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INTRÜDUCCION 

El desarrollo de procedimientos para la detección oportuna y -

tratamiento adecuado del cáncer, es uno de los principales obje 

tivos de la investigación biamédica contemporánea. 

En nuestro país, las enfermedades neoplásicae ocupan el 50 lu--

gar como causa de mortalidad 
1. Dentro de ellas, la leucemia y 

los linfomas constituyen la segunda causa de letalidad 
2
. 

El desconocimiento de la etiología del cáncer es uno de los ---

principales problemas para su prevención, diagnóstico oportuno 

y tratamiento adecuado. 

Un cierto optimismo se produjo al saber, que las células neoplá 

sicas presentan, además de los antígenos de histocompatibilidad 

normales, otros adicionales denominados antígeno neoplasia aspe 

cincos (ANE) 3-13.  Contra ellas, se genera una respuesta inmu-

ne que tiende a eliminarles por mecanismos semejantes a una ---

reacción de rechazo 
10 Sin embargo, la respuesta inmune sue-

le resultar ineficaz en este sentido. Para incrementarla, se 

ha encontrado útil la modificación antigénica con neuraminidase. 

En este trabajo, se estudiaron el tipo y características de la 

respuesta inmune hacia células neoclásicas tratadas con neurami 

nidasa. 



PNTECEDEFUES INMU:,PLOGICES Er, NELYG-ISIi,;S 

Tratando de explicar el origen de las neoplasias, Conhein 14  

propuso hace ya casi un siglo, que éstas se originan de la oro 

liferación de células embrionarias que habían cuedado en repo-

so en los tejidos normales. 

Foley 3 y Prehn 5 demostraron en animales singénicos Que las -

células de las neoplasias transplantables san sonadores de --

ANL y que la inmunización contra ellas podría ser utilizada pa 

ra reducir el crecimiento del tumor experimental. 

Siendo Sh5ne un investigador asociado a Ehrlich, informe 14  en 

1906 que los ratones a los cuales se les había inmunizado con 

entínenos fetales de la misma especie, adquirían la capacidad 

de rechazar transplantes neoplásicos, los cuales aria acepta--

dos y resultaban letales cuando se aplicaban a ratones no inmu 

nizados. Posteriormente se confirmó la presencia de antígenos 

embrionarios en algunas neoplasias experimentales y humanas 15  
-18

. Estos fueron llamados antígenos carcinoembrionarios (ACE) 
15 

u oncofetales (ACF), los cuales pueden considerarse equi- 

valentes a los ANE ya mencionados 20. 

Los cambios antigénícos en las células neoclásicas parecen ser 

consecuencia de una expresión anormal de los panes, nue ocurre 

concomitantemente a le transformación maligna y que se acampa-

Ca de una regresión hacia el estado embrionario o fetal 21-23 

Por esta razón las células nenolásicas son consideradas como -

embrionarias o Fatales y narsisten en el umanismo de igual mo 
15.24-78 

do :ior el cual no son rechazados las embarazos 

2 
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Los ANE han sido descritos unidos a las membranas re las célu 

las neoclásicas 3,5'7-13, mientras cue las 	o UF, indepen- 

dientemente de coa tengan este característica, puedan pasar a 

los líquidos extracelulares 17,15,20  

5i se emplea une substancia carrinogentioa para inducir la --

aparición de neaolasías en una serie de animales de la misma . 

cepa, por lo general, el tumor que se obtiene presenta r.PvE di-

ferentes en cada animal y los anticuerpos contra dicho antíge-

no casi no dan reacción cruzada entre ellos . Esto indica pue 

la naturaleza químico de los ANE puede ser diversa de indivi--

duo a individuo y está condicionada por el portador de la neo-

plasia y no por el carcinogenéticd químico empleado 7'
1L 

Por el contrario, cuando la transformación neoplásica es indu-

cida por virus ancegénicos, las células malignas presentan ANE 

comúnes y Existe amplia reactividad cruzada de los anticuerpos 

anti-PNE 910'13 

En estas neoplasias espontáneas, en les cuales no se ha acudido 

implicar una etiología química o viral, temhián existe reacti-

vidad cruzada 9,11,12.  

Los casos clínicos da nen•lesies cc-  rusben aue la respueste - 

inmune_ resulta ineficaz no _sic sentida: 	hE demostrado cue 

el crecimiento tdmoral puede ser favorecido flor un mecanismo 

paradójico denominado de 'facilitación inmunclógics" mediado 

par -anticuerpos (Fig. 1)'
33 

 

Con el fin de hacer Posible la inmonotarapie del cáncer, se de 

sea que el organismo abandone el estado de facilitación inmuno 

lógica y desarrolle orla respuesta inmonc [22 rechazo hacia la 
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FIGURA 1 

MECANISMOS DE INHIBICION DE LA INMUNIDAD HUMORAL Y 

CELULAR HACIA CELULAS NEOPLASICAS 

CELULA 	E.OPLASICA 
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neoplasia (Fig. 2). rara lograrlo, es necesario conocer las re-

laciones inmunológicas existentes entre el tumor y el portador 

de la neoplasia. 

Los HNE, ACE o ,LF son gluconroteínas de la membrana celular2U' 
31-34 

 las cuales tienen la propiedad de inducir la formación 

Ce anticuerpos de facilitación hacia ellos 28, pudiendo adicio 

nalmente enmascarar los antígenos de histocompatibilidad norma 

les 31'32'35. 

Esto favorece la supervivencia y transplantabilidad de los tu- 

mores. 

Por otra parte, la modificación de las glucoproteínas de las -

células malignas con neuraminidasa, permite obtener antígenos 

modificados los cuales se vuelven capaces de inducir una res--

puesta inmune de rechazo hacia las células de las neoplasias - 

experimentales 
36-41  

ANTECEDENTES DEL LINFLMA L5173Y 

El presente trabajo se realizó con el linfoma murino trasplan 

table L512EY. Este se originó espontáneamente como una leuce-

mia de origen tímico Lie un ratón de la cepa DEA/2 en el labora 

torio del Dr. Lloyd Law y posteriormente Fisher lo estableció 

como cultivo in vitro  42.  Las células neoclásicas fueron inocu 

ladas con éxito en la cavidad peritoneal de los animales singó 

nicos. Desde entonces ha sido menteni:Jo por pasos sucesivos co 
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mu un tumor intraperitoneal que crece en forma de suspensión 

celular en el líquido de ascitis que provoca. 

Dicho tumor fué importado a México de la Universidad de Utah 

E.U.4. Había sido mantenido en la Sección de biología Celular 

del uepartamento de Investigación Científica del Centro Médico 

del IM5S, de dónde fuá cedido al Laboratorio de Histocompati--

bilidad del mismo departamento por cortesía del Dr. Gallegos y 

del Sr. Longi. En aquella Sección había sido mantenido en re--

ceptores singénicos DBA/2 y se había observado que el tumor --

era perfectamente transplantable a ratones de la cepa BALB/c. 

en la cual su comportamiento es similar el de la cepa de orí--

gen. 

La transferencia de 80 millones de células a receptores singé-

nieos adultos por vía intraperitoneal, causa invariablemente -

el desarrollo del tumor. El receptor muere a los diAz días --

post transplante, con 4 a G ml de líquido de ascitis contenien 

do de 960 e 1440 millones de células malignas. 

7 



MiTERT AL Y METGD,:, 5 

APil,RPJLIS 

Contador para biometría hemática de 8 teclas. 

Agitador para tubos. 

Agitador con disco giratorio para tuhos. 

Cámara para electroforesis, Chemetron, modelo 2090. 

Fuente de poder 1_148, modelo 3371 D. 

Microcentrífuga. 

Centrífuga Sorvall. 

Microscopio invertido con iluminación de contraste de fases. 

Fotcmicroscopio. 

Estufa a 37B0. 

Congelador a -70(30. 

Refrigerador. 



Mi„TLRIFIL 

Cámara cuentagl6bulos para sosinófilas. 

Tubos de ensayo de vidrio de 5 ml con tapón de rosca,í-yrex. 

Tubos Fisher para microcentrífuga. 

Pipetas Pasteur esterilizadas. 

Pipetas serolágicas de 1 ml esterilizadas, araduedas en cent1 

simas. 

Pipetas seroldgidas de 5 ml esterilizadas, graduadas en ❑écimas. 

Matracas aforados da 1 Iltro. 

Portaobjetos de 25x75 mm. 

Portaobjetos da 50x75 mm. 

Cubreobjetos de 24x50 mm. 

Botellas T de vidrio para cultiva de tejidos de 5x7x1 cm de ca 

ra planas. 

Placas de plástico excavadas para micropruebas de Felpan, mode 

lo 3034« 

Catéter de :lástico cortado en fragmentos biselados, da 5 cm 

de largo, Farbiose, modelo 772. 

Jeringas esterilizadas, desechables de plástico de 2.5 y 5 ml, 

Agujas hipodérmicas esterilizadas 	20 y 22. 

Tijeras de Mayo rectas de 15 cm. 

Pinzas de disección can dientes. 

