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RESUMEN

Se inmunizaron ratones BALB/c con células congeladas (hasta el momento de inmu-
nizar), del linfoma L5178Y y tratadas en las siguientes formas: (1) grupo testigo,
sin tratamiento, (2) fijadas con glutaraldehido, (3) radiacién gamma, (4) vitamina
E, (3) vitamina E y fijadas con glutaraldehido, (6) vitamina E y radiacién gamma.
Los ratones inmunizados con dichas células fueron retados en cada caso por la inocu-
lacién intraperitoneal dec células 1.5178Y viables y observados en su supervivencia.
El tratamiento de las células 1.3178Y con vitamina E e irradiacién gamma produjo
una proteccién significativa de la supervivencia de los ratones transplantados con
dicho linfoma. La proteccién contra la letalidad también fue significativa en los
animales inmunizados con células tratadas con vitamina E.

En otro experimento, un grupo de ratones transplantados con el tumor fueron inocu-
lados con vitamina E por via intraperitoneal sin observarse induccién de resistencia
contra la neoplasia.

ABSTRACT

BALC/c mice were immunized with frozen L5178Y cells and treated as follows:
(1) control group without treatment, (2) fixed with glutaraldehyde, {3) irradiated
with gamma radiation, (4} with vitamin E, (53) with vitamin E added to the cells
and fixed with glutaraldehyde, {6) with vitamin E and irradiated with gamma ra-
diation. Mice immunized with each group of cells were challenged by intraperitoneal
transplant of viable L3178Y cells and the survival rate was recorded in cach case.
The immunization with cells pretreated with vitamin E and irradiation produced the
longest survival rate after the mice were challenged. Protection against the lethal
effects wags also significant in the animal lmmunized with cells treated with vitamin E.
In another experiment, a group of mice transplanted with the tumor were inoculated
intraperitoneally with vitamin E. Resistance against the neoplasia was not observed
under this treatment.

INTRODUCCION

En las dltimas décadas se ha gencrado  mas enzimaticos en las células y, por con-
un gran interés biolégico-médico sobre los  siguiente, son los reguladores del metabo-
agentes que intervienen en todos los siste-  lismo del organismo multicelular.
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Las vitaminas de la serie soluble en li-
pidos (A, D, E, K) son derivados de poli-
meros isoprenocides parcialmente ciclicos,
similares a las substancias intermediarias
cn la sintesis del colesterol. Dichas vita-
minas actian probablemnente por su solu-
bilidad en lipidos sobre las membranas
celulares afectando la permeabilidad y los
sistemas del transporte; asimismo, en vir-
tud de que los grupos quimicos que con-
tienen pueden clasificarse como agentes
redox (A, E y K), como coenzimas o
como activadores de enzimas (D, K, A)
o como inhibidores de enzimas (E). Se
siguen descubriendo continuamente aspec-
tos biolégicos muy variados e interesantes
de las diferentes vitaminas y en especial de
Ia vitamina E. Jaffe (1946) demostré que
dicha substancia es uno de los factores de
la dieta que afecta a la respuesta carcino-
génica pues redujo esta respuesta cuando
posteriormente a una inyeccién de metil-
colantreno, agreg’ aceite de germen de
trigo que contiene alfa tocoferol o vita-
mina E a la dieta de las ratas. Asimismo,
Harber y Wissler (1962) encontraron que
la vitamina E administrada oralmente a
ratones con tumores inducidos con metil-
colantreno disminuyé el ndmero de tumo-
res del lote experimental.

Harman {1961} anticipé experimental-
mente el papel tan importante que ejer-
cen los radicales libres provenientes de
fuentes enzimiticas y no enziméticas en
la degradacion de los sistermas biolégicos.

Al encontrar que la incidencia de cincer
mamario en ratones hembras de la cepa
C3H aumenta en relacién con el grado de
insaturacién y la cantidad de los lipidos
integrados en la dieta de estos animales,
Harman puntualizd que las reacciones en-
dégenas que involucran radicales libres
pueden contribuir al desarrollo tumoral.

