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Abstract

Transfer Factor (TF) is a leucocyte dializable extract that has been therapeutically used in human against
chronic and neoplasic diseases, and in most of these with positive results. The evaluation of the present study
refers to the effect of bovine specific and inespecific TF on the development of melanoma B in singenic mice
using 100 cases of C57BL/ 6] specimen. These cases were divided in 5 groups: 1 group as the control, 2 as the
prophylactic ones and 2 as the therapeutic ones. B, melanoma was implanted in every case. In the control
group the TF was not applied. The second group (prophylactic) and the fifth one (therapeutic) were injected
with specific TF. The third group (prophylactic) and the fourth one (therapeutic) were exposed to
inespecific TF. Weight gain and increase of life span (ILS) were evaluated in each group. Results obtained
regarding ILS and weight gain show no significant differences (P > 0.05) between the 5 groups. Itis concluded
that murine B, melanoma bovine specific and inespecific TF did not show antineoplasic efficiency.
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Resumen

El factor de tranferencia (FT) es el extracto dializable de leucocitos que ha sido empleado en el hombre
como agente terapéutico en enfermedades crénicas o neoplasicas, en la mayoria de los casos con resultados
favorables. En el presente trabajo se evalué el efecto del FT bovino especifico e inespecifico en el desarrollo
de melanoma B, en ratones singénicos, para lo cual se emplearon 100 ratones de la cepa C57BL/6]. Estos se
dividieron en 5 grupos: 1 testigo, 2 profildcticos y 2 terapeticos. A todos los ratones se les trasplanté el
melanoma B, . Al grupo testigo no se le aplicé FT; a los grupos 2 profilictico y 5 terapetitico, respectivamen-
te, se les aplicé FT especifico y a los grupos 3 profilactico y 4 terapéutico se les aplicé FT inespecifico. Se
evalué la ganancia de peso y la sobrevida de cada grupo. En los resultados obtenidos de sobrevida y ganancia
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de peso no se observaron diferencias significativas (P > 0.05) entre los 5 grupos. Se concluye que el FT
especifico e inespecifico bovino de melanoma B, no mostré eficiencia antineoplasica.

Palabras claves: FACTOR DE TRANSFERENCIA, MELANOMA MURINO B

1> INMUNOTERAPIA.

Introduccién

En los dltimos anos, el diagnéstico de neoplasias en los
animales domésticos se ha incrementado, sobre todo en
perrosy gatos.'® En la actualidad, en medicina veterinaria
se emplean numerosas terapias para controlar o eliminar
el cdncer. Recientemente se ha introducido la
inmunoterapia con los llamados modificadores de la res-
puesta biolégica, con el fin de realizar una terapia
antineoplasica de tipo biolégico. Esta consiste en modifi-
car la relacién que tienen las células neoplasicas con el
huésped. Entre ellos se pueden mencionar a las
interleucinas, interferdn, citocinas, factores estimuladores
de colonias, anticuerpos monoclonales, muramildipéptidos
y factor de transferencia (FT). La mayoria de estos ele-
mentos tienen efectos colaterales menores en compara-
cién con las otras terapias antineopldsicas.*>%

El FT fue descrito por vez primera por Lawrence en
1954."% Este se obtiene a partir de un extracto dializable
de leucocitos, que es capaz de transferir inmunidad celu-
lar de un individuo a otro. Su caracteristica principal es
que es de bajo peso molecular (menor de 10 000 Da), lo
cual es sumamente relevante, ya que el producto no
contiene sustancias de alto peso molecular que podrian
causar efectos indeseables, tales como antigenos de
histocompatibilidad{ antigenos de grupos sanguineos, pro-
tefnas séricas y virus. En su cardcter bioquimico constitu-
ye un polipéptido sensible a proteasas.*>81017

En el humano, el FT se ha empleado en enfermedades
crénicas y neopldsicas con resultados variables.*>'® En la
medicina veterinaria, se ha usado sobre todo como
inmunoestimulador en algunas enfermedades como