Hojas de bisturí. No. 14. 

Placa de corcha de 30x20x1 cm. 

Humagenizador de vidrio con pistilo de teflán. 

Mechero 2unsen. 



REACTIVES 

Neuraminidasa de Vibrio cholerae,  General Biochemicals. 

Adyuvante completo de Freund. 

Medio da cultivo Mc Cuys 5a estéril, Grand Island Siological 

Laboratories. 

Medio de cultivo 199. 

Suero fetal de ternera. 

Heparina. 

Colcemid, Sandez. 

Cloruro de potasio 0.075. 

Solución de Carnoy, (Metano', Ac. acético 3:1). 

Colorante Giembo. 

Tripsina 1:250. 

Tris (hidroxi-metil-amino-metano). 

EDTA (Acido etilen, diamino, tetra-acético). 

Amortiguador de fosfatos, pH 6.8. 

Agarosa. 

Colorante de Poneeau. 

Acido acético. 

Acido sulfuroso. 

Ficoll, Pharmacia. 

Hypaque, Winthrop. 

Eosina amarilla. 

Colorante de Wright. 

Harbiturato de sodio 

Acido barbitúrico. 

Azida de sodio 

Formol 

Resina sintética para histología, Harleco. 

10 
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Etanol de 95°. 

Xilol. 

Hielo seco. 

MATERLIA_ BIDLCJGIEL 

Células neoplásicas, L5176Y. 

Liquido de ascitis. 

Suero de ratones inmunizados. 

Linfocitos de ratones inmunizados y de mantenimiento, 

Sobrenedente del licuido de ascitis. 

RATi71,NE5:  Se utilizaron 277 ratones de la cepa BALES/o y 6 de la 

cepa D9021/2 del sexo masculino y de edades entre 4 y 6 meses.Se 

mantuvieron alojados en habitaciones e temperatura constante -

de 25
o
C, distribuidos en grupos de cinco, en jaulas de plásti-

co de 3Dx20x15 cm can viruta de madera en el fondo. Se les oro 

nurcinné alimento en trazos para roedores y agua ad libitum  en 

el Dicterio del -,apartamento de Investigación Científica del -

Dentro Kédico ¡Jacional del IM:DS. Los ratones se dividieron en 

dos grupos, uno denominado de "mantenimiento" del tumor y el - 

otro "experimental'. 

e) 	GRLPD DE RATCNES DE i-1, ,,TLNIMIEPJTI.J.  Es el W,LIE se destina -

permanentemente a conservar las células L5176Y, mediante el trans 

plante sucesivo del tumor. Para asedurarse cut el tumor no se -

pierda y sismore se desarrolle, se ha elegido inocular BC mi—

llones de células nenolásicas por vía intrancritoneal a cada - 
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receptor. Estos mueren invariablemente diéz días después. Así, 

es necesario efectuar el transplante de portadores a recepto--

res un poco antes de su muerte. 

Este grupo, formado por 162 ratones, constituye a su vez uno -

de los grupos testigo del trabajo. 

Alternativamente, las células del líquido de ascitis pueden em 

plearse con los fines experimentales que más adelante se des--

criben. 

b) 	GRUPO DL RATONES EXFERIMENTALES. Se formaron 7 grupos de 

ratones, mantenidos en iguales condiciones que las señaladas -

anteriormente. Estos fueron sometidos por grupos a los trata-

mientos que se detallan en la metodología. 



METODES 

1. 	OBTENCION DE LEUCLASTOS 

Para la obtención de los leucoblastos malignos se espera a que 

los ratones transplantados con la neoplasia desarrollen liqui-

do de ascitis, como se muestra en la fig. 3, esto ocurre habi-

tualmente entre los 8 a 10 días después del inóculo tumoral --

previo. 

Los ratones con tumor fueron sacrificados par descerebración y 

fijados en decúbito supino en una placa de corcho can alfile—

res. En esta posición, se desinfectó todo el abdomen del ani--

mal con alcohol de 960  y se practicó una incisión media longi-

tudinal del hipogastrio al epigastrio comprendiendo solamente 

el grosor de la piel. Esta fué despegada de uno de los lados 

de la incisión de los planos musculares subyacentes hasta el 

flanco del abdomen. El colgajo de piel fué sostenido en alto 

con una erina, para formar una cavidad en ángulo diedro en el 

flanco del animal. En esta región se perforó la pared musculo-

peritoneal del abdomen y el líquido de ascitis que salía por 

el orificio fué colectado por aspiración con jeringa.En este -

procedimiento todas las maniobras e instrumental empleado fue-

ron asépticos.Las suspensiones celulares obtenidas de cada ra-

tón fueron examinadas macroschicamente,desechándose aquéllas 

que ocasionalmente se mostraban hemorrngicas.Los líquidos fueron 



FIGURA 3 

RATÓN CON TUMOR L5178Y INTRAPERITONEAI. 
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depositados en recipientes esterilizados, midir::ndose El voló--

men obtenido. Una alícuota de esta suspensión celular fué di—

luida 1:55 v contada en una cámara cuentaglóbules tipo "Speirs-

Levy para eosinófilos en microscopio invertido de contraste ce 

fases UFI de Zeiss a 125 X. Ln función de esta cuenta, se cal-

culó el volúmen de la suspensión celular original en la cual - 
, estuviesen contenidas 8x107  células neoclásicas. 

Alternativamente, las células Gel líquido de ascitis sa emplea 

ron con los fines experimentales que más adelante se describen 

2, 	TRi-INSPLANTE TUMURAL 

Se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c de edades com—

prendidas entre 4 a 6 meses ce edad. El abdomen de estos rutu= 

nes fué desinfectado con alcohol de 9612C y con ierinde de insu 

line se les inyectó nor vía intraceritoneal el volómen de lí—

quido de ascitis en el cual estuviesen suspendidas dx107  célu-

las neoplásices. Ll número de ratonas empleados para cada pase 

varió de 5 a 7. A este grupo se le denominó en el presente co-

mo de mantenimiento de le neoplasia.Este grupo de ratones cons 

tituyeron la fuente de obtención de las células malignas para 

todo el estudio. 



3. TRATAMIENTO DL LAe CELULAS W,LIGNAS CON NEURAMINIDASA 

Una suspensión de células neoplésioas fué lavada tres veces en 

60 volúmenes de medio de cultivo Mc Coys 5a y finalmente estan 
, danzadas a contener 4)(106  células por ml. Esta suspensión se 

ajustó a pH de 6.5 con burbujeo de CO2  y se le agregó 20 Unida 

des por ml de neuraminidesa de Vibrio cholerae durante 30 min 

a 37°C con agitación continua en un disco giratorio a 10 r.p.m 

Enseguida las células fueron lavadas 3 veces en 60 volúmenes - 

de medio de cultivo fresco a temperatura ambiente y a continua 

ción fueron sometidas a 20 ciclos de congelación y descongela- 

ción con el objeto de producir la muerte celular y evitar la -

regeneración del ácido N-acetil-neuramínico (NANA) de su mem-

brana. Las células así tratadas fueron congeladas a -70°C has-

ta el momento de su uso. 

4. PROCEDImIENTUE DE INMeeIZACICN 

Los antígenos empleados para el procedimiento de inmunización 

por las vías subcutánea e intraperitoneal fueron las células - 

tratareJs con neuraminidasa, como se describió anteriormente y 

el líquido de ascitis sobrenadante de la csntrifugación de la 

suspensión celular obtenida de la cavidad peritoneal de los ra 

-Lenes con tumor. Como testigos de las células tratades con -- 

neuraminidasa, se emplearon las células tumorales congeladas y 

descongeladas igual número de veces, pero no tratadas con neu- 

16 
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raminidasa.Etre grupo de testigos fueron inyectados con el mis 

mo volúmen de adyuvante completo de Freund en emulsión con me-

dio de cultivo Mc Cays 5a sin células, par las mismas vías que 

el grupo experimental. Las dosis de antígeno inmunizante fue-

ron 
 

4x10
6 
 células neoplásicas suseendidas en 0.1 ml de medie - 

de cultivo Mc Coya 5a y emulsionadas en igual volúmen de adyu-

vente completo de Freund. El línaido sabrenadante se emnleá en 

volúmenes de 0.1 ml emulsionado con igual cantidad del adyuvan 

te. Estos antígenos se aplicaron en 4 dosis sucesivas con id__ 

tervalns de una semana cada una. Ocho días después de termina-

da el procese de inmunización, los animales fueron sometidos e 

prueba de su estado inmune contra la neonlasia, mediante la --

aplicación de células malignas intactas por vía intraperito --

neal la cual se describe más adelante como "rato". 

5. RETO 

Los ratones inmunizados, así como los testigos menoicnadostfue 
- „ ron inyectados con Elx1u7  células oor vía intraperitoneal. En -

el caso de no desarrollar neoplasia, los sobrevivientes fueron 

retadas nuevamente das meses después :1-.1 primero con las mis--

mas dosis de células por la misma vía. 