Gamal et al. (1968) observaron que la
incidencia de carcinoma mamaric indu-
cido en hembras de ratas blancas con 7,12
dimetilbenzantraceno es mayor cuando su
dieta contienc 207% por peso de aceite de
maiz en comparacidn con la misma can-
tidad de un lipido raturado que se incluyd
en el alimento de otro lote. Los resultados
experimentales se interpretaron en fun-
cién del incremento de la peroxidacién de
lipidos en los animales alimentados con
el aceite de maiz. En un experimento si-
milar, Harman (196%) mantuvo a un lote
de ratones con una dicta base con un con-
tenido del 2077 en peso de aceite de maiz
al que se agregaron de 5 a 20 mg de ace-
tato de tocoferol por cada 100 gramos de
alimento; los animales asi alimentados tu-
vieron menor cantidad de tumores que los
testigos alimentados con la dieta normal
para ratas.

El objetivo del presente trabajo fue el
examen de algunos de los efectos que
exhibe la vitamina E sobre la superviven-
cia de ratones BALB/c retindolas con
células cancerosas denominadas L5178Y.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon ratones de la cepa BALB/c
cuyos antigenos tisulares son compatibles
con los de la cepa DBA/2 que dio origen
al linfoma murino L5178Y dado que sus
genomas respectivos contienen el locus
H-21D) productor del antigeno.

El modelo experimental empleado in-
cluye al linfoma L5178Y en fase ascitica
establecido por Tisher (1957) como cul-
tivo in pitro. La translerencia de 8§ » 107
células L3178Y a ratones adultos por via
intraperitoneal. causa invariablemente el
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desarrollo del tumor que a su vez conduce
a la muerte de los receptores a los diez
dias posteriores al transplante. Cada re-
ceptor contiene 8 a 10 ml de liquido asci-
tico con 2.4 x 10° células malignas por
mi.

Las células neoplasicas procedentes del
lcte de ratones donadores s¢ dividieron en
alicuotas de 4 x 10°% células. Algunas ali-
cuotas se trataron con 0.5 mg de vitamina
E en 10 ml de medio de cultivo de Mc
Coy 3A (Grand Island Laboratories). La
mezcla se incubd durante cuatro horas a
37°C.

Para seguir el disefio experimental anti-
cipado se integraron scis grupes de 10 ra-
tenes cada uno segiin el tratamiento que
se dio a las células tumorales previamente
a la inmunizacién. Todas las células fue-
ron previamente congeladas a —70°C y
dercongeladas en el momento de la inmu-
nizacién, constituyéndose los grupos: 1)
c¢lulas L5178Y congeladas y descongela-
das (grupo testigo); 2} células tratadas
con glutaraldehido al 1.5¢ durante 30
minutos, a 37°C: 3) células congeladas
per 24 horas y tratadas posteriormente
cen una dosis de 3,000 rads {R) irradia-
cién gamma proveniente de una bomba
de cobalto 60; 4) células tratadas con vi-
tamina E: 5) células tratadas inicialmen-
te con vitamina E y posteriormente con
glutaraldehido al 1.5%% durante 30 minu-
tos, a 37°C; 6) células tratadas con vita-
mina E. congeladas a —70°C durante 24
horas ¢ irradiadas con 3,000 R dec rayos
gamma.

Se inmunizaron varios grupos de 10 ra-
tones machos de la cepa BALB/c a los
dos meses de cdad, cuyo peso promedio
era 23 g. La inmunizacién se hizo por via
intraperitoneal (I.P.) una vez por sema-
na, durante cuatro semanas, inyectando
en cada caso 4 X 10° de células L5178Y
modificadas en todos los individuos de ca-

da grupo. Los resultados estan resuinidos
en la Tabla I. Los ratones de los grupos
inmunizados con células L5178Y modifi-
cadas, fueron inyectados por via IP con
8 x 107 células L5178Y viables, suspendi-
das en medio de cultive de Mc Coy 5A,
diez dais después de terminada la dltima
inmunizacion, procedimiento al que se le
ha dencrinado rete. A partir del reto, se
inspeccionaron los grupos de ratones dia-
riamente, registrindosc tanto la supervi-
vencia, cuanto el desarrollo del tumor has-
ta el fallecimiento de cada individuo.

Para probar el cfecto que la vitamina E
pudiera tener sobre el animal con su pro-
pio desarrollo tumoral, sc procedié al
transplante del tumor a un lote de diez
ratones. En el mismo dia del transplante
s iniciaron las series de seis inyecciones
por via subcutanea de 0.06 mg/g de alfa
tocoferol en 0.2 ml de suspension oleosa
{Ephynal de Roche) administrando una
inyeccisn cada tercer dia; por consiguien-
te, cada individuo recibié una dosis total
de 0.36 mg de alfa tocofcrol. A los ratones
del grupo testigo se les transplanté tam-
bién el tumor, 8 x 107 células L5178Y,
inycctdndoles el mismo dia del transplante
0.2 ml de aceite de cirtamo con objeto
de comparar su cfecto con el de la sus-
pensién oleosa adicionada de alfa tocofe-
rol sobre el desarrollo tumoral,

Los resultados se someticron a la prue-
ba de ¢ de Student para la comparacién
de la media de cada grupo experimental
con la media dcl grupo testigo.

