en recurren

cia, agudizacidn o sin control terapéutico.

Cada suero didé pruebas de MCT positivas contra unos;
pero no contra todos los leucocitos fetales o de adultos con-
tra los que fuera probado, lo cual habla de cierta especifici

dad en la reaccidn.

La prueba de agliutinacidén de los leucocitos fetales
con la Con A resultd positiva en todos los casos, En los gru-
mos formados por las células participaban la mayoria de los -
leucocitos de las muestras. Con los leucocitos de adulto, siem

pre se obtuvieron resultados negativos.

- Diez muestras al azar de leucocitos fetales y diez
mas de adulto fueron tipificédos y se les encontrd ser porta-
dores de los antfgenos HL-A 1,2,3, 4a.7,8,9,11,12,y 13. Al =~
probarse contra los sueros leucémicos, no se encontrd asocia-
cién entre los que daban pruebas de MCT positivas y los ante-

riores antfigenos.



fab|a 1

Resultados de las pruebas de microcitotoxicidad (MCT) con leucocitos
de adultos normales y de recién nacidos contra sueros de adulto nor-

males y de leucémicos:

Pruebas de microcitotoxicidad (MCT).con
Leucocitos

de Sueros normales Sueros leucémicos
Total de nime~ % Total de  NGme~ %
pruebas ro pruebas ro
Adulto 2 415 6 0.25 816 59 7.1

Recién nacido - 2 372 14 0.59 1 580 84 5.32




Tabla 2 ~

Relacidn de los casos de leucemia, con diagnbéstico, gestaciones
transfusiones y control terapdutico, cuyas muestras de suero se
probaron por la técnica de microcitotoxicidad (MCT) contra los

leucocitos de 27 donadores adultos (A) y 23 recién nacidos (RN)

Caso Gesta Transfu Diagnés Muestra Control Mer
siones ticos A RN
1 0o - -5 LGC a si 0 0
b si 0 Q
c no 0 3%
d si 0 0
2 1 12 LGC a no 13 14
: b no 8 10
3 0 2 LGC a no 0 *
. b sl 1 0
4 4 0. LGC a no -9 9
b no 0 2%
c sl 0 0
d si 0 0
5 0 4 LGC a no 0 1%
b si 0 0
c si 0 0
6 . 0 2 LGC a no 8 9-
b si 0 0
7 2 1 LGC a . si 0 0
b no 2 0
8 0 . 2 LGC a si 1 0
b no 0 1%
9 8 2 LGC a si 0 0
10 3 V] LGC a si 0 0
11 4 1 LGC a si 0 -0
12 0 2 LGC a si 1 0
13 0 0 LGC a si 0 0
b si 0 0
c si 0 (VI
d si o . 0
14 0 8 LGC a si 0 0
15 0 17 LGA a no 2 18%
16 0 6 LGA a no 4 3
b si 0 0
17 0 4 L.GA a no 2 3
18 5 0 LLC a no 0 2%
19 0 0 LLC a si 0 0
20 0 10 LALB a si 1 0



21
22
23
24
25

26
27
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LALB

LALB

LALB
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LGC:leucemia granulocitica crdnica.LGA: Leucemia granulocitica

aguda.

LLC. leucemia
linfoblastica.

linfocitica crénica.
LMMB: lLeucemia mielomonobléastica.

LALB:leucemia aguda



V. DISCUSION.



La primera observacién en este trabajo consistié en
que los leucocitos fetales son aglutinables por la Con. A, pe
ro se pensd que si estos contienen ACE, podrian ser detecta-~
dos tal vez de manera mas especifica por los anticuerpos que
los pacientes leucémicos producen contra sus leucoblastos, --
en las fases de actividad neoplésica;70 obteniendose resulta-

dos pos}tivos por ambos métodos.

- Con el oneto de no desvirtuar los resultados de ~--
las pruebas de MCT, los sueros de los pacientes leucémicos -
fueron probados desconociéndose el diagndéstico, si se encon-
traban o no en tratamiento, en remisibén, agudizacidén o recur-’
rencia del padecimiento. Estos datos se conocieron hasta el =
final del estudio, consultando los expedientes clinicos de --
los casos, sin saber a qué pacientes correspondfan los sueros

que habfan dado pruebas positivas.

