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INTRODUCCION

Las enfermedades neopldsicas ocupan el 59 lugar como -
causa de mortalidad en la Repiblica Mexicana 1. Dentro de -
ellas, la leucemia y los linfomas constituyen la segunda causa

de letalidad 2.

Los tratamientos quirtrgicos y de radioterapia para el tra

tamiento de las neoplasias son de utilidad limitada.

Los conceptos de antigenicidad asociada al tumor y de ca-
pacidad del huésped para producir una respuesta inmune efecti-
va subrayan a la teoria de la vigilancia inmunolégica. De a-
cuerdo a ésta, las células tumorales continuamente surgen en
el organismo, pero en virtud de ser consideradas " extrafas "
son eliminadas en forma eficiente por el sistema inmune. Sin
embargo, un sistema tan complejo como €ste, puede dejar de
funcionar en formas muy variadas que conducen al mismo re--
sultado: el escape de las células ﬁeoplésicas a la vigilancia del

sistema inmune y a la aparicién del cdncer.

Los procedimientos de inmunoterapia pretenden limitar o e-
radicar el crecimiento tumoral mediante la induccién en el orga
nismo de una respuesta inmune de rechazo contra las c€lulas

tumorales.




En virtud de que las células malignas poseen antigenos
neoplasia-especificos ( ANE ) que no estdn presentes en los te
jidos normales, son consideradas extrafias por el sistema inmu
ne. Para efectos terapéuticos, la inmunogenicidad de los ANE
debe ser aumentada mediante modificaciones quimicas en su mo
lécula. Esta modificacion debe dar lugar a una respuesta inmu
' ne que por reaccién cruzada de rechazo, afecte a las c€lulas

tumorales intactas.

El objetivo del presente trabajo fué explorar diferentes
métodos de modificacion antigénica de los ANE de las células
L5178Y, e inducir una respuesta inmume de rechazo antitumoral

efectiva.

I.- Antecedentes inmunoldgicos en neoplasia:

citado en 3, tratando de expli-

Hace casi un siglo, Conhein
car el origen de las neoplasias, _propuso que éstas se origina-
ban por la proliferacién de c€lulas embrionarias que habian que
dado en reposo en los tejidos normales. | La proposicién de

Conhein, desperto gran interés en los investigadores por esta--

blecer una relacion entre desarrollo embrionario y neoplasia.

= citado en 3 : : : :
Schone, 2 , un investigador asociado a Ehrlich,

informé en 1906 que los ratones, ja los que se habia inmunizado




con antigenos fetales de la misma especie,. adquirian la capaci
dad de rechazar transplantes neopldsicos los cuales, cuando
eran aplicados a ratones no inmunizados, eran aceptados y re-

sultaban letales.

A partir de 1930, se ha informado que en las cé€lulas de
los tumores, existen antigenos semejantes a los que se encuen-
tran en las(células embrionarias y fetales. EIl estudio de estos

antigenos es de gran valor en la investigacion bdsica del cdncer.

Foley4 y Prehn B demostraron que las células de las neo-
plasias transplantables, son portadoras de antigenos neoplasia
especificos ( ANE ) en animales singénicos y que la inmuniza--
cion contra ellas podia utilizarse para reducir el crecimiento

tumoral inducido experimentalmente.

Se reporto posteriormente la existencia de ANE en neopla

6-7, Coggin y asociados 3 demos

sia experimentales y humanas
traron que las células fetales de ratén y hamster poseen el mis

mo tipo de antigeno que las células tumorales de la linea SV40.

Las membranas y el glicocdlix de las cé€lulas tumorales,
tienen ANE que no estan presentes en las células de los tejidos

4’10_11. Las células neopldsicas liberan a los liqui-

normales
dos extracelulares parte de las glicoproteinas y glicopéptidos del

glicocdlix. Por otra parte, las células de los embriones asi

——————————



como de los tejidos fetales de 2 a 6 meses, poseen en su
membrana y en su glicocdlix un grupo de substancias de natu-
raleza glicoprotéica 'éon un determinante antigénico, a las cua-
les se denomino antigenos carcinoembrionarios u oncofetales

( ACE, AOF ) 12 108 ACE tambig—':n pasan a los liquidos extra
celulares 12-13-14 | oo ANE, ACE o AOF son sinénimos de

antigenos tumorales.

7Los cambios antigénicos en las células tumorales se deben
a una expresion anormal de los genes,| la cual ocurre concorﬁi-
tantemente a la transformacion maligna y se acompaifia de una
regresion hacia el estado embrionario o fetal 8-9. Por esta
razon se considera a las células neopldsicas semejantes a las
células embrionarias o fetales, que persisten en el organismo

adulto durante el embarazo sin ser rechazadas 6’15—16.

Cuando se emplea una substancia carcinogénica para indu-
cir la aparicion de neoplasias en una serie de animales de la
misma cepa, origina tumores que presentan ANE diferentes en
cada animal y los anticuerpos contra dicho antigeno casi no dan
reaccion cruzada entre ellos 17. Esto indica que la naturaleza
quimica de los ANE puede variar de individuo a individuo y que
estd condicionada por el portador de la neoplasia y no por el

AR i 10-18
carcinogénico quimico empleado :




Por el contrario, cuando la transformacion neopldsica cs
inducida por virus oncogénicos, las células malignas presentan
ANE comunes entre los animales portadores del tumor y entre
ellos existe amplia reactividad cruzada de los anticuerpos anti-

ANE 11-18—19.

En las neoplasias espontdneas, en las cuales no se ha po-
dido implicar una etiologia quimica o viral, también existe

reacciéon cruzada 18'19'20-21.

El estudio de casos clinicos de neoplasias ya establecidas,
comprueba que la respuesta inmune -resulta ineficaz para llevar
a cabo el rechazo del tumor. Se ha demostrado que un meca-

nismo paradojico denominado de " facilitacion inmunolégica

mediado por anticuerpos, favorece ¢l crecimiento tumoral ( Fig.
1) 22-23_

Para hacer posible la inmunoterapia del cdncer, es conve-
niente que el organismo abandone el estado de facilitacién inmu-
nologica y desarrolle una respuesta inmune de rechazo hacia la
neoplasia ( Fig. 2 ). Para lograrlo, es necesario conocer las
relaciones inmunolégicas que existen entre las células tumorales

y el portador de la neoplasia.

Los ANE, ACE o AOF tienen la propiedad de inducir la

16

formacion de anticuerpos de facilitacion hacia ellos *~, pudiendo




adicionalmente enmascarar los antigenos de histocompatibilidad
normales 24725-20  Esio favorece la supcrvivencia y transplan

tibilidad de los tumores.

Cuando las cé€lulas neopldsicas liberan a los liquidos extra
celulares, parte de las glicoproteinas y glicopéptidos del glico-
cdlix, estas se unen con sitios de reconocimiento y combina---
cion antigénica de las inmunoglobulinas y linfocitos. De esta
manera se lleva a cabo la inhibicion aferente de la respuesta
inmune de rechazo. En el momento que los linfocitos llegan a
las proximidades de la célula tumoral, resultan bloqueados en
su sitio de combinacion y por tanto anulados en su efecto cito-
toxico contra la c€lula maligna. 'Por otra parte, las inmuno--
globulinas forman complejos antigeno-anticuerpo solubles con
las glicoproteinas tumorales. De esta manera resulta bloquea-
da la posibilidad de combinacion del anticuerpo con la célula

tumoral y asi mismo, el posible efecto citopdtico subsecuente.

Los mecanismos inmunolégicos que operan en el organis--
mo portador de una neoplasia y los que pone en juego la célula
tumoral son semejantes a los que ocurren durante el embarazo
entre las células embrionarias o fetales y el organismo mater-

no.

e e



FIGURA 1 Esquema en el que se¢ muestra que la cé€lula tumo-
ral libera a los liquidos extracelulares parte de las glico
proteinas antigénicas ( ANE ) constituyentes del glicocalix.
Los ANE liberados se unen ya sea a los anticuerpos de
rechazo ( Ac. R ) o a los anticuerpos de facilitacion
( AcF ) formando complejos solubles. [.os ANE solubles
se unen también a los sitios de reconocimiento de los
linfocitos y los anulan en su capacidad de enlazarse y de-

sarrollar efecto citotoxico contra las células malignas.




MECANISMOS DE INHIBICION DE LA INMUNIDAD HUMORAL Y
CELULAR HACIA CELULAS NEOPLASICAS.

L CELULA NEOPLASICA

LINFOCITO



FIGURA 2 Esquema en el que se muestra el mecanismo de

inmunidad humoral y celular hacia las c€lulas malignas.

El organismo produce anticuerpos con capacidad de combi
narse con los ANE sobre la superficie de la célula tumo-
ral y activar al sistema de complemento CI, 4,2,3,6,7,8,
9, el cual produce la lesion de la membrana que mata a
la célula neopldsica. Por otra parte el linfocito se combi
na con los ANE de la superficie celular a través de sus
sitios de reconocimiento antigénico y libera en contacto di-
recto los componentes C8 y C9 del complemento que son

citotoxicos por ruptura de la membrana celular.




INMUNIDAD HUMORAL Y CELULAR CONTRA CELULAS NEOPLASICAS.

ANE
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1.2 Antecedentes del linfoma 1.5178Y

El presente trabajo se realizo con el linfoma 1L.5178Y. Es
te tumor se origind espontdneamente en 1956 como un linfoma
de origen timico de un ratén de la cepa DBA/2 en el laboratorio
del Dr. Law y posteriormente Fisher lo establecié como cultivo
in vitro 27. Desde entonces, las cé€lulas neoplasicas también
fueron inoculadas con éxito a la cavidad peritoneal de ratones
singénicos y Ha sido mantenida por transplante seriado como un
tumor intraperitoneal que crece en forma de suspension celular
en el liquido de ascitis que produce. Dicho tumor fué obtenido
de la Universidad de Utah, Estados Unidos, por cortesia del Dr.
Stevens. Fué importado a México por el Sr. Lonngi de la Sec-
cion de Biologia Celular del Departamento de Investigacion Cien-
tifica del Centro Médico Nacional del IMSS y mantenido en esta
durant_e tres afos, de donde fué cedido al Laboratorio de Inmu-
nologia del mismo departamento. En aquella seccion habia sido
mantenido en receptores _singénicos de la cepa DBA/2 y se habia
observado que el tumor es perfectamente transplantable a rato--
nes de la cepa BALB/Z compatibles en el locus H-Zd. En esto‘s,
la velocidad de crecimiento del tumor es similar que en la cepa

de origen.

