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INTRODUCCION 

El concepto de que un organismo posee cierta inmunidad que 

le provee una defensa en contra de la aparición de células malignas fué 

propuesto inicialmente en 1909 por Paul Ehrich (1) con su teoría de la 

vigilancia inmunológica. Esta teoría propone esencialmente que durante 

el curso de la vida de un individuo aparecen en numerosas ocasiones cé

lulas tumorales, las cuales por lo general son detectadas y destruídas 

por el sistema inmunológico. Si la teoría de la vigilancia inmunológi

ca resulta ser verdadera, surge la interrogante_ del porqué en un gran -

número de casos, los tumores sí llegan a desarrollarse, crecer y disem! 

narse hasta matar a sus huéspedes. 

Los tumores malignos por lo general se caracterizan además 

de su crecimiento incontrolable acelerado y no regulado, y de su capac! 

dad de diseminación (metástasis), por poseer en su 'superficie celular -

estructuras. "alteradas" que el organismo reconoce como extrañas conoci

das como antígenos tumorales. La naturaleza bioquímica de los antíge-

nos tumorales.es bastante diversa. Los tumores experimentales induci-

dos por virus tienden por lo general a expresar antígenos similares, -

los cuales son producto del genoma viral. Por otro lado, los tumores-· 

inducidos por substancias químicas expresan antígenos tumorales muy di

versos; algunos de ellos probablemente de orígen fetal y otros produc-

tos de mutaciones inducidas por las substancias químicas turnorogénicas 

(2, 3,4). 
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En condiciones experimentales se ha podido demostrar que al

gunos productos de la respuesta inmune tales como son los anticuerpos y 

algunas células como los linfocitos T citotóxicos, las células asesinas 

naturales y los-macrófagos, son capaces de rechazar y destruir tumores 

transplantables (S,6,7,B). Dentro de las reacciones inmunes mediadas -

por células con actividad antitumoral, la más importante parece ser la -

producida por los linfocitos T citotóxicos. Estas células, que se dife 

rencían en el timo, son también las encargadas de combatir algunas infec 

ciones virales y de rechazar transplantes alogénicos de tejidos. Aunque 

el mecanismo de lisis de los linfocitos T citotóxicos es todavía descono 

cido, se sabe que para que éstas células reconozcan y eliminen a sus cé

lulas blanco, es necesario que éstas últimas expresen en su superficie -

algunos de los productos del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) 

además de la estructura antigénica (antígeno viral,tl1I11oral) que estuvieron 

presentes en la célula que inició la generación de las células citotóxi

cas l9,10,ll,12). 

El gran interés que ha despertado el complejo genético de -

histocompatibilidad dentro del campo de la inmunología durante los últi

mos años es en parte debido al creciente número de funciones ligadas a lá 

respuesta inmune que le han sido atribuídas a éste (13-15) • Este compl~ 

jo genético llamado H~2 en el ratón y HLA en el humano, es un conglomer~ 

do de. genes que determinan fenómenos inmunes tales como la regulación de 

respuestas de anticuerpos, la expresión de moléculas de la superficie .c~ 

lular involucradas en las interacciones. celulares complejas, la expre--

sión de moléculas imnunoreguladoras y otras (16). 
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Comprendidas dentro de las moléculas de la superficie celu--

lar codificadas por el CMH ll-2 se encuentran los antígenos mayores de 

histocompatibilidad Jl-20 y ll-2K, presentes en la mayoría de las células 

del ratón (16) . Estas moléculas cuya estructura bioquímica ha sido es--

tudiada con gran profundidad, se encuentran codificadas por genes extre-

madamente polimórficos; es decir, que existe un gran número de distintas 

formas aléli~as dentro de una misma especie. Los aloantígenos H-20,Y 

ll-2K son glicoproteínas de 45 000 daltones que por lo general se encuen-

tran asociadas en forma no-covalente a una proteína llamada beta-2micro-

globulina (17,18). 

Por otro lado son estos los aloantígenos H-2K y H-20 los que 

necesitan ser reconocidos por los linfocitos T citotóxicos para que es--

tos llev~n a cabo su función citolítica. 

La lisis mediada por anticuerpos y complemento constituye --

otro de los mecanismos efectores del sistema inmune por medio del cual -

un organismo suele defenderse en contra de una agresión externa (infec--

cienes) o interna (aparición de células aberrantes o tumorales). El des 

cubrimiento del complemento surgió de las observaciones de Buchner, Von 

Fodor y Nuttal (19) de que el suero de cobayo tenía actividad bacterici-

· da. Posteriormente Bordet (19) demostró que la actividad bactericida --

del suero requería de la cooperación de una substancia termoestable lla-

mada anticuerpo y de otra termolabil nombrada complemento. Desde enton-

ces, se ha demostrado que el complemento es capaz de interaccionar y li-

sar protozoarios (20) 1 virus (21), eritrocitos (22,23) y células nuclea-

das (24). Ademas, la actividad del complemento ha sido detectada en mu-
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chos sueros de distintas especies mamíferas así como en suero de algunas 

especies de invertebrados (25). 

La activación por la vía clásica del complemento se inicia -

por los complejos antígeno-anticuerpo que se forman en la membrana de la 

célula blanco. Las once proteínas presentes en el suero que constituyen 

al complemento han sido agrupadas en tres unidades: la unidad de rece-

nocimiento formada por elq, elr y els, La unidad de activación formada 

por e2, e3 y e4 y la unidad de ataque de membrana formada por es, e6, e7 

es y e9 (26). 

el, es un complejo Ca++ dependiente formado por tres proteí

nas: Cl q• elr y Cls que se combina reversiblemente con los complejos 

antígeno. anticuerpo por medio de la fijación de la subunidad elq a la 

fracción Fe de los anticuerpos. Esta fijación de Clq inicia una serie -

de reacciones proteolíticas que culminan con la formación de dos enzimas 

la C3 convertasa (C42) y la es convertasa (C423). Esta última, a la vez, 

determina que los demás componentes del complemento formen el complejo -

lítico e'S'i):C9, el cual se incerta en la membrana plasmática de la célula 

blanco provocando la pérdida de su integridad física y funcional, causan 

do la muerte celular (27,28). La cascada de eventos del complemento se 

. llevan al parecer en tres sitios distintos en la membrana celular tal -

como se explica en la Figura 1 (26). 
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FIGURA l. La reacción citolÍtica del qofplemento: unidades funciona-
les y sitios en la membrana 1ª 

l. 

2. 

3. 

6. 

a. 

(a) 

Primer sitio: Activación de la Unidad de Reconocimiento 

r 

s s 

Segundo sitio: Formación de la Unidad de Activación 

Tercer sitio: Formación de la Unidad de Ataque a la membrana 

s e· 
II 4b,2a,3b 

s , S , S son sitios topográficamente distintos sobre la super
ftcie1ae ll1~embrana celular. A: Anticuerpo adherido a la superf.!_ 
cie celular; la barra denota enzima activa: el asterisco denota 
actividad enzimaticamcnt~, sitio lábil de unión 
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El ataque celular mediado por anticuerpos y complemento es -

una complicada serie de reacciones e interacciones entre la superficie -

celular, las moléculas de anticuerpo y los componentes del complemento•

El mecanismo básico del ataque requiere de: (1) la fijación del anti-

cuerpo a los antígenos de la superficie celular, (2) la activación y 

fijación de el complemento a la superficie celular y (3) la permanencia 

sobre la superficie celular de los componentes del complemento, por un -

periodo de tiempo suficientemente largo para causar un desarreglo físico 

e integral de la membrana. 

Es claro que la fijación y activación del complemento en la 

superficie celular no necesariamente resulta en la muerte de la célula -

tumoral. Por lo tanto, tal parece que las propiedades metabólicas de -

la célula blanco pueden influencia en el resultado final de este ataque, 

Muchos estudios hoy en día estan dirigidos para determinar los eventos -

celulares que gobiernan las propiedades de la superficie celular que lo

gran modificar la susceptibilidad de la célula a la lisis por complemen

to. 

El fracaso de la vigilancia inmunológica en la destrucción -

de las células tumorales podría ser explicado por una o varias de las -

siguientes posibilidades: 
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l. Los estados de inmunosupresión en que el huésped puede llegar a 

encontrarse, facilitándose así el desarrollo del tumor (29). 