6. DSTENCIUN DE LINFDCITGb ESFLENICES 
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Se obtuvieron de ratones: a) Jormales,b) Inmunizados ya sea se 

gón el procedimiento citado en el No. 3 o sobrevivientes al --

primero y segundo reto,c) Portadores de la neoplasia intraperi 

tunea' y pertenecientes al grupo denominado de mantenimiento, 

d)Portadores de la neoplasia suOcutaneamente. Los ratones Fue-

ron sacrificados por descerebración y Fijados en decúbito dor-

sal a una placa de corcho. Se desinfectó el abdomen con etanol 

de 96111  y con maniobras asépticas se hizo una incisión media ion 

gitudinel,a través de la cual se expuso y disecó el bazo. Este 

fué resecado y colocado en una caja de Petri esterilizada con-

teniendo 2 ml de medio de cultivo Mc Gays 5a en dónde fué cor-

tado en pequeños fragmentos. Estas fueron transferidos a un ho 

mogenizador de vidrio esmerilado, en el cual se disociaron las 

células esplénices bajo presión manual suave. Del material así 

obtenido, se separaron los linfocitos por el método de Bbyum43  

Este consiste en preparar una mezcla de Ficoll-Hypaque esteri-

lizada, de densidad 1.076 constituida por 24 partes de una so-

lución de Ficoll (Pharmacia) de peso molecular 400 000 al 9 %, 

más 10 partes de una solución de Hypaque (Slinthrop) al 33.9 %. 

En un tubo de ensaye esterilizado y con tapa hermética, se de-

positan 3 ml de la mezcla anterior y sobre ella se coloca gota 

a gota, con pipeta Pasteur, le suspensión celular obtenida del 

bazo, teniendo cuidado de conservar la interfase entre ambos -

líquidos. Estos tubos se centrifugan a 1000 0 por 20 min al 

cabo de los cuales todas las células esplénicas se depositan 

en el fondo del tubo, excepto los linfocitos que permanecen -

sobrenadando al nivel de la interfase entre la mezcla de ---

Ficoll-Hyououe y el medio de cultivo sobrenadante. De ahí, son 

recuperados con asoiraci3n con pipeta Pasteur y lavados tres -

veces en medio de cultivo. La suspensión celular obtenida con-

tiene entre 95-98 % de linfocitos y el resto eritrocitos. El 

rendimiento obtenido es alrededor de 25x100  linfocitos por ca- 
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da cazo da ratón. Esta cantidad fué utilizada va sea para la -

transferencia pasiva de la inmunidad celular a otros ratones, 

o bien para la observación del efecto citotóxico directo con—

tra las células malignas in vitro. 

7 	TRAkEFERENGIA PASIVA DE INMUNIDAD CELULAR 

Lns linfocitos obtenidos de cada bazo, fueron finalmente sus-, 

pendidos en 0.5 ml de medio de cultivo Mc Eoys 5a e inyectados 

Por vía intraperitoneal a receptores normales. Uiéz pías des-

pués, estos ratones fueron probados mediante el reto de aplica 

ción de 8x10
7 
células malignas por vía intraueritoneal. 

a. 	PRUEBA DE MICROCITDnXIC1DAD 

Se empleó la técnica de Terasaki 44. Se prepararan charolas pa 

ra micropruebas de Falcon No, de catálogo 3034, las cuales con 

tienen 60 excavaciones en 10 hileras con 6 cazas cada una.Las 

excavaciones fueron cubiertas con 5 mcl de aceite min¿-ral USP 

(Nujol), Para evitar la evaporación ne los reactivas aplicados 

subsecuentemente. En cada una de estas excavaciones se colocó 

1 mcl de sueros de ratones inmunizados o testigos, obtenidos -

por punción del plexo retrorbitario. be preparó una suspensión 

de células neuplásicas lavadas tres veces en 60 volúmenes Os - 
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medio de cultivo y estandarizadas e contener 2x10EI  células por 

ml. De esta suspensión celular se agregó 1 mcl en cada DOZO de 

prueba y se incubó la mezcla de células neoulásicas y sueros 

de los ratones inmunes ❑ testigos normales a 370C durante 3C -

min al cabo de los cuales se adicionaron para cada prueba 5 

mel ya sea de suero de ratón normal o inmunizado o bien suero 

de cobayo o de conejo como fuente de complemento y se incuba--

ron por 60 min más a le misma temperatura. Cada prueba se rea-

lizó por sextuplicado. Enseguida las células se tiñieron duran 

te 2 min con 2 mcl de solución de ensina al 5 % 

fijaron con una solución de formcl al 30 % a pH 

las excavaciones de la charola se cubrieron con 

tos de vidrio de 70x50 mm y se observaron en un 

vertido de contraste de fases UPI de Zeiss. 

en agua y se - 

de 7. Todas -

un porta❑bje--

microsc❑pio in 

9. 	OHSERVACION DEL EFECTO CITUTUXICO DIRECTO DE LUS LiNyULI- 

TOS CONTRA LAS CELULPS MALIGNAS 

Se prepararon en tubos de ensaye esterilizados, mezclas celula 

res conteniendo linfocitos esplénicos inmunizados más células-

malignas en proporción de 20:1 en medio de cultivo.Dos milili-

tros de esta suspensión se colocaron en botellas T para culti-

vo de teiidos de 5x7x1 cm de .caras planas. En estas c❑ndici❑--

nes se procuró que las células nuedaran cercanas entre sí; pe-

ro sin haber confluencia o formación de grumos. Se incubaron a 

37
o
C durante 4E hrs, extrayéndose de la estufa a intervalos de 

6,18,24,36 y 40 hrs para su observación er el microscopio in-

vertido de contraste de fases. Le estos cultivos se tomaron -- 
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con técnica estéril, allcontas de 0.L5 ml, las cuales fueron - 

teicias con solución de eosina acuosa al 5 % en agua y fijdas 

con formal para estimación de viabilidad. 

Los testigos de este prueba se realizaron con linfocitos proce 

dentes de ratones sanos, puestos en contacto en la misma pro-

porción ya mencionada, con las células neoplósicas. Dicha 

mezcla se sujetó a las misma condiciones que la_anterior. 

10, 	CI;RISTIPG DE CELULAS NLRMALES 

Se sacrificaron por descerebración 5 ratones normales de las -

cepas DBA/2 y OALB/c. De estos se obtuvieron varios fémures, 

los cuales fueron partidos longitudinalmente con hojas de bis-

turí para exponer el tejido bematopoyético conteniendo en el pa 

nal medular. Se desprendió la médula ósea con la punta de una-

aoujo hipodérmica del número 22 y se suspendió en 0.5 ml de me 

dio de cultivo 199 con suero fetal de ternera conteniendo 200 

mcg por ml de Colcemid (Sandez). Este suspensión celular fuá 

incubada a 37°0 durante 2 hrs con agitación ocasional. A conti 

nuación las células Fueron sometidas a tratamiento hioatónico 

resuspendiéndolas en 5 ml Pe MC1 0.075 M durante 20 min a 37°C. 

Las células se centrifugan e 250 S durante 5 min y el botón ce 

lular se resnapendió para la fijación de las células en 0.5 ml 

de solución de Cernoy durante 5 min e  lo cual se repitió 3 veces. 

Para obtener los frotis, se prepararon porteobjetes enfriados a 

-76oC por inmersión en etanol da 96
o 

conteniendo trozos de hie-

lo seco. El exceso ce alcohol se escurrió de las portaobjetos 
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e inmediatamente SE hizo gotear sobre ellos desde 50 cm de al-

tura, la suspensión de células fijadas con Carnoy. Se dejaron 

secar las preparaciones y se tiñieron con una solución 1:50 de 

colorante de Giemsa en amortiguador de fosfatos 0.06 M y pH de 

6.8 (Sol.A: KH2PO4.enhidro 8.1 g/l; Sol. B: Na2HPO4,anhidra -

8.5 g/l. Se adiciona 30.4 ml de la solución A a 29.5 ml de la 

solución S), durante 15 min. Las preparaciones se enjuagaron -

con xilol y se montaron cubriéndolas con resina y cubreobjetos. 

Estas preparaciones fueron observadas en microscopio Zeiss a 

1250 X. Se hicieron lecturas de 50 figuras mitósicas, seleccie 

nadas entre aquéllas que mostraron los cromosomas mejor separa 

dos entre sí y se contó el número de cromosomas de cada uno de 

ellos con el objeto de obtener el número modal de las células. 

Algunas figuras mitósicas más representativas fueron fotogra—

fiadas en fotomicroscopio Beichert para nuevo canteo del número 

de cromosomas y ordenamiento de estos en el cariograma. 

11. CARIOTIPO DE LAS CELULAS MALIGNAS 

Se obtuvieron 20 millones de células malignas L5178Y de portado 

res BALB/c, las cuales se trataron de la misma forma que las cé 

luías normales. 

