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I. INTROOUCCION 

1. CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS TUMORALES 

Una célula tumoral es una célula modificada que adquiere la e!!_ 

pacidad de escapar de los mecanismos homeostáticos de regulación, y que -

adquiere así un potencial incoordinado de crecimiento y un alto grado de 

autonomía. El cambio opcr~do en la transformación de una célula normal -

es irreversible y la evolución de un twnor representa el desarrollo de --

una colonia de célula::: pcr:::.:i.nente..m.t::11l~ alteradas.. El crecimiento celular 

exagerado ocasiona la formación de masas celulares denominadas neoplasias 

(crecimiento nuevo) .. 

Es necesario enfatizar tres características de las células tu-

morales (32), las cuales les permiten competir por los nutrientes y ener­

gía de las células normales, conllevando a la destrucción del organism:>. 

Tales características son: 

crecimiento autónomo 

Invasión, metástasis y destrucción de tejido~ 

Disminución y/~ pérdida de funciones especializadas 

una célula tumoral difiere de su contraparte normal en que su­

fre alteracione~ bioquímicas (50,12) morfológicas (8) merobranales y anti­

génicas (28,73) (Fig. ll. 
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2. CARCINOCENESIS (43) 

Ll1 carcinogénesis se pw!de definir como el. proceso. por el. cual. 

un tejido. nO>:mal. se transforma en tejido canceroso. La mayoría de J.os -

investigadores asumen que la carcinogénesis es el efecto de un carcini5ge­

.no ya sea agente qu!mi.co, f!sico o biol6qico. 

Al Teor!as de carcinogénesis 

TeÓría de Thiersch y Waldeyer. Estos autores propusieron que 

en· l.os tejidos normal.es hay un equilibrio entre elementos conectivos y -

epitel.iales, y que debido al envejecimiento más rápido del componente co­

nectivo se pierde HU capacidad de regulaci6n sobre el. epitelio. Bajo estas 

condicione= Dhora lib~ado de 1a restricción de1 tejido conectivo, e1 epf. 

tclio revierte a un tipo celular embrionario, el. cual. presenta l.a capaci-

dad i1imitada de pro1iferación, esto es, se vuel.ve canceroso. Esta teoría 

se derivó de tres hechos importantes: a) el 90% de los cánceres humanos 

derivan de tejido epitel.iaJ., b) J.a curva de incidencia concuerda con J.a -­

edad avanzada y c) la señal .obvia de envejecimiento es l.a pérdida de eJ.as­

. ticidad de J.a piel.. Pero esta .teor:l'.a no explica como se originan J.os tum.!:!_ 

res que no derivan de epiteJ.io (l.0%) (43). 

Teoría de ia·zrritación. Propone que los tumores s~·originan 

por contacto con agentes irritantes, que pueden causar un efecto inflama­

torio y de ul.ceración en cél.ul.as epite1iales, que después se tornan canc.!:_ 

rosas. Entre estos .agentes se encuentran: el alcohol.¡ el tabaco". radio­

actividad, solventes, etc. Pero una inferencia 109-ica es que no todas -­

las infJ.amaciones derivan en enoplasias y neo todas las neop1asicas están 
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precedidas por inf1amaci~nes (43). 

Teoría Embrionaria. Propone que los restos embrionarios que 

z2 encuentran en la etapa adulta son el foco del desarrollo tumoral. Por 

ejemplo, los vestigios de la pituitaria pueden originar un carcinoma de -

bronquios, 1os restos notocordales se pueden transformar en un cordoma~ -

Esta teoría no es capa~ <le explicar el orígen de la gran mayoría de los -

cánceres en la vida adulta.(43). 

Teoría de la Mutación Somática y Teoría de la Activaci6n Selec­

tiva de Genes. Sin duda alguna, estas dos teorías son 1as más aceptadas -

actualmente. La teor!a de la mutación somática postula que 1a transfor~ 

ción de células normales a células malignas en análoga a 1a fonnación de 

un mosaico de eiementos aberrantes en ei tejido normal. El término de -­

mutación implica que ocurren a1gunos cambios fundamentales en ei material 

genético somático de 1a célula, que conducen: primero, a un moderado au­

mento en la velocidad de la dupi¡~~ci6n y finalmente -a. la pérdida comp1!:., 

ta de1 control de crecimiento- En tanto que la teoría de la activacióu -· 

selectiva de genes propone que la transformación es ocasionada por una e~ 

presión inapropiada de genes normales, y además sostiene que el fenotipo 

transformado puede ser reversible~ 

El crecimiento del tumor podría involucrar una actiVación sel!:._­

tiva de genes diferentes y la mutación somática sería un fenómeno incide,!!_ 

tal más que causa1 en el desarrollo de subc1onas de gran malignidad (76). 

Con el descubrimiento de los onccigenes se ha visto que tanto las 

mutaciones somSticas coma la activación seiectiva de genes son capaces de 

f 
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generar c!lllll&s tumoral.es. 

Xnicialmenta 1oG onccgenes ·(del. griego onkos • masa o twnc>r) 

se definieron como el.ementos genllti.cos de retrovirus que ·provocan una -

transfcrmaci6n mal.igna. Pero recientemente, se han encontrado 1as con­

trapartes celul.ares de los onc09enes virales (protconccgcnes} , l.os cua­

l.es se han conservado a travÉÓs de l.a evoluci6n. Se encuentran en espe­

cies muy diversaS: mosc~, peces y .mamíierúG incluycr..=.e e1 hombre .. 

La gran conservación de los protooncogenes en 1a.s cé1ul.as 

normales, sugiere que pueden jugar un papel. muy importante, probabl.em~ 

te en J.a di.ferenciaci6n cel.ular o en la dividion calul.ar. La pregunta 

es: . l.qu~ es 1o que ¡,.,.ace que 1os oncogenes produzcan una división ce1u­

lar incontrolada y l.os patrones anoxmales de diferenciación vistos en -

las c;>J.ulas ·cancerosas? Existen dos hipótesis para explicar J.a activa­

ción de los protooncogenes o oncogenes: 

ocurre ya sea: 

cuando 1os protoonc.ogenes cel.ulares se amp1~ican genét_!. 

came:.""ltc, es decir,, hay muchas copias ~el. tilismo oncogene 

en e1 genoma. 

cuando se transcriben a altas velocidades, infl.uenciados 

por promotores o activadores que aurrientan l.a actividad de 

transcripci6n. Recientemente se han descrito virus que no 
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tienen oncogenes propios pero que tienen la capacidad de -

transformar células normales, cuando una secuencia viral -

llamada LTR (long terminal repeat) se inserta cerca de 

los protooncógenes; esta secuencia viral lleva promotores 

de la expresión génic~ (89) .. 

Cuando ocurren cambios estructura1es en el protoonccigene, 

por la inserci6n de material virico. 

cuando está involucrado un rearreg1o cromosorna.1.. Por ej~ 

p1o, las células tumorales de pacientes con linfoma de 

Burkitt presentan ciertas anomalías; la más común es un -­

cambio de segmentos entre e1. cromosoma B y el 14. Una de 

1as consecuencias de esta anormalidad es la traslocación -

del gene celular ~de su posición normal en el cromosoma 

8 a1 cromosoma 14; en esta nueva 1ocalización, e1 gen está 

influenciado por pro1t0tores .que reguian la expresión de --

1as cadenas pesadas de las inmunogJ.obul.:i.r~:::. . El mismo fe­

nómeno se presenta en algunos p1asmocitomas murinos (70, 61). 

l:l) Hipótesis del producto modificado. Sugiere que la oncog-ª. 

nesis resu1ta de la expresión de genes anormdles producidos por una mu~ 

ción puntua1, codificando así para una proteína modificada. La mutación 

puntua1 puede ser producida por un carcinógeno químico o físico. Se ha 

descrito que existe una mutación en el codón 12 de1 gen ~de céluias -

tumorales inducidas por nitrometilurea, además de que otros ocho genes -

transformantes presentan mutaciones puntuales (61). 
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Ninguna de las dos hipótesis explica como un númem aparente­

mente reducido de genes puede desarroll.ar una mul.titud de cambios pl.ei-­

t:x6picos en l.a apariencia y actividad cel.ul.ar. Sin embargo, en la obseE_ 

vaci6n cl.!nica, se describen desequil.ibrios metabÓl.icos como resul.tado -

de ia expresión genétic:a. defectuosa (69}. 

3. ANTJ:GENOS TUMORALES 

En l.oa \il.timos años se han hecho grandes esfucr=s para la 

detecci6n y caracterizaciGn de antígenos que aparecen en l.as células 

transformadas, ya sea por agentes químicos o por agentes viral.es (25). 

El término ant!geno en este contexto se refiere·a aquell.os pr~ 

duetos que inician una respuesta inmune en hospederos autólogos o cin re­

ceptores si:ngénicos. Aunque Una variedad de productos se han definido -

.como ant!genos por su rea.ctividad con sueros alogénicos producidos contra 

extractas ·ae teji.do fetal o tumoral (73). 

Los. ant:{gei-tos tumora1es mejor conocidos que aparecen en el -­

curso o despu& de la trar.sformaci6n mal..igna som 

A} Ant!geno!I de 'na.nsplante 'l'Umor-Especl'.fico CTSTA) 

Estos lin~genos aparecen en células transformadas tanto .!!!. ~ 

como .!!!. vivo, y se ha especulado sobre el. papel. importante en el. manteni­

mientO del. fenotipo mal.igno que estos antígenos pudieran tener. (64) • Por 

otro lado estos an't:ígenos son capaces de provocar uná. .. ~espuesta. inmune h~ 

moral. y cel.ul.ar en el. hospedero aut6logo o en receptores singénicos. Aun_ 

que estos antígenos pueden tener un papel importante en la destrucción --
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inmune de 1.as cé1u1as tumoral.es,. no están bien caracterizados .(24). 

B) Antígenos Embrionarios o Fetales (Oncofetal.es) 

se ha sugerido que 1a expresi6n de características feta1es en 

neop1asias or:urre por medio de 1a desrepresión de genes sil.emciados. 

La.a cé1ulas tumoraies protluca~ co~ponentes feta1es ta1es como: 

hormonas, enzimas, proteínas p1acentarias y antígenos feta1es. 

Los antígenos oncofeta1es son mo1écu1as que se expresan nor-­

xnalmente en tejido embrionario y que no se reconocen com:) propias en l.a -

etapa adulta por haber desaparecido antes del. desarrollo del. sistema i~ 

ne. Por lo cual. dichos ant!genos provocan una respuesta inmune en e1 ho~ 

_pedero adul.to (25,5}. 

Sa han descrito UD.a: gran cantidad de ant_Ígenos oncofeta1es,. -­

ejc:npl.Os de los cual.es son: la u-í't:::t.ap::-ctc.!r~ • .,;ne es característica de 

hepatomas y teratocarcincmas de ovario (1, 23), en el embrión dicha proteína 

se sintetiza en el htgado y -se di.stribuye en el. suero fetal.. El. antígeno 

·carcinoembrionario (l\CE) es una. gl.icoprotcúia de 180 000 daltones que -­

contiene un 65% de carbohidratos por moiécuia, está p:csente en ne<:>plasias 

·huma.nas de orí.gen i.ntestinal. pero aún no se determina su or.igen embriona­

rio (82,77). La sulf~91icoproteína que se encuentra en el. j~go gástrico 

de pacientes con cáncer estomaca1 y en el. tracto alimenticio fetal. (38); 

el. antígeno F de la enfermedad de Hogdkins se encontró en bazo e h!gado -

fetal. humano (22). Antígenos asociados a membranas de céJ.u1as l.eucémicas 

están presentes en embriones humanos del. pri.mer trimestre d~ gestación --
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(97). Ant!genos de melanoma se han encontrado en f:ihroblastos fetal.es 

(91). El antígeno oncofetal (AOF) que se encuentra en melanomas y en -

sistema nervioso embrionario (49), entre otros. 

4. :RESPUESTA X'NMUNE ANTJ:'l'IJMORAL 

En la literatura esta furidmnentada la existencia de antíge-­

nc:. de su~rfioie de las cé1ulas tumora..les que inducen una respuesta i!!_ 

lll\lne del hospedro. 