La transferencia de 8 x 10 s células L5178Y a ratones adul

tos susceptibles por via intraperitoneal, causa. invariablemente




FIGURA 3 Raton que recibid diez dias antes 8 x 10 oélu--
las [.5178Y por via [P. Se observa ¢l crecimiento tumo- -
ral debido a la presencia de 8 a 10 ml de liquido ascitico

en la cavidad intraperitoneal.



el desarrollo del tumor. Los receptores mueren a los 10 dias
post-transplante con 8 a 10 ml de liquido ascitico conteniendo

2.4 x 107 células malignas por ml. ( Fig. 3 ).

1.3 Hipdtesis de trabajo.

Como se mencioné anteriormente, los tumores son débil-
mente antigénicos y la respuesta inmune para rechazar al tumor
resulta ineficaz. Lds células tumorales, por diferentes mecanis-
mos, escapan a la vigilancia inmunolégica y la progresion del

tumor se hace inevitable.

En este trabajo se pretende explorar algunos métodos qui
micos y enzimaticos para modificar a los ANE con el objeto de
hacerlos mas enérgicos para incrementar, de esta manera, la

respuesta inmune natural de rechazo.

Se comprende que los cambios quimicos producidos a dichos
antigenos deben ser de tal magnitud que:lo. produzcan una res-
puesta inmune enérgica y 20. que esa respuesta vaya dirigida
también contra los ANE originales, con el consecuente rechazo

inmunolégico del tumor.

Las células tumorales del tumor experimental [.5178Y una
vez modificadas por ciertos agentes quimicos o por efecto de

enzimas hidroliticas, se introducen muertas en los ratones re-




ceptores para despertar la respuesta inmune, posteriormente
se someten esos ratones inmunizados al reto de células tumo-
rales vivas y se compara la sobrevida de estos ratones con los
controles pertinentes. Se estudia también, como um control adi-

cional, el efecto solo de los agentes modificadores.

I. 4 Antecedentes de las substancias empleadas para modificar

los antigenos de las c€lulas 1.5178Y:

El DTT y el mercaptoetanol son reactivos que causan la
reduccion de los puentes disulfuro intra e intercatenarios de
las cadenas polipeptidicas de las proteinas, con lo cual se pro
duce una alteraciéon en la estructura terciaria o de mayor orden
N8 :
de las proteinas . Era de esperarse que un cambio de esta
naturaleza en los antigenos de las células tumorales L5178Y

diera lugar al descubrimiento de nuevos sitios antigénicos.

El glutaraldehido es una substancia que produce el aumen-
to de la rigidez de las moléculas de antigenos por entrecruza-
mientos de los enlaces que se establecen entre los grupos NH,
de las proteinas y este reactivo 29. El tratamiento en esta
forma de algunos antigenos ha dado lugar a la polimerizacién y
aumento de la inmunogenicidad sin pé€rdida de los determinantes

1 o 8 - 30 ; -
quimicos originales de los antigenos . Es posible que tuviera

este efecto en los antigenos de las células L5178Y
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La yodacetamida es un compuesto que tiene la propiedad
de combinanrse con los grupos SH de las proteinas 31. Al
emplearse para tratar a las células 1.5178Y podria modificar la

inmunogenicidad de los ANE,

Se ha informado que el yoduro de potasio a una concentra
cion de 0.4 M tiene la propiedad de solubilizar y desnudar el
glicocdlix de las células 32. Era de esperarse que al quitar
el glicocdlix de las células L5178Y se modificara su antigenici

dad.

Los compuestos mercuriales tienen la propiedad de reac-
cionar con los grupos S-H o S-S de las proteinas, modificando
la estructura terciaria o de otro orden de éstas y en ocasiones
liberando de ellas algunos péptidos 33. Es posible que al
emplearse mertiolate para modificar a las células [L5178Y pu-
dieran interactuar con las glicoproteinas de éstas y aumentar

su inmunogenicidad.

LLa urea a concentraciones de 200 mM simula la accion
proteolitica de la tripsina sobre las c€lulas tumorales 37, por
lo que era de esperarse que la urea modificara el glicocdlix

de las células tumorales [L5178Y.

El peryodato de sodio, al parecer actua sobre una glico-

proteina con dcido sidlico, que al oxidarse origina un grupo
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aldheidico esencial para la transformacion. Se ha reportado que
la modificacion de las glicoproteinas de los linfocitos autélogos

con este reactivo, es capaz de aumentar su poder inmunogénico
38 posiblemente al modificar las células del linfoma murino

L5178Y con peryodato de sodio, se aumente su poder inmunogé

nico.

I. 4-1 Antecedentes de Neuraminidasa y otras enzimas:

La enzima neuraminidasa que se obtiene del Vibrio chole-
rae modifica las glicoproteinas de la membrana al romper las

uniones de tipo alfa-cetosidico que forman una cadena lateral

de disacaridos 34.

Esto permite obtener antigenos capaces de
inducir una respuesta inmune de rechazo hacia las cé€lulas de
neoplasias experimentales; cuando se inmuniz6 a ratas con cé-
lulas de hepatoma de Novikoff tratadas con Neuraminidasa,
mostraron resistencia especifica ai reto con cé€lulas del mismo
tumor, no tratadas con esta enzima. En fibrosarcomas induci-
dos con metil-colantreno en ratones, se observo que cuando se
inmuniza a estos con cé€lulas del mismo tratadas con neuramini
o 35
dasa se presenta regresion del tumor . Al emplearse esta
enzima para modificar las glicoproteinas de las células L5178Y,

se pensé que seria posible que pudiera interactuar con estas

moléculas y aumentar su antigenicidad.




I2

I MATERIAL Y METODOS.

1.1 Ratones

Se emplearon ratones de la cepa BALB/c los cuales son
compatibles en antigenos tisulares con los de la cepa DBA/2

en el locus H—Zd.

[1.2 Obtencion de células 1.5178Y de los donadores vy transplan-

te.

Se transplantaron 8 x 10 7 células 1.5178Y suspendidas en
el liquido ascitico intraperitonealmente a cada uno de los tres
ratones nuevos del lote de mantenimiento cada semana. Sc de-
jaron transcurrir ocho dias después del transplante para el de-

sarrollo tumoral.

Los rat;)nes, yva con el tumor, fucron sacrificados por
descerebracion.  Se les colocd en una placa de corcho sobre
el dorso, fijando las extremidades. El abdomen se limpié con
etanol de 96°, Se hizo una incisién en la piel cn la linea me-
dia ventral, de esternon a pabis. L3 piel se scparo v se fijo
en el flanco del animal formando con ella una cavidad para ro-
tener el liquido ascitico. Se hizo una perforacion en la pared

abdominal por el flanco, cuidando de no romper los vasos
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sanguineos de grucso calibre.  Por la perforacion salio el liqui
do ascitico que quedd retenido en la cavidad hecha anteriormen
te. De ahi s¢ rccogid con una jeringa sin aguja y de la jeringa
se pasd a un tubo de ensaye esterilizado.  Se centrifugd a
temperatura ambiente ( 20 - 22° C ) a 800 g durante 3 minutos.
Al paquete celular se le agregaron 10 ml de medio de cultivo de
Mc Coy ( Grand Island Biological Co ). Se diluyé una alicuota
de esta suspension celular 1 :50 en el mismo medio y se contd
en una cadmara cuentaglobulos Speirs-Levy para cosindfilos en
microscopio invertido de contraste de fases UPI de “Zeiss a 125
X. En funcion de esta cuenta sc calculd el volumen de la sus-

pension celular original en el cual estuviesen contenido 8 x 10 7

células tumorales para el transplante a nuevos receptores.

Se utilizaron hembras virgenes de la cepa BALB/c de eda-
des comprendidas entre 4 y 6 meses. Se desinfecto el abdo--
. : Y N
men de estos animales con etanol de 96~ y con una jeringa de
2.5 ml se inyectd al receptor el volumen de medio en el cual

i . 7 .
estuviese suspendida 8 x 10 células tumorales.

1.3 Modificacion de la antigenicidad de las células tumorales

con diversos reactivos.

Se prepararon los siguientes reactivos en NaCl 0.15 M en

las concentracioncs que se indican:




(A)

(B)

Agentes quimicos:

a) DTT

b) Glutaraldehido

c) Yodoacetamida

d) Yoduro de potasio
e) 2-mercaptoetanol
f) Mertiolate

g) Peryodato de sodio

h) Urea

Enzimas:

a) Neuraminidasa de Vi-
brio cholerae

b) Papaina

¢) Papaina y EDTA

d) Tripsina

e) Tripsina y EDTA

.10 M
.25
.10
.40
.10
.10

.10

e L ML R - - Sl
B i ol

.20

20 u/ml

0.5 mg/ml

0.5 mg/mly 0.2 M
0.25 mg/ml

0.25 mg/mly 0.2 M
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Las cflulas malignas obtenidas del lote de ratones trans-
plantados se lavaron tres veces con NaCl 0.15 M y sc dividie
yon en alicuotas de 16 x 106 cClulas 1.5178Y. C(ada una de
estas se (ratd separadamente con cada reactivo, resuspendién-
dolas en 3 ml de cada solucion vy se‘incubaron a 37O C durante
30 minutos. Luego fueron lavadas tres veces con NaCl 0.15 M
y el botén celular se suspendié en 8 ml de NaCl 0.15 M. Se
observaron mediante tincién con Eosing para asegurarse que
habian muerto las células tratadas y ge congelaron a - 70° ¢
hasta el momento de usarse para las inmunizaciones. El tra-

tamiento con tripsina y con papaina fu€¢ semejante al descrito

con los reactivos.

Para tratar a las células con urea, se cultivaron 8 x 106

oa adicionado Je urea

células neopldsicas en medio de Mc Coy
200 mM. El cultivo se realizé en botellas T para cultivo de
tejidos de 5 x 7 x 1 ¢cm a 37¢ C.Z Los cultivos se revisarona
intervalos de 24 horas. Se observé una intensa proliferacion
celular v a los cuatro dias de iniciados las células se lavaron
en medio de cultivo sin urea como se describid. Se estandari-
z0 el numero de células a 160 x 10 6/ ml en medio de Mc Coy
5a estéril y se radiaron a 3000 r en una bomba de cobalto.