Dichos estados de inmunosupresión pueden ser inducidos por el -

mismo tumor (30). Aunque el Índice de tumores espontáneos en -

individuos inmunosuprimidos no parece ser significativamente 

mayor al de los individuos con funciones inmunológicas normales, 

sí existe claramente una gran diferencia en cuanto al desarrollo 

de tumores inducidos por agentes virales o químicos (31) , 

2. Los antígenos tumorales pueden no ser lo suficientemente "fuer-

tes" para inducir una respuesta inmune rápida y eficaz que pro-

tej~ al huésped y destruya el tumor a tiempo (32,33). 

3. El tumor puede crecer con tal rapidez que no da tiempo al orga-

nismo para elaborar una respuesta inmune adecuada protectora y 

eficaz. 

4. En sus inicios, las células· tumorales pueden no expresar antí-~ 

genes tumorales en su superficie y no es hasta que el tumor se 

desarrolla que éste expresa nuevas entidades antigénicas (34). 

5. La modulación antigénica, la cual vincula diferentes grados de' 

pérdida de antígenos de la superficie celular por medio de in--

ternalización o desprendimiento, dependiendo del tipo de célu--

la y del sistema·antigénico (35). 1 

1 
1 
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6. Los antígenos de las células tumorales no son accesibles a los 

linfocitos T citotóxicos por encontrarse bloqueados por anti-

cuerpos no citotóxicos llamados facilitadores (36) o por pro-

teínas sintetizadas por el mismo tumor (37-48). 

7. Las células tumorales son capaces de expresar un tipo alélico 

distinto a sus antígenos H-2 o HLA (49) o dejar de expresar -

estos antígenos (50) o expresarlos en cantidades mínimas (51). 

B. Las células tumorales expresan cantidades normales de antígenos 

en su superficie pero se vuelven resistentes a la lisis por me

dio de la producción de material con actividad anti-complement~ 

ria (52,53). 

9. Las células tumorales se pueden mostrar resistentes a la lisis 

del complemento dado a una rápida reparación de los sitios.de -

la membrana celular dañados (54-56). 



9 

ANTECEDEN'rES 

Se ha reportado anteriormente que algunos mielomas de ratón 

evaden la lisis por linfocitos T citotóxicos debido a un enmascaramiento 

de sus antígenos H-2 que se efectua por medio de una glicoproteína que la 

misma célula. tumoral produce y acumula en su superficie (37,39,40). Esta 

glicoproteína esta constituída por una sola cadena pi::>lipeptídica, rica 

en ácido sialico y tiene un peso molecular aproximado de 160 000 daltones. 

La expresión de esta molécula llamada gpl60 en la superficie celular y -

la resistencia a la lisis observada siguen un comportamiento cíclico en -

·los mielomas que la expresan (LPC-1, MOPC-315 OPEC). Cuando estas célu-

las se transplanta.n a huéspedes singénicos BALB/c (H-2d) y son obtenidas 

3-4 días después de su inoculación (células tempranas~/ son susceptibles 

a la lisis por linfocitos T citotóxicos y expresan cantidades mínimas de 

esta glicoproteína. Por otro lado, las células obtenidas de 12-14 días 

después del transplante (células tardías) son resistentes a dicha lisis 

y expresan en su superficie grandes cantidades de gpl60 (39) • La corre

lación entre la expresión de gpl60 y la resistencia a linfocitos T cito

tóxicos va más allá: si las células tumorales LPC-1 tardías son trata-

das con tripsina, colocadas en medio de cultivo o transplantadas a un -

huésped nuevo, la cantidad de gpl60 disminuye significativamente y las -

células se muestran de nuevo susceptibles a la lisis por Linfocitos T -

citotóxicos (37,39,40). 

Recientemente se ha observado que aunque las células LPC-1 -

tardías son resistentes a la lisis celular (l.infoci tos T) éstas pueden --
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ser rechazadas al ser introducidas a otras cepas alogénica de ratón (57) • 

Bsta observación sugiere que otros mecanismos inmunes estan involucrados 

en el rechazo inmunológico de este tumor. Al mismo tiempo se ha observ~ 

do que la resistencia, de estas células a la lisis por linfocitos T cito 

t6xicos va acompañada paralelamente con una disminución de 6-10 veces la 

capacidad de éstas células de reaccionar con anticuerpos anti-H-i1 en co!'!. 

paración con las células LPC-1 tempranas o células LPC-1 tardías tratadas 

con proteasas. Por medio de estudios de adsorbción cuantitativa de anti_ 

cuerpos anti-H-2d,se ha observado que gpl60 interacciona preferentemente 

con los aloantígenos H-2K y H-20 (40), enmascarándolos y no permitiendo 

que las células tardías reaccionen con los anticuerpos. Otros antígenos 

de la superficie celular no relacionados con el CMH, no se encuentran 

enmascarados ya que las células tempranas y las tardías reaccionan de un 

modo similar con anticuerpos dirigidos en contra de Ags no relacionados 

con. el H-2. 

En vista de que estos resultados correlacionan la expresión 

de gpl60 con la resistencia a la lisis inmune, en este estudio se discu

te el papel de esta glicoproteína en la inhibición de la acción del com

plemento y se proponen algunas posibles explicaciones de este fenómeno. 
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MATERIAL Y METODOS 

Animales 

Los ratones BALB/c (H-2d) fueron obtenidos a través del Ins

tituto Mexicano del Seguro Social. Los ratones DBJl./2 (H-2d) y NZB 

(H-2d) fueron originalmente obtenidos de los Laboratorios Jackson, Bar 

Harbar, Maine , y los ratones BALB. B del Instituto Tecnológico de Massa-

chussetts y reproducidos en el bioterio del Instituto de Investigaciones 

Biomédicas, UNllM. Animales del mismo sexo y edad (6-10 semanas) fueron 

utilizados en cada experimento. 

Los tumores de células plasmáticas (miclomas): LPC-1 

MOPC-315 OPEC, MOPC-167 (gpl60 -), MOPC-167 (gpl60 +) MOPC-460 y PC.3 y 

el mastocitoma P815 fueron obtenidos del laboratorío del Dr. H. Eisen 

(Instituto .Tecnol.Ógico de Massachussetts) y se mantuvieron en forma de 

ascitis en sus huéspedes transfiriendo lxlo7 células intraperitonealmente 

por cada animal semanalmente. 

Las células LPC-1 tempranas y tardías fueron obtenidas des

pués de 3-4 días y 12-14 días después de su transplante respectivamente. 

Todos los mielomas crecidos in vivo fueron obtenidos por medio de lava-

dos de la cavidad peritoneal del animal con 5-10 ml de solución amorti--

guadora de fosfatos/salina (PBS, 0.15 M NaCl, 0.01 M fosfatos pH 7.4). -

Cuando se presentaron eritrocitos junto con estas células, se eliminaron 
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por medio de varias centrifugaciones a 50xg durante 7 minutos. 

Las células LPC-lC, sublínea de LPC-1, fueron adaptadas al 

crecimiento in vitró, y las células SP-2 y P815 fueron cultivadas en me

dio RPMI 1640 con 10% suero fetal bovino y antibióticos (Gibco) a 37°C 

en una atmósfera húmeda al 7% co
2 

y 93% aire. 

Antisueros 

Los siguientes antisueros dirigidos en contra de antígenos 

no relacionados con H-2 fueron utilizados en este estudio: 

DBA/2(H-2d) anti-LPC-1. Este antisuero (anti-PC.l) fué producido al in

munizar repetidamente po:t· vía intraperi toneaJ. a ratones DBA/2 con 10 7 -

células LPC-1. El tumor crece inicialmente, pero es rechazado para el -

día 21. Los animales fueron reforzados con 107 células LPC-1 en el día 

28 y después cada 15 días. Los ratones fueron sangrados 7 días después 

de cada refuerzo. Se ha reportado (40) que este antisuero irununopreci-

pita un solo componente de la superficie celular de las células LPC-1, -

el cual corresponde al aloantígeno PC.l descrito por Takagashi et !!.!.• 

(58) y Tung et al. (59). 

Anti suero C57BL/10. D2 (H-2d) an_ti-LPC-1. Este antisuero (anti-p30-40) 

fuéobtenido del irununizar animales C57BL/10.D2 con 107 células LPC-1 y 

fué adsorbido ocho veces con volúmenes iguales de células MOPC-167 

( gpl6o· .) para eliminar los anticuerpos dirigidos en contra de PC.l. -

Este antisucro reacciona únicamente c'on ;proteínas superficiales de 30 y 

40 Kdaltones presentes en la superficie de las células LPC-1 (40). 
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Antisuero de cabra anti-virus Moloney. Este antisuero (anti-gp70-l00l: -

fué obtenido a través del. Dr. David Baltimore (Instituto Tecnológico de 

Massachussetts). Se ha demostrado anteriormente (40) que este antisuero 

reacciona con dos glicoproteínas de 70 y 100 Kdaltones en la superfic°ie 

de algunos mielomas de BALB/c. 