Ehrl.i.ch sugirió en 1909, la existencia de una vigil.ancia in­

""1nc1Ógica COhBtante sobre los tejidos del. individuo y que se encarga -

de eliminar cEl.ulas mutantes que pudieran aparecer y provocar un tumor 

(15,16). La multipl.icidad de los mecanimnos efectores en'VUeltos en la 

resistencia contra 1os tmnores, sugiere que·!.!!..~ se acti.va probabl~ 

mente más de un mecanismo antitumora1. 

A) Respuesta l:nmune Celu.la,¡; 

La respuesta inmune celular está mediada por c&lulas asesinas 

naturales (41.), ci'>lulas asesinas (71), macrófagos activados (37) y lin-­

fccitos T citotóxicos (68). 

Las cé1u1as asesinas natura1es tienen una actividad antitumo­

ral independiente de anticuerpos y no restri.ngida por antígenos de his~ 

ccmpatibil.idad, su actividad citotóxica se puede aumentar. por interfer6n 

y por linfocinas como Xl-2 (40). 
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Las célul.as asesinas o nuias tienen la capacidad de destruir -

cé1ul.aa tumorales recubiertas de anticuerpos da 1a c1ase XgG. su activi­

dad l!tica dependo de la expresi6n del. receptor para el. frag¡nento Fe de -

la XgG y no requiere de complemento (7). 

LOS mac>:6fagos requieren de un proceso de activación para 1le­

v.:r a cabo su actividad citol.ítica. .ta activación de l.os macrófagos se -

puede desarroll.ar ,!!!. ti!2. =n estimulantes del sistema reticuloendatelial 

e.:!:!!.~ con ciertas linfocinas. Se requiere del. =ntacto cel.ular entre 

el maci:ófago y l.a c&lula tum::>ral para la muerte de esta última, l.a cual -

no depende de la fagocitosis, aunque esto puede ocurrir de¡¡¡pués de la 

muerte y fr~gm.antnción de la cé1ula tumora1. 

Los linfocitos T citotóxi=s (L'l'Cs) son J.os responsabl.es de la 

respuesta i.nn:une anti tumoral. más importante (67). Los L'l'Cs tienen la ca:12.a 

cidad de destruir células que manifiestan en su superficie estructuras -­

al. te:radas, ajenas o modificadas. l:!sta Üt$5t.:ü.c::::::ió:?. ~~ Fmmamente espec.í.fi.­

ca ya que sólo l~san a células semejantes a las que indujeron su activa-­

ción. 

La l.isi:: cel.ular por LTCs es el. resultado de la colisión entre 

el. LTC (célula efectora) y la célula tun>:>ral (cél.ula bl.anco). ~lgunos de 

los requerimientos necesarios para que los LTCs lleven a cabo ~ %unci6n -

son l.os s.iguientes: 

- viabi1idad de la célula efectora 

- contacto ce1u1ar {célula efectora-célula blanco) 
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receptor de 1a cé1u1a T para e1 antígeno 

cationes divalente Cc:a2+, Mg
2+) y g1ucosa 

- los productos del CMH presentes en la célula bl.anco y en el 

L'l'C. 

Los LTCs sobreviven a la interacci6n con 1a célula tur.Dral y 

pueden interaccionar con otras células tmnorales, las cuales tienen un -

papei complctzm:ente rasivo en el. evento lítico, sirviendo solamente cor~o 

ºpresentadores de antígeno". 

B) · Respuesta Inmune Hwnora1 

Por mucho tiempo se ha considerado que los anticuerpos contra 

antígenos de cél.u.l.as tumorales no tienen un papel importante en el cont.col 

inmuno1.ógico de las células tumoral.es. Esta aseveración está b.:i.sadt>. prin­

cipal.mente en que estos anticuerpos no confieren inmunidad a nuevos ho:.;pc­

deros {11., 71), aunque se han reportado anticuerpos dirigidos contra a11tí--

genes twoo:La1c~ c~p:?.C'e!=Z de destruir específicamente a la cél.ul.a tuzr.oral., -

en presencia de compl.emento. Estos hechos hacen difícil determinar el gr~ 

do de importancia de la respuesta inmune humoral evo~ada contra células --

tUlllOJ!ales. 

5. MECAN:tSMOS DE ESCAPE DE LAS CELULAS TUMORALES 

A pesar de 1os mecanismos inmuno16gicos que despi~rta una cé1u-

1a tumoral, esta crece, se desarrolla y mata al hospedero. Este fracaso de 

1a viqi1ancia inmunológica en la destrucción de las células tumorales po-­

dría ser explicado .. por uno o varios de los mecanismos de escape de las cé-

1.ulas tumoral.es, que a continuación se enumeran: 



A. Modulación Antigénica 

Algunas células tumora1es tienen la capaCidad de modular la -

expresión de sus antígenos de superficie a1 momento de entrar en contac­

to con anticuerpos dirigidos contra estos, ya sea desprendiéndolos en -­

forma de complejos inmunes o internalizándolos (30,53). Además, ciertas 

neoplasias pueden desprender espontáneamente antígenos de su superficie, 

en grandes cantidades, sin hab~r intcr~ccion~do ~un con ~nticucrpos. Es-

tos antígenos desprendidos tienen la capacidad de reaccionar con LTCs y 

anticuerpos dirigidos contra el tumor. De esta manera al desaparecer y 

liberar antígenos superficiales, la célula neoplásica evade la respuesta 

irunune. 

B. Escasa Antigcnicidad 

cuando un tumor se encuentra en sus primeras etapas de desarr~ 

llo pue~e no expresar antígenos tumorales (13) o expresa cantidades dema­

siado ! equañ~s cerno para eztirnular al sistema irunune. Para cuando estos 

antígenos son fincllrncnte detectados,. el tumor ha crecido en ta1 magnitud 

'que aún la mejor respuesta inmunológica de rechazo no es suficiente para 

controlarlo (53). 

c. Estados de In..,,unosupresión Inducidos por el Twnor 

Algunos twnores son capaces de inducir estados de inmunosupre­

sicSn en el. hospedero (3),. mediante la secreción de moléculas farmacol_6gi­

camcnte activas que estimulan células T supresoras que abaten ia·respues­

ta inmune (9). 
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o. Enmascaramiento de Ant!qenos de Histocompatibilidad 

Ciertos tipos de tumcres producen glicoprote~s de alto .J?eso 

molecu1ar que enmascaran los ant!genos mayoros de histocoll>P"'tibilidad pr2. 

pi.os, impidiendo el rec::onocimiento de éstos por L'l'Cs y anticuerpos. Tal 

es el caso del tumor mamario 'l'A3 que produce una glicoproteína de 500 000 

daltones denominada epiqlicanina (88) y el mieloma murino LPC-l que prod:!:!_ 

ce una qlicoprote!na de 160 000 daltones denominada c¡Jpl60 (20). 

E. Otros Factores 

. Algunas células tumorales se vuelven resistentes a la lisis -­

por medio de la producción de material. con actividad anticompl.ementaria 

(l.O), por una rápida reparación de l.os sitios dañados de la membrana cel:!:!_ 

l.ar (79), y por que los ant!genos tumoral.es se encuentran bloqueados por 

anticuerpos no citot6xicos lllUll<l:doS facil.itadores (41). 

En los úl.timos años se ha reportado que l.as células canceroaas 

puederi expresar productos. genéticos que en condiciones normal.es son compo­

nentes de cél.ulas embrionarias o fetal.es, pero que están ausentes o prese~ 

tes en muy bajas cantidades en células adultas (63). 

La célula tumoral. expresa proteínas de superficie característi­

cas de células embricmarias y que se han detectado inmunol.6qicamente (ant!_ 

genos oncofetaleo) • Estas proteínas fetales o embrionarias son fase-espe­

cíficas, en el sentido de que son •apagadas" en el. feto a término o. en el. 
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recién nacido. Aunque, por otro lado no se sabe que señales de desarro-­

llo pueden inducir au expresi6n en circunstancJ.as :normales, y menos aGn -

sí son ~se específicas en la clÍlula b.ulK>ral. (38,63). 

Por otro l.ado se sabe que las células tumorales o neopUsicas 

además de los antígenos oncofetales, ~.xpresan otraG propiedades embriona-

rias. Por ejempló, se han enc<>ntrado formas de tRNA embrionario en cel:!!_ 

lai:;: twnorale&t además da que la n-.atilación da tm:A es mucho m.5.s gr.il.nda an 

células embrionarias y en células cancerosas que en cél.ulas normales adu,!. 

tas (4). Se e>:>noce desde hace tiempo que la actividad de metil.transfera­

sas del hígado decrece !!lllrcadamente después del nacimiento y después de -

la formaci6n del bl.astccisto, en la embriogénesis temprana del. conejo 

(62) • Otra característica compa.i'tida por l.as ct;l.u1as embrionarias y l.as 

células tumoral.es es que se aglutinan por lectinas (66). 

Por otro lado se sa.be que las células embrionarias y fetales -

contienen antígenos de transplante contra los cuales la madre monta una -

respueata inmune (80) • Las células del trofoblasto de los mamíferos re-­

sisten a la respuesta i11111une·del hospedero, y pueden estimular el flujo -

local. de o<mgro en loe tejidos circundantes (33). TOdas las células can­

cerosas, sin importar el tejido de procedencia comparten estas propieda­

des con las células del trofoblasto (23). 

El escape del trofoblastc de la respuesta inmune de l.a madre -

debe de estar relacionado con proces?s fisiológicos presentes en célu1as 

feta1es y no en células adultas 1 de 1.a :misma manera. una célula que ha s~ 

frido una ttansformación maligna atlq\1iere la capacidad de escape de la 

respuesta inmune. Alexander sugiere que ias cé1u1as malignas mimetizan -
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el escape de las células fetal.es (4), por otra parte se ha observado c¡ue 

cél.ul.as embrionarias liberan antígenos de histocompatibilidad de sus su­

perficie, lo cual también se ha observado en algunos ttm0res (4). Por -

todo esto se antoja pensar que los antígenos fetal.es presentes en células 

tumorales pueden ser una consecuencia de que el tumor ha adquirido a1guno 

de 1os mecanismos de escape de las células fetales. 

En todos estos ejemplos, la pregunta sin respuesta es: sí J.a 

expresión de caracLer!stic~~ c.~b~ionar.ias Co una parte integral de la -

tra.nsfo:rmación maligna o es un efecto incidental. 

Hay tres posibilidades de generar un fenotipo ma1igno a partir 

de un genotipo inalterado1 tal. fenotipo maligno podría resul.tar de la -­

coe...~resión en l.:i célula adulta (a) de un tipo de genes expresados norma,!. 

mente durante la ont.F>genia; {b) de la combinación de diferentes genes o -

(e) d~ genes que están normalmente silenciados durante la· ontogenia (63). 

Aunque una dificultad para aceptar la última posibilidad es que resuita -

sumamente difícil probar 1a existencia de un gene dado que nunca se ha e~ 

presado durante la ont_ogenia·, 1as otras dos posibilidades, sin embargo, 

parecen tener más futuro. 

7. ANTECEDENTES 

Estudios previos muestran que ei mieloma murino LPC-1 (H-2d) 

adquiere periódicamente una resistencia a la lisis por linfocitos T cito­

t6xicos (LTCs) o por anticuerpos y complemento. 

El mieloma LPC-i crece en la cavidad peritonea1 de ratones de 

l.a cepa BALB/c (H-2d) y producen ascitis. Las cel.ulas obtenidas del.a -
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cavidad peritoneal del ratón tres días después de la inoculación del tu­

mor (células tempran..S) son susceptibles a la lisis por LTCs o por anti­

cuerpos dirigidos contra H-2 y complemento cuando se prueban en un ensa­

yo de citotoxicidad. Sin embargo, las células LPC-1 obtenidas 12 - 14 

d.Ías después de l.a inoculación del tumor (células tardías) se muestran -

resistentes a la lisis imnune (Fig. 2) (18). 

Estudios comparativos de la superficie de las cé1ulas LPC-1 

tempranas y tardías, muestran que la aparición del fenotipo resistente -

corre1aciona estrechamente con la expresión de una proteína de membrana 

de 160 000 daltones (gpl60), la cual se acumula con el tiempo en la su-­

perficie de las células LPC-1 (Fig •. 3) (19). 