Cuadro 1
FACTOR DE TRANSFERENCIA (FT) EN EL MODELO
TUMORAL MURINO MELANOMA B,
Promedio de sobrevida

20 ~

Promedios de sobrevida/dias
@
|

0 t + + + v‘

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo §
Promedio 14.7 16.2 15.6 1215 14.63
Desviacién estandar ~ 5.51 462 5.35 429 387

Grupo1. Testigo
Grupo 2. Profilactico, FT especifico
Grupo 3. Profilactico, FT inespecifico

Grupo 4. Terapéutico, FT inespecifico
Grupo 5. Terapéutico, FT especifico
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sindrome diarreico neonatal en becerro, colibacilosis en
lechones, rinitis atréfica en cerdos, Newcastle en aves,
gastroenteritis transmisible y fiebre porcina clasica en
cerdos y criptosporidiosis en bovinos, obteniéndose en
todos éstos resultados favorables,!*713.1921.23

Sin embargo, el empleo de FT como terapéutico en
neoplasias de animales domésticos no es frecuente, porlo
que se pensé en la necesidad de realizar un diseno expe-
rimental que permitiera evaluar sus propiedades
inmunolégicas en ratones con una neoplasia trasplantable
para posteriomente utilizarlo en otras especies domésti-
cas.

El FT al incrementar la respuesta inmune, especial-
mente la mediada por célulasy regular la respuesta inmu-
ne humoral, podria tener un efecto antineoplésico sobre
el melanoma B, en ratones.

Los objetivos del presente estudio fueron el observar
los efectos profildcticos y terapéuticos del FT especifico e
inespecifico sobre el melanoma B,, murino, evaluando la
sobrevida y sobrepeso de los ratones.

Material y métodos

El trabajo experimental se realizé en los departamen-
tos de Microbiologia e Inmunologia, y Patologia de la
Facultad de Medicina Veterinariay Zootecnia (FMVZ) de
la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM),
respectivamente, en el Departamento de Quimica
Inorganica y Nuclear de la Facultad de Quimica de la
UNAM, y en el Departamento de Inmunologia de la
Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del Instituto Poli-
técnico Nacional.

Se emplearon 100 ratonessingénicos C57BL/6] conun
peso promedio de 20-30 g, inoculados con melanoma
B .- Estos se mantuvieron en jaulas con microaisladores,
alimento PMI 5001 Purina, y agua ad Lbitum, ésta fue
filtrada por 6smosis inversa y acidificada a pH 2.5y ciclos
de luz/oscuridad de 12/12 h.

Con éstos se formaron 5 grupos de 20 ratones cada uno
agrupados de la siguiente manera:

Grupo 1: Testigo, 20 ratones sin tratamiento inocula-
dos con la linea tumoral melanoma B16.

Grupo 2: Profildctico, 20 ratones a los cuales se les
aplico FT especifico 8 dias antes de la inoculacién de las
células neopldsicas.

Grupo 3: Profilactico, 20 ratones a los cuales se les
aplicé FT inespecifico 8 dias antes de la inoculacién de las
células neoplasicas.

Grupo 4: Terapéutico, 20 ratones a los cuales se les
aplic6 FT inespecifico los dias 8, 15, 30 y 45 posinoculacién
de las células neoplasicas.



Cuadro 2
FACTOR DE TRANSFERENCIA (FT) EN ELMODELO TUMORALMURINO MELANOMARB | .
REGISTRO DE PESOS (g)
Grupo 1 Testigo sin tratamiento
Ratin 21 fun 23fun 25 fun 28 fun* 30fun 2Jul  Sjul  7jul  9ful  12ful  14ful 16Jul  19Jul 21l 23 ul 26 ful

1 245 247 247 247 255 254 262 281 276 29.5 30.2

2 219 220 220 221 218 227 231 248 250 25.7

3 237 235 230 227 234 239 251 258 268 27.1 290 298 307 289
4 23.0 231 232 226 232 235 234 243 244 26.0 260 270 300 315 335
5 238 231 241 238 244 255 259 244 273 29.0 30.0 302