Antisuero dé conejo anti-timocitos de ratón. Este antisuero (an'ti-8220), 

fué adquirido comercialmente de los Laboratorios Cappel (Corchanville, 

Pennsylvania) y se ha reportado que reacciona con una molécula de 

200,000 daltones presente en la superficie celular de timocitos (T-200), 

y con un antígeno de 220,000 daltones 'de las células B (60). 

Antisuero anti-H-2d. Este antisuero esta dirigido en contra de los pr~ 

duetos del CMH H-2 y fué obtenido de la inmunización de animales BALB.K 

(H-2k) con 107 células de bazo de animales BALB/c (H-2d). 

Antisuero BALB.B anti LPC-1. Este antisuero (anti-gpl60) fué obtenido 

del inmunizar ratones BALB.B (H-2b) con 107 céluias LPC-1 siguiendo el 

mismo esquema de inmunización utilizado para anti-PC.l, contiene anti-

cuerpos anti-n-2d y anti-gpl60; 

Antisuero de conejo anti-IgG de ratón. Este antisuero se produjo por -

múltiples inmunizaciones a conejos con inmunoglobulinas de ratones BALB/c 

purificadas por cromatografía de afinidad con Sefarosa-Proteína A. Los 

anticuerpos se purificaron por cromatografía de afinidad con Sefarosa

IgG de ratón. 
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Complemento 

Suero normal de conejo (Low Tox, Cedarline Lab. Canada), de 

cobayo (Gibco) y de sujetos humanos normales fueron utilizados como fuen 

te de complemento para los ensayos de citotoxicidad. 

Iodinación c125r) de Inmunoglobulinas 

Los anticuerpos de conejo anti-IgG de ratón fueron iodinados 

por el método de Green't.Ood y col. Brevemente, se mezclaron 0.2 ml de -

anti-IgG (2 mg/ml) con 0.2 ml de PBS y 2 mci de 1251 Na (New England Nu

clear) neutralizado en 10-20 ul de PBS pH 7.4 y O.l rnl de cloramina T 

(2 mg/ml). Esta mezcla se incuba a 4ºC durante 20 minutos y se agregan 

0.4 rnl de metabisulfito de sodio (2.5 mg/ml) en PBS y 0.1 ml de yoduro -

de potasio 0.1 M. El iodo libre se separó por medio de cromatografía en 

Sephadex G-25 (equilibrada con PBS, l % albúmina sérica bovina). Seco

lectaron fracciones de aproximadamente 0.5 ml y se determinó la radioac.!:_i 

vidad de cada una y se colectaron las fracciones·que corresponden a los 

anticuerpos marcados (Figura 2). 

conjugación de Inmunoglobulinas y lectinas con isotiocianato de fluores

ceína 

Para conjugar los anticuerpos y lectinas con isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) se siguió el método descrito por Cebra y Goldstein 

(61) con algunas modificaciones. La concentración de proteína con la que 

obtuvimos mejores resultados fué de 4-5 mg/ml. Con esta concentración de 

proteína, se utilizaron 12.5 ug de FITC (Sigma) por ml de solución de pr~ 
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Figura 2. Perfil de elución de las inmunoglobulinas de conejo anti
inrnunoglogulinas de ratón en una columna de Sefadex q-25. 
Se muestra una separación adecuada de los anticuerpos y el 
125¡ libre. 
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teína. La reacción se llevó a cabo en una solución de 0.1 M de Na2co3 

pH 9.0 a 4°C durante 18 horas con agitación lenta. Al finalizar este 

periodo, la solución se centrifugó para eliminar cualquier precipitado 

formado. Para Ía separación del conjugado de la fluoresceína libre, se 

llevó a cabo una cromatografía en una columna de SefadeY. G-50 equilibr~ 

da con PBS. 

Radioiodinación c125r) de los componentes superficiales de células tumo

rales 

Para la caracterización de las moléculas de la superficie -

celular de los mielomas, se siguió la técnica de iodinación descrita por 

Marchalonis 'c62). En esta reacciGn los iones iodo son oxidados en pre--

sencia de lactoperoxidasa y peróxido de hidrógeno para dar lugar a un --

complejo enzimático con la capacidad de convertir las tirosinas de las -

proteínas superficiales a derivados monoiodinados. La histidina también 

puede iodinarse aunque en menor grado (63) . 

Brevemente, 107 células tumorales (95-100% de viabilidad) --

previamente lavadas con PBS, son colocadas en presencia de 10/ll de lac

toperoxidasa (4 mg/ml) y lO°J"Ci de NaI c125r, New England Nuclear) neu

tralizado en 300.1'1 de PBS. Después de agregar 10 ul de una solución -~ 

fresca de H
2
o

2 
al 0.03% preparada en PBS, la mezcla se incuba 10 minutos 

a 30ºC. Al finalizar este por.iodo, las células se lavan 5 veces con 10 

ml de PBS KI 5 mM. 
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Para solubilizar los componentes superficiales radioiodina-

dos, las células marcadas (10 7) se resuspenden en 100 ~l de NP-40 

(Nonidct P-40, Particlc Labs) al 0.5% en PBS y se incuban a 4ºC durante 

30 minutos. Los restos celulares no solubles se eliminan por medio de -

una centrifugación a 800 xg durante 10 minutos. Estos extractos celula

res se almacenaron a -70°C hasta ser utilizados. 

Inrnunoprecipitación de los antígenos de la superficie celular 

Las células tumorales fueron iodinadas y solubilizadas en 

NP-40 corno se describió anteriormente. A 100 ul del extracto celular se 

le añadieron 20 ul de antisuero específico y se incubó la mezcla durante 

15 minutos a 4ºC. Posteriormente, se agregaron 100 ul de una suspensión 

al 10% de Staphylococcus ~ Cowan fijado en forrnaldehído e inactiva

do por calor (en PBS NP-40 a 0,5%). Transcurrido este periodo, los inm~ 

noprecipitados se centrifugaron a 1300 xg durante 15 minutos y fueron l~ 

vados tres veces con NP-40 al 0.5% en PBS por medio de centrifugaciones. 

Los compuestos radioiodinados unidos a la bacteria, fueron eluídos con -

50 ul de 0.1 M Tris, 5% sos, 4% beta-rnercaptoetanol, pH 6.4 en un baño -

de agua en ebullición dura~te dos minutos. Las muestras se centrifuga-

ron a 800 xg durante 10 minutos y los sobrenadantes se analizaron por rn~ 

dio de electroforesis en geles de poliacrilarnida en sos. L~s proteínas 

inmunoprecipitadas se identificaron mediante una autoradiografía de los 

geles secos en placa de rayos X o por medio de la cuantificación de la -

radioactividad de rebanadas de 2 nun de grosor en un contador gamma. 
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Electroforesis 

Las proteínas de la superficie celular se analizaron median

te electroforesis de geles de poliacrilarnida SOS según·e1 método de 

Lacrnrnli (64), Este método consiste en un gel discontinuo de concentra-

cienes de acrilarnida y de pH. La acrilamida de la parte superior es de 

5% con un pH de 6.a, mientras que el gel inferior es al 7.5% de acrila-

mida con un pH de a.a. Esta discontinuidad ayuda a concentrar la mues-

tra en la parte superior y así obtener una mayor resolución de la separ!!. 

ción en el gel inferior. Corno solución de corrida se utilizó Tris-Glici 

na (pH B.B). Inicialmente, las muestras son mezcladas vol/vol con 0.08 M 

Tris, 5% SOS, 5% betarnercaptoetanol, 0.002% azul de brornofenol) y calen

tadas en un baño de agua en ebullición durante 3 minutos. Después de -~ 

aplicar las muestras, se aplica una corriente de 10 mA por gel en placa 

o 3 mA por gel en tubo hasta que el colorante (azul de bromofenol) reba

sa al gel concentrador y se continúa a 20 mA por gel de placa ó 5 mA en 

tubo, hasta que el .colorante llegue al límite inferior. Posteriormente, 

l~s geles se fijaron en una solución de ácido tricloracético (TCA) al --

12.5% y se procesaron de alguna de las siguientes formas: 

l) Tinción de Schiff. Esta tinción es específica para glicoprotef 

nas con ácido siálico. Después de fijar los geles en TCA al --

12 .5% durante 30 minutos, los geles se sumergen en una solución 

de ácido periódico al 0.7% durante dos horas seguido por un tra 

tamiento cori metabisulfito de sodio al 0.2% durante 3 horas con 

cambios cada 30 minutos. Posteriormente, los geles se tiñen con 

reactivo de Schiff y el color de las bandas donde se encuentran 
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las glicoproteínas se desarrolla en un pcriódo de 3-4 horas 

(65). 