La resistencia de las células tardías a la lisis por L'l'Cs y -

por anticuerpos anti-H-2d y complemento se pierde cuando las célul.:in son 

transplantadas a ratones BALB/c y extraía.as tres o cuatro días después; 

cuando las célul.as se mantienen en cultivo por más de cuatro días {39) o 

cuando se tratan con tripsina, quirniotripsina, subtilisina, (proteasas) 

o neuramin.ida {';fl.:i..coiii.:la.s&} {!?ig. ·1} {::!..2}. TOd".\~ '?'Rt:ns tratamientos dis 

minuyen la concentración de gpl60 en 1a superficie ce1ular. 

Estudios cuantitativos de 1os antígenos de histocompatibi1i-­

dad H-2 presentes en la superficie de 1as Células tempranas y tardías -­

tratadas con tripsina, muestran que hay cantidades seme~antes en ambos -

tipos ce1u1ares, lo cual sugiere que gp160 puede estar interaccionando -

con e11os 1 impidiendo estéricamente su reconocimiento por L'l'Cs y por an­

ticuerpos anti-H-2 (39). Posteriormente se observó que gpl60 interac-­

ciona preferentemente con los antígenos H-20 y H-2K y que an~ígenos no -
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relacionados con el complejo mayor de h:istocompatibilidad no estan sign!_ 

ficativamente enmascarados por gpl60 (20). 

gpl60 es una glicoprotc:ína formada por una sola cadena poli-­

pepttdica, rica en ácido sialico (10% de su peso molecular) y se ha est.!_ 

mado que existen l.5 x 10
6 

moléculas de gpl60 por célula. tard:Ía LPC-l, 

en tanto que el número de molécu:Las H-2 qu~ existen por linfocito es da 

5 X 10
5

• En las células LPC-l exi.stir:ían tres moléculas de gp160 por una 

de H-2, 1o cua1 hace posib:Le una gran interilcc~ón entre estas dos molécu-

l.as dando por resul.~o un mecanismo de escape a la respuesta inmune del. 

hospedero (7B). 
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RELACION ErECTORAG:BLANCO 

F.i.g. 2. Cambios en el tiempo de la susceptibi­
lidad de las c5lulas LPC-1 a la lisis 
por LTCs anti-H-2d. Se mide la susceo 
s:P>ili.dad a la lisis (liberaci6n de :: 

cr) de células LPC-1 cosechadas 2,4, · 
6,S,10,12,14 día después de haber sido 
inoculadas en la cavidad peritcneal de 
ratones BALB/c (P.ANEL A,B,C,D,E,F,G,H, 
respectivamente. células LPC-l. o---o, 
Blastos H-2d • -- • • Cel'.ulas retrans­
plantadas a --o. 
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(Tj 8) 

No. D& FRACCION 

Electroforésis en geles de poliacr1lamida-SDS de 
los componentes radioiodinados de la superficie 
de las células LPC-1 tempranas {a), tardías {b) 
y tempranas + tardías {c). La mayor diferencia 
radica en la fracción 65, indicando un aumento 
I·~ la cantidad de una proteína de 160 000 dalto 
nes en las células LPC~l tardías; esta proteína 
es eliminada cuando las células se tratan con 
tripsina {d). 
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60 

EFECTORAS:BLANCO 

Efecto de diferentes proteasas sobre la 
susceptibilidad de las células LPC-1 tar 
días a la lisis por LTCs anti-H-2d. Las 
células LPC-1 tardías son tratadas con 
triosina (o--o), quimotripsina 6;1--11), 
subtilisina (o--o), proteasa de 
~lococcus (e--e) y trombina (a-o.) 
i:a:iicélulas LPC-1 tempranas no tratadas 
(o---o) y tardías (e-e) están incluí 
~- -

1 
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IJ:. OBJE'J.':J.VOS 

POr todQ lo anterior resulta interesante saber ai la. glico~r2_ 

te1na tumoral qpl60 es un antígeno exclusivo de célul.as tumorales (anti­

c;cno tumoral) o bien si se expresa en tejido adul.to y/o embrionario. 

Por lo que la estrategia del presente trabajo es: 

1. Xdenti.ficar l.Os componentes de la supt:}rficie de las membranas de 

diferentes mielomas lnurinos por métodos bioqu!micos, y comparar­

los con l.os componentes superficíaies de las cél.ulas LPC-1. 

2. Producir antícuerpos contra la proteína gpl60, y verificar la 

reactívidad de dichos anticuerpos con la p:toteS:na. 

3. Con la ayuda de los anticuerpos, estudia:< la distribución de l.a -

glicoproteS:na gpl60 en tejido adulto y embrionario. 
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I:IJ:. MATERl'.ALES Y METODOS 

l.. ANIMAt.ES 

Se util.izan ratones de diferentes cepas, dependiendo del. ha~ 

PJ.otipo de su COmpl.ejo Mayor de Histocompatibil.idad H-2 (CMH):BALB/c, 

(H-2d), BALB-b (H-2b), BALB-k (H-2k), C57BL/6 (H-2b), NZB (H-2d) y CD2 -

{El'.!.9/c X DBA/2 1 fil (H-2d) • 

Estas cepas son mantenidas y conservadas en el bioterio del -

Instituto de Inves~igaciones Biomédicas de 1a UNAM. 

2. LINEAS TUMORALES 

Las tumores de cél.ul.as pl.asmáticas (miel.ornas H-2d) LPC-l., 

LPC-1-LITTON, OPEC 31.5, MOPC l.67 y MOPC 460 se mantienen en forma de as­

citis en l.a cepa de ratón BALB/c (H-2d) en tanto que el. miel.ama Pc3 

(H-2d) se mantiene en l.a cepa NZB (H-2d) y el. mastocit~ma PBl.5 (H-2d) se 

mantiene en l.a cepa·co2 (H-2d). El. miel.orna X63. AgB (H-2d) se mantiene 

Las células tempranas y tardías se obtienen de 3-4 días y 

1·2-14 días después de su tra.nsplante, respectivamente, por medio de lav!!_ 

dos de la cavidad peritoneal del ratón, con 5-10 ml de solución salina -

amortiguada con fosfatos (PBS, O.l.5M Nacl., O.OlM fosfatos, pH 7.4): Las 

células se lavan tre~ veces con PBS por centri~ugación a 400 g durante 

10 minutos, posteriormente se resuspenden en 30 mJ. de PBS y se cuentan 

en un hcmocitómetro. El número de células por mi1ilitro se calcu1a me--
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diante la siguiente f6rmula (27): 

donde: 

c;;lulas/on3 = Ne x d x 10
4 

NC - Número de c;;lulas 

d - Factor de dil.ución. 

10
4

- Factor que transforma el núwero de c;;lulas de un nun2 a 
el número de células en mm~ 

3. CULTIVOS DE CELULAS 

3·.1 Precauciones 

cuando se tiene un cultivo de célulae es necesario cxtrc.'nil.r -

los cuidados al trabajar, así como la esterilización del materiol y de -

las sol.uciones que se van a utilizar1 por lo que: 

a) Todo el mater1al antes de trabajar, debió haber sido l~vado, en. 

juagado y esterilizado. 

b) Tedas las manipulaciones de un cultivo de células se deben rea­

lizar en un laboratorio exclusivo para el cultivo celular y ~n 

campanas de flujo l.aminar 

e) E1 material ~~lizado para este fin debe ser cxciu~¡vv 

d) oe ser posible, usar reactivos de máxima pureza, de grado cult!_ 

vo de células. 

3~2 Soluciones 

Antibióticos: Penicilina 100 mg/ml., estreptomicina l.00 mg/ml 

(l.OOX) 

Antimic6ticos: anfotericina B 250 ug/ml (lOOX) 

L-Glutamina 200 mM (lOOX) (GJ:BCO) 
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J\nlinoacidos no esenciales (100Xl (GrBCO) 

L-alani.na 

L-asparagina 

L-ácido aspártico 

L-ácido glutámico 

Glicina 

L-prolina 

L-set'ina 

0.89 mg/ml 

1.50 mg/ml 

1.33 mg/ml 

1.47 rng/ml 

o. 75 mg/ml 

1.15 rng/ml 

1.05 rng/ml 

C:Oncanavalina A l mg/ml (Sigma) 

Lipopolisacarido l mg/ml (.§_. coli, 0111:B4, orFCO) 

3~3 Suero 

Se utiliza suero fetal bovino (Flow La.boratories, Virginia, 

USA) ·libre de micoplasma y de inmunoglobulinas. Antes de utilizarse el 

suero se descomplementa calentándolo durante media hora en baño maría a 

56°C. 

·3:.4 Uedio de Cultivo 

Todas las células crecidas ,!!!. ~ se cu.1.Llvan e;¡¡ :::.C!io P.1?!'..I 

1640 (GIBCO) el cual se prepara disolviendo el contenido de un sobre en -

un litro de agua desionizada, y se agr.egau 2 g de bicarbonato de sodio -­

por litro y se ajusta el pH a 7.3. Se esteriliza por filtracióD en doble 

filtro millipore de 0.22 um y finalmente se a1macena en alícuotas de SOO ml 

a 4ºC. Al rnom.:!nto de utilizarse cada" l.00 m1 de medio Se suplementan con: 

- l. rol de sol.ución de antibióticos 

l. rnl de 1'1 solución de antimic6ticos 

- l. ml de la solución de L-Glutarnina 

- l. rn1 de la solución de aminoácidos no esenciales 

- 10 ml de suero fetal bovino 
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Las cé1ulas de ba%o y de timo de ratón puest.:as en cul.tivc, se 

estimul.an con SO µg/ml. de l.ipopol.isacáridos (mit6geno de cÉÍl.ul.as B) o con 

5 µg/ml. de concanaval.ina A (mitógeno de cél.ulas T). 

Todas 1as cél.ulas se mantienen a 37ºC y en una atmósfera hÚme-

da con 7% de co2. 

3.5 congelación de cél.ulas 

2 x 107 células tumorales se centrifugan y se resuspenden en -

un mil.ilitro de medio de congel.ación (90% suero fetal bovino, 10~ DMSO) a 

4°c., Se co1ocan en un criotubo y en una caja de pol.iestireno con paredes 

de l cm de grosor, la cual se guarda a •BOºC por 24 Hr y posteriormente? -

1os tubos se trasladan a un tanque de nitrógeno 1íquido. Las células se 

mantienen por tiempo indefinido bajo estas condiciones. 

3.6 Desco.ngelación de Células 

Se retira el. criotubo del nitrógeno.l!quido y se descongel.a ~­

inmediatamente después en un baño maría a 37°C. Las células son inyecta­

das a un ratón ~eceptor, o son mantenidas en cultivo bajo las condiciones 

ya mencionadas. · 

3.7 .crecimiento 

Las cél.ulas de l.os mielomas deben mantenerse a una densiaad de 

ño5 - 4 x lo5 cÉÍlulas por mil.ilitro, l.o cual se l.ogra dil.uyéndolas l.:5 

diariamente con medio de cultivo. En tanto que 1as células de bazo y de 

timo se mantienen a una.densidad de 5 x .10
6 células por milil.itro. 
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4. TECN:CCAS :INMUNOQUlll:CCAS 

4 .1 Obtenci6n de Antisueros y sueros Normales 

a) Antisuero de ratón anti-LPC-1. Se obtiene de la inmuniza-­

ci6n por vía intraperitoneal de ratones Bl\LB.b con 107 células LPC-1). El 

tumor crece inicialmente pero es rechazado alrededor del día 20. LOS ani­

males se refuerzan el día 28 con 107 células LPC-1 y después cada 15 días. 

LOs ratones se sangran 7 días después ·de cada refuerzo y el. suero se alma­

cena a -70°C. 

b) ~ntisuero de conejo anti-gplGO. Se obtiene de la inmuniza­

ción de conejos con gpl.60 purificada por colwnnas de afinidad. LOs cone-­

jos se inmunizan por vía intradermica con 100 ug de proteína en un milil!­

tro de adyuvante completo de Freund. Después de l.a intnunización los anlln!. 

les se refuerzan al siguiente mes y se sangran a l.os 10 días después de1 -

refuerzo. 

e) AnticuerFO de cabra anti-IgG de conejo. Estos anticuerpos 

se adquieren comercid.lfui:n:::..e. .::!:::. los l~~r.A.t:orios Cappel. (Pensil.vania, USA). 

d) Sueros norniales. Se obtienen del sangrado de un conejo no~ 

mal o de ratones normales, generalmente los mismos que posteriormente serSn 

inmunizados • 

. 4:.J..J. Purificaci6n de Antisueros 

Las antisueros y sueros normales tanto de ratón como de conejo 

se purificaron m~diante una columna de afinidad (Sepharosa 4B acoplada a 

prote!na A) (51) • 

¡. 
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La prote!na A tiene la propiedad de reaccionar fuertemente con 

el fragmente Fe de algunas clases de inmunoglobulinas de diferentes espe­

cies (84). Todas las J:gG's se unen a 1a prote!na A, y en el caso del r~ 

t6n solo se pierden las J:9G1 • Una molécula de proteína A puede enlazar -

·al menos dos moléculas de inmunoglobulinas. La proteS:na A se acopla a --

Sepharosa 4B covalentemente por el mi!todo de cuatrecasas y el inmunoadsoE_ 

bente resultante, que contiene 4 mg de proteS:na A, puede en1azar hasta 

30 mg de J:9G por mililitro de gel. La columna de Sepharosa-prote.!na A se 

lava con 'l'RIS-HCl 0.1 M pH 7.95 a una velocidad de flujo de "20 a 40 ml/hr. 