12. BANDEO DE LOS CROMOSOMAS DEL RATON DEIA/2 Y DE LAS CELULAS 

L517BY 
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Los cromosomas se identificaron individualmente por el uso de la 

técnica de bandeo con tripsina-Giemsa 45  

Las laminillas con los cariotipos se trataron confitripsina 

1:250" en una solución de 5 mg en 100 ml de solución salina 

isotónica ajustando el pH a 7.8 con solución 0.2 M de tris 

(hidroxi-metil-amino-metano), a 37
oC durante 30 a 50 seg. Inme 

diatamente se sumergieron en EDTA 0.02 M durante 3 min, se la-

varon en amortiguador de fosfatos 0.06 M, pH 6.8, durante 1 min. 

La tinción se realizó con Giemsa al 2 % en amortiguador de fas 

fetos pH 6.8 durante 8 a 10 min y se lavaron nuevamente con - 

agua corriente, se secaron al aire, se sumergieron en xilol 2 

min y finalmente se cubrieron con resina sintética y cubreobje 

tos. 

La observación y recuento de los cromosomas bandeados se reali 

z6de la misma forma que los caristions 46. 

13. 	ELECTROFURESIS 

5e prepararon placas de agarosa para electroforesis sobre porta 

objetos de 70x25 mm sobre los cuales se depositó una solución 

de agarosa al 0.85 % más 0.01 de azide de sodio disuelto en amor 

tiguador de barbiturato de sodio 0.05 M a pH de 8.6 (Barbiturato 

de sodio 10.3 g; ácido barbitúrico 1.34 g; H20 c.b.p. 1000 ml), 

las cuales se dejaron solidificar a la temperatura ambiente. En 

ellas se practicó une hendidura transversal de 1 cm, en la cual 

se depositaron 10 mcl de suero ya sea de ratón normal, inmuniza 
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do, portador de le neoplasia, o sobrenadante del líquido de . 

ascitis tumoral. áe ablicá un voltaje de 220 V (3 mA par cada 

place) durante 45 min. Enseguida las placas fueron secadas e -

temperatura ambiente cubriándulas con papel filtro. Se fijaran 

V tiñieron en la solución de colorante de Fonceau y luego fue-

ron decoloradas en ácido acético al 5 % en agua. 

Las glucoproteínas fueron teñidas con reactivo de ":-_,hiff y deco 

loradas en ácido sulfuroso 47  

14. 	HISTULGGIA 

Se tomaron muestras de los tejidos que mostraron infiltración 

tumoral y se fijaron en formol al 10 % durante 48 hrs los cua-

les fueron incluidos en parafina, cortados y teñidos por las 

técnicas de nematoxilina y eosina. 



RE:5UL T.ADDS 

1. SGSREVIDA DE F,JUNES IWUNIZADOS IWURPERITDRJEALMENTE CON  

CELULAS L5178Y TRATADAS CON NEUHAMINIDASA Y RETADOS DESPUELS 

CON 8x107  CELULAS L5178Y INTACTAS POR LA MISMA VIA.(Tab1a1) 

Se partió de un número original de catorce ratones, de los cua 

les uno murió con el tumor intraperitoneal una semana después 

del reto y trece de ellos no desarrollaron el tumor. 

Los testigos de este experimento fueron siete ratones inocula-

dos intraperitonealmente con células L5178Y que no fueron tra-

tadas con neuraminídasa y solamente fueron congeladas y descon 

geladas el mismo número de veces que el grupo experimental an-

terior. Todos ellos desarrollaron el tumor después de la inocu 

lación intraperitoneal de reto de las células neoulásicas. 

Otro testigo de este experimento fuá un grupo de 5 ratones a -

los cuales salo se les inyectó intraperitonealmente el mismo 

vnlúmen del vehículo en que se inyectaban las células neoplési 

cas inmunizantes (edyuvente completo de Freud 0.1 ml más medio 

de cultiva 0.1 ml en emulsión aceite/agua). Todos ellos fueron 

susceptibles el tumor al ser tratados con las células malignas 

Como puede verse, por medio de la inmunización intraperitoneal 

con células neoplésicas tratadas con neuraminidasa, pudo obte-

nerse un 92.8 % de protección (Fig. 4). Los ratones sobrevi 
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TABLA 1 

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS INTRAPERITONEALMENTE CON CELULAS 
L5178Y TRATADAS CON NEURAMINIDASA Y RETADOS DESPUES CON 8x107  

CELULAS L5178Y INTACTAS POR LA MISMA VIA. 

Grupos 
No. 	de 

Inmunizados 
Resistentes 
al Tumor 

ic.1 

Susceptibles 
al Tumor 

(4,01 

% de resistentes 
al Tumor 

Ratones 
Experimentales 

14 13 1 92.8 

Ratones 
Testigo 

roo.) 

7 0 7 0 

•:-ISobrevida de más de tres meses libres de tumor después del reto. 

e'^IlMurieron con tumor intraperitoneal antes de 15 días después del reto. 

'"'"Este grupo fue inmunizado con células L5178Y congeladas y descongeladas 20 

veces, no tratadas con neuraminidasa. 



vientos inmunes de este grupo permansciernm sanos y libros de 

tumor hasta los 90 días desoués del reto. En el estudio post 

mortem de ellos, no se encontraron lesiones tumorales. 

2. SUEEREVIDA DE RATP,E5 IhJY.LitlIZADOS SUEZUTEi-IME,TE CLJN LELO--

LAS 15178Y TFt-,12,W2,L, CU, NEURi--'t-II,IDAsp, Y RET-D0S DEsuuE:.„ CL:: 

8x10
7 
 CELLJUI,3 1.5178Y INTCTAS RDA OlA I:JTS-ERITLEEf4L  

(Tabla 2). 

Se partió de un número original de 17 ratones de los cuales —

seis (34,7 %) resistieron al reto con les células neoplésicas 

aplicadas por vía intraperitoneal y 11 se comportaron como 

susceptibles a la neoplasia. 

Los testigos de este grupo incluyeron siete ratones nue Fueron 

inmunizados con células congeladas y descongeladas 20 veces y 

que se aplicaron por vía subcutánea. De ellos, un retén (14 -,4,) 

resultó resistente al reto con células neoslásicas aplicadas —

después por vía intraperitoneal. 

Otro grupo testigo foé el formado oor cinco r_-tones iny,=ctadoa 

subcutaneamente con 0.2 ml de emulsit5n de adyuuente completo de 

Freud y medio de cultivo 1:1. Todos fueron suscectibles al tu—

mor al ser retados can 1 -,s células malignas. 

Le inmunizacien subcutánea con células L5/78v tratadas con neu 

raminidasa, sólo protegió al 34.7 	de los ratonas (Fip, 4). 

27 
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TABLA 2 

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS SUBCUTANEAMENTE CON CELULAS 

L5178Y TRATADAS CON NEURAMINIDASA Y RETADOS DESPUES CON 8x107  

CELULAS L5178Y INTACTAS POR VIA INTRAPERITONEAL. 

Grupos No. de 
Inmunizados 

Resistentes 
al Tumor 

(J2.) 

Susceptibles 	de resistentes 
al Tumor 	al Tumor 

1 

Ratones 
Experimentales 

17 6 11 34.7 

Ratones 
Testigo 

7 1 6 14 

.:.;Sobrevida de más de tres meses Libres de tumor después del reto. 

..›.:.)Murieron con tumor intraperitoneal antes de 15 días después del reto. 

~Este grupo fue inmunizado con células L5178Y congeladas y descongeladas 20 

veces, no tratadas con neuraminidasa. 



FIGURA 4 

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS POR VIA 
SUBCUTANEA E INTRAPERITONEAL CON CELULAS 
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3. SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS INTRAPERITONEALMENTE CON  

LICUIDO SOB!:ENADANTE DEL TUMOR DE FLJCITIS L5178Y Y RETADOS 

DESPOES CON 8x107  CELULA5 LS178Y INTACTAS POR 	MISMA UTA 

(Tabla 3). 

Se partió de un número original de trece ratones de los cuales 

seis resultaron resistentes al reto (46.1 %) neoplásica intra-

peritoneal. 

Como testigos de este grupo, se emplearon cinco ratones, a las 

cuales se les inyectó intraperitonealmente 0.2 ml de una emul-

sión constituida de adyuvante completo de Freund y medio de --

cultivo 1:1. Todos ellos fueron susceptibles a el transplante 

neaplásico intraperitoneal. 

Asi pues, la inmunización intraperitoneal can líquido sobrena-

dente del tumor ascitica L5178Y protegió al. 46.1 % de los rato 

nes inmunizados (fig.5). Estos no mostraron tumor en el estu-

dio post-mortem a los 90 días. 

4. SOSREVIDA DE Los RATONES INV1iNIZADCS SURCUTANEAMENTE CON LI-

CsUIDO SOSRENADANTE DEL TUMOR DE ASCITIS Lsvmv v PETAcrus DES 

PUES CON 6x10
7 
 CELULAS L5178Y INTACTAS POR UTA INTRAPERITO-

NFAL (Tabla 4). 