6 214 224 224 215 222 227 240 234 236 23.5 246 259 273

7 238 230 232 236 239 244 248 260 258 25.7 274

8 220 218 219 215 224 225 237 264

9 222 210 220 219 224 214 227 226 234 20.3 217 232 244

10 218 213 215 220 225 231 230 205 197

11 232 238 237 233 244 251 268 282 302 27.3

12 227 221 223 221 225 226 218 228 228 24.0 246 242 250

13 21.8 221 225 213 217 233 222 223 235

14 216 215 214 210 219 219 212 222 220 23.0 23.3

15 224 23.0 23.6 237 233 234

16 23.0 223 225 226 226 233 225 230 234 24.3 25.1 218

17 220 212 213 213 218 219 225 234 242 24.9

18 210 222 216 222 226 229 227 196

19 22.0 225 220 226 226 232 230 239 238 26.7 273 262 283
20 215 205 202 196 205 222 233 234

* Dia de trasplante del tumor a los ratones

Grupo 5: Terapéutico, 20 ratones a los cuales se les
aplicé FT especifico el dia del desafio con las células
neoplasicas.

Todas las aplicaciones de FT se realizaron subcutdnea-
mente y la dosis fue de 1 ml. El trasplante de melanoma
B, a los ratones se realizé con la linea celular obtenida.*

El trasplante neopldsico fue realizado de acuerdo con
lo descrito en los protocolos del National Cancer Institute. ©
La evaluacién del crecimiento neopldsico se efectué con
base en el registro de ganancia de peso de los animales
después del desafio tumoral; los ratones fueron pesados
cada tres dias hasta el dia de su muerte natural *!"

La elaboracién del factor de transferencia inespecifico
se realiz6 en un torete clinicamente sano de un ano de
edad, al cual se le realizé un hemograma previo al sangra-
do con el fin de establecer sus valores de referencia
sanguineos. En su totalidad el proceso fue realizado con
material estéril. Al animal se le extrajeron dos litros de
sangre en dos recipientes estériles de 1 1 de capacidad
con anticoagulante sal disédica del 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), se centrifugé en frio
a —4°C a 100 xg durante 1 h, fue decantada separando los
eritrocitos. El plasma se centrifugé nuevamente a 25 000

* The American Type Culture Collection, Maryland, USA.

xg, recolectandose el paquete celular blanco en un matraz.
Esta operacioén se repitié durante varias veces hasta recu-
perar todo el paquete blanco. Se procedi6 a congelar el
recipiente en un congelador a -40°C y se descongelé
introduciéndose en agua a 37°C libre de pirégenos; esta
operacion se realizé durante 10 veces consecutivas. El
contenido del matraz se vacié en una bolsa lavada de
didlisis sumergida en agua estéril libre de pirégenos, con
lo que se obtuvieron 4 unidades de FT. El producto final
de cada litro de sangre equivale a 2 unidades de FT.
Posteriormente se repartieron en frascos para ser conge-
lados. Los frascos fueron mantenidos en congelacién a
~40°C hasta su empleo.