En diez testigos paralelos a las pruebas experimén—
tales de MCT, el suero de conejo que se usa como fuente de -
complemento fué sustituido por suero autélogo. Todas estas -
reacciones resultaron negativas, mientras que con el empleo -
de complemento heterélogo siempre se obtuvieron-reacciones -~
positivas con los sueros de pacientes leucefmicos que no se -
encontraban controlados con la terapéutica empleada. Esto per
mite excluir la posibilidad de que las pruebas de MCT positi-
vas fueran debidas a la presencia de alglin medicamento leuco-
citotbéxico en el suero del paciente. Asi mismo, confirma un -
estudio previo7O en el que se encontrd que este tipo de rea--

ccibén requiere suero de conejo como fuente de complemento.

El hallazgo de anticuerpos contra antigenos de his-
tocompatibilidad normales (HL-A) en multiparas y pacientes po

litransfundidos, en un hecho conocido desde hace varios afios.

74, 85-86.



Sin embargo, llama la atencibén que tanto este tipo de anti=--
cuerpos como los anti-ACE hayan desaparecido en. el suero de
la mayor parte de los pacientes en que se habfa logrado una
respuesta favorable al tratamiento, el cual tiene un efecto

87-90

inmunodepresor asociado.

Se ha encontrado que los anticuerpos bresentes en e,
el suero de pacientes fuertemente inmunizados a antfgenos del
sistema HL-A por medio de la aplicacién de injertos cuténeos,
no dan pruebas de MCT positivas al probarse contra los granu-
locitos de los donadores especificos de los injertos, por
lo que se ha conclufdo que este tipo de células no contienen
la suficiente cantidad de antigenos HL-A péra fijar la canti-
dad necesaria de 5nticuerpo y complemento que se requiere en
la reaccién de citotoxicidad. Por tal motivo, se considera -
que ias pruebas de MCT positivas que -se obtuvieron al pro--
bar los sueros de pacientes leucémicos contra leucocitos fe-
tales detectan realmente ACE que se encuentra presentes tanto

en ellos como en los leucoblastos leucémicos.

Se cultivaron les leucocitos y leucoblastos de seis
pacientes leucémicos (5 con leucemia granulocitica crénica vy
1 con leucemia aguda linfobl&stica) como en un estudio ante--—
rior,70 Las células que se obtuvieron fueron |levadas en 60
vblumenes de medio de cultivo y probadas por la técnica de -
MCT con los sueros de pacientes leucémicos y de adultos nor--
males, obteniéndose resultados positivos solamente con los -
sueros de pacientes leucémicos no controlados lo cual permi=--
ti6 confirmar que en los sueros de los leucémicos no controla
dos existen anticuerpos anti;leucoblastos, como ya se habfa -

demostrado en un estudio previo.



Es de hacer notar que los sueros de Ioé pacientes =
leucémicos no controlados, no siempre dieron pruebas de MCT
positivas contra los leucocitos de todos los recién nacidos.
Posiblemente esto sea debido a la mayor especificidad inhe-=
rente a la reaccién antfgeno-anticuerpo. Otros medio§ de de-
teccidn como la aglutinacién de las c8lulas por 1a Con A pue-
den proporcionar informacidn adicional a este respecto, si se

toman en consideracidn los siguientes hechos:

La Con A es una protefna de origen vegetal de pro-
piedades Tisicogquimicas y estructurales deFinidas.92-94 Se
combina en forma divalente, a manera de anticuerpo, con un
nGmero restringido de polisacéridos ramificados o glucopro- -
teinas que los contengan.96 Es complementaria para residuos -
terminales de metil-alfa-D-manopiranosa y en forma menos espe
chiga para la metil-D-=glucopiranosa y beta-D-fructofuranosa
96-9

. Tiene afinidad especial por los radicales oxhidrilo de

dichas hexosas en posiciones Cl’ CZ' 03, C4, C6 y un hidrbge

no de este Gltimo forma un puente con ella. 96-98. La Con A -
se combina con las células neoplésicas interactuando cor estos
P . -
grupos quimicos localizandos en las glucoproteinas de su supepr
ficie. Lascélulas normales presentan sitios de combinacibén -
: . . 105 -

para la Con A en algunas especies animales, pero las célu-
las nucleadas solo lo hacen por perfodos breves durante la -

01

mitosis.

Por otra parte se ha encontrado que la Con A se une

tanto a las células normales como transformadas a neoplésicas;
. . . 106

pero que Gnicamente aglutina a estas Gltimas, lo cual se =

ha explicado en base a la diferente distribucibén que adopta -

07

la Con A sobre la superficie de ambos tipos de células.