Se congelaron las células a - 70° C basta el momento de em--

plearlas para inmunizar,

S A ST S TR K B S
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Para tratar a las células malignas con neuraminidasa, una
suspension de ésta fue lavada tres veces con solucién salina v

estandarizada a contener 4 x 10 6

c€lulas neoplasicas por ml.
Esta suspension se ajust6 a pH de 6.5 con burbujeo de CO2 y
se les agregdé 20 Unidades por ml de neuraminidasa de Vibrio
cholerae durante 30 minutos a 37° C con agitacién continua en
un disco giratorio a 10 rpm. En seguida las células fueron la
vadas 3 veces con 60 volumenes de medio de cultivo fresco, a
temperatura ambiente y a continuacion fueron sometidos a 20
ciclos de congelacion y descongelacion con el objeto de produ--

cir la muerte celular y evitar la regeneracion del dcido N-ace-

til neuraminico.

II.4 Procedimiento de inmunizacion:

Se realiz6 el procedimiento de inmunizacién activa que
consiste en la introduccion de un antigeno en un animal, el
cual desencadena una respuesta de rechazo ya sea celular o
humoral. Se emplearon para este procedimiento dos tipos de
antigenos: a.- Las células L5178Y modificadas con diversos
reactivos ( Cuadro 1 ) b.- Liquido ascitico sobrenadante que
se supone contenia antigenos solubles, puesto que se ha re--

9

portado4 que los ANE son liberados a los liquidos extra-ce-

lulares.
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11.4-1 Inmunizacion de ratones con células [L5178Y modificadas.

Se formaron 15 grupos de 10 ratoncs hembras BALB/c de
dos meses de edad, peso promedio de 23 g. A Estos se les
inmunizé cuatro veces una vez por semana con 4 X 106 célu--
las L.5178Y modificadas con los reactivos indicados en ¢l texto
y suspendidas en 0.2 ml de NaCl 0.15 M. Cada ratén recibio

en total 16 x 10 6 células malignas modificadas y muertas.

Como testigos de éstos grupos, se emplearon 7 ratones
por cada lote que recibieron cada semana 4 x 106 cé€lulas
L5178Y no tratadas, congeladas y descongeladas 20 veces que
se encontraban muertas. Otro lote de siecte ratones testigo por
grupo, recibié cuatro inyecciones una vez por semana de 0.2ml

de NaCl 0.15 M.

I1.4-2 Inmunizacion con liquido de ascitis sobrenadaate libre de

células. ( Antigenos solubles ).

A catorce ratones del mismo sexo, peso y edades que el
grupo anterior, se les inmunizo via IP, cuatro veces, una vez
por semana, con 0.1 ml de liquido de ascitis sobrenadante

L.5178Y con igual cantidad de adyuvante de Freund.

A veinte ratones se les inmunizo via SC, cuatro veces una

vez por semana con 0.1 ml de liquido ascitico emulsionado con
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igual cantidad de adyuvante completo de Freund.

Los testigos de estos grupos fueron siete ratones inyecta-
dos via IP y siete inyectados via SC con 0.1 ml de medio de
cultivo emulsionado con igual cantidad de adyuvante completo

de Freund.

Diez dfas después de terminado el proceso de inmuniza--
cion de cada lote, los ratones fueron sometidos a pruebas de
su estado inmune contra la neoplasia, mediante la aplicacion de
células tumorales intactas por via intraperitoneal. Esta se

"

describe a continuacion con el nombre de " reto .

II.5 Reto.

Cada uno de los grupos de ratones, supuestamente inmu-
nizados con células [.5178Y modificadas con los diferentes
reactivos, fueron inoculadas intraperitonealmente con 8 x 10 7
células tumorales intactas, suspendidas en medio de cultivo.

A partir de ese dia, los ratones fueron inspeccionados diaria--
mente para vigilar la viabilidad y desarrollo tumoral, hasta el

término de 90 dias.




CUADRO 1  Exploracion de diferentes métodos de modificacion antigénica de las células L5178Y
para inducir una respuesta inmune de rechazo antitumoral.

Agentes modificadores No. de No. de ratones testigos
de los antigenos ratones Via de
membranales inmuniza-- Células con- Medio de culti- adminis-
dos geladas muer NaCl vo y adyuvante tracion
1) tas (2) - 0.15M de Freund (4)

(A)Agentes quimicos

a) DTT 10 7 7 IP
b) Glutaraldehido 10 7 7 P
c) Yodoacetamida 10 7 7 IP
d) Yoduro de potasio 10 7 7 IP
e) 2-Mercaptoetanol 10 7 7 1P
f) Mertiolate 10 7 7 IP
g) Peryodato de sodio 10 7 7 P
h) Urea 10 7 7 P
(B) Enzimas
i) Papaina 10 7 7 IP
j) Papaina y EDTA 10 7 7 IP
k) Tripsina 10 7 7 i
1) Tripsina y EDTA 10 7 7 IP
m) Neuraminidasa 10 7 7 SC

Antigenos solubles
(liquido ascitico libre 14 7 P
de células ) (3) 20 7 sC




(1) Cada raton recibio 4 inmunizaciones, 1 vez por semana con
8 x 109 células modificadas con cada substancia. Las célu
las muertas se aplicaron en 0.2 ml de NaCl 0. 15M.

(2) Células muertas con 20 ciclos de congelacion descongelacion.

(3) Se utilizé 0.1 ml de liquido ascitico # 0.1 ml de adyuvante de

Freund semanalmente por 4 semanas.

(4) Cada grupo de ratones inmunizados se sometid al reto inocu--
lando intraperitonealmente 8 x 10 7 células tumorales intactas/
raton. Los ratones testigos se inocularon de la misma mane
ra.
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1.6 Efecto " in vivo " sobrec el crecimiento del linfoma L3178Y

de los siguientes reactivos: vodacetamida, yoduro de potasio,

mercaptoetanol 2, mertiolate y peryodato de sodio:

Los animales inmunizados activamente con c€lulas [L5178Y
y sometidos al reto se compararon con 5 lotes de ratones que
sin haber sido inmunizados activamente recibieron células
[.5178Y intactas y una inyeccion diaria IP de algunos reactivos
que modifican a las células L5178Y. Se estudié también el

efecto toxico " in vivo " de estas substancias.

Se formaron cinco lotes de 15 ratones BALB/c de tres me
ses de edad y un peso promedio de 25 g,a cada uno,de los cua
les se inocul6 8 x 10 : células LL5178Y sin modificar en 1 ml
de medio de cultivo. Cada lote de .15 ratones fué dividido en
10 experimentales y cinco testigos. A cada uno de los 10 ra-
tones experimentales de cada grupo se les inyecto IP durante 10
dias una de las substancias preparadas en NaCl 0.15 M indica-
das en el Cuadro 2. Se registrd el peso inicial promedio de
cada lote y los pesos alcanzados a consecuencia del desarrollo
tumoral del séptimo al 120." dia después de la inoculacién de
células L5178Y intactas. Los porcentajes de incremento de pe

sO se muestran en la Tabla IV.
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CUADRO 2. Efecto " in vivo " de Yodac, KI, ME, MERT y

NalQ, sobre el crecimiento del linfoma L5178Y.

Substancia de prueba
(1)

a) Yodoacetamida 0.01 M
b) Yoduro de potasio 0.04M
c) 2-Mercaptoetanol 0.01M
d) Mertiolate 0.01 M

e) Peryodato de sodio 0.01M

No. de ratones

tratados con las No. de rato
substancias de nes testigos
prueba ( 2) (2)
10 S
10 5
10 )
10 5
10 S

(1) El mismo dia de la inoculacién se inicia el tratamiento cré
nico de los ratones de prueba con los reactivos indicados

( .2 ml diarios/10 dias ).

(2) Cada ratén fué inoculado con 8 x 10 / células L5178Y sin

modificar.
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[1.7 Comprobacion de la efectividad de la inmunizacion activa

con c€lulas modificadas con neuraminidasa:

I1.7-1 Pruebas de microcito-toxicidad:

Por medio de esta prueba, se investigd la presencia de
anticuerpos en el suero de los ratones inmunizados y sobrevi-
vientes al reto con células neopldsicas. Se empled la técnica

39 '
de Terasaki . Se prepararon charolas ( Falcon 3034 ) para-
micropruebas, las cuales contienen 60 excavaciones de 10 hile-
ras con 6 pozos cada una. Se cubrieron las excavaciones con
5 mm3 de aceite mineral USP ( Nujol ) para evitar la evapora-
cion de las substancias que se colocaron subsecuentemente. En
las hileras de seis excavaciones, se colocd ya sea 1 mm3 de

sueros de ratones inmunizados y ltestigos en otras.

La sangre de los ratones se obtuvo por punciéon del plexo
retrorbitario, se centrifugé a 2500 g 5 minutos y se separé el
suero. Se prepar6 una suspension de células tumorales lavadas
tres veces en 60 volumenes de medio de cultivo y estandariza-
das a contener 2 x 106 células por ml. De esta suspension
" celular se agregb 1 mmS en cada pozo de prueba y se incubé
la mezcla de c€lulas neopldsicas y sueros de los ratones inmu-
nes y'testigos a 37° C durante 30 minutos al cabo de los cua-

. 3
les, se adicionaron, para cada prueba, 5 mm ya sea de suero
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de ratdén normal o bien de suero de cobayo y de conejo como
fuente de complemento v se incubaron por 60 minutos a tempe-

ratura ambiente,

Cada una de estas pruebas se realizé en una hilera por
sextuplicado en seis pozos. Después de 60 minutos de incuba-
cion, se tifieron las células durante 2 minutos con 2 ml de eo-

gina acuosa al 5% y se fijaron con una solucion de formol al

309, a pH 7.

Se cubrieron todas las excavaciones de la charola con un
porta-objetos de vidrio de 70 por 30 mm vy se observaron en
un microscopio invertido de contraste de fases UPl de Zeiss a

125 X.

11.7-2 Pruebas de linfocito-toxicidad:

Se prepararon en tubos de ensave esteljilizados, mezclas
celulares conteniendo linfocitos esplénicos de ratones inmuniza-
dos mds células malignas en proporcidn de 20 : 1 en medio de
cultivo. Dos mililitros de esta suspensiéon se colocaron en bo-
tellas T para cultivo de 5 x 7 x I cm. En estas condiciones,
s€ procuro que las células z;]uedaran cercanas entre si, sin
confluencia o formacidon de grumos, Se incubaron a 37° ¢ du-

rante 48 horas, exrrayéndose de la estufa a intervalos de 6, 18
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24, 36 y 48 horas para su observacion con el microscopio inver

tido de contraste de fases,

De estos cultivos se tomaron con técnica estéril, alicuo-
tas de 0.05 ml las cuales fueron tefiidas con solucién de eosi-
na acuosa al 5% y fijadas en formol para estimaciin de viabili-

dad celular.