2) Los geles en placa de muestras radioiodinadas se procesaron pa-

ra autóradiografía en placa de rayos X. 

·3) Los geles de poliacrilamida en tubo de muestras radioactivas --

fueron congeladas sobre hiel.o seco, rebanados en secciones de -

2 mm de grosor y se determinó la radioactividad de cada sección 

en un contador gamma para su cuantificación. 

Ensayos de citotoxicidad con anticuerpos y complemento 

Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo en una etapa 

de la siguiente forma: 5xl04 células blanco marcadas con 
51

cr (67) se -

diluyeron en presencia de complemento (1:10) en RPMI 1640 y se colocaron 

en tubos de plástico (12x75 mm, Falcon) con diferentes concentraciones -

del antisuero en un volumen final de O .1 ml. Después de l hora de incub~ 

ción a 37ºC, se añadieron 0.9 ml de PBS frío a cada tubo para parar la -

.reacción lítica. Después de centrifugar los tubos (100 xg, 7 minutos), 

se detenninó la radioactividad en la mitad del sobrenadante y en el pa--

quete celular mas la otra mitad del sobrenadante en un contador gamma 

(Autologic, Abbott), La lisis específica o liberación específica de 

51
cr se calculó: 

% Lisis específica (L - L /100 - L ) x 100 ex es es 
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Lex liberación experimental de las células blanco en presen-

cia de anticuerpo y complemento. 

Les liberación espontanea de las células blanco en presencia 

únicamente de complemento. 

Pruebas de adsorbción cuantitativa de anticuerpos 

Diferentes cantidades de células tumorales se incubaron con 

75 ul de una dilución del antisuero, a 4°C durante 30 minutos. Dos mues-

tras de 25 ul cada una del antisuero no adsorbido se obtuvieron después -

de centrifugar a 800 xg durante lb segundos y se determinó la actividad -

51 citotóxica remanente en células blanco apropiadas marcadas con Cr como 

ha sido descrito anteriormente. 

Tratamiento de células tumorales con proteasas 

lxlO 7 células tumorales fueron lavada·s tres veces con PBS y 

se resuspendieron en 10 ml de PBS con 0,25 mg/ml de tripsina o subtilisi 

na (Sigma). Las células se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente 

y posteriormente se lavaron 5 veces con PBS (100 x g 7 minutos). Estas 

células se marcaron con 
51

cr cuando se utilizaron como células blanco --

en los ensayos de citotoxicidad. 

Microscopía de Fluorescencia 

La detección de c 1q y c3 y. de los receptores de la aglutinina de 

germen de trigo en la superficie de célul~s LPC-1 se llevó a cabo en una 
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suspensión de células vivas (107/ml) en medio RPMI 1640, 1% BSA (68). 

Para ello, se colocaron 50-100 ul de la suspensión de células con 50 ul 

del antisuero (anticuerpo de cabra anti-Clq y anti-C3 humano, Boehringer, 

Mexico) o de la lectina conjugados a fluoresceína a 4ºC durante 20 minu

tos. Posteriormente, las células se lavaron 3 veces por medio de centri 

fugación (100 xg, 10 minutos) con el mismo medio y se resuspenden en 

500 ul para de ahí tomar alícuotas y llevar a cabo observaciones en el -

microscopio de epifluorescencia. 



21 

RESULTADOS Y DISCUSION 

l. Expresión de gpl60 en otros mielomas de ratón 

Tres diferentes mielomas: MOPC-460, MOPC-167 y PC.3 fueron 

ensayados para detenninar su susceptibilidad a la .lisis por anticuerpos 

anti-H-2d en presencia de complemento de conejo, por medio de ensayos -

de citotoxicidad. Como se muestra en la figura 3 éstas células se mos

traron significativamente más resistentes a la lisis por anticuerpo 

anti-H-2d y complemento al ser comparadas con las mismas células trata-

das previamente con tripsina. 

Para detenninar si la resistencia a la lisis por complemen-. 

to y anti-H-2d observada en estas células podía deberse a un enmascara

miento de los aloantígenos II-2 por la glicoproteína gpl60, como sucede 

con el tumor LPC-1 (40), se analizaron los componentes radioiodinados -

de la superficie celular por medio de electroforesis en poliacrilamida 

y SOS. Es evidente que las células de mieloma MOPC-460, MOPC-167 

(gpl60 +) y PC.3 expresan una molécula de peso molecular aproximado de 

de 160,000 daltones que migra idénticamente a la gpl60 presente en las 

células LPC-1 (Figura 4 A). Esta glicoproteína es eliminada, casi en -

su totalidad, de la superficie celular por medio de un tratamiento de -

las células con tripsina (Figura 4 B) • 

2. Inmunoprecipitaciones de gpl60 de los diferentes mielomas con anti

gpl60 (BALB.B anti LPC-1) 

Para determinar si la glicoproteína de 160,000 daltones pr~ 

sente en los tumores MOPC-160 y PC.3 era antigénicamente idéntica a la 
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gpl60 anteriormente descrita en el tu.mor LPC-1, se llevaron a cabo inmu 

noprecipitaciones con un antisucro BALD.B anti LPC-1 (anti-gpl60) de los 

componentes radioiodinados de la superficie celular de éstos mielomas. 

En la Figura 5 se puede apreciar que este antisuero inmune--

precipita de igual forma a gpl60 (junto con los antígenos 11-20 y H-2K) -

de LPC-1 que de MOPC-460. 

En la Figura 6 se hace una comparación de la habilidad de 

distintos anticueros para precipitar a gpl60 de la superficie de células 

LPC-1 y PC.3. Se puede observar que en todos los casos, los anticuerpos 

inmunoprecipitan a gpl60 (junto con otros ant1genos: p30 y p40) de todas 

las líneas celulares. 

Estos datos indican que la gpl60 de los distintos mielomas -

es antigénicamente idéntica. 

3. Accesibilidad de los antígenos no relacionados con H-2 a sus anticuer

pos 'en células LPC-1 

Para determinar si los antígenos de la superficie celular de 

LPC-1 no relacionados con H-2 (PC.l, gp-70, B220 y p30-40) se encuentran 

igualmente accesibles a sus respectivos anticuerpos en las células LPC-1 

tard1as y LPC-1 tempranas, se llevaron a cabo las adsorbciones cuantitati 

vas de anticuerpos mostradas en la Figura 7. Estos resultados indican -

que las células intactas LPC-1 tardías y LPC-1 tempranas no difieren sig

nificativamente en su capacidad de adsorber la actividad citotóxica de -

los diferentes antisueros probados. As1rnismo, as1 se muestra la expre--
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Figura 4. Autorradiografía de geles de electroforesis en po-
liacrilamida SDS de extractos de células radioiodi
nadas. Las células tumorales fueron iodinadas y so 
lubilizadns en NP-4 y sometidas a electroforesis en 
geles de placa. 

A) l. Células LPC-1 tardíos 
2, Células MOPC-167 (gpl60) 
3. Células PC.3 
4. Células MOPC-460 

B) l. Células LPC-1 tardías 
2. Células LPC-1 tardías tripsinizadas 
3. Células PC.3 
4. Células PC.3 tripsinizadas 
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Figura S. Auroradiografía del gel de electroforesis de 
poliacrilamida SDS de los inmunoprecipitados de 
los componentes radioiodinados de la superficie 
de las células tumorales con el antisuero BALB;B 
anti-LPC-1 (anti-gp160) 
A. Células LPC-1 
B. Células MOPC-460 
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::.. PC.3 con suc:ro normal 
6. LPC-1 con 131\LB.B anti-LPC-1 
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8. LPC-1 con HZb anti-LPC-1 
9. LPC-1 con (NZl3xNZ\'/) F1 '1nti LPC-1 

10. I,PC-1 con suero normu.l 
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Figura 7. Comparación de la adsorbción de distintos antisueros dirigidos 
en contra de antígenos no relacionados con H-2, por células -
LPC-1 tempranas y tardías. 
Diferentes cantidades de células LPC-1 tempranas (O) y tardías 
( •) fueron probadas para su capacidad de adsorber la actividad 
citotóxica complemento-dependiente de los siguientes antisueros: 

A. DBA/2 anti-LPC-1 
B. B.10.D.2 anti-LPC-1 

c. Anti-B220 
D. Anti gp?0-100 

La actividad remanente del antisuero fué ensayada en células 
LPC-1C. 