Se partió de un número original Ce veinte ratones, de los cua-

les diéz (50 %) resultaron resistentes al reto con células neo 

plásicas por vía intraperitoneal (fig. 5). 
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TABLA 3 

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS INTRAPERITONEALMENTECON LIQUIDO 

SOBRENADANTE DEL TUMOR DE ASCITIS L5178Y Y RETADOS DESPUES CON 

8x107  CELULAS L5178Y INTACTAS POR LA MISMA V1A. 

R A TONES 

No. de 
Inmunizados 

Resistentes 
al Tumor 

(*) 

Susceptibles 
al Tumor 

c.:4.1 

% de resistentes 

13 6 8 46.1 

;̀')Sobrevida de más de tres meses libres de tumor después del reto. 

<...iMurieron con tumor intraperitoneal antes de 15 días después del reto. 
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FIGURA 5 

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS POR VIA 
SUBCUTANEA E INTRAPERITONEAL CON LIQUIDO 

DE ASCITIS DEL TUMOR L5178Y 
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iNmuNIZAc[oN CON LIQUIDO DE ASCITIS DEL TUMOR L5178Y 
INTRAPERITONEAL VIA 	
 

SUBCUTANEA 
	 TESTIGOS NO INMUNIZADOS 

RETO. INOCULACION DE 87,107  CELULAS L5178Y INTACTAS, 
NJIA INTRAPERITONEAL 



TABLA 4 

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS SUBCUTANEAMENTE CON LIQUIDO 

SOBRENADANTE DEL TUMOR DE ASCITIS L517BY Y RETADOS DESPUES CON 

8x107  CELULAS L5178Y INTACTAS POR VIA INTRAPERITONEAL. 

R A TONES 

No. de 
Inmunizados 

Resistentes 
al Tumor 

(*) 

Susceptibles 
al Tumor 

(1») 

% de resistentes 

20 10 10 50 

0.)Sobrevida de más de tres meses libres de tumor después del reto. 

~Murieron con tumor intraperitoneal antes de 15 días después del reto. 
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Los testigos de este grupo son similares a los del grupo ante-

rior usando la vía subcutanea. 

Así, la inmunización subcutanea con líquido sobrenadante sin -

células neoplásicas, protegió al 50 % de los ratones de este 

grupo, ninguno de los cuales presentó tumor en la autopsia a 

a los tres meses. 

5. SOOREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS ADOPTIVAiJENTE POR VIA IN - 

TRAPERITONEAL CON 25x106  LINFOCITOS ESPLENICOS DE RATONES 

INMUNIZADOS INTRAPERITONEALMENTE CON CELULAS L5178Y TRATA-

DAS CON NEURAMINIDASA Y RETADOS CON 8x107  CELULAS L5178Y  

INTACTAS POR VIA INTRAPERITONEL (Tabla 5.) 

Se partió deun número original de seis ratones, a los cuales 

se aplicaron intraperitonealmente los linfocitos esplénicos in 

munes contra el tumor. Después de 10 días de la inyección in--

traperitoneal de los linfocitos, los seis ratones se mostraron 

resistentes (100 %) al tumor y sobrevivieron por más de tres -

meses libres de éste después del reto. 

6. SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS ADOPTIVAMENTE POR VIA INTRA-

PERITONEAL  CON  25x106  LINFOCITOS ESPLENICOS DE RATONES POR-

TADORES DEL TUMOR  L5178Y SUBCUTANE0 Y RETADOS CON 8x107  CE-

LULAS 1_5178Y INTACTAS POR  VIA INTRAPERITONEAL (Tabla 6). 

Se partió de un número original de seis ratones todos los cua -

les sobrevivieron a la aplicación por vía intraperitoneal de - 
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TABLA 5 

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS ADOPTIVAIVIENTE POR VIA INTRAPERITO-

NEAL CON .25x105  LINFOCITOS ESPLENICOS DE RATONER INMUNIZADOS INTRA- 

PERITONEALMENTE CON CELULAS L5178Y TRATADAS CON NEURAMINIDASA 

Y RETADOS CON 8)(101  CELULAS L5178Y INTACTAS POR VIA INTRAPERITONEAL. 

R A TONES 

No. de 
Inmunizados 

Resistentes 
al Tumor 

PI-) 

Susceptibles 
al Tumor 

% de resistentes 

6 6 0 100 

'5)Sobrevida de más de tres meses libres de tumor después del reto. 
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TABLA 6 

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS ADOPTIVAMENTE POR VIA INTRAPERITO-

NEAL CON 25x106  LINFOCITOS ESPLENICOS DE RATONES PORTADORES DEL 

TUMOR L5178Y SUBCUTANEO Y RETADOS CON 8x107  CELULAS L5178Y INTACTAS 

POR VIA INTRAPERITONEAL. 

R A TONES 

No. de 
Inmunizados 

Resistentes 
al Tumor 

01 

Susceptibles 
al Tumor 

% de resistentes 

6 6 0 100 

"•'%Sobrevida de más de tres meses libres de tumor después del reto. 
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los linfocitos singé-iicos inmunes contra el tumor. Liespués de 

10 días de la aplicación de los linfocitos, los seis ratones 

se mostraron resistentes al reto con células neoclásicas (100%) 

al tumor y sobrevivieron libres de tumor según estudio post-mor 

tem por más de tres meses. 

7. SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZfi:IDOS ADOPTIVAMENTE ROE UTA INTRA-

PERITONEAL CON 25x106  LINFOCITOS ESPLENICOS DE RATONES DE -

MANTENIMIENTO DEL TUMOR L5178V INTRAPERITONEAL Y RETADOS CON  

8x107  CELUEAS L5178Y INTACTAS POR TIA INTRAPERITuNEAL(Tobla-i) 

Se partió de un número original de catorce ratones todos los -

cuales subsistieron 10 días despuás de le inyección intraperi-

tuneal delinfocitos. De ellos, dos (14.0%) resultaron resisten-

tes al tumor, habiendo sobrevivido más de tres meses después --

del reto libres de tumor. 

B. PRUEBA DE MICROCITOTUXICIDAD 

Se investigó le presencia de anticuerpos en el suero, ya sea -

de: a) los ratones inmunizados y sobrevivientes al reto con cé-

lulas neoplásicas ó b) inmunizados adoptivamente con células es-

olénicas. Por la técnica de microcitotoxicided, no se encontra-

ron anticuerpos citotóxicos en el suero da ellos que fueran ca-

paces de fijar complemento autólogo, alogénico tumoral, alocéni 

co normal ni xenogénico de cobayo ni de conejo. 



R A TONES 

No. de 
Inmunizados 

14 

Resistentes 
al Tumor 

2 

Susceptibles 
al Tumor 

12 

% de resistentes 

14 

3e 

TABLA 7 

SOBREVIDA DE RATONES INMUNIZADOS ADOPTIVAMENTE POR VIA INTRAPERITO-

NEAL CON 25x106  LINFOCITOS ESPLENICOS DE RATONES DE MANTENIMIENTO DEL 

TUMOR L5178Y Y RETADOS CON 8x107  CELULAS L5178Y POP VÍA INTRAPERITONEAL 

'"Sobrevida de más de tres meses libres de tumor después del reto. 

❖•:.Murieron con tumor intraperitoneal antes de 15 días después del reto. 
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S. CITOTOXICIDAD LIF1F5CITRIA 

Los cultivos de células neoclásicas a los cuales se les agrega 

ron linfocitos inmunes, mostraron a las 48 hrs agrupaciones de 

los linfocitos alrededor de las células malignas, las cuales -

morían después de ese tiempo de incubación a juzgar por el des 

prendimiento de las células neoclásicas del vidrio y la tin --

ojón de estas mismas células por la técnica de coloración con 

eosina. 

Los testigos en los cuales se agregaron linfocitos de ratones 

no inmunizados, no mostraron estos cambios en ese mismo tiempo 

de observación. 

10. EARIOTIPO DEL RATON DBA/2  

Se observaron 50 figuras mitásicas, habiéndose encontrado que 

el número cromosómico de esta cepa de nuestro laboratorio fué 

de 40 cromosomas, todos ellos acrocéntricos (fig. 5). 

11. CARIDTIF0 DEL RATURI BALB/c  

Se observaron 50 figuras mitósicas, las cuales mostraron un oil 

mero modal de 40 cromosomas, todos ellos acrocéntricos (fig.7) 
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12. 	CeRILITIPLJ DEL TU MUR L5179Y 

Se observaron 52 figuras mitósicas, habiéndose encontrad❑ que-

el número cromosómico de estas células variaba de 37 a 39 cro-

mosomas con un número modal de 38. Dentro de estos cromosomas 

se destacó la presencia de un cromosoma submetancéntrico en to 

das las figuras mitásics observadas, salvo en dos de ellas 

que tenían dos cromosomas submetacéntricos (fig. 8) 

13, HANIDEO DE LOS CROMEJSDMAS TUMCI4ALES Y NORMALES 

Por la técnica del bandeo cromosómica anteriormente descrita, 

se puede llegar a la conclusión que el cromosoma submetacéntri 

co característico de las células L5178Y, se derivó de la fu --

sión por el pentrómero de das cromosomas acrocéntricos corres- 

pondientes a los pares 	1 	y 19 	del cariotico del rLtórl -- 

D8A/2 (figs.9,12,11v 12) 

14, ELECTRLFORESIS 

Por la técnica de electroforesis, no fué nosible detectar la 

presencia de ninguna proteína anormal en el suero de ratones 

de mantenimiento ni en el líeuido de ascitis sobrenadante de 

las células neoplásloas. 
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15. HISTOLUGIV, 

El estudio histolágica de los cortes de hígado, bazo, epiplón 

y tejido celular subcutáneo, los cuales en algunos casos lle-

gaba a invadir el tumor L5I7aY, mostró ser un linfoma consti-

tuído por células linfoideas blásticas homogéneas, las que se 

muestran en la microfotografía No. 13y14 

La infiltración del tumor a el hígado pudo observarse macros--

cóoicamente e histológicamente en un 1G % de los ratones de --

mantenimiento. Este tíos de tumor puede considerarse que queda 

circunscrito a la cavidad abdominal en los ratones de manteni-

miento. 