Otros autores han informado que la diferencia en -
aglutinabilidad entre las células normales y las malignas se
explica porqué éstas fijan de 6 a 7 veces m&s Con A por micra
cuadrada de superficie celular.84 Sin embargo, el tratamien-
to proteolitico ligero de las cé&lulas normales con tripsina -
revela hasta un 85% de los sitios cripticos de combinacién con
Iq Con A que presentan las células neopldsicas. Por ello se -
deduce que la mayor susceptibilidad de las células malignas a
la aglutinacion se debe a que éstas presentan espont@neamente
un mayor nimero de sitios de combinacidn expuestos. La -
aparicidn de ellos en las células malignas, se ha correlacio-
nado con la pérdida de la inhibicién del crecimiento al con-

) 102, 108-110

tacto in Vitro. la cual a su vez es una caracteris-

. . . 111 . .
tica de las células neoplésicas, de su capacidad oncogéni-

. . 112-1 - . .
ca in vivo 2-114 y una mayor movilidad electroforética atri-
buible a incremento en el contenido de &cido si&lico 14 en -

115

las glucoprotefnas de la superficie cé&lular.

Las células del tumor de Burkitt humano también pre
sentan una capa de glucoproteinas con las cuales se combina -
la Con A.116 Los anticuerpos contra las células de este tumor
dan pruebas de MCT positivas contra leucoblastos de pacientes
leucémicos, sin correlacién con los antigenos del sistema -
HL-A, o sea que reaccionan con los ANE de las células leucémi
cas. 117 Lo. interesante de este hecho es que los antigenos
glucoprdéicos detectables‘ppr la Con A en las células del tu-
mor de Burkitt abarentemente es el mismo que el que se encuen
tra en las células leucémicas cuando se las investiga de mane
ra mls especifica con un suero inmune y que guarda relacién -

con el presente trabajo por el hecho de haberse encontrado en

los sueros de leucémicos anticuerpos que reaccionan con los -



leucocitos fetales, los cuales son a su vez aglutinables por

la Con A,

Existen otras alutininas vegetales, dentro de las
cuales la del germen de trigo, que ha sido utilizado para la
identificacién de células malignas transformadas por virus -
oncogénicosi118 pero cuando ha sido usada con células leucémi
cas humanas, la propiedad alutinante se ha correlacionado méas
bien con el porcentaje de granulocitos en la muestra que con
su accidn directa sobre las cé&lulas malignas,119 por lo cual
resultd més conveniente el uso de la Con A en el presente -

trabajo, en el que no encontramos ese inconveniente.

La Con A también ha sido empleada para detectar los

99-100

ANE glucoprotéicos 'de la leucemias experimentales.

Sin embargo, dado que dicha proteina, si bien es --
especifica para los radicales quimicos con los que interactf(a,
no puede ser considerada un agenta de reconocimiento especifi-
co de los ANE o de los ACE salvo de manera presuntiva, pues la
Con A puede combinarse con toda una serie de protefinas séricas
normales y patoldgiecas que harfan dudosa la interpretacién de

120, 124

{os resultados, ademés de que la transformacidon malig-
na in vitro de las células por virus oncogénicos que contiene
RNA y no DNA, no siempre se acompafia de aglutinabilidad por -

1 . . .
la Con A. 25 Las células malignas esponténeas y las experimen-

. ;- 101, 126, 127
talmente transformadas por virus oncogénicos al
parecer son aglutinadas por la Con A de una manera inespecifi-
ca por la neutralizacidn de cargas electrostéticas negativas -

de la superficie cé&lular, ya que también puede llevarse a ca-

bo por medio de copolimeros de aminodcidos



basicos que son portadores en su molécula de cargas eléctri--
. . 128
cas positivas a pHs fisiolbgicos.

También parecid interesante estudiar en el presente
trabajo si las células fetales son portadores de una capa de
glucoproteinas que segfin se menciond anteriormente, las pro-
tegeria contra el dafio inmunolégico al que potencialmente es-
tan expuestas. Si’a su vez esta capa de glucoproteinas se en-
cuentra presente en los leucoblastos leucémicos, esto serfa =
una indicacibén de que durante la transformacién maligna de --—
los leucocités humanos, como ocurre esponténeamente en la leu
cemia, se lleva a ecabo un fenémeno de retrogresidn antigénica

de las células normales de los adultos a los correspondiente

a la etapa fetal.