23 

sión de moléculas no relacionadas con H-2 no se encuentran enmascaradas 

por esta glicoproteína ya que son accesibles a sus anticuerpos. 

4. Cambios en la susceptibilidad a la lisis por anticuerpos y complemen

to en células LPC-1 

Se investigó la susceptibilidad a la lisis mediada por anti-

cuerpos y complemento en células LPC-1 bajo tres distintas condiciones --

de crecimiento. Las células LPC-1 tardías y tempranas crecidas en la ca-

vidad peritoneal de ratones BALB/c, y una sublínea de este tumor adaptada 

al crecimiento en cultivo de tejidos (LPC-lC), se incubaron con cuatro --

distintos antisueros dirigidos en contra de antígenos no relacionados con 

H-2 (anti-PC.l, p30-40, B220, y gp-70-100) en presencia de suero normal -

de conejo como fuente de complemento. La Figura B muestra que en los cua 

tro expe~imentos, las células LPC-1 tardías fueron menos susceptibles al 

ataque del complemento que las células LPC-1 tempranas o las células 

LPC-lC. Dos de estos antisueros fueron producidos en ratón (A y B) , uno 

de ellos en·conejo (C) y el cuarto en cabra (D). 

Estos resultados indican que las células LPC-1 tardías y 

LPC-1 tempranas muestran una diferencia considerable en cuanto a su sus--

ceptibilidad a la lisis por el mismo anticuerpo y complemento. Las célu

las LPC-1 tardías, las cuales expresan mayor cantidad de gpl60 en su su--

perficie, siempre se mostraron menos susceptibles a la lisis por anticueE_ 

pos y complemento que las células LPC-1 tempranas o las células LPC-lC, -

las cuales expresan cantidades menores de gpl60 en su superficie celular. 

La diferencia en susceptibilidad a la lisis por estos anticuerpos y com-
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Figura 8. Reacciones citotóxicas de células I.PC-1 con anticuerpos y 
complemento de conejo. 
Células LPC-1 tempranas (O), LPC-1 tardías ( •) y células 
LPC-1C (A ) fueron probadas en su susceptibilidad a la lisis 
por complemento de conejo en un ensayo utilizando los siguien
tes antisueros: 

A. anti-PC.1 
B. anti-B220 

e. anti-p30-40 
o. anti-gp70-100 
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plemento no puede adscribirse a diferencias en la expresión de los antí

genos ya que como se demostró en la Figura 7 su accesibilidad a los Aes 

es la misma. 

5. Comparación de diferentes mielomas en su habilidad para reaccionar -

con anticuerpos (anti-PC.l) y complemento 

'Diferentes sublíneas tumorales, con distintas cantidades de 

gpl60 en su superficie, fueron ensayadas para determinar su susceptibil.!:_ 

dad a la lisis por anticuerpos anti-PC.l y complemento de conejo, y en su 

habilidad de fijar estos mismos anticuerpos en un ensayo de adsorbción 

cuantitativa. Como se observa en la Figura 9 A la sublínea tumoral más 

susceptible a la lisis por anticuerpos anti-PC.l y complemento fué 

MOPC-167 (gpl60 -) la cual no expresa gpl60 en su superficie celular. 

Las otras sublíneas tumorales, que sí expresan gpl60, MOPC 315 OPEC y 

LPC-1, fueron significativamente menos susceptibles a la lisis por eGtos 

anticuerpos y complemento. De las curvas de adsorbción cuantitativa mos 

tradas en la Figura 9 B, es aparente que todas éstas zublíneas tumorales 

fijan aproximadamente la misma cantidad de anticuerpos anti-PC.l. 

Estos resultados sugieren que las diferencias en la suscept.!_ 

bilidad a la lisis observada en la Figura 9 A no pueden ser atribuídas a 

diferencias en la expresión cuantitativa del aloantígeno PC.l entre las 

diferentes sublÍneas tumorales. Asímismo, es claro que el grado de lisis 

esta correlacionado con la cantidad de gpl60 en la superficie celular; -

.ya que las células MOPC 167 (gp-160 -) no expresan cantidades detectables 

de gpl60 en su superficie, y fueron i'as !TIªs susceptibles a la lisis por 
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Pigura 9. Reacciones de dit:er.entes líneas tumorales con anti-PC.1. 
A. Susceptibilidad a la lisis mediada por complemento. 
B. Curvas de adsorbción cuantitativa del antisuero (DBA/2 
anti-LPC-1). 
Las células tumorales probadas fueron: 

LPC-1 tempranas ( O ) 
LPC-1 tardías ( • ) 

MOPC-167 (gp160-) ( A) 
MOPC-3150PEC ( 0 ) 



25 

anticuerpos anti-PC.l y complemento, mientras que las células LPC-1 tar-

días que expresan gran cantidad de gpl60, fueron las más resistentes a 

ésta lisis ( 9 A). Las células LPC-1 tempranas y las células MOPC-315-

0PEC, que expresan niveles inte11Uedios de esta glicoproteína, fueron li 

sadas por anti-PC.l y complemento mejor que las células LPC-1 tardías -

pero no al mismo grado que las células MOPC-167 (gpl6C-) • 

6. Diferencias en la susceptibilidad al ataque mediado por complementos 

de cobayo y humano 

Cuando se utilizaron sueros normales de cobayo o de humano -

como fuentes de complemento en los ensayos de citotoxicidad con anticuar 

pos anti-PC.l y anti-B220, las células LPC-1 tardías mostraron siempre -

menos susceptibilidad a la lisis que las células LPC-1 tempranas (Figura 

10) • En los datos mostrados en la Figura 10 B es evidente que las célu

las LPC-lC son significativa.~ente más susceptibles a la lisis por anti

B220 y complemento de cobayo que las células LPC-1 tardías. De igual -

forma, en los otros experimentos, donde se incluyeron a células SP-2, se 

observa que éstas células, que no expresan gplGO en su superficie, se 

lisan más fácilmente conanticuerposanti-PC.l y complemento de cobayo o -

humano (Figura 10 A y 10 C) y por anti-B220 Y. suero humano {Figura 10 D) 

que las células LPC-1 tardías. 

Estos resultados indican que el fenómeno de resistencia a la 

lisis por complemento en las células de mieloma que expresan gpl60 en su 

superficie, no se limita a el uso del complemento de conejo. Debe seña

larse, sin embargo, que las diferencias en susceptibilidad a la lisis -

entre células LPC-1 tardías, tempranas o. células gpl60 - varían y pare--
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Figura 10. Susceptibilidad a la lisis por complemento de cobayo, 
conejo y humano de las células de mieloma. 
r.as células blanco fueron ensayadas en su susceptibili
dad a la lisis por anti-PC.1 (AyC) y anti-B220 (ByD) -
utilizando suero de cobayo (AyB) o suero humano (CyD) 
como fuente de complemento. Las siguientes células fue
ron utilizadas como blanco: 

LPC-1 tardías ( • ) 
LPC-1 tempranas ( O 

sp-2 e el 
LPC-1C (A). 
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cen ser mas significativas al utilizar anticuerpos de ratón y complemento 

de conejo. 

7. Incapacidad de un segundo anticuerpo (anti-IgG de ratón) de aumentar 

la lisis mediada por anticuerpos anti-PC .1 y complemento en células 

J,Pc-1. 

Ya que las diferencias observadas en cuanto a la susceptibi-

lidad a la lisis por complemento, en estas líneas tumorales gpl60 + y -

gpl60 -, no pueden atribuirse a diferencias en la expresión cuantitativa 

del antígeno y en su accesibilidad a los anticuerpos, se investigaron -

otras posibilidades para explicar éste fenómeno. Se sabe que una molé-

cula de Clq presenta seis distintos sitios para fijar a IgG y por lo tan 

to, la fuerza (avidez) de esta reacción dependerá de la proximidad entre 

las moléculas de IgG en la superficie celular (69) , La baja eficiencia del -

ataque del complemento observada en las líneas celulares resistentes 

(gpl60 +) se podría deber a alguna falta de moviliaad de las moléculas -

de IgG sobre la superficie celular, lo cual impediría la formación de a

gregados de IgG y causaría una fijación débil e inestable de Clq. Por -

lo tanto, al usar un segundo anticuerpo (anti-IgG de ratón) debería au-

mentarse la.fijación del complemento, ya que éste anticuerpo ayudaría la 

formación de agregados de inmunoglobulinas en la superficie celular, los 

cuales fijarían Clq con mayor facilidad. De igual forma, este segundo -

anticuerpo también fijaría moléculas de Clq, amplificando así el efecto 

del ataque del complemento. 