Los ratones inmunizados activamente y pasivamente no presenta-

ron invasión de los órganos abdominales en las estudias post-- 

mnrtem 	e histolágicos. 
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DISCUSION 

Cuando una clona de células malignas se establece en el orga—

nismo o cuando un tumor canceroso se ha desarrollado par algún 

tiempo in vivo, los mecanismos de vigilancia inmunolóeica e in 

munidad concomitante del portador de la neoplasia, son incapa-

ces de llevar a cabo una reacción de rechaza hacia el tumor 7,  
10,12,13,48-50 

Los linfocitos son capaces de reconocer a las células necialsi 

ces y considerarlas extrañas en virtud de ser portadoras de --

ANE. Fueden interactuar con ellas y unirse a través de sus si--

tios de reconocimiento antigénico. Los linfocitos desarrollan 

entonces un fenómeno denominado peripolesis que consiste en la 

migración del linfocito sobre la superficie de la célula malig-

na alternando con períodos de inmovilidad y contacto de las 

membranas de ambas células. Después de ésta, las células malig 

nos presentan lesiones en sus membranas que producen un efecto 

citocídico o citotóxico, con muerte de la célula neoplásica --

subsecuente al contacto directo con el linfocito 51-61 Al --

parecer, los mediadores químicos productores de la lesión de 

membrana san la liberación in situ de los componentes activos 

C'S y C'S del sistema del complemento por el linfocito 60. 

Sin embargo, la respuesta inmune puede ser inhibida de las si-

guientes maneras: El organismo produce anticuerpos de facilita 

ción contra la neoplasia, los cuales pueden actuar protegiendo 

a la célula maligne de tres maneras diferentes 62: a) Se combi 
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non con los ANE a los cuales cubren y de esta manera evitan el 

reconocimiento y contacto directo de los linfocitos con las cl 

lula3 neoplásicas, b) Dichos anticuerpos, por carecer de capa-

cidad para activar el sistema del complemento autólogo, no dan 

lugar a un efecto citotóxico contra la célula nenplásica, y --

c) Pueden competir con los anticuerpos fijadores de complemen-

to y de esta manera contribuyen a impedir la reacción de racha 

zo hacia la neoplasia 293063 

Adicionalmente, las célula,: tumorales liberan a los líquidos 
70 	

- 

extracelulares ANE 	
°E14-EIE, 
 que bloquean a distancia el efecto 

citocídico de los linfocitos contra las células cancerosas 65. 

Dichos ANE al pasar a los Espacios extracelulares llegan a ocu 

par los sitios de reconocimiento antigénico de los linfocitos 

y los sitios de combinación de los anticuerpos circulante 65. 

De esta manera resultan inactivadas a distancia tanto la res--

puesta inmune celular como la humoral que despierta el tumor. 

Coma puede verse, los mecanismos inmunológicos que el organis-

mo pone en juego hacia las células neoplásicas, o bien son --

inactivados por los mismas, o es de facilitación y favorecí--

miento del crecimiento tumoral. 

Los ANE son glucoproteínas cuyos determinantes antigénicos pue 

den inducir en el organismo una respuesta inmune del tipo de 

facilitación inmunolágica mediada por anticuerpos 31. Cuando -

la respuesta inmune del organismo hacia los ANE es de rechazo, 

ésta Está mediada principalmente por fenómenos de inmunidad ce 

lular o más raramente Por producción de anticuerpos fijadores 

de complemento 46-50 

Las glucoproteínas, como las que constituyen los ANE, son habi 
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tualmente proteínas de alta solubilidad, muy electronegativas 

y resistentes a la degradación enzimática 13'67'65. Estas ca—

racterísticas contribuyen a su mayor solubilidad y desprendi—

miento da la superficie de las células neoplásicas y a expli--

car su comportamiento inhibitorio a distancia sobre los meca-

nismos inmunológicos de rechazo 62'5. 

Como puede verse aparentemente existe una serie de factores--

combinados, cuyo resultado da lugar a la permanencia de los tu 

mores dentro del organismo. Tratando de explicar esta situa—

ción paradójica y adversa a la supervivencia del portador de -

le neoplasia, cabe mencionar que en la naturaleza opera un me-

canismo semejante que hace posible la permanencia de los teji-

dos embrionarios y fetales durante el embarazo 26. Tomando en 

cuenta que asociada a la transformación maligna de las células, 

ocurre una regresión hacia el estado embrionario o fetal 22, 

puede decirse que la persistencia de las células cancerosas en 

el organismo se debe a que éstas son toleradas de manera seme-

jante a los productos del embarazo 62,69  

Frente a esta situación, es aparentemente difícil encontrar pro 

cedimientns inmunoterápicos y preventivos contra el cáncer. 

Entre los objetivos de la inmunoterapia oncológica podrían men-

cionarse los siguientes 70: a) Disminuir la síntesis de los an-

ticuerpos de facilitación, n) Reducir el efecto bloqueador de -

los ANE circulantes sobre las células efectoras de la inmunidad 

celular contra las células malignas, c) Disminuír el bloqueo que 

los ANE circulantes pueden ejercer sobre los anticuerpos de re-

chazo o d) Aumentar la capacidad de fijación de complemento de 

los anticuerpos de facilitación. 
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El primer punto sería posible lograrlo únicamente mediante pro 

cedimientos adecuados de inmunización activa del portador de la 

neoplasia contra las células malignas 
70 Esto conduciría posi 

Clemente a que se obtuviera un incremente de la respuesta inmu 

ne celular contra la neanlasia. 

La inmunización activa con células malignas previamente modifi 

cadas en sus PAC por tratamiento con neuraminidasa ha conduci-

do al rechazo del tumor en algunos casos 
36-41;  pero el papel 

de los mecanismos inmuonlógicus, celulares y humorales, han si 
4 

do poco estudiados 36,1,43  

En el presente trabajo se informa acerca de la inducción de in 

munidse ...elular contra las células del linfoma L5178Y de las 

ratones, cuando a los mismos se les inmuniza con células del 

tumor tratadas con neuraminidasa. 

A continuación se analizan los resultados en este sentido, PC--

tenidos en los diferentes grupos experimentales de este trabajo. 

1. Rr,TUNES INHUNIZADOC CON OELULAb TRATADAS CON NEURAMINIDASA 

be sabe que las células L5178Y pierden el 65 % de su contenida  

total de NANA (3.3x108  moléculas) y el 90 % del de la superfi--

cie celular (2.16x108  moléculas) al tratarse can neuraminidasa 

de t'inri:: onolerae 
 71
'
72
. 

La inmunización con éstas células tratadas con neuraminidasa -

produjo un 92.8 % de orotecci6n contra el reto intraperitoneal 

con células malignas intactas. pe no haber sido inmunizados, el 

100 % de los ratones desarrollan el tumor, muriendo en un roerlo 
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do no mayor de 10 días. Así, una sobrevida del 92.0 % en los -
ratones inmunizados puede considerarse altamente favorable. 

Entre las razones por las cuales no se logró una protección del 

100 % de los ratones que se pretendió inmunizar, podemos men—

cionar el hecho de que las células L5173Y son altamente resis-

tentes al traumatismo físico que supone la cristalización del 

agua intracelular durante los repetidos ciclos de congelación 

y descongelación. Así, de 20 ciclos aún era posible observar de 

1 a 5 % de células viables, según observación de la integridad, 

refringencia y movilidad al observárseles al microscopio de con 

traste de fases. Ctra evidencia :n favor de que las células con 

peladas y descongeladas permanecen viables y capaces de reprodu 

cir el tumor, lo constituye el hecho de que un cierto número de 

ratones que recibieron las células así tratadas, desarrollen el 

tumor poco tiempo después, antes de haber recibido el reto. Es-

ta circunstancia contribuyó e disminuir el porcentaje obtenido 

mediante la inmunización. Sin embargo, pudo observarse que el 

92.E '1', de los ratones que terminaron el periodo de inmunización 

sin mostrar indicios de crecimiento neoplásico, sobrevivieren 

indefinidamente después del rato y libres del tumor. Por lo tan 

ta puede concluirse que realmente fueron inmunizados. Esto puede 

comprobarse mediante los experimentos de transferencia de inmuni 

dad pasiva con linfocitos esplénicos. 