La vida media (V.M.) se obtiene divi-
diendo la vida media de cada grupo entre
la del testigo y el porcentaje de supervi-
vencia (P.8.) es la relacién entre la su-
pervivencia media de cada grupo experi-
mental y la supervivencia inedia del gru-
po testigo después del reto. Asimismo, sc
hizo la comparacién de los 11 puntos so-
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bre las curvas de supervivencia del grupo
testigo y de algunos de los grupos experi-
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mentales miediante la distribucién de X*
(Félix, 1972y,

RESULTADOS

Como pucde concluirse segin los datos
contenidos en la Tabla I y en la Figura 1.
los ratones del grupo 1 inmunizados con
las c¢élulas L3178Y congeladas y desafia-
dos posteriormente con las c¢lulas tumo-

rales viables, son los que mostraron un
periodo de supervivencia menor cn com-
paracién con los otros cinco grupos. La
inmunizacién con células tumorales trata-
das con vitamina E y glutaraldchido o

TasLa 1

TRATAMIENTQO DE LAS CELULAS L5178Y EMPLEADAS EN LAS INMUNIZACIONES

Y COMPARACION DE LA SOBREVIDA DE LOS RATONES INMUNIZADOS
Y RETADOS CON CELULAS L53178Y NO TRATADAS

Tratamiento de las ciélulas Media de la
inyectades para tnducir superrivencia Comparaciones®
Grupos immunizaciones en dias DE t P
1 Congelacion 17.3 == 0.49
2 Congelacion v glutaraldehido 17.5 == 0.36 .75 < 0.01
3 Irradiacién 281 =178 5.99 < 0.001
4 Vitamina E 289 == 1.88 6.62 < 0.001
3 Vitamina E y elutaraldehido 18.2 == 0.22 3.75 < 0.01
6 Vitamina E ¢ irradiacion 31.0 == 2.35 5.03 < 0.01

* En relaciom al grupe L
D.E. Desviacién estandar.
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DIAS DE SUPERVIVENCIA DESPUES DEL RETO

Fig. 1. Supervivencia de los ratones inmunizados con células L5175Y
tratadas con vitamina E y testigos.
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Tasra 11

SUPERVIVENCIA MEDIA Y PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA MEDIA
DE LOS GRUPOS INMUNIZADOS CON CELULAS L5178Y
DESPUES DEL RETO

Tratamiento de las células
inyectadas para producir

Grupos inmunizaciones P.SM* S.M
1 Testigo {células congeladas) 15
2 Glutaraldehido 11 19
3 Radiacion 13 23
4 Vitamina E 1.9 29
5 Vitamina E y glutaraldehido 1.1 19
6 Vitamina E e irradiacién 1.7 35

* P.S.M. Porciento de supervivencia media.
** S5.M. Supervivencia media.

bien con células tratadas dnicamente con
glutaraldehido, no aumenté la superviven-
cia de ratones retados con las células tumo-
rales. Por otra parte, los animales inmuni-
zados con las células L3178Y que se tra-
taron con vitamina E, congelacién y ra-
diacién o con, vitamina E y congelacién o
tnicamente irradiadas, mostraron una ma-
yor supervivencia que los grupos 1, 2 y 5.

Del examen de los datos contenidos en
la Tabla II se deduce que la inmuniza-
cién con células neoplasicas modificadas
con vitamina E e irradiacién, fue la mis
efectiva en prolongar la supervivencia que
tuvo lugar en los individuos después del
reto. La vida media de Ja poblacidén au-
mentd en tres de los seis grupos inmuni-
zados: los que recibieron células tratadas
con vitamina E e irradiacioén, que tuvie-
ron una supervivencia media de 35 dias
después del reto, los ratones inmunizados
con células tratadas con vitamina E mos-
traron una supervivencia media de 29

dias y ¢l lote de animales inmunizados
con células irradiadas excluyendo Jos otros
tratamientos, cuya supervivencia media
fue de 23 dias, después del reto.