Posteriormente, -~~-aplican 2 ml del antisuero a 1a columna y se deja inc.!:! 

bar una hora a temperatura ambiente. Inmediatamente después, 1a columna 

se lava con TRJ:S-HCl 0.1 M pH 7.95 hasta que la absorbancia a "280. mn sea 

cero, eliminándose así la proteS:na no adsorbida. Las .inmunoglobulinas se 

eluyen con glicina-HCl O.l M pH 3.0 a la misma velocidad de flujo. El 

eluido se colecta en fracciones de un mililitro en tubos que contiene 0.1 ml 

de ~Rl:S-HCl l M pH 7.95 para neutralizarlo. Las fracciones con al.ta can­

tidad de prote1na (absorbancia a 280 nm) son dializadas contra PBS, ali~ 

cuoteadas y almacenadas a _;,7Q 0 c hasta su uso .. 

4.1.2 Comprob~ción de 1a reactividad de 1os antiSueros. 

Antes de uti1izar 1os diferentes antisueros, se verifica su -­

reactividad por medio de la técnica de OUchterlony (48). 

a) Preparación de placas para innn.tnodifusión. se prepara una 

solución de agarosa tipo J:J: (Sigma) al o:e~ en PBS Y se pone a disolver -

·en un baño mar!a. en ebu1lici6n,. se deja enfriar a 60°C aproximadamente e 
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inmc:diatamente después se oo1ocan S ml. de 1a so1uci6n de agarosa sobre C.!!,. 

da portaobjetos a util.izar. Se deja sol.idificar y por Úl.tilllc se perforan 

1as p:lacas. Se oo1ocan 10 ul. de 1os sueros a probar, en cada pozo de la 

placa de imnunoclifusi6n, previamente dilui'.dos en PBS, contra 10 ul del --

ants:geno. El. Ag y el. Ac deben de encontrarse en concentraciones equipar!!_ 

bles, y al.rededor de l. mg/m1. La pl.aca se deja en cámara húmeda a 4ºC d.!!_ 

rnnto u..~ noche para que se l.leve a cabo l.a reacción antígeno-anticuerpo. 

b) Tinci6n de pl.acas. -Las placas se J.av;:m con sol.ución sal.in::. 

0.15 H durante 24 brs. Después se colocan en agua destilada por una hora. 

Al. cabo de este período, se pone papel fil.tro sobre cada placa y se deja 

secar por un d!a a temperatura ambiente. El agar deshidratado queda 

adherido al papel. fil.tro como una pelS:cu1a fina. Se enjuaga con agua deE_ 

ti1ada y se t:ifie con amido negro (amido negro O.lse, metanol. absoJ.uto 20%, 

&cido acético l.11>, _agua destilada) durante l.O minutos. Las placas se des­

tiñen con una so1ución de ácido acético el. 2%. 

4.2 Acopl.amiento de xg<; de cabra Anti-XgG de conejo a Xsotiocianato de 

FluoresceS:na (34) 

4. 2.1.: Procedimiento de Conjugación. 

La concentración de proteína (_XgG) a l.a cual se obtienen loe m-2. 

jores resultados de conjugación es de 4-5 mg/ml en tanto que la concentra­

ción de isotiocianato de fl.iloresce!na es de l.2.S mg/ml. de proteína. 

El. fl.uorocromo se disuelve en so-100 u1 de una sol.ución O.l M 

de carbonato de sodio. La soJ.ución de proteína (2-3 ml.) es equil.ibrada en 

fr!o llevando el pH a 9.0 añadiendo carbonato de sodio 0.1 M. Una ve:: equ.!_ 
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librada l.a solución de proteína, se l.e añade l.entamente la sol.ución de 

fluorocrcmo. Para mantener el pH en 9.0 se acp:;ega carbonato do sodio 

O.OS M cuando es necesario. Si. el pH no cambia después de l.5 minutos, la 

mazcl.a se deja reaccionar en frío con agitación y en la obscuridad duran-

te 18 hrs. Para reir.over cualquier precipitado, la muestra se centrifuga 

en una centr:tfuga Eppendorf durante l.O minutos (J.4000 g) • 

:4-. 2. 2 ·Purificaci.Sn· del Conjugado 

Para su purificación, el conjugado se pasa por una columna de 

Sefadex G-50 (fino) de 8-10 mm de dilllnetro y 60 cm de l.ongitud. La col"!!!_ 

na se lava previamente con PBS pH 7.5. La elución se realiza con el mis-

mo buffer y ca obtienen dos fracciones: l.a primera corresponde al anticu~r 

po conjugado y la segunda corresponde al fluorocromo l.ibre, que no reac--

cionó (absorbancia a 280 nm y absorbancia a 495 nm). 

• .. 4.2.3: Eval.úaci6n: dél conjugado 

La concentración del anti.cuerpo y la relaci5n fluorocromo-anti-

cuerpo se caJ.culan en funci6n de la densidad óptica· a la cual absorban -­

tanto· l.& proteína (absorbancia 280 nm) como el isotiocianato de fluores-­

ceína (absorbancia 495 nm), y utilizando l.as s.iguientes fórmulas: 

Absorbanci.a': ·200 nm - (0.35 x absorbancia 495 nm)= concentración de anti-
l..4 cuerpo (mg/ml) 

2.87 x absorbencia 495 nm = moles de fl.uorocromo -
Absorbancia 280 nm - ( 0.35 x absorbancia 496 mn) por moles de anticuerpo 
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Por regla general, los conj_ugados con una rel.aci6n molar menor 

de·l. son reactantes pobres, en tanto que conjugaaos con una rel.aci6n mo-­

lar de 2 - 3 dan busco:; rc::ultados. 

4~2.4 ~cenaio.iento del. conjugado 

El. conjugado se hace isotónico dializándolo centra PBS y se -­

ajusta 1.a concentraci6n de anticuerpo a 0.5 mg/ml.. El. conjugado se este­

rili_za por fil.tración en filtros de acetato de nitrocel.ul.osa o. 22 um (Mill,!. 

pore) y se almacena a 4ºC en 1.a obscuridad. 

4~3 Radioiodinaci6n C125r) de los componentes Superficial.es de las Cél.u-­

las 'l'Unlorales 

4. 3. l. Harcaje de la superficie· cel.ular 

Para la caracterizaci6n de las moléculas de la superficie cel.!! 

lar de las células tumorales se emple6 la técnica de iodinaci6n descrita 

en presencia de láctoperoxidasa y per6xido de hidr69eno para dar lugar a 

'un complejo enzimático capaz de convertir 1.os residuos de tirosina de las 

prote!nas superficiales en derivados monoiodinados. La histidina también 

puede reaccionar aunque.en menor grado (47). Debido al a1to peso mo1ecu-

1ar de la lactoperoxidasa (78 Kd) ésta no penetra a la célula, lo que pr!:!_ 

porciona un sistema particu1armente útil. para el marcaje de las proteínas 

superficiales. 

En i:esumen, a 1 x 107 células tumorales (95 - 100~ de viabili-

dad) previamente lavadas con PBS se les agr_egan 10 µl. de l.actoperoxidasa 
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(4 mg/ml en PBS) y l mCi de Na
125

I (Amersham, actividad cspec!fica 350 -

500 mCi/mM) • Inmediatamente después, se agregan 10 ul de una solución -

fresca de H
2

o
2 

al 0.03% preparada en PBS; las células se incuban por 5 -

minutos a 30°C; los dos últinv::>s pasos se repiten dos veces más. P~ra p~ 

rar la reacción y eliminar el exceso de 
125

x libre, las células se lavan 

3 veces con 15 m1 de PBS-KI 5 rnM y una vez más can PBS centrifugando a -

450 g durante 5 minutos. 

4. 3. 2 SOlübilización de. los componentes superficial.es radioiodinados 

Para solubilizar los componentes radioiodinados de la superfi­

cie celular las células marcadas (10
7

) se resuspenden en 100 ul del dcte=:. 

gente no iónico NP-40 al o.5% en PBS y en presencia de inhibidor de pro--

teasas PMSF ( fenil.metilsulfonilfluoruro, Sigma} y se incuban durante -

30 minutos a 4ºC. A1 cabo de este periodo la fracción solubl.e se separa 

de los restos ce1ulares por centrifugacióñ a 14 000 g en una centrífuga -

Eppendorf (54). 

~.3.3 Precipitacióndeproteínas celulares por TCA 

cuando las proteínas se llevan a su punto isoeléctrico por la 

adición de H+ (TCA). su carga neta es cero y precipitan, separándose de -

esta manera el isótopo libre de la marca incorporada a las proteínas (6). 

A 10 µl (106 EqCe) · de extracto celular en NP-40 0.5% se l.e aña­

den J.O ul de suero feta:r bovino (para hacer visible el precipitado) y 3 ml 

de TCA al. 10%. La mezcla se incuba .lO minutos a 4°c y se centrifuga a --

soo g por s minutos; el. precipitado se lava dos veces más con 3 ml de TCA 
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a1 10%, dejando incubar nuevamente y centrifugando de igual nodo. El pre­

cipitado resu1tante se resuspende en un tnil.i1ítro de PBS y se cuenta en un 

contador gama Autol.ogic (Abbot) • 

4.4 Inmunoprecipitaci6n de los Antígenos de la Superficie Celular 

Las células tumorales se iodinan y solubilizan en NJ?-40 com::> se 

describió anteriormente. A 100 u1 del extracto celular se le añaden 20 ul 

del antisuero específico y se incuba .la muestra iiurant.e una ho::.::. ¡:, 1 ºC .. 

Para aislar l.os complejos antígeno-anticuerpo se añaden a la muestra 100 ul 

de una suspensión al 10% de Staphylococcus ~, tipo cowan I. inactivado 

(Pansorbin, calbiochem) en PDS-NP 40 al 0.5% y se incuba por 30 minutos a 

temperatura ambiente. Transcurrido este periodo, la muestra se centrifuga a 

14 · 000 g por 5 minutos en una centríf.uga Eppendorf y se 1ava tr-es veces más 

con PBS-NP 40 al o.s~. El Staphy1ococcus ~ presenta en su superficie 

proteína A la cual tiene receptores para la fracción Fe de las inmunog1ob~ 

1inas.. Al centrifugar la muestra el Staphylococcus ~ sedirr.enta, l1e­

v5.ndo~e. los co::iplcjos antígcno-anticue.rpo que se encuenLLan .f.i.jo:;: c.n ::u --

.superficie (26) .. 

LOS complejos inmunes unido~ a la bacteria se eluyen con 50 u1 

de o. l. 11 'l'RIS (pii ó.·1), S't. sos y 5% beta-mercaptoetano1 en un baño de agua 

en ebullición durante 5 minutos.. La muestra se centrifuga a 14 000 g por 

10 minutos, el sobrenadante se conserva y se analiza por medio de electr~ 

forésis en geles de po1iacri1amida en sos. Las proteínas inmunoprecipi~ 

das se identifican mediante la autorradiografía de los ge1es. 
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:4·. 5 !leterminaci6n de Proteína por el. Métc:do de Lowry (59) 

La determinación de prote!na con el. reactivo do Folin c:c:nsta -

de dos pasos esenciales: 

a) La reaccion de l'1 proteína c:on el. CU++ en al.cali formando el. com­

plejo CU++ -Proteina 

b) La reducci.6n del reactivo fosfomol.:tbdico-fosfottingstico (reacti 

va de Fol.in) por el. compl.ejo cu++ -proteína (aminoácidos a¡:-o:::S--=­

ticos), dando eomo resul.tado diferentes grados"de coloración 

azul., la cual. es proporcional. a la concentraci6n de proteina 

presente. La rel.ación es li.neal. en un rango de proteína de 

lO-l.00 _ug. 