La Figura 11 muestra el efecto de la adición de un segundo -

anticuerpo (dirigido en contra de IgG de ratón) en la susceptibilidad de 
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Figura 11. Efecto de un segundo anticuerpo (Ig conejo anti-IgG de ratón) 
en la suscpetibilidad a la lisis en células LPC-1 por anti
PC.1 y complemento (suero de conejo). 
Las células blanco fueron incubadas con distintas concentra
ciones de anti-PC.1 durante 30 minutos a 4ºC. Posteriormente 
las células se lavaron tres veces con PBS a 100xg durante--
5 minutos y se incubaron en presencia de complementoC•,A.l y . 
con una concentración 1:20 del antisuero de conejo anti-
IgG de ratón (O,A) durante 1 hora a 37ºC. Las células ensa
yadas fueron: 

LPC-1 tardías (0
1
•) LPC-1C CA,.i. 
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las células LPC-1 tardías y LPC-lC a la lisis por anti-PC,l y complemento 

de conejo. En ambos casos, el anticuerpo de conejo anti-IgG de ratón, -

disminuyó significativamente la lisis de éstas células tumorales, indi-

cando, probablemente, que el mecanismo antes propuesto no es el respons~ 

ble de la falta de susceptibilidad al ataque del complemento de las célu

las que expresan gpl60 en su superficie. 

B. Estabilidad de los complejos inmunes (antígeno-anticuerpo) en la su-

perficie de las células LPC.l 

Los resultados de la Figura anterior (Figura 11), sugieren -

por otro lado, la posibilidad de que las células LPC-1 resistentes a la 

lisis por complemento estuvieran, de alguna forma, desprendiendo moléc~-

las de anticuerpos o complejos inmunes (antígeno-anticuerpo) de su super

ficie y que al utilizar un segundo anticuerpo (anti-IgG de ratón) se au-

menta la velocidad de éste desprendimiento y causando así la disminución 

de susceptibilidad a la lisis por los anticuerpos anti-PC.l y complemen-

to. Con esta segunda hipótesis en mente, decidimos determinar la estabi

lidad de las moléculas de anticuerpo (anti-PC.l) en la superficie de éstas 

células. 

En los reportes previos (40) y en el presente, hemos observa

do que cuando se realizan experimentos de adsorbción cuantitativa de anti:_ 

cuerpos (Figura 9 B), la fijación de inmunoglobulinas a la superficie c~ 

lulas de mielomas gpl60 + permanece estable durante por lo menos 30 minu

tos a 4°C. Sin embargo, puede ser posible que a 37ºC, temperatura a la -

que se fija el complemento y la célula es metabólicamente'activa, los anti:_ 

cuerpos o los complejos inmunes puedan desp'renderse de la superficie celu-



TABLA l. ESTABILIDAD DE LOS COMPLEJOS INMUNES EN LA SUPERFICIE DE CELULAS LPC-1 

125I-Ig de conejo anti-IgG ratón fijado '(CPMJª 
Células Temperatura b 

-Al;> +lle Fijado específico 

LPC-1 tempranas 4°C 33,132 61,976 28,844 

LPC-1 tempranas 37°C 30,583 70,507 39,924 

LPC-1 tardías 4°C 4,473 45,210 40,737 

LPC-1 tardías 37°C 4, 780 60,668 55,888 

a) l x 106 células en 100 ul de medio RPMI 1640 se incubaron con o sin 20,/'l de 
una dilución 1:2 de antisuero anti-PC.l durante una hora a la temperatura in 
dicada. Las células se lavaron tres veces en PBS por medio de centrifugacio 
nes a 100 xg durante 5 m~nutos 5 se les agregaron 4 x 106 CPM de anticuerpos 
de conejo anti-IgG de ratón 112 I y se incubaron 30 minutos a 4ºC. Los tubos 
se lavaron cuatro veces y se determinó la radioactividad de cada uno de ellos 
en un contador gamma. Los valores representan un promedio de dos duplicados, 

b) Fijado específico = (CPM + AC) - (CPM-AC) • 
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lar por medio de endocitosis o por medio de la forrnaci6n de parches y 

casquetes que se desprenden al espacio extracclular. 

La cantidad de anticuerpos (anti-PC.l) en la superficie cel!:!_ 

lar de células LPC-1 tempranas y tardías se deterrnin6 bajo dos distintas 

condiciones de incubación. Los resultados presentados en la Tabla 1 in

dican que tanto las células LPC-1 tardías como las células LPC-1 tempra

nas, después de una hora de incubación a 37°C, la cantidad de anticuerpos 

anti-PC.l presente en la superficie celular, es aproximadamente igual a 

la determinada a 4°C, Además, las células LPC-1 tardías parecen tener -

cantidades un poco mayores de anticuerpos anti-PC.l fijados a su superf~ 

cie en las células LPC-1 tempranas, tanto a 4°C corno a 37°C. Estos re-

sultados indican que ·la diferencia en susceptibilidad a la lisis mediada 

por anticuerpos y complemento probablemente no se deba a una pérdida de -

moléculas de anticuerpo de la superficie celular de los miel.ornas gpl60 +. 

El dato inesperado de que las células LPC-1 tempranas fijan siete veces 

más anti-IgG que las células LPC-1 tardías en ausencia de anticuerpos an

ti-PC. l puede ser explicada si las células tempranas expresan más recept~ 

res de superficie para Fcde inmunoglobulinas que las células LPC-1 tar-

días. 

9. Fijación de Clq y C3 por las células de mieloma gpl60 + y gpl60 -

Para determinar si la falta de susceptibilidad a la lisis por 

anticuerpo y complemento observada en las células gpl60 + se debe a una -

falta de activación de la fuente de complemento o a la falta o disminu--

cÍón de su fijación de algunos de los componentes de éste sistema, se lle 

ron a cabo e>:perimentos en los cuales se. incubaron células gpl60 + y 



Figura 12. Fijación de C1q y C3 humano a la superficie de las células 

gp160+ y gp160-. 

Las células dé mi.eloma fueron colocadas durante 15 minutos en · 

presencia de anti-PC.1 (1:100) y suero humano como fuente de com

plemento(1:3); lavadas 4 veces con PBS. Posteriormente a éstas 

células se les agregó anticuerpos de cabra anti-C1q y anti-C3 humano 

acoplados a fluoresceína y se les observó bajo microscopía de 

epifluorescencia. 

1. Células sp-2(gp160-)+anti-C1q 

2. Células LPC-1 (gp160+J+anti-C1q 

3. Células sp-2(gp160-)+anti-C3 

4. Células LPC-1 (gp160+) +anti-C3 
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gp160- en presencia de anticuerpos anti-PC.1, complemento humano y anti

cuerpos fluorescentes dirigidos en contra de los componentes C3 y C1q. 

Los resultados de estas observaciones bajo microscopía de-

fluorescencia se muestran en la Figura 12; éstos indican que las células 

gp160+ y gp160- fijan aproximadamente cantidades equivalentes de éstos 

componentes del complemento y que las resistencia a la lisis inmune por comple

mento de los mielomas que expresan gp160 probablemente no se debe a una 

falta de fijación de los primeros componentes del complemento. 

10. Efecto en la susceptibilidad de las células de mieloma gp160+ a la 

lisis mediada por complemento por el tratamiento con proteasas. 

células LPC-1 tardías y MOPC-315-0PEC fueron sometidas a un 

tratamiento ~on proteasas para determinar si la eliminación de gp160 de 

la superficie celular afecta la susceptibilidad de éstas células a la -

lisis por anticuerpos y complemento. Los resultados presentados en la 

Figura 13 indican que en todos los casos las células tratadas con pro

teasas fueron significativamente más susceptibles a la acción lítica 

del complemento en presencia de anticuerpos anti-PC.1. 

Estudios previos 139) y los resultados presentados en la Fi

gura 4 han demostrado quq gp160 es sensible a la actividad enzimática de 

·la tripsina y subtilisina y que éste tratamiento transforma las células 

LPC-1 tardías en células blanco sensibles a la lisis por linfocitos T 

cititóxicos. Estos resultados indican la posibilidad de que gp160 (u 

otra proteína de la superficie celular de las células de mieloma sensi-

ble a la acción enzimatica de la tripsina y subtilisina) se encuentre involu-
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Figura 13. Efecto del tratamiento con proteasas en la lisis mediada por 
complemento y anti-PC.1 en células de mieloma que expresan gp160. 
La susceptibilidad a la lisis por anti-PC.1 y complemento 
(suero normal de conejo) fue probado en las siguientes cé-
lulas: 

LPC-1 tardías ( O ) 
LPC-1 tardías tratadas con tripsina ( et) 
MOPC-31 SOPEC ( A ) 
MOPC-3150PEC tratadas con tripsina (A) 
MOPC-31 SOPEC tratadas con subtilisina ( O ) 

Las células tumorales fueron tratadas con proteasas bajo 
las condiciones descritas en Material y Métodos. 
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erada en la resistencia de éstas células a la lisis inmune por Aes y 

complemento. 