Los testigos para esta prueba fueron linfocitos proceden-
tes de ratones sanos, puestos en contacto en la misma propor-
cién con las células neopldsicas. Dicha mezcla se sujeté a las

mismas condiciones que la anterior.

11.7-3 Inmunizacién adoeptiva con linfocitos de ratones inmuni-

zados con células tratadas con neuraminidasa.

a. Obtencion de linfocitos esplénicos.

Se obtuvieron ﬁﬁfocitos de: a) ratones normales, b) rato-
nes inmunizados con células 1.5178Y tratadas con neuraminida-
sa, ¢) sobrevivientes al primero y segundo reto, d) portadores
de la neoplasia intraperitoneal ( pertenecientes al grupo de re-

ceptores ) v de e) portadores del tumor subcutdneo.

Los ratones fueron descerebrados y {ijados en decubito

dorsal a una placa de corcho. Se desinfecté el abdomen con
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etanol de 96°, se hizo una incision media longitudinal, a través

de la cual se expuso y disecod el bazo.

Este fué resecado y colocado en una caja de Petri esteri-
lizada conteniendo 2 ml de medio de cultivo de Mc Coy 9 en
donde fue cortado en pequefios fragmentos. Estos fueron trans-
feridos a un homogenizador de vidrio esmerilado en el cual se

disociaron las células esplénicas bajo presion manual suave.

Del material asi obtenido, se separaron los linfocitos por

el método de Boyum 40.

Este consiste en preparar una mezcla
de Ficoll-Hypaque esterilizado de densidad de 0.076 constituido
por 24 partes de una solucion de Ficoll ( Pharmacia ) de peso

molecular 400 000 al 9 %, mds 10 partes de una solucion de Hy-

paque ( Winthrop ) al 33.99.

En un tubo de ensaye esterilizado y con tapa hermética,
se depositaron 3 ml de la mezcla anterior y sobre ella se co-
loco gota‘ a gota con pipeta Pasteur, la suspénsién celular obte-
nida del bazo, teniendo cuidado de conservar la interfase entre
ambos liquidos. Estos tubos se centrifugaron a 1000 g por 20
minutds, al cabo de los cuales todas las células esplénicas se
depositaron en el fondo del tubo, excepto los linfocitos que
permanecen sobrenadando al nivel de la interfase entre la mez-

cla de Ficoll-Hypaque y el medio de cultivo sobrenadante. De
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ahi fueron recuperados por aspiracion con pipeta Pasteur y la-

vados tres veces en medio de cultivo.

La suspension celular obtenida contuvo entre 95 y 98 ¢ de
linfocitos; el resto fueron eritrocitos. EIl rendimiento obtenido
fué alrededor de 25 x 10 4 linfocitos por cada bazo de ratén.
Esta cantidad fue utilizada ya sea para la transferencia pasiva
de la inmunidad celular a otros ratones o bien para la observa-
cién del efecto linfocito-toxico directo contra las células malig-

nas in vitro.

b. Transferencia pasiva de inmunidad celular:

Los linfocitos obfenidos de cada bazo fueron suspendidos
en 0.5 ml de medio de cultivo Mc Coy e inyectados por via in-
traperitoneal a receptores normales. Diez dias después, estos
ratones fueron inyectados con 8 x 10 7 células tumorales intac-

tas por via intraperitoneal.




CUADRO 3 Comprobacion de la efectividad de la inmunizacion activa v adoptiva con células

L5178Y cn la respuesta inmunc antitumoral.

M¢étodo de prucba

1. Microcitoroxicidad(l)

2. Linfocitotoxicidad(2)

3. Inmunizacién adopriva

3) (9

Sistema ¢xperimental

Sucro de ratones inmunizados
con cClulas 1.5178Y niodifica-
das con ncuraminidasa y re--
sistentes al reto.

Cultivo de linfocitos de rato--
nes inmunizados con células
modificadas con ncuraminidasa
y resistentes al reto, mezcla-
dos con cClulas [,5178Y intactas

a)lote de ratones inmunizados
via IP con linfocitos csplénicos
obtenidos de ratones tratados con
cclulas [.53178Y modificados con
neuraminidasa v resisientes al
reto .

b) Lo mismo que ¢l caso ante--

rior pcero inmunizados por via
SC.

(1) Se¢ obtuvo ¢l sucro de 5 ratones de prucha y de 5 tesrigos.
(2) Se obtuvicron linfocitos de 5 ratones de pruecha y 5 testigos.

Sistema testigo

Sucro de ratones sin

. inmunizar.

Cultivo de linfocitos

de ratones sin inmu--

nizar, mezclados con

c¢Clulas 1.5178Y intactas

a) [Lotes de ratones sin
inmmunizar

b) T.ote de ratones sin
inmunizar.

(3) Se utilizaron lites de 6 ratoncs para pruchas y testigos. 7

(4) Los ratones inmunizados con linfocitos dc ratones inmuncs sc somcticron a un rcto con 8 x 10
células L5178Y intactas para demostrar que habian adoprado inmunidad celular con los linfocitos
inmuncs.
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IlI. RESULTADOS

III.1 Sobrevida de ratones inmunizados activamente con células

tratadas con diversos reactivos:

-a. Inmunizados IP con células tratadas con DTT:

La sobrevida de este grupo fue entre 18 y 30 dias. Fa-
llecieron seis ratones entre el dia 19 y 20 posterior al reto.
Cuatro fallecieron 30 dias después del reto. Tabla I y grafi--

ca l.

b. Inmunizados IP con células tratadas con glutaraldheido:

La sobrevida de este grupo fue entre 20 y 23 dias. Un
raton fallecié 20 dias después del reto, seis fallecieron el dia
21 y los tres restantes murieron con tumor 23 dias después

del reto. -Tabla I y grafica 1.

c. Inmunizados IP con células tratadas con Yodacetamida:

La sobrevida de este grupo fue entre 14 y 20 dias. Los
ratones fallecieron gradualmente, habiendo muerto dos el dia
14, dos mds el dia 16 y tres el dia 18 posterior al reto. Los
tres ratones restantes fallecieron 20 dias después del reto. Ta

bla I y grdfica 1.
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d. Inmunizacion IP con células tratadas con Yoduro de potasio:

La sobrevida de este grupo fue entre 22 y 55 dias. Solo
fallecio un ratén el dia 22 y dos mas el dia 30 después del re-
to. Sin embargo, el resto de ratones fallecieron entre los
dias 31 y 55 después del reto a consecuencia del desarrollo tu

moral. Tabla [ y gréfica 1.

e. Inmunizados IP con células tratadas con Mercaptoetanol:

La sobrevida de este grupo fue entre 15 y 83 dias. Dos
ratones fallecieron el dia 15, cuatro mds el dia 19, dos el dia
30. Los ratones restantes fallecieron el dia 83 después del re

to a consecuencia-del desarrollo tumoral. Tabla [ y grdfica 2.

f. Inmunizados IP con células tratadas con Mertiolate:

La sobrevida de este grupo fue entre 13 y 32 dias. Falle
cieron cuatro ratones el dia 13, doce mds el dia 21 y el resto

el dia 32 después del reto. Grafica 2.

g. Inmunizados IP con c€lulas tratadas con peryodato de sodio:

La sobrevida de este grupo fué entre 15 y 30 dias. Siete
ratones fallecieron entre el dia 15 y el dia 21 y los tres res--

tantes fallecieron-el dia 30 después del reto. Tabla 1 y grdfica 3
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h. Inmunizados con células tratadas con urea:

. La sobrevida de este grupo fue entre 10 y 17 dias des--
pués del reto. Cuatro ratones fallecieron el dia 10 y los res-

tantes el dia 17 después del reto. Tabla I y grafica 3.

i, Inmunizados con células tratadas con papaina:

La sobrevida de este grupo fue entre 15 y 25 dias. Dos
ratones fallecieron el dia 15, dos mas el dia 19 y el resto 25

dias después del reto. Tabla I y grafica 2.

j. Inmunizados con células tratadas con tripsina:

La sobrevida de este grupo fue semejante a la registrada
para el grupo inmunizado con células tratadas con papaina.

Tabla I y grafica 2.

k. Inmunizados IP con células tratadas con papaina y EDTA:

La sobrevida de este grupo fue entre 13 y 40 dias des--
pués del reto. Un raton fallecié el dia 11 después del reto,
seis mas el dia 21, dos el dia 25 y uno 40 dias después del

reto. Tabla I y grafica 2.
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1. Inmunizados con células tratadas con tripsina y EDTA:

La sobrevida de este grupo fue semejante a la del lote

inmunizado con papaina y EDTA.

la Tabla I y grafica 3.

Se encuentran registrados en




TABLA 1

Sobrevida diaria de los ratones inmunizados* con células [L5178Y tratadas con diferentes
reactivos después de la aplicacién IP de células L5178Y intactas, ** '

Células trata- No.
das con: inicial de
ratones
Agentes quimicos:
DTT 10
Glutar 10
Yodac 10
KI 10
ME 10
Mert. 10
Na 104 10
Urea 10
Enzimas:
Neuram. 10
Pap. 10
Pap. y EDTA 10
Trip. 10
Trip. y EDTA 10

10
10

12

10
10

9
10
10
10
10

6

10
10
10

13

10
:
8

10

10

10

10
S

10
10
10

9
10 9°8 8565
1976 &:'6 6

Nimero de ratones vivos en los dias indicados

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
1010101010 5 4 4 4 4 iodld 4
U R e S e
N S B R e e N
10010 980 89 &8 B8 7T 77
1 8 B 6 5 4 444 4 4 4 4 4 4 4 4
TR R S e R e o N
T e e T S T e T T i
R R | R I e S S SR s
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
g G IR S O R T e e R
L AECE SR R T TR e O R SR
G el Ty e B
T TN A (R o e e el et |

* (Cuatro dosis semanales via IP.