A diferentes cantidades de una ::;o1ución patrón de seroal.búmina 

l:x7.ri:na· <en·PBS,.": l.00 µgr¡\n1) y de las muestras problema aforadas a un mil.il.i-

tro de _agua se les añaden 4 ml. de reactivo A (Na2co3 2'1> en NaOH O.l. N, -

tartrato- de sodio y potasio 2'0, cuso
4

"5H
2
o l.'O) y se incuba J.0 minutos a 

temperabJ.ra ambiente. Ir...;.::¿:_eta!!!~nte desPUés se agr.egan _0.4 ml de reac~ 

va de Fol.in (CU.l.uido i;2 en agua) y se deja incubar 30 minutos a tempera­

tura ambiente, al. cabo de lo cual. se l.ee la absorbancia a 595 nm de cada 

muestra y se ~aza la curva patrón. LOs valores de absorbancia de los -­

prcbl.emas se interpolan en J.a curva pa:trQ~ y se ca1cu1a l.a concentraci6n 

de p:rote!na. 

:4·.6 Electroforésis de Geles de Poliacrilamida-sos 

Las proteínas de la superficie cel.ul.ar se analizan por e1ectl:!'.?,. 

foresis en geles de poliacrilamida siguiendo :La metodol_ogía descrita por 

Laemmli (55,92). 
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En este método se tienen concentraciones discontinuas de acri.­

lamida y de pH. En el. gel. concentrador la acril.a:mida se usa al. 5'1i y a un 

pH de 6.8, en Unto que el. gel. separador contiene 7 .5-. de acril.a:nida y un 

pH de a.a. como solución de corrida se usa TRIS-ql.icina (pi! 8.3). :tni-­

cialmente l.as muestras Be mezcl.an vol/vol con 0.3;.; 'r!US pi! 6.4, Stt. sos, 

5'!1 beta mercaptoetanol.Y 0.002'!. azul. de brcxnofenol y se colocan en un bzúio 

de agua en ebullición por 5 minutos. Después de col.ce= :tas muc!ltras se 

apl.ica una corriente de 15 mA por gel en placa y 3 IDA por gel. en tubo, ha.!_ 

ta que la muestra rebase el gel. concent:xador y l.a corrida se continua a -

20 mA por gel. en placa y 5 mA por gel. en tubo hasta que l!' ll!\'.estra llega 

al. l.l'.mite inferior del.. gel separador. 

Dependiendo de las Características de l.as muestras 1os gel.es -

·se procesan de diferentes maneras. 

4.6.::.. '!'ind.ón de Coamasie (57) 

:t:l gel. se col.oca en azul. de COomasie (Azul brillante de Coomasie 

R 250 0.06'!1, metanol. 30%, ác~do acético l.O'li) durante 30 minutos o toda la 

"noche. Posteriormente se destiñe con una sol.uci6n de ácido acético 10%• -

metanol. 5%. Esta tinción detecta hasta wi microgramo de proteína. 

4.6.2 Tinción de Schiff (31) 

a) · ·preparación ·del reactivo ·de ·schiff. Se disuelve un gramo_ -

de fuscina básica en 200 mi de agua hirviendo, se _agita por S_minutos_y se 

·aeja enfriar hasta SOºC, a1 cabo de io cUai la so1ución se fi1tra y se le 

añaden 20 ml de 1tl nc:t.. Nuevamente se deja enfriar (25°C) , se le añade un 
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gramo de metabisu1fito de sodio y se guarda en obscuridad durante 12 hrs. 

Posteriormente se 1e agr.egan 2 g de carbÓn activadoo se agita por un minu­

to, se filtra y se guarda a temperatura ambiente en un frasco ámbar. 

b) Tinción. E1 ge1 se fija en una so1ución de TCA al 12.5~ -

durante 30 minutos, inmediatamente después se coloca en ácido acético al . 

·7. S• por una hora, después se pasa a una solución de ácido periódico al. -

0.2!t en agua y se incuba por 45 minutos a 4°c. una vez transcurrido e1 -

tiempo, el gel se coloca en reactivo de Schiff y se deja incubar 45 minu­

tos o más a 4°C. Para desteñir el gel se le practican varios cambios de 

una solución de ácido acético al 10%~ 

4.6.3· Tinci6n de Plata ·(65) 

Esta técnica es muy sensible y detecta cantidades O~ proteína 

en· e1 -~rden de nanogramo:;. El gel. se coloca en una solución de alcohol m~ 

t!1ico al 50%, ácido acético a1 12% durante 30 m;.nutos. Después el gel 

se deja. incubar 45 mi~utos, al cabo de los cuales se coloca en ur..a sol.u­

ción de dicrcmato de potasio 3.4 mM en agua y ácido nítrico 3.2 mM por -

10 minutos. E1 gel se lava ElXhaustivamente con .agua bidestilada y a co!!. 

tinuación se 1e agregan l.00 tnl de una sol.ución de nitrca.to de pl.ata lO ;::¡.:.: 

eñ agua desionizada y se incuba 30 minutos. El gel se revela con una so­

luciiSn de carbonato de sodio anhidro 0.28 M en agua y formaldehido (100 ul/ 

100 m1). La reacci6n de revelado se detiene con ácido acético al 1% en agua. 

4.6.4 Identificación de ·l.a Marca Radioactiva 

a) Autorradiografía E:n placa de rayos x. 
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Los gel.es de pl.aca que contienen muestras rftdioactivas (125:[), 

se secan y se ponen en contacto con una placa sensibl.e a rayos x. La p~ 

ca se col.oca a -70°C por diferentes períodos de tianpo, l.o cual depende -

de la cantidad de marca presente en la muestra (5 días con 20 000 .0 .• p.m.). 

b) Determinaci6n directa 

Lo~ geles de po1iacrilamida de tubo que contienen muestras ra­

dj.oactivas (l.
25

:t) se conge1an en hiel.o seco y· .::e rebanan en secciones de 

2 mm de grosor y finalmente se determina la cantidad de radioactividad 

de cada secci6n en un contador gamma Autol.ogic Abott. Se determina el. 

Rf de las secciones en 1as que aparece marca radioactiva y se calcula el 

peso molecular de la nr..i.estra • 

. 4.7 Purificación de Membranas Plasmáticas 

La sedimentación de equiiibrio o colch6n de densidad tiene la 

capacidad de separar substancias o partículas de acuerdo a su densidad. 

La. purificaci6n de membranas plaSrnáticas de células tumorales 
. 7 

se hace como sigue (46). Brevemente, G X lO célul.as tumoral.es por mil!_ 

l.itro de sol.uci6n hipot6nica (l.OO mM MgCl.
2

, l. M NaCl., PMSF l. mM y 0.02% 

de azida de sodio) ~e dejan en reposo durante 20 minutos a 4°C. Después 

de este tiempo las células se rompen en un hom.ogeneizador de tejidos 

(Wheaton 357544) 20 golpfus a 4°C. El homogeneizado se col.oca sobre un -

colch6ri de saca~osa a1 41% en tubos de nitrocelulosa previamente lavados 

con EDTA y enjuagados con agua desionizada •. Se centrifu.ga a 95 000 X g 

por 2 hrs.. Las membranas plasmáticas forman una banda blanca en la int~ 

fase de.1 homogeneizado y ei col.ch6n de sacaxosar se separan y se lavan -
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una vez con solucilSn hipotlSni.ca y dos vecea con PBS centrif_ugando a 

95 000 X g durante 20 minutos ·cada· vez. El precipi.tado que contiene l.as 

membranas se almacena a -70ºC hasta su uso. 

4.8 Purificaci6n de la Glico~oteína Tumoral. gp160 

Las células, p<irtrculas subcelulares y moléculas que contie--

nen carbohidratos solubles se pueden purificar por =omatografía de .afi-

nidad con .aglutinina de germen de trigo (WGA) acopJ.ada a Sepharosa 6B, ya 

que· esta lecti.na tiene la capacidad de cn1azar selectivamente porciones -

de carbobidratos qµe contienen N-acetilglucosamina y ácido siálico. Un -

miJ.ilitro de gel contiene 5 mg da WGA y enlaza aproximadamente 1 mg de -­

glicoproteína por mililitro de gel.. 

4.8.1 Acopl.amiento de WGA de Sepharosa 6B 

a) '·Acti.vaci6n 'de :S~pharosa '6B (48). Se susp<?nden 10 g de -­

.Sephaxosa ·6B en·.·10 ml de Na~C03 2M y 6 ml de agua y se lleva a: una. tempe­

ratura de S-6ºC- .se le añade poco a p0c:o una sol.uci6n de 400 mg de CNBr 

.en 4 ml. de _agua a 1a misma temperatura (S-6ºC). La mezcla Ge deja agita.!!. 

do por 10 mi.mitos manteniendo el. pH entre 9 y 11 .con NaOH GN y. se filtra 

por succi6n.. La..Sepbarosa activada. se J.ava exhaustivamente ·con .agua 

(300· ml.) y H NaHC0
3 

0.1 {loo 1nl). 

b) · ·Acoplamiento ·de ·WGA ·a ·sep]tarosa "6B. La Sefarosa activada 

(1 9) se .suspende en 10 m1 de Naaco3 O.l. M, Nac1· o.s contenielldo 10 mg -

de WGA d:isuel tos en el· buffer en presencia de N-acetiJ, glucosmnina al. 2'11. 

Para proteger l.os .sitios activos de la WGA la mezcla se deja _agitando ·a 
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tEmperat:ura lllllbi.ente por 2 hrs, y a 4ºC 12 hrs ...SS. A1 cabo de este pe­

r!odo, la·mezela se lava por succi6n con 200 m1 de o.l H NAHC0
3

, 100 m1 

de agua y 100 m1 de PBS. El gel hl!medo 11e suspende en PBS y se coloca en 

una co1unma. 

4.B.2 Purific~ei5n. 

una vez acoplada la WGA a Sepharosa y montada en la columna, 

esta se lava con PBS-Desoxicolat:o de sodio 0.25!1; (OCX:-Na) con una veloc,!. 

dad de flujo de 30 a 40 ml por hora.· Las membranas plasmliticas de las c!_ 

lulas tumorales LPC-1 tardS:aa se solubilizan en PBS-DOC Na 0.5'11. (1 x 109 

eq c/ml) durante una hora, y se centrifugan a 14000 X g por cinco minutos 

para eliminar el material insoluble. El. sobrenadantc se coloca en l.a co-

1umna, se d0ja incubar 30 minutos a. tempcratuxa ambiente y se 1a.va con -

. PBS-DOC Na O. 25% hasta que la absorbancia a 280 :rim o ].as c. p.m. sean cero, 

para el.im.inar l.a p>;oteína no unida. ' La glicoproteína tumoral, . gpl60 se -

el.uye de l.a columna por competencia con N-acetil.gl.ucosamina 10%, PBS-OOC 
. . . 

. .. Na 0.25!1;. El. eluido rico en proteína (ahsorbancia 280 nm ó c.p.m.) se 

concentra y se di"1iza. La ·concentración de proteína se determina por el. 

· m1'todo de Lo.n:y. 

La pureza.de 1a glicoprote:ína e::Luida se dc ........ -.:r.a por e!.eetro-

foresis en gel.es de pol.ia=il.mnida-SDS teñidos por reactivos de Schiff • -

plata y coomasie. 

4.9 rnrnunofl.uorescencia 

La inmunofl.uorescencia se introdujo a l.a biol.og.S:a cel.ul.ar . a -

·p}:'incipi.os de ·los 40s cuando eoons ·~-~·, doseribieron por primera vez-1.a 
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posibilidad de acoplar tintes fluorescentes a inxuuno~lobul.inas. sin afec-­

tar su actividad, dando pÓr resultado una técnica capaz de detectar de 111!!. 

nara sens:l.bl,e y especifica algunas partículas y ant!genos solubles en t_!t 

jidos animal.es. 