Posiblemente otra circunstancia que pudo haber contribuido al - 

desarrollo del tumor durante el periodo de la inmunización haya 

sido el que las células tumorales viables remanentes después de 

la congelación.v descongelación, tienen la capacidad de regene-

rar el NANA separado de ellas por le neuraminidasa 73,74.  De -

haber ocurrido esto, las células viables pueden recuperar su es 

tructure antigénica original de células neoclásicas intactas y 
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de rechazo hacia ellas. 

Por los resultados anteriores, puede verse que la inmunización 

activa con células tratadas con neuraminidasa produjo el nivel 

más alto de protección por vía intraperitoneal (92.8 %) compa-

rada con la vía subcutánea (34.7 %) 

Tradicionalmente se ha considerado la vía subcutánel, como la -

más inmunogánica, pero además se ha encontrado que la vía in--

traperitnneal es adecuada para la inmunización con células lin 

foideas 75-77.  En el presente trabajo, la vía intraperitoneal 

resultó más útil para estimular la respuesta inmune de rechazo 

contra las células 1_5178Y. 

Los resultados de inmunización intraperitoneal con células tra 

tadas con neuraminidasa pueden considerarse mejores que los ob 

tenidos ye sea con células radiadas 43  o sonicadas 42 

La inmunidad producida en los ratones inyectados con las célu—

las tratadas con neuraminidasa puede considerarse que fué una 

respuesta de rechazo que protegió a los animales así tratados -

contra el reto por la vía intraperitoneal de las células 1_5178Y 

intactas. 

En los animales inmunizados de este grupo, no se encontraron en 

ticuerpos por la técnica de microcitotoxicidad. Dado que ésta 
r.,4 	

- 

es una técnica sensible 	, puede pensarse que la respuesta in- 

mune producida no fué con la obtención de gran cantidad de anti 

cuerpos contra las células malignas y por lo tanto puede cunsi-

derarse que la respuesta inmune hubiera sido preponderantemente 

de tipo celular. Esta suposición se comprobó en este mismo tra- 

56 
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bajo al encontrarse que la inmunidad producida por las células 

tratadas con neuraminidasa es transferible por medio de linfeci 

tos esplénicos. Por los resultados obtenidos en este grupo ex-

perimental, puede deducirse que la modificación de los antíge-

nos de las células neoplásicas por medio Os la neuraminidasa -

permite despertar una respuesta inmune celular de rechazo y no 

una de facilitación inmunológica hacia las células malignas, -

por lo cual este tipo de modificación enzimática de las célu--

las neoplásicas puede considerarse el método más racional para 

la inmunoprofilaxis o inmunoterapia del cáncer, como ya lo han 

demostrado trabajos previas 38-41 

2. RATüNES II'QMUNIZADOE 	LIQUIDG 608REWADI,INTE 

Los resultados permiten observar que con este material utiliza-

do como antígeno, se obtuvo una prolongación de la sparevida de 

los animales inmunizados y un porcentaje de protección contra -

el reto con células neoplásicas intactas par las mismas vías in 

traoeritoneal (46.1 %) y subcutánea (50 %). La diferencia en el 

porcentaje de animales inmunizados y protegidas por ambas vías 

no se considera sionificative; pero puede verse que fué ligera-

mente mayar cuando la vía de inmunización fué subcutánea. 

El que en este grupo se haya obtenido un porcentaje de protec--

ción inferior al de los ratones inmunizados can células trata--

das con neuraminidasa, puede atribuirse a que el antígeno que -

contenía el líquido sobrenadante no fué modificado en su estruu 

tura química par la neuraminidasa, cuyo usa no se intentó con -

este material. No se usó la enzima en este caso porque hubiere 

sida dificil separarla del material antigénico y su inclusión - 
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hubiera obscurecido la interpretación de los resultados obteni 

dos, a más de tener efectos tóxicos 78  

Otro motivo por el que no se haya logrado una mayor inmuniza—

ción de rechazo hacia las células neoplásicas, posiblemente --

haya sido el pequeño volúmen (0.1 ml) de líquido sobrenadante 

empleado en cada una de las cuatro dosis inmunizantes. Posible 

mente mediante el empleo de estímulos antigénicos mayores o --

por períodos más largos se hubieran obtenido porcentajes más -

elevados de protección 

La concentración del antígeno contenido en el sobrenadante fué 

a la vez tan pequeño que no fué detestable por el método de --

electrofcresis del líquido en agernsa. Las bandas comparativas 

de le electruforesis del líquida y del suero de los animales -

sanos o portadores de le neoplasia, no reveló proteínas enorme 

les ni en el aebrenadante del lícuido da asoitis ni en el suero 

de leo portadores de la neoplasia antes de fallecer con el tu--

mor completamente desarrollado. 

En este grupo en particular, las diferencias de protección ob--

servad=s cuando se empleó la vía subcutánea o intraperitoneel -

durante la inmunización,' fueron menores que en el grupa prece-

dente, 

En el suero de les 16  animales de este grupo resistentes al re.  

te con células neoclásicas, se investigó le presencia de anti—

cuerpos citotóxicos contra las células neoclásicas, NIe se encon 

traron anticuerpos por la técnica de microcitotoxicidad, por lo 

cual se infiera que la resistencia de este grupo haya sido debí 

da a la inmunidad de tipo celular. Esto último no lo comproba—

mos por transferencia de inmunidad pasiva con células espléni-- 
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Por los resultados anteriores, puede considerarse uue las célu 

las 1_5178Y liberan a los líquidos extracelulares ANE, lo cual 

es congruente con la suposición de otros autores b5. 

La importancia de demostrar la presencia de antígenos neoplási-

cos en los líquidos extraceluleres, se deriva del hecho de que 

estos pueden inactivar a distancia los linfocitos inmunes antes 

de que éstos entren en contacto con las células malignas y ejer 

zan su efecto citocídico sobre ellas. Este mecanismo de bloqueo 

se ha considerado que constituye un medio más de supervivencia 

de las células neoplésicas in vivo. Por otra parte, los ANE pue 

den combinarse en otro tipo de neoolasías con los anticuerpos 

ya sea de rechazo o facilitación y formar complejos antígeno--

anticuerpo con ellos. El resultado de ésto se ha considerado fa 

vorable al crecimiento neoclásico 79  

Adicionalmente la inyeuci6n de líquido sobrenadante no produjo 

tumor en los sitios de aplicación, por lo cual puede pensarse -

que en éste no se, encontraban partículas oncogénicas virales --

que pudieran haber producido el tumor e expensas de las células 

del receptor. 

3. RATLNEJ INMUNIZADOS POR TRANSFERENCIA. DE CELULAS LINFOIDLS 

Los seis animales que recibieron por vía intraperitoneal 25)(106  

linfo:71tos procedentes de animales inmunizados contra la neopla 

sia con células tratadas con neuraminidasa, resistieron el reto 

con células malignas intactas. 

59 
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s1 
Este es un ejemplo de inmunidad edodtiva 

an,
que puede ser - 

transferida por medio de linfocitos inmunes. La eficiencia de 

este fenómeno queda de manifiesto por el hecho de nue 25x10 

linfocitos ir-leones Fueron capaces de proteger contra el inócu- 
, 

lo por le misma vía de 8x10
7 
 células necolísicas en los seis - 

ratones así tratados. 

El fenómeno de inmunidad adoptiva se ha descrito como el due -

se produce mediante la transferencia de información por célu--

las linfoideas y ya ha sido descrito en inmunidad de transplan 

te de tejidos normales y neoplásicos e inclusive se le ha enea 

vado come un procedimiento de inmunoterapia del cáncer 82-88  

De este grupo llama la atención el que las 8x107 células 

L5178Y inoculadas por vía intraperitoneal son rechazadas apa—

rentemente antes de que el tumor prospere. Esto habla en favor 

de que esa cantidad de células malignas no son capaces de pro-

ducir y liberar al medio la cantidad suficiente de ANE para --

llevar a cabo el bloqueo de los linfocitos inmunes. 

En este exnerimento se demuestra una vez más, que los linfoci-

tos inmunizados con células tratadas con neuraminidasa, son ca 

paces de llevar e cabo una reacción de rechazo contra las célu 

las intactas. 

4. PRUEBA. DE MICRUCITOTWICID4D 

90 Se ha demostrado en trabajos previos 89, que los anticuerpos 

contra células de neoplasias linfoideas no fijan complemento - 

autólogo ni alogénico; pero si son capaces de fiiar cemplemen- 
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to xenogénico de cnnejn. Por tal motivo se emplearon en las --

pruebas varias fuentes de complemento, pero aún así los resul-

tados fueron negativos. En este trabaja se observó que el sue-

ro de conejo tiene una acción citotóxica heterofílica contra -

los linfocitos normales y células L5178Y; pero a juzgar por -

los testigos incluídos en la prueba, este efecto heterogenéti-

co es inespecífico tanto contra células linfoideas como las ma 

lignas 

5. CITOTLXICIDA0 LINFOCITeRIA IN L/ITRO 

Por medio de esta prueba, pudu observarse en seis casos, que -

los linfocitos esplénicos de los animales inmunizados, son ca-

paces de efectuar una reacción citotóxica o citocídica por con 

tacto directo contra las células malignas y que ésto se orasen 

ta entre las 36 y 48 hrs en cultivo in vitro. 