Para la elaboracién del antigeno de melanoma B,
(AgMB,,) se procedi6 tomando un fragmento de tumor,
el cual fue diluido con agua destilada estéril libre de
pirégenos, a esta ultima se le agregaron 2 mg de
estreptomicina y 500 Ul de penicilina por ml. La propor-
ci6én de tumor:agua destilada fue de 1:1 y fue macerado
totalmente en un mortero. Se hicieron alicuotas de 0.5 v
1 ml, las cuales se congelaron a —-40°C en un congelador
hasta el momento de su uso. Se realizaron pruebas de
esterilidad con el material obtenido sembrdndolo en agar
biotriptosa y agar tioglicolato, incubandolo a 37°C duran-
te 7 dias para determinar posible crecimiento bacteriano.
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Cuadro 3
FACTOR DE TRANSFERENCIA (FT) EN EL MODELO TUMORAL MURINO MELANOMA B, .
REGISTRO DE PESOS (g)
Grupo 2 Profilactico FT especifico
Raton 21fun 23Jun 25fun 28fun* 30fun 2l Sjul  7jul 9l 12Jul  14Jul  I6ful I9ful 21Jul 23Jul 26Jul
21 219 222 218 221 220 218 212 216 221 23.0 244 235
22 210 217 213 213 211 211 206 197
23 235 230 233 233 232 231 231 235 233
24 212 210 214 214 220 219 222 219 219 24.0 244 241 266 255
25 208 218 219 235 250 247 246 243 240 253 253 217
26 222 223 229 214 223 222 224 225 254 26.8 26.3
27 206 210 209 214 218 219 215 247 224 20.0 285 182
28 207 217 217 218 222 221 224 221 212
29 21.0 216 210 212 210 208 210 224 241 24.9 25.2
30 242 239 238 241 235 234 234 237 246 26.0 270 279 273
31 251 243 242 245 249 246 213 262 260 27.6 29.0 285 298 294
32 255 250 2562 250 250 248 200 255 251 24.0 236 212 243
33 267 265 271 277 281 273 242 279 273 28.7 29.7 295
34 282 276 282 282 285 275 236 283 284 28.2 29.3 270
35 29.0 290 290 289 290 292 250 287 29.6 29.8
36 274 276 280 284 286 284 286 292 283 28.4 286 282 286 286 300 265
37 284 287 288 288 298 205 300 307 304 29.5
38 284 280 285 288 287 282 245 266 229 21.9
39 274 266 267 268 271 263 228 271 263 26.9 275 271 246
40 271 272 275 272 278 272 232 250
* Dia de trasplante del tumor a los ratones

El FT especifico se hizo en el mismo torete antes men-
cionado, transcurridos 15 dias del sangrado anterior. Se
inoculd subcutdneamente al torete con 2 ml de AgMB . y
2 ml de adyuvante de Freund completo. Los 4 ml de
inéculo se aplicaron en 10 zonas diferentes del lomo del
torete (0.4 ml por cada zona). Tres semanas después se
preparé una emulsién con 2 ml de AgMB,; y 2 ml de
adyuvante incompleto de Freund, aplicindose de la mis-
ma forma que en el paso anterior. Dos semanas después
se inocul6 subcutidneamente en el lomo del torete 0.2 ml
de AgMB, ; sin adyuvante. A partir de aqui cada tercer dia
se inocul6 al torete con AgMB,; sin adyuvante con las
siguientes dosis: 0.3 ml, 0.4 ml, 0.5 mly 1.0 ml. Transcu-
rridas dos semanas después de la dltima inoculacién se
procedié a sangrar al torete, obteniendo dos litros de
sangre en recipientes estériles con anticoagulante EDTA.
La obtencién de FT especifico se hizo de la misma forma
a la ya descrita para el FT inespecifico.

Se analizé la informacién de sobrevida a través del
procedimiento de Kaplan-Meyer y la ganancia de peso
con analisis de varianza (ANOVA).2

Resultados
La sobrevida posinoculacién de los ratones de los 5

grupos es descrita en el Cuadro 1 en donde se puede
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observar que en todos los grupos hubo variaciones entre
los integrantes de cada uno. En el grupo 1, testigo, la
minima fue de 4 dias y la mdxima de 24 dias con un
promedio de 14.7 dias. En el grupo 2 la minima fue de 8
dias y la maxima de 25 dias con un promedio de 16.2 dias.
En el grupo 3 la minima fue de 8 dias y la midxima de 29
dias con un promedio de 15.6 dias. En el grupo 4 la
minima fue de 5 dias y la maxima fue de 47 dias con un
promedio de 12.15 dias. En el grupo 5 la minima fue de 8
dias y la maxima de 38 dias con un promedio de 14.63
dias.