*+ 8 x 10 / células intactas via IP 10 dias después de la dltima dosis inmunizante.
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SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS INTRAPERITONEALMENTE
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oz

omHZM—-<-<MIJI@DV®OMW MO

. P

Il 12 13 14 15 16 I7T 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 57
DIAS TRANSCURRIDOS DESPUES DEL TRANSPLANTE NEOPLASICO

— — NEURAMINIDASA

------- YODURO DE POTASIO 0.4 M

st DY TR

—— YODACETAMIDA O M

—— GLUTARALDEHIDO 0.25 M
o TESTIGOS



{ GRAFICA 2
| i
' SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS INTRAPERITONEALMENTE CON

t CELULAS L5178 Y TRATADAS CON: MERCAPTOETANOL, MERTIOLATE,
| PAPAINA, PAPAINA Y EDTA.
!}

N
H o.
|
§ D
] E
i
| =
I 0
{ B
R
1 E
[ i
| |
| \"
| '
i E

N
| T
{ E
.f S
‘; c ) T T T T T Ll ) 3 Ll b 4 Ll T L) T T T T ] 1 . T

n 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 80

|
i
; DIAS TRANSCURRIDOS DESPUES DEL TRANSPLANTE NEOPLASICO.
| & ST e e MERCAPTOETANOL O.I M

i ——— MERTIOLATE O M

| a—— PAPAINA

: —-— PAPAINAY EDTA 0.5 mg/ml y 1 ml al 0.02 M
{ e TESTIGOS



GRAFICA 3
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I1I.1-1 Sobrevida de ratones inmunizados con células tratadas

con neuraminidasa:

Los resultados obtenidos en este grupo fueron los mds
importantes ya que los diez ratones inmunizados IP con células
tratadas con neuraminidasa permanecieron sanos y libres: del
tumor hasta 90 dias después del reto. Luego fueron sacrifica-
dos y en el estudio post-mortem no se encontré tumor ascitico

ni sélido ( Tabla II y grafica 4 ).

Los ratones inmunizados SC con células [.5178Y tratadas
con neuraminidasa®fueron 17 de los cuales seis ( 34.7 % ) so- -
brevivieron mds de 90 dias libres de tumor y once lo desarro

llaron ( Tabla III y grdfica 4 ).

Testigos:

Todos los testigos inmunizados IP con células 1.5178Y con-
geladas y descongeladas 20 veces que fueron retados fallecieron

con tumor entre 10 y 12 dias después del reto.

Los ratones inyectados con 0.2 ml de NaCl 0.15 M que
fueron retados fallecieron con tumor 10 dias después del reto.

Graficas 1, 2, 3 y 4.
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TABLA 1I

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS INTRAPERITONEAL-
MENTE CON CELULAS L5178Y TRATADAS CON NEURAMINI-

DASA Y RETADOS DESPUES CON 8 X 10 / CELULAS INTAC--
TAS LS178Y POR LA MISMA VIA,

Grupo de ra- Resistentes  Susceptibles ¢ de

SovEa al tum9r al tumor** resis-
> 90 dias tentes
al tumor
Inmunizados 10 10 0 100
No inmuni-
zados* 7 0 7= C

% Este grupo fué inmunizado con células 1.5178Y congeladas
y descongeladas 20 veces no tratadas con neuraminidasa.

Murieron con tumor intraperitoneal antes de 15 dias des--
pués del reto.

* %k
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SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS SUBCUTANEAMENTE
CON CELULAS L5178Y TRATADAS CON NEURAMINIDASA Y -
RETADOS DESPUES CON 8 X 10 7 CELULAS L5178Y INTACTAS

POR VIA INTRAPERITONEAL.

Grupo de Resistentes
ratones al tumor
> 90 dias
Inmunizados 17
No inmunizados 7

Susceptibles
al tumor *

11

7**

7 de re-
sistentes

34.7

* Murieron con tumor intraperitoneal antes de 15 dias después

del reto.

** Este grupo fué inmunizado con células L.5178Y congeladas y
descongeladas 20 veces, no tratadas con neuraminidasa.




GRAFICA 4
SOBREVIDA DE RATONES |INMUNIZADOS POR VIA INTRAPERITONEAL Y
SUBCUTANEA CON CELULAS L5178y TRATADAS CON NEURAMINIDASA
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1

1I11.2 Efecto " in vivo " sobre el crecimiento del linfoma

1.5178Y de los siguientes reactivos: Yodacetamida, yoduro de

potasio, mercaptoetanol, mertiolate y peryodato de sodio:

Estos cinco grupos constituyen los testigos de los ratones
que fueron inmunizados activamente con cé€lulas tratadas con di-
versos reactivos y después retados. Los resultados se encuen

tran en el Cuadro 4 y a continuacion se describen:

El peso promedio de los ratones tratados con yodacetami--
da tuvo una diferencia de 7 g con respecto al peso promedio de
los testigos el dia 10 después del transplante de las células
tumorales. Sin embargo, la yodacetamida fué muy toxica a la
dosis empleada ya que de los diez ratones que constituian el
lote experimental al iniciar este trabajo, fueron falleciendo del
30. al 100 dia después de la aplicacion, un promedio de dos

ratones por dia.

El lote tratado con yoduro dé potasio mostré una diferen-
cia de 3 g menos con respecto al peso del testigo. Sin embar -
go, el tratamiento no protegio a los ratones tratados, ya que
fallecieron el 14 dia post-transplante con un porcentaje de
aumento de peso de 56% por el crecimiento tumoral mientras
que los testigos aumentaron 69% y fallecieron dos dias antes

que los tratados.

———
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En los lotes inyectados con mercaptoetanol y mertiolate,
se noto una diferencia en los pesos promedio de 5 g entre el
lote testigo y el experimental del dia 8 al dia 11 después del
transplante, pero los ratones tratados con mercaptoetanol fa-
llecieron 16 dias después del transplante con un incremento de
peiso de 529 debido al crecimiento tumoral, mientras que los
testigos aumentaron 76%. Los tratados con mertiolate falle-
cieron a los 14 dias con un incremento de peso de 399, por

tumor y los testigos 52%. Tabla IV.

El tratamiento con peryodato de sodio dio diferencias en
peso de 3 y 4 g los dias 9 y 10 despuéé del transplante, pero
el tratamiento no fué efectivo porque tanto los testigos como el
lote experimental fallecieron el mismo dia con el mismo incre-
mento de peso debido al crecimiento tumoral. Los resultados

se encuentran registrados en la Tabla IV y .en el Cuadro 4.
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TABLA IV

CRECIMIENTO DEL TUMOR L5178Y EN RATONES BALB/c
TRATADOS CON DIFERENTES SUBSTANCIAS

Porcentaje de aumento de peso debido al creci- .
miento tumoral

Dias post-
trans;l))lante BEST, i ME NalO, Mert. KI Iodac.
7 14.8 0 0 4 9 0
8 22.4 0 0 9 17 0
9 27.8 0 16 13 21 15
10 33 0 25 13 30 21
11 43 0 33 17 39 21
12 56 12 41 30 40 $hx
13 63 28 50 39 56
14 65 32 * ok -_ A
15 76 36
16 * koK 52

* ME Mercaptoetanol; NalO, Peryodato de sodio; Mert  Mertio-
late; KI Yoduro de potasié; Yodac Yodacetamida. Las dosis
de cada una fueron de .2 ml diarios.

**TEST, ratones no tratados.

**#* Dia en que murieron por crecimiento tumoral.



CUADRO 4 Resultado del efecto " in vivo ' de: Yodoacetamida, Yoduro de Potasio, Mercap-
toetanol, Mertiolate y Peryodato de Sodio en el crecimiento del tumor [5178Y.

Incremento de peso de los ani-

Tratamiento* Concentracioén males tratados con respecto al Toxicidad
incremento de los testigos no

i tratados** ( 7 )
Mer captoetanol 0.10 68 #
Peryodato de sodio 0.01 79 + At A
Mertiolate 0.10 62 %
Yoduro de potasio 0.04 ; 89 T
Y odoacetamida 0.01 49 + FF A

* Se aplicaron 0.2 ml diarios de las substancias en las concentraciones indicadas.

** Este porcentaje se calcula tomando como el 100% el ¢ del incremento de peso debido al
tumor en los animales no tratados y se compara con el 9 de incremento de peso de los
animales tratados el dia de su muerte.
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1I1.3 Sobrevida de ratones inmunizados con liquido de ascitis

sin células del tumor L[.5178Y ( Antigenos solubles ) via IP y SC.

[11.3-1 Sobrevida de ratones inmunizados IP con liquido de asci-

tis sin cé€lulas del tumor L5178Y y retados después con células

L.5178Y intactas por la misma via.

Seis ratones de los trece que integraban este grupo resul-
taron resistentes al reto ( 46.1 % ). Estos no registraron tu-

mor en el estudio post-mortem hecho a los 90 dias.

Todos los testigos de este grupo inyectados IP con 0.2 de
una emulsion constituida de adyuvante de Freund y medio de cul
tivo 1 : 1 fueron susceptibles al reto neopldsico intraperitoneal

( Tabla V y grafica S ).

1I1.3-2 Sobrevida de los ratones inmunizados SC con liquido

de ascitis sin células del tumor [S5178Y y retados después con

células 1.5178Y por via IP.

Diez de los veinte ratones que integraban este grupo (
50 9 ) resultaron resistentes al reto con cé€lulas [.5178Y intac-
tas por via intraperitoneal, como lo demuestra la necropsia

practicada a los 90 dias ( Tabla VI y grafica S ).

Los testigos de este grupo murieron con tumor a los diez
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TABLA V

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS INTRAPERITONEAL --

MENTE CON LIQUIDO DE ASCITOS SIN CELULAS DEL TUMOR

L5178Y Y RETADOS DESPUES CON 8 X 10 p CELULAS L5178y
INTACTAS POR LA MISMA VIA.

RATONES

Nimero de inmu- Resistentes  Susceptibles ¢ de re--
nizados al tumor * al tumor** sistentes
13 6 8 46.1

* Sobrevida de mas de tres meses libres del tumor después

del reto.

** Murieron con tumor intraperitoneal antes de 15 dias después
del reto.
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TABLA VI

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS SUBCUTANEAMENTE

CON LIQUIDO DE ASCITIS 1.5178Y LIBRE DE CELULAS Y RE-

TADOS DESPUES CON 8 X 10 7 CELULAS L5178Y INTACTAS
POR LA MISMA VIA INTRAPERITONEAL,

Nimero de inmu- Resistentes Susceptibles Zide re-
nizados al tumor * al tumor ** sistentes
20 10 10 50

* Sobrevida de mds de tres meses libres del tumor después
del reto. .