Dado que los testigos pertinentes fueron congruentes con este 

resultado y que los linfocitos de ratones normales no mostra—

ron este efecto, puede considerarse esta prueba cuma una evi—

dencia adicional de que la inmunidad de rechazo hacia las célu 

les tumorales es de tipo celular mediada por linfocitos. La 

realización de esta prueba se vió facilitada por al hecho de 

que las células empleadas se mostraron adherentes al vidrio; e 

pesar de haberse informado en la literatura que no son adheren 
tes 42,51 
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6. CARIOTIPOS 

El cariotipo del tumor L5178Y mostró 38 cromosomas, uno a dos 

de los cuales era submetacéntrico. Este resultó distintivo de 

estas células neoplásicas. Sin embargo se había informado bre-

vemente hace ya algunos años por una comunicación personal 64  

que el número cromosómico de este tumor "variaba de 41 a 45 con 

un número modal de 43 y con alteración cromosómicas consisten-

tes en la presencia de uno a cinco cromosomas diminutos, algu-

nos teleocántrico anormalmente largos y con ausencia de meta--

céntrico". 

Posiblemente esta neoplasia ha variado en su composición cromo 

cómica a lo largo del. tiempo en que se le ha mentenido trans-

plantándola. Se desconoce el efecto que pudiera haber tenido -

el transplantarla a receptores alogénices de la cepa BALE/c. 

Le comparación del cariotipo tumoral can el de los ratones de 

las cepas DEA/2 a OALB/c, permite asegurar que las células neo 

plásicas L5178Y conservan en la-  actualidad un carintipo cons-

tante que difiere de la cepa de origen (DBA/2) y del receptor 

(BALB/c). Esto permite asegurar de que se trata realmente de un 

transplante neoplásico y que el tumor aparentemente no es indu 

pido por algún agente oncogénico viral a expensas de las célu-

las del receptor. 

Corno se recordará, esta neoplasia por ser espontánea 42 resul-

ta más semejante a las formas humanas de tumores. 

El bandeo de los cromosomas tumorales y del ratón DEA/2, permi-

te deducir que el cromosoma submetacéntrico marcador se ha for- 
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mado por la fusión centromérica de dos cromosomas. 

7. ELECTROFORESIS 

Por la técnica de electroforesis no fué posible detectar gluco 

proteínas anormales en el suero de los ratones de mantenimiento 

ni en el líquido de ascitis sobrenadante de las células neaplá 

sisas. Posiblemente, mediante el empleo de técnicas más finas 

pudieran haber sido demostradas, debido a que se encuentran en 

baja concentración 72,73,92  

Las células neoplásicas sintetizan una gran cantidad de gluca-

proteínas constituyentes del glicocáliz que las envuelve y des 

de el punto de vista inmunológico son portadores de las ANE 36,  
93-98 

. Parte de estas proteínas o ANE pueden pasar a los líqui 

do extracelulares y ser detectados en ellos 19 

La presencia de estas proteínas antigénicas (ANE) en el líqui-

do sobrenadante, puede asegurarse por el poder inmunogénico --

que presentó éste en un grupo de ratones. 

El interés de conocer la presencia de los ANE circulantes se -

deriva de la propiedad que tienen éstos de combinarse y blo—

quear las sitios de reconocimiento antigénico que tienen los - 
74-76 linfocitos hacia los ANE de las células neoplásicas 
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S, 1-InTOLOGIA 

El estudio histológico de las vísceras abdominales de los ani-

males con tumor 1_5178Y mostró que dicho linfuma tiene la tenden 

cia de mantenerse circunscrito a la cavidad abdominal y que só 

lo en un porcentaje bajo (10 %) de los ratones, infiltra las -

órganos abdominales. Lato constituye una ventaja de este tipo 

de neoplasia, la cual facilitó la evaluación de los resultados 

en el presente trabajo. Sin embargo, a pesar de esta localiza—i-

ción, los animales inoculados con las células neoolásicas falle 

cían invariablemente en un período fijo de 10 días, por lo cual 

los result., dos de la inmunización resultan claramente evalua --

bias en Función simplemente de la sobrevida o muerte del ratón. 

El estudio histológico de la neoplasia no puso en evidencia la 

causa de la muerte en los animales susceptibles al tumor. 

Existen seis métodos potenciales para la inmunoteramia del eón 

cer
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, los cuales pueden ser específicos y nu específicos y a 

la vez cada una de estas modalidades son pasivas, adoptivas o 

activas, Como se dijo anteriormente, el método de elección pa-

ra lograr la inmunoprofilaxis y la inmunoterapia del cáncer es 

el procedi-.iento de inmunización activa y específica, 

En años recientes se he venido conociendo cada vez más acerca 

de la etiología :del cáncer y de las relaciones inmunológicas -

existentes entre el tumor y el cortador de la misma. 
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Es ❑asible que a base de estos conocimientos, los procedimien-

tos inmunológicas de diagnóstico,, profilaxis y tratamiento del 

cáncer logren desarrollarse en el futuro. 

El éxito do cualquier forma de inmuncterapia depende de la es-

pecificidad y efectividad del procedimiento. El Fracaso de los 

tratamientos actuales contra las enfermedades malignas es su -

falta de selectividad antineoplásica. Es por esto que los méto_ 

dos inmunalógices resultan promisorios, en vista de la especi-

ficidad antineoplásica oue pueden ofrecer. Sin embargo por es-

te sólo camino es probable que no se obtenga la solución inte-

gral del problema; pero es de esperarse que en el futuro la in 

munoterapia tenga su principal aplicación como coadyuvante de 

los métodos convencionales tales como la cirugía, radioterapia 

y quimioterapia, xara lograr la erradicación de las células ma 

lignas residuales o de las metástasis. 

Por medio del tratamiento de las células malignas con neurami-

nidasa, se demustra en este trabajo que las relaciones inmuno-

lógicas entre el tumor y el portador de la neoplasia pueden --

ser alteradas y lograras el rechazo del tumor a nesar de oue -

aquéllas normalmente tiendan a permitir el crecimiento maligno 

como si se tratara de un embarazo. 



REbUMEN 

El propósito del presente trabajo fuá investigar si es posible 

desarrollar un procedimiento de inmunización activa contra cé-

lulas neoplásicas. 

Para ello se utilizó el modelo experimental del linfoma murino 

L5178Y, en el cual cuando es transplantable a receptores singl 

nicos o alogénicos por vía intraperitoneal, los mata en diéz -

días. 

Las células de este tumor fueran tratadas con neuraminidasa 

a fin de modificar sus ANE mediante la remoción del NPAA. A és 

te se ha atribuído la mayor elecronegatividad, invasividad, ca 

pacidad de producir metástasis e inducción de la formación de 

anticuerpos de facilitación que favorecen la persistencia del 

tumor dentro del organismo. 

Con las células tratadas con neuraminidasa se logró Inducir  

una respuesta inmune de rechazo hacia las células neudlásicas 

no tratadas. 

La respuesta inmune fué de tipo celular sin la aparición de -

anticuerpos demostrables en el suero de los animales resisten 

tes. 

La transferencia de linfocitos de animales inmunizados a rato,. 

nes ~OS volviA a éstos resistentes al transplante neoplási- 
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co, el cual fué rechazado. ,,dicionalmente el estudio cromosómi 

co de Lis células tumorales permiten asegurar que éstas son --

rea'mente transplantadas y cue no ocurre transformación maligna 

de células de receptores por algún agente oncogénico viral. 

Incidentalmente se encontré que el cariotipo de las células --

1_5173Y actualmente no corresponde al informado Previamente en 

la literatura. 



CONCLUSIONES 

1. El tratamiento de las células del linfoma murino L5178Y con 

neuraminidasa, las vuelve inmunogénicas para el receptor, en 

el cual se induce una respuesta inmune de rechazo. 

2. Esta respuesta inmune de rechazo es de tipo celular mediada 

por linfocitos, a juzgar por las siguientes evidencias: 

a) Fuá transferible sdoptivamente par linfocitos esplénicos. 

b) Fuá posible observar efecto citooldico directo por contar 

to de los linfocitos inmunes contra las células neoplási-

ces. 

c) Ausencia de anticuerpos en los animales inmunizados, según 

la prueba de microcitotoxicidad. 

3. Mediante el estudio cromosómico se observó que las células tu 

morales L51/8Y son transpiantables, no interviniendo ningún 

agente oncogénico viral en la transformación maligna. 

4. El curiotipo del tumor L5178Y mostró 38 cromosomas acrocéntri 

cos, con excepción de un submetacéntrico marcador formado por 

la fusión centromérica de dos cromosomas. 
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