Para determinar si el aumento de la susceptibilidad a la li--

sis por complemento en las células gpl60 + causado por el tratamiento con 

proteasas era reversible mediante la incubación de éstas células bajo 

condiciones metab6licas se llevó a cabo el experimento descrito en la Fi 

gura 14, 

Estos resultados muestran que el efecto enzimático en la sus-

ceptibilidad a la lisis por anticuerpos y complemento es parcialmente re-

versible después de 4 horas a 37ºC y no a 4ºC 1 lo cual indica que posibl!:_ 

mente esta resistencia adquirida durante la incubación se debe a síntesis 

de novo·de gpl60, 

11. Efecto de algunas lectinas en la susceptibilidad a la lisis por com

plemento en las células LPC-1 

Dada la afinidad de las lectinas por.las glicoproteínas de la 

superficie de células tumorales ( 70) , decidimos experimentar el efecto -

en la susceptibilidad ºa la lisis por anticuerpos y complemento 

de la unión de diferentes lectinas (AGT:aglutinina de germen de trigo, 

ConA:concanavalina A) a las glicoproteínas de la superficie de células 

gpl60 +. 

Para determinar si la AGT y ConA mostraban afinidad por los -

componentes de la superficie celular de células LPC-1, se incubaron extrae 
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Figura 14. Efecto de la incubación (4°C y 37ºCl de las. células LPC-1 
tardías tratádas con tripsina antes de la incubación con 
anticuerpos y complemento. 
sx106 células LPC-1 fueron tratadas con diferentes concen
traciones de tripsina, incubadas a 4ºC y a 37ºC durante dis
tintos periodos y posteriormente sometidas a un ensayo de 
citotoxicidad con anti-PC.1 (1:96l y complemento de conejo. 

Tripsina 
Oug/ml 

250ug/ml 
25ug/ml 

Temperatura 
( • l 37°C, ( O l 4ºC 
(Al 37ºC, (Al 4°C 
( lll 37°C, ( 0 l 4°C 
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. . d.· (125 ·, d - l l - l . l d tos rad1010 1nados I, e celu as LPC- con estas ect1nas acop a as 

a sefarosa y se sometieron a un análisis en geles de poliacrilamida-SDS. 

Los resultados se muestran en la Figura 15 e indican que gpl60 (junto --

con otras glicoprotcl'.nas de la superficie celular) muestra. gran afinidad 

por ambas lectinas. 

El efecto de estas dos lactinas en la susceptibilidad a la -

lisis por anticuerpos y complemento fue analizado mediante la adición de 

AGT y ConA en diferentes ensayos de citotoxicidad. Los resultados se 

muestran en las Tabla 2 y en la Figuras 16 y 17 e indican que la AGT 

causa un aumento en la susceptibilidad a la lisis con anticuerpos (anti

H-2ª, anti-B220 y anti-PC.l) y complemento en las células LPC-1, sin em

bargo, la Conii disminuye en ~uarto grado la susceptibilidad a la lisis·-

en estas células. Este último fenómeno puede deberse a un impedimento -

estérico causado por la ConA en la superficie celular. Cabe mencionar 

que experimentos previos (71) han demostrado por medio de epifluorescen-

cia, que ambas lectinas, la AGT y la ConA, se fijan a la superficie de -

células LPC-1; sin embargo, se puede observar claramente que la AGT agl!!_ 

tina a las células tumorales, mientras que la ConA no tiene la capacidad 

de aglutinarlas. 

Para determinar si el aumento en la susceptibilidad a la li-

sis por complemento de células LPC-1 causado por la AGT se debía a una -

eliminación de gpl60 de la superficie celular (por medio de la formación 

de parches y casquetes) se analizaron en geles de poliacrilamida-SDS la 

superficie de células LPC-1 preincubadas con AGT, ConA, Tripsina y PBS. 

Los resultados que se muestran en la Figura lB indican que unicamente se 
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elimina gpl60 mediante el tratamiento enzimático, y que las lectinas no 

causan una disminución aparente y significativa en la cantidad que se -

expresa de ésta glicoproteína. 

Por Último, con el objeto de observar el efecto de la AGT -

sobre la superficie de células LPC-1, se incubaron éstas células en pr~ 

sencia de AGT acoplada a fluoresceína y se llevaron a cabo observaciones 

en microscopía fluorescente cada 15 minutos en un periodo de 90 minutos. 

Los resultados se muestran en la Figura 19. Es claro, que la AGT causa 

un rearreglo de la distribución topográfica de las glicoproteínas que la 

fijan en la membrana de las células LPC-1 formando parches y aglomerados 

de estas glicoproteínas en un polo. 

Por otro lado, en la Figura 20 se muestra que el azúcar esp~ 

cífico de la AGT, la n-acetil-d-glucosamina, inhibe el fenómeno del au-

mento en la susceptibilidad a la lisis causado por ésta lectina en las -

células LPC-1. 

Todos estos resultados indican que la AGT causa un rearreglo 

de la conformación de algunos de los componentes de la superficie de las 

células LPC-1 lo cual trae como consecuencia un aumento en la susceptibi:_ 

lidad a la lisis al usar anticuerpos anti-H-2d causado por la fijación -

de la lectina a la superficie celular, podría deberse a un desenmascara

miento de los aloantígenos 11-2. 
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TABLA 2 

Lectina ug/ml Lisis espontánea Lisis específica 

AGT 125 13% 49. 35% 

62.5 20% 50,20% 

31. 3 19% 50.70% 

15.6 19% 51.9% 

7.B 19% 48.20% 

o 10% 25.0% 

ConA 62.50 18% 20.5% 

31. 3 18% 28.1% 

15.6 19% 32.0.% 

7.8 16% 36.0% 

3.5 13% 36.0% 

o 11% 41.0% 

Efecto de la AGT y ConA en la susceptibilidad a la lisis por 
complemento de células LPC-1 tardías con anti-PC.1 (1:96) y 
suero normal de conejo. 
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Figura 15. Patrón electroforetico de los extractos en NP-40 de células LPC-1 
tardías radioiodinadas incubados con lectinas acopladas a Sefarosa. 
Los extractos celulares fueron incubados con llGT-Sef arosa ( 11 ) y 
Conll-Sefarosa ( B ) durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente, el material unido a las lectinas se extrajo me
diante un hervor en O.OBM Trjs, 5% SDS y 5\2-mercaptoetanol y 
sometido a un análisis en geles de poliacrilamida sos. Los geles 
fueron rebanados en secciones de 2 mm de grosor y se les deter
minó su radioactividad en un contador ganuna. 
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Figura 16. Efecto de la AGT en la susceptibilidad a la lisis con anti
cuerpos y complemento. 
Células LPC-1 tardías fueron probadas en su susceptibilidad 
a la lisis por anticuerpos: 

( A ) anti-PC. 1, ( B ) anti-H-2d y ( e ) anti-B220 
con suero normal de conejo como fuente de complemento 
en presencia y ausencia de AGT ,(30 ug/ml). 

LPC-1 tardías ( e ) 
LPC-1 tardías + AGT ( 0 ) 
LPC-1 tardías tratadas con tripsina ( A ) . 



60 

50 
<t u 
lJ.. 40 
u w a.. 30 (/) 
w 
(/) 

20 (/) 

_J 

~ o 10 

60 120 240 480 960 1920 3840 

1 /DILUCION DEL ANTISUERO 

Figura 17. Efecto de la ConA en la susceptibilidad a la lisis con 
anti-B220 y complemento. 
Células LPC-1 tardías fueron probadas para su suscepti
bilidad a la lisis por complemento en presencia ( O ) y 
ausencia ( O ) de ConA (30 ug/ml) y anti-B220. 
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Figura 18. Electroforesis en poliacrilamida SDS de las proteínas super
ficiales de células LPC-1 tardías radioiodinadas incubadas 
con lectinas. • 
106 células LPC-1 radioiodinadas fueron incubadas durante 
30 minutos con : (A) PBS, 37°C, (B) AGT, 37°C, (C) ConA 
37°C, (D) PBS, 4ºC y (E) Tripsina (25mg/ml) 37ºC. 
Posteriormente las células fueron lavadas 4 veces con PBS, 
solubilizadas en NP-40 (100ul) y sometidas a un analisis 
en geles de tubo de poliacrilamida SDS. 
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Figura 20. Efecto de la n-acetil-d-glucosamina en la inhibición del 
aumento de la susceptibilidad a la lisis por complemento 
de células LPC-1. 
Células de mieloma LPC-1 (l\yB) y sp-2 (CyD) fueron incubadas 
con la lectina l\GT y su inhibidor (n-acetil-d-glucosamina) bajo 
distintas condiciones antes de llevar a cabo el ensayo de cito
toxicidad con anticuerpos y complemento. 
1\, anti-B220, B. anti-H-2d, C. anti-PC.1 y o. anti B220. 