Al hacer las comparaciones de los 11
puntos de las curvas de supervivencia del
grupo testigo v de los grupos experimen-
tales, se encontraron diferencias altamente
significativas mediante el método de X*
en los siguientes grupos: inmunizados con
células tratadas con vitamina E e irra-
diacién (X* = 49, P <0.001), inmuniza-
dos con células tratadas con vitamina E
(X% = 25, P <0.001).

Finalmente, el grupo transplantado con
células tumorales y posteriormente tratado
intraperitonealmente con vitamina E no
mostré diferencia significativa en la su-
pervivencia de los ratones (X = 16.9 =
0.43) con relacién al grupo testigo que
no recibié tratamiento con vitamina E
(X =15=+=045).
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DISCUSION

Varios autores {Jaffe, 1946; Harber v
Wissler, 1962; Harman 1968) reconocie-
ron que la vitamina E adicionada a I
dieta de animales con cincer inducido con
metil-colantreno, reduce la malignidad
aunque no explicaron los mecanismos pro-
bables mediante los que la vitamina E
conduce a la inhibicién del crecimiento
tumoral.

En el presente informe el grupo inmu-
nizado con células tratadas con vitamina
E tuvo una supervivencia de 28.9 =1.98
que comparada con la del grupo testigo
dio una ¢ de 6.62 que es el valor mas sig-
nificativo cntre los tres encontrados, por
lo cual es de considerarse que la vitami-
na E de alguna manera modifica a las
células, prolongando la supervivencia de
los ratones inmunizados con éstas.

De la comparacién de la supervivencia
del grupo inmunizado con células irradia-
das y tratadas con vitamina E con el tes-
tigo, se deduce que dicho tratamiento au-
menté significativamente la supervivencia
de los ratones asi inmunizados. Sin em-
bargo, el grupo inmunizado con células
neoplasicas irradiadas tuvo una supervi-
vencia también significativamente mayor
con respecto al testigo que recibié células
cuyo tratamiento se limité a la congela-
cién.

El glutaraldchido aumenta la rigidez de
Ias moléculas de los antigenos debidos a la
formacién de enlaces cruzados entre los
grupos amino de las proteinas y el glu-
taraldehido (Richard y Knowles, 1968).
Al tratar de esta manera a algunos anti-
genos membranales se produce la polime-
rizacién de las moléculas y el aumento d=
la inmunogenicidad sin pérdida de los
determinantes antigénicos originales (Par-
ish, 1971).

Sanderson y Frost (1974) sefalaron que
la immnunizacién de ratones BALB/c con
células tumorales modificadas con gluta-
raldehido producia un alto grado de pro-
teccién contra el crecimiento del tumor
P1798, la inmunizacién con células
L5178Y meodificadas con glutaraldehido y
vitamina E no prolongd la supervivencia
de los ratones, Como los resultados fueron
semejantes a los observados cuando se in-
munizé con células L3178Y modificadas
unicamente con glutaraldehido. es posible
que este reactivo inhiba el efecto de la
vitamina E.

Pryer (1971) sciialdé que la vitamina E
es un antioxidante que disminuye las reac-
ciones de radicales libres en cadena que
dafian a las células y enfatizb asimismo,
que la mitocondria que es el organclo ce-
lular en ¢l que tiene lugar un indice de
oxidacién mayor. contiene en sus mem-
branas vitamina E.

Harber (1969) indic6é que la incidencia
de carcinomas mamarios aumenta en fun-
cién del contenido de lipidos no saturados
en el alimento ingerido por ratones hem-
bras: la incidencia de carconimas es ma-
yor en Ja dicta con lipidos no saturados
en relacién con la que contiene lipidos
saturados adicionados con vitamina E.
Partiendo de la suposicién de que el po-
der antioxidante de la vitamina E podria
actuar en alguna forma en contra de las
células tumorales, sc procedié a inyectar
vitamina E a un grupo de ratones, com-
parando la incidencia del desarrollo tu-
meral L3178Y con la incidencia en el
grupo que solo recibié el vehiculo (aceite
de cartamo).

En estas condiciones la vitamina E no
tuvo efecto, ya que sélo 4 de los 10 ani-
males inyectados sobrevivieron entre 18 y
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24 dias después del transplante y estos
tiempos no difieren significativamente de
los obtenidos en el grupo testigo, de los
cuales el 500; sobrevivié hasta el dia 18
después del transplante.

En conclusién, el transplante de las cé-
lulas L5178Y y la inyeccién posterior con
vitamina E a los receptores del tumor no

produjo en ellos una mayor resistencia
contra la neoplasia.
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