La ~cnica es ahora utilizada para resolver problemas de viro~ 

logia, microbiol<:>gúl, patolog!a y diagn6stico. En 1"" i=unolog!a básica 

algunos problemas importantes relacionados con l.a cil.ferenciaci<5n de imnu-

nocitos se elucidaron por inmunofl.uorescencia.. W ~écn:tca es un:i podero-

aa herramienta para el estudio de ant!genos de membrana (34) • 

4.9.l J:mnuhofluorescencia: . .inilredi:a sobre células en suspcnsi6n (14) 

Iá1 técnica recibe ei nonlbre de irununofl.uorescencia indirecta -

porque en ella se emplean dos anticuerpos, el primero que está dirigido 

contra el Ant:J:geno que se desea identificar, y el s.egundo está dirigido 

contra el primer anticuerpo y que aden>ás se encuentra acoplado a un fluo­

=c~ (i!;Otioc;ianato de fluoresce:tna o rodalllina), de esta 111anera se um-

plifica considerablemente la señal. 

La presencia de gpl60 en células del sistema inmune de difere!!. 

tes cepas de rattln se detecta par inmunofluorescencia incllrecta sobre cé­

lulas de bazo y tinv::> de tres d!as de cultivo y sobre célÜlas de médula --

ósea recién obtenidas. 

Las células se lavan 3 veces por centrifugación a 400 g duran­

te 10 minutos. Un total de 106 c<llulas se resuspenden en 50 ul de inm~ 

. - . globulinas de conejo anti.-gpl60 (6 mg/ml) (primer anticuerpo) o en 50 uJ. 

de inrounoglobulinas provenientes del suero pre.inmune de conejo (G mg/ml) 
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(sue= control.) • La suspensi6n celul.ar se incuba 30 minutos, se J.ava 3 v~ 

cu como •• deacribi6 anteriormente con PBS-NaN3 O.ClM. Las clóJ.ulaa •• -

reausponden en 50 µJ. del. anticuerpo de cabra. anti.-:tgG de conejo acopl&Qo a 

isotiocianato de fl.uoresceína (l 1119/ml) dil.u!do lzS en Pa5-NaN
3 

O.OJ.M (se­

gundo anticuerpo) y se incuban por 30 minutos a 4ºC y en obscuridad. Al. -

cabo dal. tiempo, l.as cél.ul.as se l.avan tres veces con PBS y se resuspenden 

en 50 JJl. de PBS.-glicerol (l.19). Las cél.ulas positivas se enumeran por mi­

croscop.ia de fl.uorescencia. 

En todos los casos se observaron por J.o menos l.00 célul.as de -­

diferentes campos. escogidos al. azar, para determinar el. porcentaje de cél):!. 

J.as fluorescentes. 

4.9. 2 r:nmunofl.uorescencia Wirecta ·sobre cortes histol..ógicos (93). 

Para determinar si gpl.60 se encuentra en tejidos normal.es de 

ratón y en tajido embrionario se hacen cortes de 6 um por conge1ación 

LOS cortes. se slllri~rgen en acetona a -20°C por 5-l.O minutos, se secan a t~ 

"peratura ambiente y se utilizan para inmunofl.uorescencia durante l.as próx!. 

mas 49 hrs. 

Las secciones se incuban con el primer anticuerpo (anti-gpl.60 e 

XgG norma.1es) a las mismas concentraciones que en el caso de cé1ulas en -­

suspensión, durante 30 minutos en atmósfera húmeda. Después de la incuba­

ció~ con·a1 pr.imer anticuei:po las secciones se 1avan 3 veces con PBS y se 

incuban a temperatura ambien~e, en atmósfera húmeda y obscuridad durante 

30 minutos con e1 anticuerpo da cabra anti-XgG de conejo, f1uoresceinad0 

(l. mg/ml) diluído l.:~O en PBS. Los cortes se l.avan exhaustivamente con --
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PBS, se montan en PBS-gLicerol (1:9 v/v) y se observan al microscopio de 

fluorescencia~ 

Los cortes seriados se tiñen con hematoxilina y eosina (58) -­

para la identificación celular. 

5. ANALISIS ESTADISTICO 

LoG resultados obtenidos se analizaron por la prueba de rt de 

student. 
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IV. RESULTADOS 

i. PURIFICACION DE ANTISUEROS 

La fracción de las inmunoglobulinas (gamma) de los antisueros 

y sueros normales (preinmunes) se purifican por afinidad a1 pasarse por -

una columna de Sepharosa 4B acoplada a proteína A. De la columna se ob--

tienen dos picos, el primero corresponde a las fracciones del suero que -

no se unen a J.a proteína A (Albúmina, a.-1, a.-2, y B macrog1obu1inas) y el 

segundo corresponde a la fracción gamma del suero que se une a la proteí-

na A (Fig .. 5).. Se obtienen 10 mg de inmunoglobulinas totales de 5 m.1. de 

antisuero o suero preinmune. 

2. COMPROBACION DE LA ESPECIFICIDAD DE ANTISUEROS 

A l.as inmunoglobulinas purificadas se les prueba su reactivi--

dad con el antígeno contra el cual están dirigidas por el método de 

Quchterloni. El anticuerpo de cabra anti-_:IgG de conejo acoplado a isoti~ 

cianato de fluoresceína, reconoce hasta una di1ución 1:32 del antisuero -

de conejo añti-gpl60 (~ig. 6). La especificidad de1 antisuero de conejo 

anti-qpl60 se vérificó por inmunoprecipitado (Fig. 7). Precipita una ban-

da de iGo l<d. 

3. ACOPLAMIENTO DE IgG de CABRA ANTI-IgG DE CONEJO A ISOTIOCIANATO DE 
FLUOr~SCEI?U\. 

E1 conjugado se purific6 por filtración en una co1umna de 

Sephadex G-50 (60 x .9 cm) de la cual se obtienen dos picos; el primero 
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Fig. S. Perfil de eluci6n de 1a cromatografía de afinidad -
en Sepharosa 4B-proteína A, para la purificación de 
un suero hiperinmune de conejo anti-gplGO. 

Fiq. 6. nctermir_ación de 1a reactividad del anticuerpo de 
cabra anti-IgG de conejo por inmunodifusión. Po­
zo central: dilución 1:5 del anticuerpo de cabra 
anti-ZgG de conejo. Pozo l al 3, diluciones 1:8, 
li:l.6y l.:32 del.as Ig's de conejo anti-gpl.60; po-­
zos 4 al. 6, de las irununoglobulinas ºpreirununes 11 

de conejo, a las mismas diluciones que las Xg's -
irununes. 
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Comprobación de l.a reactividad de l.a·s inmunogl.o­
bul.inas de conejo anti-gpl60 y del antisuero de 
ratón (BALB.b) anti-LPC-l. por inmunoprecipítación. 
(Autorradiograf!a) • carril. 7, extracto total. de 
l.as cél.u1as LPC-1. carriles 5 y 6, irununoprecipi 
tados con 1as inmunoglobulinas de conejo anti- -
gp160~ Carriles 3 y 4, inmunoprecipitados con el 
antisuero de ratón anti-LPC-l.. Ambos antisueros 
precipi.t-.an una banda de l.60 ltd. 



45 

corresponde al fluorocromo que no reaccion6 CF.ig. B). La concentraci6n 

del. anticuerpo·después de l.a conjugación fue de l..76 mg/m]. y se acopl.a-­

ron 2. l. 7 moles de fluorocromo a cada mol de irnnunoglobul.ina. 

4. PURJ:FXCACJ:ON DE LA GLXCOPROTEXNA TUMORAL gpl60 

Se obtuvieron l.97 µg de la glicoproteína tumoral. gpl60 (0.4ti) 

a partir d-e 777. 3 JJ<J de membranas plasmáticas eqnivalent'?-1-1 " l. x 109 e$ i~ 

l.as tumoral.es LPC-l tard!as (Tabl.a X). 

Para comprobar la pureza de gpl.60 obtenida a partir del inrnr.9-_ 

adsorbente Sepharosa 6B-WGA CF.ig. 9), se realizó una electroforesis e:i 

gel. de pol.iacril.amida-SDS al l.0%. El. gel al. ser teñido con azul. de 

coomasie o con p1:ata, no presenta nf:nguna banda proteica. Sin 

embargo, ·al. teñirse con reactivo de Schiff aparece una banda proteica de 

al.to peso molecular, l.60 000 daltones CF.ig. lO carril .:?) , por lo que s.> -

obtiene la proteí'.na gpl60 con un al.to grado de pureza • 

. 5. IDENTJFJ:CACION DE LA GLXCOPROTEINA TUMORAL gpl.60 EN DIFERENTES MJ:ELO-
MAS MURINOS (H-2d) . 

· S. l. Expresi6n d<; gpl.60 en Miel.ornas de Rat6n 

Para determinar si otros mielomas de ratón (H-2d) expresan en 

su superficie una molécu1a semejante a gpl60 se analizaron los componen--

tes radioiodinados de l.a superficie celul.ar por medio de electroforesis 

"1l gel.es de pol.iacril.amida- sos al. l.0%., Es evidente que l.as cél.ulas de 

mieloma OPEC-315, MOPC-167 y PC.3 expresan una mol.écul.a de peso aproxima-

do de 160 000 daltones que migra de manera idéntica a la gpl60 de lns cé-
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Fig. a. Purificación del conjugado (anticuerpo de cabra 
anti-.I.gG de conejo acoplado a isotiocianato de 
f1uoresccína) por filtración en una co1umna de 
Sephadcx GSO. O -Absorbancia 495 nm (fluorocromo), 
~ - absorbancia 280 nm (proteína). 
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TABLA I. RENDDU:ENTO DE LA PURIFICAcreN DE LA 
GLICOPROTEINA TUMORAL gp160 A PARTIR 
DE CELULAS LPC-1 TARDIAS. 

Purificaci6n de_gp160 ug tota1es % 
(J.41.09 EqCE:) 

C/31u1as rotas 47 ººº ::!:. 00 100 

Membranas p1asm~ticas 777.3 ::!:. 0.07 1.65 

G1icoprote1na tumora1 187.4 ::!:. 69 0.4 
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l0%N-~+ 
f'BS + NP40 0.5 % 
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'· 

Fig. .9. Perfil. de el.ución de l.a cromatografía 
de afinidad en Sepharosa 6B-WGA para .. 
l.a purificación de gpl.60 a partir de 
membranas plasmáticas de cé1u1as LPC~i 
tardías, solubilizadas con Doc-Na o .. s~ .. 
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• .. -45 
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0..Fig. 10. Comprobación de 1a pureza de 
gpl60 por m~dio de a1ect::of ~ 
resis en geles de poliacri1a 
mida-sos al 10%. carril 1,­
membranas plasmS.ticas de cé­
lu1as LPC-1 tardías solubili 
zadas con Doc-Na 0.5% (tin_::­
ción de Coomasie). Carril -
2, glicoproteína tumoral 

· gpl60 purificada por croma to 
· grafía de afinidad en Sepha::­

rosa 6B-WGA (Tinción.de 
Schiff). carri1 3, marcado­
res de peso molecu1ar (liso­
sima 14 000 d, inhibidor de 
tripsina 21 500 d, oval.búmi­
na 45 000 d, seroalbúmina b~ 
vina 66 000 d, fosfori1asa B 
92 000 d, p -galactosidasa -
117 000 d, miosina 200 000 d). 
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lulas LPC-1 (Fig. 11). 

expresan alguna proteína semejante a gpl60 (Fig. 12). 

·s.2 rnmunoprecipitaci6n de gpl60 de los Diferentes Mielomas con Antisuero 
Anti-LPC-l. 

Para determinar.si la glicoproteS:na de 160 000 daltones prcsc.i:!_ 

te en ~s i;umores HOPC-l.ó7, W:C:C-"úO y ce.:; ara. ant.igénic.-:ll'r.cntc idéntica 

a l.a glicoproteína de 160 000 daltones de las células LPC-1, se realiza--

:ron· imnunoprecipitados con antisuero BALB.6anti.-LPC-l (anti-9pl60) de los 

componentes radioiodinados de la superficie celular de estos mielomas. 

La Fig. 13 muestra que el antisuero anti.-LPC-l inmunoprecipit01 

a <]pl.60 junto con los antS:genos H-20 y H-2K de ·ias células LPc-l y MOPC-460, 
d . 

. no siendo ast en l.as cél.ulas pBlS (mastocitoma H-2 ) en las que solo se --

identifican los Ags H-2d. 

pita también gpl60 del extracto radi.odi.nado de las células PC. 3 y MOPC-167. 