Por lo que toca a los ANE o ACE que se pueden detec
tar en las células leucémicas y que al parecer son comunes con
los antigenos de superficie de los leucocitos de recién naci~
dos, se ha iInformado que los ANE de los leucoblastos pueden -

q P
. . L. . . 129
ser diferentes en distintos tipos de leucemias, lo que ex-
. . < . g -
plicaria porqué los sueros de los pacientes leucé&micos no con
trolados que se emplearon en el presente trabajo no dieron -
pruebas de MCT positivas con los leucocitos de todos los re--

.. .
cién nacidos.

Posiblemente el antecedente mis antiguo acerca de -
los ACE fue la demostracidn en 1960 de que las células embrio
narias de aves tienen un antfigeno que es un componente normal
de ellas y que luego aparece en las células transformadas por

130

los virus de las leucosis.

La hemopoyesis en embriones y fetos humanos conduce

. . . 131, .
a la produccidn de leucocitos que morfolbgica 31,132 histo-

. 133 . .
quimicamente semejan a los leucoblastos leuc é&micos. Por



ello, resulta menos extrafio el que los leucocitos de recién
nacidos sean portadores de ACE. Estos podrfan explicar en los
casos de cancer y leucemias porqué la respuesta fnmune puede
resultar ineficaz en [levar a cabo el rechazo de las células

134-135

mal ignas, que definitivamente actué protegiendo o —

10, 136.

estimulando el crecimiento neoplésico.

En los Gltimos afios se han identificado diversas -~
glucoprotefnas en tumores humanos, o circulando en la sangre,
lo cual ha estimulado la investigacidén tendiente a desarrollar

137-144

métodos para la deteccibdn oportuna del céncer. Parale-
lamente, esto ha abierto la posibilidad de tener un mejor co-
nocimiento acerca de su etiologfa, en la cual huy probablemen
te estd involucrado el fendmeno de retrogresidn antigénica ya
mencionada y que se puede atribuir a su vez a la dé—represién

de los genes que regulan la sfntesis de glucoproteinas en las

células neoplasicas por la accibén de alglin agente oncogénico.

Dentro de los agentes oncogénfcos, los candidatos -
mas fuertemente inplicados son los virus. En el linfoma de -~
Burkitt esta suposicidn parece estar conFirmada.146 Se han -~
encontrado anticuerpos contra antfgenos de las células de este
tumor en individuos sanos que habitan las zonas end&micas u =~
otras donde el tumor no es frecuente. Evidencia semejante se -
tiene en relacién con las personas que conviven con pacientes
con sarcoma osteogénico, las cuales con una frecuencia del 57%
dan pruebas de HMCT positivas contra las células cultivadas -

in vitro de esta neoplasia, mientras que el porcentaje obser-

vado en individuos de la poblacién general es sélo del 3%. Ya
se ha mencionado anterijormente que los sueros de pacientes -
leucémicos dan pruebas de }MCT positivas contra células cultiva

das del tumor de Burkitt. En leucemia, las fuertes evidencias

que se tienen acerca de su etiofogfa viral son:



En primer lugar el hecho de haberse observado en una
nifia la transformacibén maligna in vivo de los leucocitos nor-

males que le habian sido transplantados, provenientes de la -

47

. - 1 .
médula b6sea de su hermano. En segundo término, el haberse

encontrado actividad de transcriptasa inversa en extractos de

148,

células leucémicas humanas.



Vi. CONCLUSIONES.



Por la prueba de aglutinacién con Con A. puede pre-
sumirse que los leucocitos fetales contienen antfgenos comunes

con los de las células malignas.

Por la prueba de microcitotoxicidad puede concluirse
que en los sueros de los pacientes leucémicos que no habfan -
recibido tratamiento, o eran resistentes al mismo, existen an
ticuerpos contra antigenos comunes entre leucocitos de recién

nacidos y leucoblastos leucémicos.

De las dos conclusiones anteriores se puede deducir
que los ANE de las células leucémicas y los ACE de los leuco~
citos de recién nacido, son semejantes estructuralmente Y- es=
to a su vez apoya la posibilidad de que en las leucemiaé‘se -
lleva a cabo un fenbBmeno de retrogresidn antigéniéa hacia las

etapas embrionarias.
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