Se realizaron los cuadros de sobrevida de Kaplan-Meyer
y Log-Rank de los 5 grupos escogiendo al azar los dias 8,
15, 22 y 29 posteriores al inicio del experimento, esto es
igual al dia 0 (in6culo del tumor en los ratones), 8, 15, 22
y 29 posteriores al implante tumoral; para determinar la
diferencia entre los grupos de acuerdo con el nimero de
animales muertos en esos dias y no se observé diferencia
significativa en ninguno de los grupos con (P > 0.05) en
las 2 pruebas empleadas. Respecto de la variacién de peso
de los ratones, éste fue registrado cada 2 dias desde el
inicio del experimento hasta su muerte, como se puede
ver en los Cuadros 2 al 6. Se realizé el andlisis de varianza
tomando los dias 0, 7, 14, 21 y 28 en donde tampoco se
encontraron diferencias significativas (P > 0.05) en nin-

gun grupo.



Cuadro 4
FACTOR DE TRANSFERENCIA (FT) EN EL MODELO TUMORAL MURINO MELANOMA B .
REGISTRO DE PESOS (g)
Grupo 3 Profilactico FT inespecifico
Raton 21 fun  23Jun 25Jun 28jun®* 30fun 2Jul Sjul  7jul  9ful 12Jul I14Jul 16Jul 19Jul 21Jul 23 Jul 26 Jul
41 225 232 235 232 225 224 176 220 223 225 215 185
42 222 228 226 234 218 217 173 219 221 222 222 227 247 254 264276 28Jul/30.8
43 206 212 212 218 217 210 169 215 207
4 234 229 223 230 224 222 182 224 225 252 200 222
45 245 258 251 257 244 244 246 243 245 219 218
46 237 232 239 233 228 234 231 240 237 206
47 227 228 236 228 228 226 183 225
48 240 248 242 248 238 242 190 245 234 252 224 243
49 232 238 236 234 224 224 187 204
50 234 241 234 233 230 219 178 216 215 222 230 235 236 207
51 238 242 246 245 233 237 234 234 239
52 235 245 249 225 200 224 229 235 229 228 214 218 277
53 227 240 234 234 235 234 233 240 229 216 194
54 242 247 253 247 249 255 252 254 240 254 263 213
55 209 218 220 215 206 215 215 218 224 200 192 197
56 242 253 253 248 244 250 247 242 241 250 252 256 258
57 238 246 259 251 246 249 255 245 245
58 230 237 248 234 231 231 233 232
59 237 233 234 230 232 227 225 225 224 227 233 200
60 254 249 251 246 242 242 234 230 2 23.0
* Dia de trasplante del tumor a los ratones

Discusion

El empleo del FT ha sido considerado como
inmunoterapia alternativa para el tratamiento del cancer
o enfermedades crénicas obteniéndose resultados varia-
bleS.1'3'4'5‘7'13'19_'20’23

En el presente trabajo, al evaluar el melanoma B,
murino que se considera un tumor de comportamiento
muy agresivo por su rapido crecimiento y en ocasiones
metdastasis que ocasionan la muerte del ratén en poco
tiempo, el FT como terapéutico y propedéutico no mos-
tro la efectividad esperada, ya que no se observaron dife-
rencias significativas (P > 0.05) tanto en la ganancia de
peso como en la sobrevida en los diferentes grupos.

Sin embargo, se pueden hacer algunas observaciones
que se consideran relevantes en los ratones. La sobrevida
minima en el grupo testigo fue 4 dias mientras que en los
animales tratados fue de 8 dias a excepcién del grupo 4,
que fue de 5 dias, por lo que la sobrevida minima se
duplicé en 3 de los grupos tratados.