** Murieron con tumor intraperitoneal antes de 15 dias después
del reto.




GRAFICA 5
SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS POR VIA SUBCUTANEA E INTRA-
PERITONEAL CON LIQUIDO DE ASCITIS LIBRE DE CELULAS DEL TUMOR
L 5178
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III.4 Comprobacion de la efectividad de la inmunizacién activa

y adoptiva con cé€lulas 1.5178Y tratadas con neuraminidasa:

1I11.4-1 Prueba de microcito-toxicidad:

Se investigd la presencia de anticuerpos en el suero ya
sea de: a) ratones inmunizados con células tratadas con neura-
minidasa y sobrevivientes al reto con células neopldsicas, b)
inmunizados adoptivamente con células esplénicas. Por la téc-
nica de microcito-toxicidad, no se encontraron anticuerpos cito-
toxicos en el suero de ellos capaces de fijar complemento
autdlogo, singénico tumoral, alogénico tumoral, singénico

normal, alogénico normal ni xenogénico de cobayo ni de conejo.

111.4-2 Linfocitotoxicidad:

Los cultivos de las células neopldsicas a las cuales se
les agregaron linfocitos de ratones inmunes mostraron a las
48 horas agrupaciones de los linfocitos alrededor de las células
malignas, las cuales morian después del tiempo de incubacion
a juzgar por el desprendimiento de las células neopldsicas del
vidrio y la tincién de estas mismas células por la técnica de

coloracion con eosina.

Los testigos a los cuales se agregaron linfocitos de rato-

nes no inmunizados, no mostraron esos cambios en el mismo
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tiempo de observacion.

III.4-3 Sobrevida de ratones que recibieron inmunizacion adop-

tiva:

Los grupos que se describen a continuacion corresponden
a los animales que recibieron 25 x 10 - linfocitos esplénicos de
‘ratones inmunizados via IP y SC con células tratadas con neu-
raminidasa y que fueron resistentes al reto con 8 x 10 g célu--

las 1.5178Y.

a. Sobrevida de ratones inmunizados adoptivamente por via in-

traperitoneal con 25 x10 7 linfocitos esplénicos de ratones inmu

nizados intraperitonealmente con células 1.5178Y tratadas con

e
neuraminidasa y retados con 8 x 10 cé€lulas 1.5178 intactas por

via intraperitoneal:

El resultado se muestra en la Tabla VII. Se partié de un
namero original de seis ratones, a los cualeé se aplicaron intra-
peritonealmente los linfocitos esplénicos inmunes contra el tu--
mor. Después de 10 dias de la inyeccion intraperitoneal de
los linfocitos, los seis ratones ( 100 % ) se mostraron resisten-
tes al transplante tumoral y sobrevivieron mds de tres meses

libres de éste.




b. Sobrevida de ratones inmunizados adoptivamente por via in-

traperitoneal con 25 x 10 5 linfocitos esplénitos de ratones por -

tadores del tumor L5178Y subcutdneo y retados con 8 x 10 Z

células 1.5178Y intactas por via intraperitoneal:

Los resultados aparecen en la Tabla VIII. Se partio de
un nimero original de seis ratones, todos los cuales sobrevi--
vieron a la aplicacion por via intraperitoneal de los linfocitos
singénicos inmunes contra el tumor. Después de 10 dias de la
aplicacion de los linfocitos, los seis ratones ( 100 % ) se
mostraron resistentes al reto con cé€lulas neopldsicas y sobrevi
vieron libres de éste, segﬁn estudios post-mortem hechos a los

90 dias.
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TABLA VII

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS ADOPTIVAMENTE POR

VIA INTRAPERITONEAL CON 25 X 106 LINFOCITOS ESPLENI--

COS DE RATONES INOCULADOS DIEZ DIAS ANTES CON 8 X 10/

"CELULAS L5178Y Y RETADOS CON 8 X 10 7 CELULAS L5178Y
POR VIA INTRAPERITONEAL.

No. de inmuni- Resistentes Susceptibles % de resis-
zados al tumor* al tumor tentes.
6 6 0 100

* Sobrevida de mds de tres meses libres del tumor despu€s
del reto.
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TABLA VIII

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS ADOPTIVAMENTE POR

VIA INTRAPERITONEAL CON 25 X 10 6 LINFOCITOS ESPLENI-

COS DE RATONES INOCULADOS DIEZ DIAS ANTES CON 8 X

10 7 CELULAS L5178Y POR VIA SUBCUTANEA Y RETADOS CON

8 X 10 7 CELULAS L5178Y INTACTAS POR VIA INTRAPERITO-
NEAL.

RATONES

No. de inmu- Resistentes Susceptibles % de resis-
nizados. al tumor * al tumor tentes
6 6 0 100

* Sobrevida de mds de trecs meses libres de tumor después del
reto.




CUADRO 5. Resultados de sobrevida y resistencia al reto

después de la inmunizacion activa y adoptiva.

Resultados a los 30 dias

5 Via de
i inmunizacion T ide 80~
brevida
- 1. Inmunizacién activa.
1)Células tratadas con:
a) DTT IP 40
b) Glutaraldehido P 0
c) Yodacetamida || e 0
d) Yoduro de potasio IP 70
e) 2-mercaptoetanol 1P 30
f) Mertiolate 1P 20
g) Peryodato de sodio P 0
h) Urea 1P 0
i) Papaina 1P 10
j) Papaina y EDTA IP 10
k) Tripsina : P 0
1) Tripsina y EDTA P 10
m) Neuraminidasa : P 100
SC 34.7
2. Antigenos solubles. IP 46.1
SC 50
II. Inmunizacion adoptiva con
linfocitos esplénicos de
ratones previamente inmu
nizados con células trata-

das con enuraminidasa. IP 100

% de resis-
tencia al reto

40

70
30
20

10
10
10
100
34.7

46.1
50

100
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CUADRO 6. Resultados de la comprobacion de la efectividad de

la inmunizacion activa y adoptiva en la respuesta inmune anti-

tumoral.
METODOS RESULTADOS
1. Microcitotoxicidad No se encontraron anticuerpbs
citotoxicos anti-células L5178Y
2. Linfocitotoxicidad ~ Se encontré inmunidad celular

mediada por linfocitos.

3. Inminizacion adoptiva
con linfocitos de rato-
nes resistentes al re-
to ( 20.reto ) Se encontr6 inmunidad celular
mediada por linfocitos.




IV.- DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Cuando una clona de células malignas se establece en el

organismo o cuando un tumor canceroso se ha desarrollado por

algdn tiempo " in vivo ", los mecanismos de vigilancia inmuno
logica e inmunidad concomitante del portador de la neoplasia,
son capaces de llevar a cabo una respuesta de rechazo hacia el

10,11,18,21,41,42
tumor 2

Los linfocitos son capaces de reconocer a las células neo
pldsicas y considerarlas extrafas en_virtud de ser éstas porta-
doras de ANE 43. Pueden interactuar con ellas y unirse a tra-
vés de sus sitios de reconocimiento antigénico. Los linfocitos
desarrollan entonces al fenémeno denominado peripolesis que
consiste en la migracion del linfocito sobre la superficie de la
célula maligna alternando con periodos de inmovilidad y con--
tacto de las membranas de ambas cé€lulas. Después de esto,
las células malignas presentan lesiones en sus membranas que
producen un efecto citocidico o citotoxico subsecuente al con--

tacto directo con el linfocito 43’44.

Al parecer, los mediadores quimicos productores de la

lesion de membrana son la liberacion in situ de los componen

tes C8 y C9 del sistema del complemento por el linfocito e

R

- e



Sin embargo, la respuesta inmune puede ser inhibida de
Jdiversas maneras, cuando el organismo produce anticuerpos de
iacilitacion contra la neoplasia, los cuales pueden actuar pro--

, g : . 46
regiendo a la cé€lula maligna de tres maneras diferentes : a)
se combinan con los ANE a los cuales cubren y de esta manera
evitan el reconocimiento y contacto directo de los linfocitos con

las células neopldsicas, b) dichos anticuerpos, por carecer de

" capacidad para activar al sistema de complemento autélogo, no

dan lugar a un efecto citotoxico contra las cé€lulas neopldsicas,
y c) pueden competir con los anticuerpos fijadores de comple-
mento y de esta manera contribuyen a impedir la reaccion de

rechazo hacia la neoplasia 22’23’47.

Adicionalmente, las células tumorales liberan hacia los

17,48,4
liquidos extracelulares ANE i

que bloquean a distancia

el efecto citocidico de los linfocitos contra las células cance-
49 : /

rosas . Dichos ANE, al pasar a los espacios extracelulares,

llegan a ocupar los sitios de reconocimiento antigénico de los

linfocitos y los sitios de combinacion de los anticuerpos circu-

lantes 50 .

De esta manera resultan inactivadas a distancia tan
to la respuesta inmune celular como la humoral que despierta

el tumor.




Como puede verse, los mecanismos inmunolégicos que el
organismo pone en juego hacia las células neopldsicas o bien
son activados por las mismas, o son de facilitacion y favore-

cimiento del crecimiento tumoral.

i_,os ANE son glicoproteinas cuyos determinantes antigéni-
cos pueden inducir en el organismo una respuesta del tipo de
facilitacion inmunolégica mediada por anticuerpos 51 Cuando
la respuesta inmune del organismo hacia los ANE es de recha-
zo, esta es mediada principalmente por fenémenos de inmuni--
dad celular y pocas veces por produccion de anticuerpos fijado

res de complemento 41,42,

Las glicoproteinas, como las que constituyen los ANE, son
habitualmente proteinas de alta solubilidad, muy electronegativas
: o e 1S 52
y resistentes a la degradacion enzimatica & Betasca--
racteristicas contribuyen a su mayor solubilidad y desprendi---
miento de la superficie de las células neopldsicas y a explicar
su comportamiento inhibitorio a distancia sobre los mecanismos

inmunolégicos de rechazo 46’49.

Como puede verse, aparentemente existe una serie de
factores combinados cuyo resultado da lugar a la permanencia
de los tumores dentro del organismo. Tratando de explicar

esta situacion paradéjica, cabe mencionar que en la naturaleza




opera un mecanismo semejante que hace posible la permanencia
de los tejidos embrionarios y fetales durante el embarazo .
Tomando en cuenta que, asociada a la transformacion maligna
de las células ocurre una regresion antigénica hacia el estado
: : 54 ’ : :
embrionario o fetal ™, puede decirse que la persistencia de las
c€lulas cancerosas en el organismo se debe a que éstas son to
leradas de manera semejante a como lo son los productos del

46,55
embarazo

. Frente a esta situacion, es aparentemente di-
ficil encontrar procedimientos inmunoterapéuticos y preventivos

contra el cdncer.