:6. ro~ICACION DE LA GLICOPROTEXNA TUMORAL gpl60 EN POBLACIONES CELU~ 
RES EMBRJ:ONARIAS Y ADULTAS 

Las células LPC-1 .Cgpl60+) cuando se ensayan por inrnunofluores-

cencia indirecta con anti!"Uerpos anti-gpl60 presentan un 80% de fluoresc"!!_ 

cia, en tanto que las células X63 AgB presentan. un 5% de fluorescencia 

(Fig. 14 y Fi.g. 15). cuaiido á.mbos tipo'! cel.ulares se incuban con inmuno-

9lobu1inas norma1es de conejo. cono primCr anticuerpo, sólo fluoresce el -· 
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1 3 4 

• 

Fig. ll.. Patt6n el.ectxoforético de -­
las células tumoral.es LPC-1 
(l.), MOPC-l.67 (2), PC-3 (3) 
y MOPC-460 (4). Las células 
se marcaron con 125I1 se so­
l.ubizaron con NF-40 0.5% y -
se sometieron a eiectroforé­
sis en geles de pol.iacril.ami 
da-SDS-l.0%. (Autorradiogra-=­
fía). 
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· ¡¡;i.q. 12. E1ectroforesis en g<'.les de pol.iacril.a­
mi.da -sos- de l.o" co:nponeni;es radio:idi. 
nados de 1a superf:i.e.ie de l.as cel.ul.as-:- -
X•63 (A), PBl.5 (B) y LPC-l. tardías (C). 



53 

2 

----... 

Fig. 13. Autorradiografía del gel de po1i-­
acrilamida-SDS de 1os componentes 
radiaiodinados de la superficie de 
las células tumora1es inmunopreci­
pitados con el antisuero de ratón 
BALB.b anti-LPC-1. carril. 1 P815, 
carrii 2, MOPC-460, ~rril 3, 
MOPC-167, carril 4, LPC-1, Carril 
5, PC.3. 

- 9P160. 
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Fig. 14. Porcentaje de cé1ulas teñidas por las imnur.oglobu­
linus anti-gpl60 cuando se ensayan por inmUnofluo­
rescenc ia indirecta. Células incubadas con irununo­
globulinas anti-gpl60 (l.er. anticuerpo) ~ , cé­
lulas incubadas con inmunoglobuLi.nas norm.:ilcs {1er.. 
anticuerpo) c::::3: , y células sin primer anticuerpo 
~-. Todas las células se incubaron con el anticuer 
po de cabra anti-IgG de conejo como segundo anti-= 
cuerpo~ LOS valores representan la medida de los -
triplicados de cada experimento ±_desviación stan­
dar •• 

Fig. 15. Células LPC-1 tardías teñidas por irununofluores-­
cencia indirecta con inmunoglobulinas de conejo -
anti-9pl60. Nótese la fluorescencia en la super­
ficie ce1ular .. 
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2% de las cé1ulas. Cuando se omite el primer anticuerpo fluoresc~ el ii 

de las células. Por todo lo anterior las células LPC-1 y X63. Ag8 se 

emplearon como controles positivo y negativo, r~spectivamente, en cada -

ensayo de irununofluorescencia con células del sistema inmune. 

Para determinar la presencia de ypl60 en. cél.ul.a.s del sistema 

inmune, se crecieron in vitre células de bazo y timo y se obtuvieron cé-

lulas de la médul.a 6sea de diferentes cepas Ü.t:t rcd.:Vn (DriLD/c, EJ\..LS.b, --

Bl\LB.k y C57BL/6. 

Las cél~las de bazo y timo de tres días de cUltivo así como -

las células de la médula ósea se ensayaron por inmunofluorescencia con --

anticuerpos anti-gp160. 

a) Células de bazo. Cuando las celulas de bazo estimuladas· 

con LPS (linfocitos B) se ensayaron con anticuerpos anti-gpl60 presentan 

un porcentaje significativo de f1uorescencia (P<~ .001), siendo 58, 52% 

y 48% para las célul.as de l.as cepas iiAL.O/\..:, B.ñLn.!~ ..,_ ... C57S!.../S, :!"P~.f!P.Ctiva-

mente.. En cambio resu1ta interesante notar que solamente un 13'\ de la!> -

células de la cepa Bl\LB.b fluorescen (P') .001) (Tabla J:I, Fig. 16 y Fig. 

17). Las células de bazo estudiadas con Con-A (linfocitos T) no presen-

tan tinción positiva significativa CP>> .001) ccn el anticu~rpo anti-

gplGO, en ninguna de las cepas. (Tabla II y Fig. 16). Lo mismo ocurre -

cuando las células se crecen en ausencia de mitógenos y se observó que --

~resentan niveles de fluorescencia muy semejantes a los controles (Tabla 

H y Fig. 16) • .. 



'.!'.abl.a II. 

CEPA 

BALB/c 

SAL8. b 

BALB. k 

C57BL/6 

56 

Presencia de gpl60 en 
de diferentes cepas. 
in vitro en presencia 
genos (RPMI) • 

células de bazo de ratón 
Las cé1u1as se crecieron 
de LPS, Con A o sin mit-ª. 

HAPLO Ac CX a b % DE CELULAS FLUORESCENTES 
TIPO gpl60 #NC 2ºAc RPMI CON-A LPS 

+ - + 7_3 10.0 58.0 
H-2d - + e-----e-- + <2-5 <2.5 <2.5 

- - + <2.5 <2.5 <2.5 

+ - + 3.6 3.0 13.2 
H-2b - + + <2.5 <2.5 <2.5 

- - + <2.5 <2.5 <2.5 

+ - + 8.2 ro.o 52.0 
H-2k - + + <2.5 <2.5 <2.5 

- - + <2.5 <2..5 <2.5 

+ - + 7.0 9.5 47.6 
H-2b - + + <~ 5 <'2.5 <2.5 --- - + <2.5 <2.5 <2.5 

(a) Inmunog1obu1inas normales de rat6n 
(b) Anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo 
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l 
RPMI 

LPC-1 X-63 BALUlc BALB/b BAL.0111 CS7BLJ'G 

Fig. 16.. Presencia de gp160 en células de bazo de ratón. Las 
células de bazo de las diferentes cepas se cultiva­
ron 3 días en presencia de LPS, con-A o sin rnitóge­
no (RPM.l) .. A1 cabo del tiempo las células se ensaya 
ron por irununofluorescencia indirecta. InmunoglobU 
1inas de conejo anti-gpl60. 22:%1 , Inmunoglobuli--= 
nas normales.de conejo~ • En todos los casos se 
usó como segundo anticuerpo, el anticuerpo de cabra 
anti-IgG de conejo. 



e.. . . - -----:~_ -_ 
. . 

. - ·~' . 

i._,,::; i;..::-.'...:.:-:.·..:'.)l':;\·_::n~·-i1' t'~ r~t.! con!.~--¡o --c;i~J1..t>!. 
A y C - cGi11J0~ ce~~ E~IP/c 
B - c61.ulas :_!,:! J.n c~.:pa cS'/!IL,/c 
lJ ·- t.:.~_.l_i_~J<-¡~; ,j, li.i L•-P-J. !'[.J,lJ,i·"_ 



59 

b) Células de Timo: Las células de timo de las diferentes -

cepas crecidas!!'!.,~. en presencia o ausencia de mitógenos (LPS o con-A) 

no presentan un porcentaje significativo de fluorescencia (P>> .001) --

cuando se ensayan con anticuerpos anti-qp160, siendo 

casos~ 

2.5% en todos los 

e) Cé1ulas de M~dula Osea. Las cé1u1as de la médula ósc~ -

(Prel.infocitos B y T) fluorescen signific::i.th·ernente (p<: .001) al. ser re­

cubiertas con el anticuerpo anti-gp160. El. porcentaje de células positi, 

vas es 42' para BALB/c, 27% para BALB.b1 43% para BALB.k1 43% para ---

C57BL/6 (Tablal'J:I, Fig. 1.8 y Fig. 19). 

l.. Presencia de gpl60 en Tejidos Embrionarios y Adultos 

se 1l.ev6 a cabo inmunofluorescencia indirecta sobre corte~ -

por congelación de tejido aduJ.to y embrionario de ratÓ!lr con l.as inrnur~o­

globulinas anti-gpl60. 

En 1as secciones de embriones de 17 días de gestación, la~ i~ 

munoglobulinas anti-gpl60 reaccionan con células epiteliales independie!!:. 

temente de su or.ígen germinal, es decir, reacciona con células epidérmi­

cas (Fig. 20), del iris (ectodermo), epitelio de intestino (Fig. 21), epi_ 

telio de bronquios y tráquea (Fig. 22) además de reaccionar con las célu­

las epitel.iales del hígado (Fig. 23) (Endodermo). El tejido conectivo -­

embrionario (hueso y cartílago) presenta una tinci6n positiva (Fig. 24) -

(Mesodermo). 
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En los cortCs de hígado de ratón adulto se observó una rcac­

cj.Ón débil pero clar~mente positiva en la superficie de las cé1ulas p.::ir~n 

quimatosas y una reacción fuerte en el epitelio. En cerebro tanto cmbri~ 

nario como adulto no se observó reacción positiva. 



Tabla II.I. Prest,,nci<l de gpl6C en célu:!.as de la médula ósea -
de ratón de diferentes cepas. 

CEPA HAPLO Ac ex a b % celub 
TIPÓ gpl60 7NC 2° Ac !~ ·-·---·ª 

+ - + 42.5 
BALB/c H-2d - + + <2.5 

- - + <2.5 

+ - + 27.7 
BALB. b H-2b ..... + <2.5 

- - + <2.5 

+ - + 43.4 
BALB.k H-2k - + + <2.5 

- - + <2.5 

+ - + 43.3' 
C57BL/6 H-2b - + + <2.5 - - + <2.5 

(a) InmC-~oglobulinas normales de conejo 
(b) 2\nticnerp,., de cabra anti I.gG de conejo 

100 r 
80~ 

BALB/c BALB.b BALB.k C57EL/6 

Fig. 18. Porcentaje de fluorescencia presente en células de 
médula ósea de ratón. Las cél.ulas de la médula 
ósea se ensayaron por inmunofluorescencia indirf'cta 
con las inmunoglobulinas de conejo anti-gplGO E:::zl 
y co':'"l l~s inrnunoqlo~ml inns norm;-ilcs dFJ concj0 t~.:: ... ::: . 
Y se c;-r.plcG ccr:.--, '.;~<e_;1::-.{~-:- <:~t.icuerpo el. ant.icu<!r¡Jo -
de cabra 0nt i-TgG .-te conejo. 
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Fig. 19. céiuias de médu1a ósea de diferentes cepas de ratón~ 
teñidas por inmunofluorescencia con ias inrnunog1obu-

1inas de conejo ~nti-gplGO. 
A) Células de la cepa BALB/c 
B) Células de la cepa BALB·K 
C) Células de la capz.. Dl\LB.b 
D) Cé1u1as de 1a cepa C57BL/6 



f'ig. 20. Irnnunoflu0r.escenci¿1 indircct:::i sobre cortes histoló­
gicos de embrión de ratOn (BALB/c) de 17 días de -­
gcs~ución con las IgGs anti-gpl60 (Ver sec. I.2) 
A) Epidcrmi!3 - campo claro 
B) Epidermis - .iluminación con luz ul trnvioletu, -

en la cual se observa la tinción positiva sola­
mente en la!~ células epidérmicas. 



Fig. 21. I:-:.t,:·':".t..'..:-o l:-:· C..'nbrional:-.io 1 teñido por inmunofluo 
rc:-cc · l: ·-· _. ·;ta :::en l.:is inmunogl.obul.inas anti- -
g1:u.60 8 

A) ex:.·~ -, ~ J ar0 
B) Micr _:i~;::c;.")_;.Ll .::;.,~ fluorescencia. L3 reacción se -­

localiza únicu~;mnte en las cél.ulas epi teliules .. 



J¡'ig. 22. 
Las célula~ cpitclinle'.3 ,_!,~ l~)> b::cn·-:·..:.io;; c1::!:,1: Lon·~~:.i .. :.i:; !_:rc~·:H'-·~n urio.. ::coc:-­
ción positiva con 12:1.s i.r:..:,fü10.JloL.··.1 i i~.:~· de c,_,1.._..jc1 ;:.:-:L.i.-·..:F·lGG. cu,-.,,,,·;u :;;.; en 

saya por in::r.unoilt:·..>!:-eSct.: . ....:~.<1 i:1~:.:.: e:..: t.:.i. 