Asimismo, la sobrevida maxima alcanzada en el grupo
1, testigo, fue de 20 dias mientras que en los grupos 4y 5
hubo un ratén en cada uno en donde la sobrevida fue
excepcionalmente larga, 47 y 38 dias, respectivamente.
Considerando que se emplearon ratones singénicos, los
cuales tienen un coeficiente de endogamia de 98.6% por

lo que son homocigéticos e isogénicos, éstos debieron
haber tenido un comportamiento muy similar, por lo que
posiblemente pudo presentarse la depresién endogamica,
que es una caracteristica indeseable de los animales
singénicos. Es decir hay reduccién del valor fenotipico
medio, mostrado por caracteres asociados a la capacidad
reproductiva o eficiencia fisiolégica.?

En cuanto a la ganancia de peso debido al crecimiento
tumoral, éste no tuvo diferencias significativas entre los
grupos. De acuerdo con otros investigadores, el FT en el
humano ha mostrado efectividad anticancerigena en tu-
mores malignos como: carcinoma renal,® carcinoma
hepatocelular,'® osteosarcoma,’® carcinoma de préstata® y
otros, éste actiia modulando la inmunidad mediada por
células®® y la produccién de linfocinas,®*!"'? incluso han
apoyado su especificidad antigénica. Estos mecanismos
también debieron estar presentes sobre todo en los rato-
nes donde los tumores no ulceraron, ya que disminuy6 la
respuesta inflamatoria y la necrosis.

En estudios realizados en melanoma humano con tera-
pia de FT han tenido resultados altamente variables, ya
que se requiere que el FT sea especifico para obtener
mejoria en los pacientes y obtener el donador es una
tarea dificil.® El uso de FT obtenido en cabra, aplicado en
el carcinoma hepatocelular humano (CHH), comprobd
la eficiencia del FT especifico-CHH, aumentando con
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Grupo 4 Terapéutico FT inespecifico

Cuadro 5
FACTOR DE TRANSFERENCIA (FT) EN EL MODELO TUMORAL MURINO MELANOMA B,
REGISTRO DE PESOS (g)

Ratom 21 Jun 23 Jun 25 fun 28Jun* 30Jun 2 Jul 5 Jul 7 Jul

9 Jul

12ful 14ful 16ful 19ful 21 ful 23Jul 26 ul

61 23 235 255 249 251 258 263

62 248 262 277 26.6 267 264 267 272
63 235 245 258 256 251 253 261 240
64 250 250 269 258 255 255 262 27.0
65 246 247 265 251 257 262 220

66 229 234 249 240 236 238 280 253
67 249 252  26.7 257 254 256 276 294
68 253 250 265 259 265 267 280 287

69 275 278 292 282 280 278 285 292

70 205 207 230 213 219 220 229 226
71 212 207 222 217 189 219 215 212
72 225 211 240 218 194 220 228 23.0
73 222 218 237 220 194 215 198 224
74 225 223 246 235 208 235 228 226
75 193 200 212 200 171 21.0 208 216
76 211 216 236 221 190 224 217 203
77 18.0 185  20.0 19.8 157 198 205 20.0
78 224 228 237 224 195 230 226 224
79 222 224 246 229 199 234 229 230
80 195 200 214 200 271 206 20.0 202

27.1
26.7
254
29.9
27.3

27.5

21.0

19 19
S =10 O =D Id

10 19 19 19 19 1Y
oo o o o

28.3

284 291 300 340 350

27.0

327 225

29.1

216 222 200 269 188 209 208 13-Ago/30.0
222 236

243 258

234 239 248 265

23.6

24.4

* Dia de trasplante de! tumor a los ratones

esto la expresién de las interleucinas.'¥ Sin embargo, con
el melanoma murino B, no hubo diferencia significativa
entre el FT especifico e inespecifico.

Se concluye en el presente estudio que el FT especifico
e inespecifico bovino en el melanoma B, murino no
mostré eficiencia antitumoral ya que no hubo involucién
tumoral. No observandose diferencias entre el empleo de
FT especifico e inespecifico bovino en el comportamien-
to del melanoma B, murino.
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