Entre los objetivos de la inmunoterapia oncologica podrian
mencionarse los siguientes 56: a) disminuir la sintesis de los
‘anticuerpos de facilitacién, b) reducir el efecto bloqueador de
los ANE circulantes sobre las células efectoras de la inmunidad
celular contra las células malignas, c) disminuir el bloqueo que
los ANE circulantes pﬁeden ejercer sobre los anticuerpos de re
chazo, d) disminuir la cantidad de ANE liberados por las célu-
las malignas y e) aumentar la capacidad de fijacion del comple-

mento de los anticuerpos de facilitacion.

Serfa posible lograr la disminucion de sintesis de anticuer
pos de facilitacion Gnicamente mediante procedimientos adecua--
dos de inmunizacion activa del portador de la neoplasia contra

las células malignas. Esto conduciria, posiblemente, a que se

-



obtuviera un incremento de la respuesta celular contra la neo

plasia.

En el presente trabajo, se intenté lograr la disminucién de
la sintesis de anticuerpos de facilitacion por medio de la induc-
cion de inmunizacion celular contra las células del linfoma

L5178Y tratadas con diversos reactivos.

A continuacion se analizan los resultados que en este sen-

tido se han obtenido en los diferentes grupos experimentales:

El DTT y el mercaptoetanol 2,  son reactivos que causan
la reducciéon de los puentes disulfuro intra-e intercatenarios de

las cadenas polipeptidicas de las proteinas, con lo cual se pro-

duce una alteracion en la estructura terciaria y de mayor orden -

o 2 :
de las proteinas 8. Era de esperarse que un cambio de esta
naturaleza, en los antigenos de las cé€lulas tumorales, diera lu

gar al descubrimiento de nuevos sitios antigénicos en estas.

Los resultados muestran que los ratones tratados ya sea
con DTT o con mercaptoetanol tuvieron una sobrevida mdxima
de 30 y 50 dias post-transplante y después fallecieron gradual--

mente.
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El glutaraldehido fue empleado por ser un recactivo que pro
duce el aumento de la rigidez de las moléculas de antigenos por
entrecruzamientos de los enlaces que se establecen entre los
grupos NH2 de las proteinas y este reactivo 29. El tratamiento
en esta forma, de algunos antigenos membranales ha dado lugar
a la polimerizacion de las moléculas y al aumento de la inmu -
nogenicidad sin pérdida de los determinantes antigénicos origina-

30 57
les . EI trabajo de Sanderson y Frost informa que al
inmunizar a ratones BALB/c con células tumorales tratadas con
glutaraldehido se produjo un alto grado de proteccion. Estas
células correspondian a un tumor inducido con metil-colantreno.
Los resultados obtenidos al inmunizar a los ratones con células

LL5178Y tratadas con glutaraldehido dieron una sobrevida limita-

da a 23 dias después del reto.

La yodacetamida es un compuesto que tiene la propiedad
> : .
de combinarse con los grupos SH de las proteinas S =Bl
empleo de este reactivo en el presente trabajo tuvo como -obje-
to investigar si las células [5178Y podian ser modificadas por
€l, en su inmunigenicidad. Los resultados mostraron que la
inmunizacion con c€lulas tratadas de esta manera no produjo
una sobrevida importante en los ratones después del transplan-

te de las células neopldsicas intactas. En trabajos de Prager i

et al, con el linfoma P1798 se informa que un régimen de vacu
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nacion de tres dosis de células modificadas con yodacetamida no
protegio a los huéspedes contra retos subsecuentes con. células

viables.

Se ha informado que el yodufo de potasio a una concentra-
cion 0.4 M tiene la propiedad de solubilizar y desnudar el gli-
cocdlix de las amibas 32. Estudios de microscopia electronica,
hechos en este mismo laboratorio con las células [.5178Y, han
demostrado que éstas no pierden el glicocdlix después de una
exposicion similar a la empleada en este trabajo. EI! Gnico
cambio importante que se observo en las células fue el aumento
en las prolongaciones citoplasmadticas. Fig. 4. La inmunizacion
de ratones con c€lulas L5178Y, tratadas con este reactivo, pro
dujo una sobrevida de 70% hasta el dia 30 post-transplante que
fue superior a la obtenida con el tratamiento de DTT, mercap-
toetanol, yodacetamida, peryodato de sodio, mertiolate, pero

inferior a la. del tratamiento con neuraminidasa.

Los compuestos mercuriales tienen la propi&lad de reac-
cionar con los grupos SH o S-S modificando la estructura ter--
ciaria o de otro orden de las proteinas y en ocasiones liberan-

do de ellas algunos péptidos de las rnembranas de eritrocitos

Aunque el mecanisnio de accion de estos reactivos no era

predecible al actuar sobre las células L5178Y se cmpled el




61

mertiolate por existir antecedentes de que estos compuestos
son capaces de intcractuar con las glicoproteinas y aumentar
su inmunogenicidad. Los resultados obtenidos con la inmuniza-
cion con células tratadas con mertiolate muestran que la res--
puesta inmune de rechazo permitié la sobrevida del 309 de ra-
tones hasta el dia 32 post-transplante. Estos resultados son
similares a los obtenidos con los ratones inmunizados con cé-

lulas modificadas con DTT y mercaptoetanol.

La urea se empled por haberse informado que a concentra
ciones 200mM simula la accion proteolitica de la tripsina sobre
las células tumorales. Sin embargo, como después de este tra
tamiento las células neopldsicas permanecen viables, fue nece-
sario radiarlas con el objeto de poder inyectarlas muertas du-
rante el periodo de inmunizacion. Los resultados mostraron que
la prolongacién de la sobrevida post-transplante fue muy reduci-

da, de solamente 17 dias post-transplante para todo el grupo.

El peryodato de sodio, al parecer, actGa sobre una glico-
proteina con dcido sidlico que al oxidarse origina un grupo
aidneidico esencial para la tranformacién. Se ha informado que
el tratamiento de los linfocitos autélogos con peryodato de sodio
produce estimulacion inmunologica de los linfocitos no modifica-
dos del mismo individuo 38. De esta manera, puede concluirse

que la modificacion de las glicoproteinas de las células autolo--
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gas con ¢ste reactivo es capaz de inducir contra ellas una res-

puesta inmune de tipo celular.

Dado que las células 1.5178Y son normalmente aceptadas por
los receptores en que fueron transplantadas, la modificacion de
sus glicoproteinas con peryodato de sodio fﬁe con el objeto de
aumentar su poder inmunogénico y probar la efectividad de los

procedimientos de inmunoprofilaxis contra ellas.

Los resultados obtenidos muestran que las células modifi-
cadas con este reactivo, fueron capaces de inducir una buena
respuesta inmune de rechazo hacia las célulasintactas de esta
neoplasia. De hecho, la sobrevida obtenida fue de 30% el dia
21 después del reto, con una declinacion rdpida previa después

del 15° dfa post-transplante.

Inmunizacion con células 1.5178 tratadas con neuraminidasa:

Se sabe que las cé€lulas 1.5178Y pierden el 65% de su con-
tenido total de NANA ( 3.3 x 10 g moléculas ) y el 90% de la

superficie celular ( 2.16 x 10 8 moléculas ) cuando son trata--
60,61

das con neuraminidasa de Vibrio cholerae La inmuniza-

cion con células tratadas con neuraminidasa produjo un 1009 de
proteccion contra el reto intraperitoneal con células malignas
intactas. EIl 1009 de los ratones no inmunizados desarrollaron

el tumor, muriendo en un periodo no mayor de diez dias. Asi




63

una sobrevida del 1009 de los ratones inmunizados libres de

tumor por mds de tres meses puede considerarse altanicnte fa-
vorable. Su estado de inmunidad pudo comprobarse mediante el
experimento de transferencia de inmunidad pasiva con linfocitos

esplénicos.

Por los resultados anteriores, puede verse que la inmuni--
dad activa con células tratadas con neuraminidasa produjo el ni-
vel mds alto de proteccion por via intraperitoneal ( 100% ) com

parada con la via subcutdnca ( 34.7% ).

Tradicionalmente se ha considerado la via subcutdanea como
la mds inmunogénica, pero ademds se ha encontrado que la via
intraperitoneal es adecuada para la inmunizacién con las células
linfoideas 62’63. En el presente trabajo, la via intraperitoneal
resulté la mds drtil para estimular la respuesta inmune de recha
‘zo contra las células 1.5178Y. Los resultados de inmunizacion
intraperitoneai con cé€lulas tratadas con neuraminidasa, pueden
considerarse mejores que los obtenidos ya sea con células ra--

: 4 39 )
diadas. 0, sonicadas o tratadas con los otros reactivos emplea

dos en este trabajo.

En los animales inmunizados con células tratadas con ncu-
raminidasa, no se encontraron anticuerpos por la técnica de mi-

s S
crocito-toxicidad. Dado que esta es una técnica sensible ™7,
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puede pensarse que la respuesta inmune producida no fue por la
presencia de anticuerpos contra las cé€lulas malignas. Por lo

tanto, puede considerarse que la respuesta inmune hubiera sido
preponderantemente de tipo celular. Esta suposicion se compro
b6 en este mismo trabajo, al encontrarse que la inmunidad pro
dgcida por las células tratadas con neuraminidasa es transferi-
ble por medio de linfocitos esplénicos. Por los resultados obte
nidos en este grupo experimental, puede deducirse que la modi-
ficacion del antigeno de las cé€lulas tumorales por medio de la

neuraminidasa, despierta una respuesta inmune de rechazo y no
una de facilitacién inmunolégica hacia las c€lulas malignas, por
lo cual este tipo de modificacién enzimdtica de las células neo-

plasicas puede considerarse el método mds racional de la inmu-

noprofilaxis o inmunoterapia del cancer, lo cual concuerda con

: : : 64, 3:
otros trabajos previos realizados con otros tumorcs e

Inmunizacion con células tratadas con otras enzimas:

Se ha reportado que las células de diversos tipos de can-
cer deben su resistencia a la respuesta inmune del receptor de-

36

bido al glicocdlix Con base a esto, se trataron c€lulas
LL.5178Y con tripsina y papaina con el objeto de remover la cu-

bierta exterior por un mecanismo proteolitico.

Después de someter a las células a la accion de estas en-




zimas se encontraron integras, no lisadas y luego fueron lava-
das. EI tratamiento de las células malignas en estas circuns-

-

) s ; SN )
tancias ha demostrado que es capaz de solubilizar el ghcocahx(:’

Los resultados demostraron que la inmunizacion con célu-

las tripsinizadas solo prolongé un poco la sobrevida de los ra-
o

tones los cuales fueron falleciendo gradualmente del 11° al 25

did post-transplante.