A) cmnpo claro 
D) Tlu"f"'!ir • ..:::i.ción c::m Lu~·. O. V. 
C) Campo clur.o ~1c un c:-~r- •:e ·-;· ri ">j 
D) IlU!;)it:c...:.cié:t c.:_:n :_,,_;:: ;¡ _ ·:. 
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23 .. r..as células de hígado embrionario se tiñen p::>sitiva-­
mente con 1as inmunoglobuliltas anti-gp160. 

A) campo ciaro 
B) :i:iuminación can iu:z: u.v. Nótese que además de --

1as cé1ulas epitc1iales, también algunas células 
parenquimatosas presentan _Xluorescencia. 
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Fig. 24. r.os núcleos ·germina1es de hueso y cartí1ago embrio­
nario exhiben fluorescencia positiva cuando se en-­
sayan con las inmunoglobulinas de conejo anti-gpl60. 
A) campo claro. oc-osteocitos, OB osteoblaatos. 
B) El mismo campo pero iluminado con luz U.V. 
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V. DI:SCOS:ION 

En años recientes la producción de anticuerpos monoc1onales -

contra antígenos de superficie ce1ular se ha considerado una de las téc­

nicas mSs ventajosas para el estudio de dichos antígenos (56,90).. A pe­

sar de la gran cantidad de tiempo y esfuerzo empleado, el número de mol§. 

culas interesantes descubiertas por esta metodología es frustrantemente 

pequefio. 

En el trabajo presentado aquí, se uso un método diferente, w~s 

direc~, en e1 cual se produjeron anticuerpos policlonales contra la gli­

coproteína tumoral gpl60, purificada por colwnnas de afinidad. 

Las posibles vcnta.ja.s de e::::tc método son: 1) el procf"so <1f!­

se1ección, se realiza antes de la producción de anticuerp:>s, eliminando -

así anticuerpos contra ant;ígenos de naturaleza no proteíca1 2) la produ~ 

ción de anticuerpos policlonales disminuye las dificultades típicas da la 

~~Ar~cterizaeión inmunoquímica de los anticuerpos monoclonales causadas 

por 1as uniones inespec!ficas de estos ú1timos. 

El anticuerpo anti gpl60 precipita una banda de 160 Kd del 

extracto de ~as c~lulas LPC-1, por 1o que nuestro anticuerpo es específico. 

Por otro 1ado 1~ g1icoproteína. gpl60 se marca fuertemente des-­

pués de 1a iodinaci6n de célula LPC-1, de la misma manera aparece una ban­

da de 160 kd cuando se marcan (
125

:i:) células de los mielonucs OPEC-315, 

MOPC~l67 y PC.3 en las autorradiografías de lo~ geles correspondienr.es. 

cuando se realizan imnunoprecipitados con l~s inmunoglobulinas 
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de 1oS ratones BALB.b inmunizados con células LPC-1, las inmunoglobulinas 

precipitan una proteína de 160 kd de los extractos de las células MOPC-167, 

MOPC-460 y PC.3. Por lo que esta glicoprote!na es inmunológicamente seme­

jante a la presente en las células LPC-1. Los mielomas MOPC-167, MOPC-490 

Y PC.3 al igual que el mieloma LPC-l son resistentes a la lisis por anti-­

cuerpos anti-H-2d y complemento (21). Se han reportado otras glicoproteí-

nas que estan asociadas a la resistencia inmune, por ejemplo el mie1oma de 

BALB/c reportado por un grupo japonés (88), que también presenta en su su­

parficic un.::; glicopratcína de peso ~lecular de 120-i6o kd: el adenocarci­

noma mamario de ratón llamado TA-3Ha, e1 cua1 expresa en su superficie una 

glicoproteína de alto peso molecular (500 kd) (75) llamada epiglicanina, -

el cuc.1 puede crecer en ratones a1ogénicos y en ratas. TA-3Ha es una va-­

riante del tumor TA-3St, el cual no expresa la epiglicanin.:l. y sólo puede -

tran.splantirsc an la cep:t en la que se or_iginó (A/UeHa) • 

Estas glicoproteínas enmascaran efectivamente antígenos de his­

tocompa tibilidad y como resultado el tumor no es rechazado por l.infocitos 

T citotóxicoa. Por otro lado, ·hay evidencias · que sugieren que al. -

cie aumenta la resistencia da las células tumorales a1 ataque por cél.u1as 

asesinas naturaies (94). 

La gran cantidad de gpl60 en las células LPC-l (1.5 .x 10
6 

mo1éculas/cél.ula ; y el al to conten.iclo de dcido siál.ico de est:l prctcí~ -

(25-40 residuos por moléculas de gpl60) (7B) proporcionan un mecanismo -­

efectivo de evasión a 1a respuesta inmune por parte de las células LPc-1. 

Los resultados de inmunof1uorescencia indican que gpl60 no só-

1o esta presente on las células LPC-1 sino que también se encuentra en --
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células de bazo de los ratones de las cepas BALB/c, BALB.k y C57BL/6 est.:!_ 

mula~as con LPS (células plasmáticas), cosa que no ocurre en las células 

de la cepa BALB.b.. Las células de la médula óse.:i de las cuatro cepas pr~ 

senta fluorescencia significativamente con respecto a los controles 

(p.(_ .001). Aunque hay que hacer notar que hay una dispersión alta en los 

·:e.sultaC!Qs de la cepa BALB.b (27 ±. 9%). 

Los resultados de las células de bazo (células plasmáticas) y 

,...,,, le:.. célula~ de la :méC.ula esca de les ~;:!.tones de la cerc2 B!~L!2 ~b com::ue=:_ 

J.an con el hecho de que los ratcn..:..G de esta cepa son los únicos que prod.!!_ 

i.=€:~1 ar..ticuerpos anti-gpl60 cuando se irununizan con células LPC-1, dado -­

que si gpl60 no está presente en las células de estos ratones, la recono­

cen como extraña y produr~n anticuerpos contra ella. 

Está bien c~tablecido que las moléculas de la superfic~c celu­

~ar estan asociadas a la aparición de fenotipos particulares durante el -

.sarrollc, diferenciación y estados neoplásicos (17). Las linfocitos 

~ presentan 1.:1n c;-::u:>e único de moléculas de superficie !:r .. :·b-2, Lyb-3, Lyb-4, 

L.yb-:::i, l:yc-6, Lyb-7, Pc-1, Pc-2 y Ly-17, (45ll y que algunas de estas moléc~ 

, :"".- _..., • ~ .... "." .-".""'.'::,.l('.:ntren en las células B en elgunas etapas de diferencia-­

ción (Pc-1 y Pc-3) y algun~$ e~tícenos de las células B también se expre-­

s,.1 er células de l<J. méc."";ula ósea (Lyb-2 ) • gp160 es una molécula ausente 

en J.infc·::itcs B no estimulados y presente en blastcs de células B, en tanto 

que en células T como en blastos derivados de ellas gp160 está ausente. -

p::,r todo lo anterior, gp160 parece ser una glicoproteína exclusiva de los 

linfocitos B que aparece en un estado determinado de diferenciación, pero 

hacen falta es tud.i.oB pzira determinar el papel que juega esta proteína e~ -



las superficies de las células plasmáticas, ya que otros antígenos que se 

expresan durante 1a activación de linfocitos se han identificado como re­

ceptores para nutrientes que se. requieren para crecer y expanderse rápid~ 

mente (por ejemp1o, receptor de la transferrina (72) o como receptores 

para hormonas po1ipeptídicas tales como Inter1eucina 2 que se requiere 

para mantener la expansión clona1 de las células T {SS)~ 

El más próspero de todos los aloinjertos naturales es el em-­

brión de los mamíferos: el desarrol.lo embrionario de los mamíferos re-­

quiere de un mecanismo para evitar que el feto sea rechazado por la madre 

(4). Las células anbrionarias y fetales contienen antígenos de transpla~ 

te contra los cuales 1a madre monta una respuesta inmune (80) • Las célu­

las del trofoblasto de los mamíferos resisten a la respuesta inmune del -

hospedero (83). Todas las células cancerosas sin importar el tejido de -

procedencia comparten estas propiedades con las células del trofoblasto 

(33).. Estas observaci.ones concuerdan con el. descubrimiento de que célu-­

:Las tumora1es reexpresan antígenos que se expresaron en un estado tempra­

no de diferenciaci6n y que se suprimen conforme avanza el. estado de dife­

renciación.. Ejemplos típicos pueden ser el an~íqeno carcinoembrionario -

(77) l.a a.-fetoproteína (.1) y al.gunas enzimas fetal.es tales como la· fosfa­

tasa alcal.ina de la placenta. TOdos estos hallazgos concuerdan con el -­

hecho de que las cél.ula.s tumorales parecen encontrarse en un estado menos 

diferenciado comparado con el tejido que les dió orígen, y presentar una 

morfología simi1ar a la del tejido fetal. En base a estos hechos se ha -

propuesto que las células tumorales y las cé1u1as embrionarias comparten 

ciertos mecanismos de evasión de la respuesta inmune como por ejempl.o li-
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beración de antíqenos de histocanpatibil.ie<ld. Por el hecho de que qpl.60 

se encuentre en las células embrionarias epitel.iales de tubo digestivo, 

bronquios, piel e h1gado se antoja pensar que posiblemente gpl.60 esté 

interaccionando con los '1ntígenos de histocompatibil.idad del. embrión, de 

la misma :manera que ocurre en las célu1as tumoral.es LPC-1, evadiendo as1 

la respuesta inmune de la madre. 

Otro hecho importante es que gpl60 se expresa en cél.ul.as pa­

renquimatosas de M:gado embrionario y adulto. Recientemente "" h"n dcs­

c:rito gl.ic:iop:rote!nas relacionadas en l.a adhesión celular del h!!:9ado1 en 

pollos (L:-.CAlO . (29,36) en ratas {C-CAM) y en ratón (gpl.23) {90) y ademas 

que anticuerpos cont:ra estas gl.icoprote~nas reaccionan con tejido einbri2_ 

nario, principalmente epitelios. con base en lo anterior se podría es-­

pecular que posil>l.emente gpl.60 esté relacionada en procesos de compacta­

ción o reconocimiento celular tanto en tejidos adultos como en tejidos -

embrionarios ... 

tumorales, y 1os mecanismos Por los cuales a"'1bos tipos celulares evaden 

la respuesta inmune apenas comienzan a ser entendidos. Se trata de un -

problema multidiscip1inario y se espera que ei entendimiento de estos m~ 

canismos proveerá una herramienta para ~vit<:U: el escape de.las cé1ulas -

tumorales: objetivo de 'lü inmunoterapia .. 

Alcáncese o no este objetivo, e1 reto está presente: inves-­

t;iga.r y entender los. dii:erentes mecanismos de escape inmunoI:Ogico. 

Por.todo io expuesto en este trabajo.se ~ren nuevos enfoques 

sobre el mismo tema• --¿cuál es el papel de gpl60 en las células del si~ 
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tema imnune? ¿Es un receptor importante en la superf"icie de las c<!lulas 

plasmáticas. 

--u:s posible que gpl60 este interaccionando con ant!genos de 

histoccmpatil>ilidad en el embrión? ¿Es ésta la forma en que el embrión -

evade la respuesta inmune de la madre? 

~tQUé papel juega gpl60.en los procesos de compactación o re­

conocimiento celular de las células embrionarias y adultas? 
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V:I. CONCWS:IONES 

l. 
d . 

gpl60 en un ant!geno presente en diferentes mielomas H-2 ,·lo cual ~ 

favorece 1a evasión de 1a respuesta inmune y e1 crecimiento de1 tumor. 

2. gpl60 es un ant!geno presente en células plasmáticas, aunque su papel. 

aiín no ha sido determinado. 

3. gpl60 se encuentra presente en cé1ulas epite1ia1es embrionarias. 

4. Ya que_ gp160 parece expresarse tanto en cé1u1as tumora1es como en c~-

1ulas adul.tas norma1es y en cél.ulas .embric~:ma.rias, resul.ta difícil :;..._: 

c1asificación, ya sea como un antígeno oncofet~, de diferenciación, 

o tumoral. 
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