Analisis de resultados obtenidos en ratones inmunizados con li-

quido de ascitis sin cé€lulas ( antigenos solubles ):

Los resultados en los ratones inmunizados con liquido so-
brenadante permiten observar que se obtuvo una prolongacion
de la sobrevida de los animales inmunizados y un porciento de
proteccion contra el reto de las cé€lulas neopldsicas intactas por
las mismas vias: intraperitoneal ( 46.1% ) y subcutdnea ( S50% ).
La diferencia en el porcentaje de animales inmunizados y pro-
tegidos por ambas vias no se considera significativa, pero pue-
de verse que fué ligeramente mayor cuando la via de inmuniza-

cion fue la subcutdnea.

El que en este grupo se haya obtenido un porcentaje de
proteccion inferior al de los ratones inmunizados con células

tratadas con neuraminidasa, puede atribuirse a que el antigeno
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que contenia el liquido sobrenadante no fue modificado en su
estructura quimica por la neuraminidasa, cuyo uso no se in--
tentd con este material. No se usé la enzima en este caso
porque hubiera sido dificil separarla del material antigénico y
su inclusion hubiera obscurecido la interpretacién de los resul-

; - e 66
tados obtenidos, a mas de tener efectos toxicos

Otro motivo por el que no se logrd una mayor inmuniza--
cién de rechazo hacia las células neopldsicas, posiblemente haya
sido el pequeiio volumen de liquido sobrenadante ( 0.1 ml )
empleado en cada una de las cuatro dosis inmunizantes. Posi-
blemente mediante el empleo de estimulos antigénicos mayores
o por periodos mds largos se hubieran obtenido porcentajes mds

elevados de proteccion.

En el suero de los 16 animales de este grupo resistentes
al reto con células neopldsicas, se investigd la presencia de
anticuerpos citotoxicos contra las células neoplisicas. No se
encontraron los anticuerpos empleando la técnica de microcito-
toxicidad, por lo cual se infiere que la resistencia de este gru
po pudiera haber sido debida a la inmunidad de tipo celular.
Esto ultimo no lo comprobamos por transferencia de inmunidad

pasiva con células esplénicas.

Por los resultados anteriores, puede considerarse que las
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células 1.5178Y liberan a los liquidos extracelulares ANE, lo

2 49
cual es congruente con la suposicion de otros autores

La importancia de demostrar la presencia de antigenos
neopldsicos en los liquidos extracelulares, se deriva del hecho
de que éstos pueden inactivar a distancia los linfocitos inmunes
antes de que entfen en contacto con las células malignas' y
ejerzan su efecto citocidico sobre ellas. Este mecanismo de
bloqueo se ha considerado que constituye un medio mds de su-
pervivencia de las células neopldsicas in vivo. Por otra parte,
los ANE pueden combinarse en otro tipo de neoplasias con los
anticuerpos ya sea de rechazo o facilitacion y formar comple--
jos antigeno anticuerpo con ellos. El resultado de ésto se ha

. 3, o S
considerado favorable al crecimiento neoplasico 7

La inyeccion de liquido sobrenadante no produjo tumor en
los sitios de aplicacion, por lo cual puede pensarse que si las
células de este tumor contienen particulas oncogénicas virales
no fueron capaces de producir el tumor a expensas de las cé-

lulas del receptor.
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Comprobacion de la efectividad de la inmunizacién activa con cé-

lulas tratadas con neuraminidasa:

Pruebas de microcito-toxicidad:

Se ha demostrado en trabajos previos < que los anti--
cuerpos contra cé€lulas de ncoplasias linfoides no fijan comple-
mento autélogo ni alogénico; pero que si son capaces de fijar
complemento xenogénico de conejo. Por tal motivo, se emplea
ron en estas pruebas varias fuentes de complemento pero aun
asi los resultados fueron negativos. En este trabajo se obser-
v6 que solo el suero de conejo tiene una accion citotoxica hete-
rofilica contra los linfocitos normales y células [.5178Y. A
juzgar por los testigos incluidos en la prueba, este cfecto he-

terogénico es inespecifico tanto contra cclulas linfoideas como

contra células malignas.

Linfocitotoxicidad in vitro:

Por medio de esta prueba, pudo observarse en seis casos
que los linfocitos esplénicos de los animales inmunizados, son
capaces de efectuar una reaccién citotéxica o citocidica por
contacto directo contra las células malignas y que esto se pre-

senta entre las 36 y 48 horas en cultivo in vitro.
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Dado que los testigos pertinentes fueron congruentes con
este resultado y que los linfocitos de ratones normales no mos-
traron este efecto, puede considerarse esta prueba como una
evidencia adicional de que la inmunidad de rechazo hacia las
células tumorales es de tipo celular mediada por linfocitos. La
realizacion de esta prueba se vid facilitada por el hecho de que
las células empleadas se mostraron adherentes al vidrio, a pe-
sar de haberse informado en la literatura que las cé€lulas no

son adherentes A e A

Ratones inmunizados por transf-rencia de células linfoides:

Los seis animales que recibieron por via intraperitoneal
6 y g g 3
25 x 10 = linfocitos procedentes de animales inmunizados contra
la neoplasia con células tratadas con neuraminidasa, resistie--

ron el reto con células malignas intactas.

Este es un ejemplo de inmunidad adoptiva que puede ser
transferida por medio de linfocitos inmunes. La eficiencia de
este fenomeno queda de manifiesto por el hecho de que 25 x 10 8
linfocitos inmunes fueron capaces de proteger contra el inéculo

. 2 : e ) S
por la misma via de 8 x 10 células neoplasicas en los seis

ratones asi tratados.

Se ha descrito el fenomeno de inmunidad adoptiva como
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aquél que se produce mediante la transferencia de informacion
por células linfoideas y ya sc¢ ha reportado en inmunidad de
transplante de tejido normales y neopldsicos ¢ inclusive sc ha

ensayado como un procedimiento de inmunoterapia del cdncer
68,69

De este grupo, llama la atencion el que las 8 x 10 : ce-
lulas 1.5178Y inoculadas por via intraperitoneal son rechazadas
aparentemente antes de que el tumor prospere. Esto habla en
favor de que esa cantidad de células malignas no son capaces
de producir y liberar el medio la cantidad suficiente de ANE

para llevar a cabo el bloqueo de los linfocitos inmunes.

En este experimento se demuestra, una vez mdas, que los
linfocitos de ratones inmunizados con c€lulas tratadas con neu-
raminidasa son capaces de llevar a cabo una reaccion de recha-

zo caontra las células intactas.

Estudios de microscopia electronica de la neoplasia
1.5178Y en este laboratorio, han demostrado que las células
1.5178Y son portadoras de una gruesa capa de glicoproteinas,
la cual no se pierde con €l tratamiento de las c€lulas con neu-
raminidasa ni con yoduro de potasio ( Figs. 4 y 5 ). Al pare-
cer, la resistencia de las células tumorales hacia la respucsta

inmune de rechazo del receptor radica en la cubierta de glico-




proteinas ( glicocdlix ) que recubre a las células malignas. De

los reactivos quimicos cmpleados para modificarla, sélo la ncu

raminidasa de Vibrio cholerac fué capaz de inducir una respues
ta inmune de rechazo hacia las células tumorales transplantadas
posteriormente. Desgraciadamente esta enzima no puede ser

empleada in vivo dado los efectos toxicos que presenta, lo cual

invalida su uso en casos de ncoplasias ya establecidas.

Resulta interesante comprobar que la modificacion de las
glicoproteinas de las células tumorales con neuraminidasa sca
capaz de inducir una respuesta inmune de tipo celular de recha-
zo contra la neoplasia. Sin embargo, la utilidad que esto puc--
de tener con fines de inmunoterapia de las neoplasias resulta
disminuida debido a que las células tumorales liberan a los li-
quidos extracelulares parte de las glicoproteinas de su cubierta
exterior, las cuales tienen la capacidad de bloquear los sitios
de reconocimiento antigénico de los linfocitos o el sitio de
combinacion de los posibles anticuerpos de rechazo que se for-
maron contra las células tumorales. En este sentido, es necc-
sario llevar a cabo estudios posteriores tendientes a resolver

este problema.




FIGURA 4 Células L.5178Y con tincion de rojo de Rutenio
para el glicocdlix, como se observaron al microscopio
electronico X. La superficie celular es lisa v el  --

grosor del glicocdlix fué de 312 nm 14,000 X.







Células 1.5178Y tratadas con KI 0.4 M 30 minutos y tefiidas

con rojo de Rutenio. La superficie celular mostré abundantes
prolongaciones citopldsmicas y conservd la capa de glicopro-

teinas teiiida conrojo de Rutenio 7,142 X,
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FIGURA 5 Cé¢lulas [.5178Y tratadas con Neuraminidasa 30 mi-
nutos a 37° C vy teiidas con rojo de Rutenio. Se aprecia
la superficie cclular lisa y que la capa de glicoproteinas

se conservo después del tratamiento.42,857X,
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RESUMEN

El proposito de este trabajo fue explorar diferentes méto-
dos de modificacion antigénica de los ANE de las células [.5178Y
para inducir una respuesta inmune de rechazo antitumoral efecti

va.

Para ello se utilizo el linfoma murino [L5178Y el cual fue

transplantado a receptores BALB/c por via intraperitoneal.

Las células 1.5178Y fueron tratadas con los siguientes
reactivos: DTT, glutaraldehido, yodacetamida, yoduro de potasio,
mercaptoetanol, mertioate, urea y peryodato de sodio. Se mo-
dificaron con las siguientes enzimas: papaina, papaina y EDTA,
tripsina, tripsina y EDTA, y neuraminidasa a fin de modificar
las proteinas del glicocdlix. Al inmunizar a ratones con esas
células se logro prolongacion variable de la sobrevida a los 30
dias del reto: neuraminidasa 1009, yoduro de potasio 70%, DTT

409%,, mercaptoetanol 40%, mertiolate 30%.

S6lo la inmunizacion de los ratones con células tratadas
con neuraminidasa logrd inducir una rsspuesta inmune de recha
zo hacia las células tumorales intactas. [a respuesta inmune
fue de tipo celular. No se demostré la presencia de anticuer-

pos en el suero de los animales resistentes al tumor.
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[.a transformacion de linfocitos de animales inmunizados
a ratones sanos, volvio a cstos inmunes adoptivamente al trans-

plante neoplasico.

l.a inmunizacién activa de ratoncs con ¢l liquido de ascitis
libre de cclulas en el que probablemente hubicra antigenos solu-

bles 1.5178Y produjo sobrevida del 509.

T S S =
e TR T PRI ¢ T i 20T T
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