( O )Células tumorales+ l\c+C'. 
( O ) Células tumorales + l\GT. + l\C + C'. 
( b ) Células tumorales preincubadas con l\GT, lavadas 4 veces 

con n-acetil-d-glucosamina +Ac + e•. 
( .a. ) Células tumorales preincubadas con l\GT+n-acetil-d-gluco

samina y lavadas 4 veces con n-acetil-d-glucosamin~, + 
Ac+C'. 
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CONCLUSIONES 

No es difícil aceptar el concepto de que la célula blanco -

pueda responder o influenciar el resultado del ataque inmune cuando uno 

considera que las células tienen la habilidad de adaptarse al medio am-

biente que le rodea. Las respuestas que las células tienen a su alcance 

para influen'ciar éste ataque incluyen su capacidad de reparar el daño 

causado por el complemento, su habilidad de desprender o degradar los 

componentes del complemento unidos a la membrana, la producción de mate

rial con actividad anti-complementaria y/o su habilidad para modificar -

sus propias propiedades fisicoquírnicas. Además, la velocidad a la cual 

la célula es capaz de responder al ataque inmune ju.ega un papel muy im-

portantq en la habilidad de la célula para resistir este mecanismo de -

muerte. cuando uno considera que bajo condiciones apropiadas, la muerte 

celular por complemento ocurre en 3-5 minutos, es claro que las células 

deberán responder en una forma rápida y eficaz. Por lo tanto, el resu.!:_ 

tado depende, en términos simples, de los aspectos cuantitativos y cua

litativos del mecanismo de ataque vs la capacidad total de una célula de 

modificar o nulificar la actividad citotóxica que se genera. 

Durante los Últimos años, varios grupos de investigadores -

han reportado diferencias en la susceptibilidad a la lisis por complerne_!! 

to en células tumoralns. Gran parte de este trabajo ha sido desarrolla

do por el grupo de Ohilnian en el Instituto Nacional de la Salud (NIH), -

Maryland EUA (70) , el cual ha reportado que un hepatoma de cobayo (línea 

10) es poco susceptible a la lisis por anticuerpos y complemento cuando 
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se utiliza complemento humano (71 1 72), Esta resistencia a lu acción lí

tica del complemento parece estar relacionada con algunos mecanismos de 

re,::iaración de membrana entre los cuaks están involucrados la síntesis -

de lípidos y proteínas (73). Por otro lado, se ha encontrado que cuando 

se tratan éstas células con inhibidores metabólicos o con algunas drogas 

quimoterapeúticas (como la puromicina o la ciclohexamina} la~ célul¡¡s au 

mentan su susceptibilidad a la lisis por complemento (74). 

El mecanismo exacto de la resistencia a la lisis por antic~r 

pos y complemento en nuestro sistema es aún poco claro. Hasta ahora 

nuestros resultados indican que el anticuerpo se fija a su antígeno 

correspondiente en la superficie celular y permanece establemente unido 

a él durante periodos hasta de 60 minutos bajo condiciones metabólicas ~ 

en las cuales generalmente se lleva a cabo la fijación del complemento. 

La presencia y cantidad de gpl60 en la superficie celular siempre se 

correlaciona con el grado de resistencia a la lisis por complemento oh-

servado en nuestro sistema. Los datos aquí presentados sugieren que 

gpl60 puede estar jugando un papel activo en la resistencia a la lisis -

por anticuerpos y complemento; por ejemplo llevando a cabo una actividad 

anticomplementaria o por medio de la obstrucción de la inserción de los 

complejos de ataque del complemento (CS-9) en la bicapa lipídica. Esta 

actividad podría deberse tanto a la porción proteica o a la porción de -

carbohidratos de gpl60. 

Se ha detectado material con actividad anticomplemcntaria en 

la, superficie de varias células (75 1 76) y en ocasiones este material es 
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liberado al medio de cultivo por las células tumorales (77,70), El tra

tamiento de la línea 10 de hepatoma con enzimas proteolíticas ele cobayo 

causa un aumento en su susceptibilidad a la lisis por complemento y a la 

vez, aparece materiill anticomplemcntario en el sobrenadante (53). Un 

análisis del modo de acción de éste material sugirió que la actividad e~ 

taba en la aceleración de la degradación de c2 -;~. Probablemente, gpl60 

también actúe en una forma similar, acelerando la degradación de alguno 

de los componentes del complemento. 

Se han reportado varios tumores resistentes a la lisis por -

complemento y anticuerpos anti-H-2 o anti- otro antígeno de superficie. 

Aparentemente, esta resistencia se deriva la presencia de ciertas glico

proteínas en su superficie. Uno de ellos, el adenocarcinoma mamario de 

ratón llamado TA-3Ha, puede crecer en ratones alogénicos y en ratas (79). 

Este tumor expresa en su superficie una glicóproteína de alto peso mole

cular (500 000 daltones (BO)) llamada epiglicanina •. TA-3Ha es una varian 

te del tumor TA-3St, el cual no expresa la epiclicanina y solo puede ser 

transplantado en la cepa en la que se originó el tumor (A/HeHa). Otro -

ejemplo es un mieloma de Balb/c originado en Japón (01) el cual es tam-

bién resistente a la lisis por anticuerpos anti-H-2 y complemento y ex-

presa en su superficie una glicoproteína de peso molecular aproximado de 

120 000 - 160 000 dal.tones. La eliminación de esta glicoproteína por me 

dio de tripsina o pr.onasa vuelve susceptibles a estas células a la acción 

del complemento. Estos ejemplos de resistencia al ataque inmune y la ex 

presión de glicoprotcínas superficiales es continua y no en forma inter

mitente como en el caso de LPC-1 (células tempranas vs célµlas tardías). 
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No se tiene aún suficiente información acerca de la.naturaleza de las -

glicoproteínas asociadas con la resistencia de LPC-1 y otros tumores co

mo para determinar si se trata de una misma proteína, tal vez con distin 

tos pesos moleculares debido a Ja cantidad de azúcares unidas a ésta. 

La idea de que una estructura de la superficie celular inteE_ 

accione preferentemente con los aloantígenos de histocompatibilidad, bl~ 

queando el acceso a LTC's e impidiendo la fijación de sus anticuerpos 

respectivos, puede ser punto de gran importancia tanto en células tumor~ 

les como en células normales. 

a) En primer lugar, la expresión· de gpl60 (o alguna otra molécula 

similar) en la superficie de la célula, puede ser la responsa

ble de uno de los mecanismos .por los cuales los tumores evaden 

su destrucción inmune. Esto puede ocurrir en dos distintos -

estados del desarrollo tumoral: 

1) Cuando aparece inicialmente la célula neoplásica puede ex

presar ésta molécula bloqueadora y evadir la "vigilancia -

inmunológica" impidiendo que se genere cualquier tipo de -

respuesta inm~ne. 

2) Por otro lado las células tumorales podrían protegerse de 

LTC's ya que generados por éstas mismas células, por medio 

del enmascaramiento de sus antígenos de histocompatibili-

dad. 

b) Por otro lado, algunas células normales, durante su diferencia 

ción, pueden expresar moléculas nuevas en su superficie, a las 
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cuales el huésped no es tolerante y así generar una respuesta 

inmune (LTC's o anticuerpos). Esta respuesta no favorable pe-

dría ser evitada si la célula de alguna forma enmascara nuevos 

antígenos o los antígenos de histocompatibilidad. 

Esta importante regulación de la expresión de antígenos de -

histocompatibilidad en células tumorales y normales por medio de una in

teracción con otra molécula de la superficie celular presenta la ventaja 

que a pesar de que se bloquean los determinantes antigénicos de los antí 

genos del CMH reconocidos por los LTC's o anticuerpos, otras partes de -

la molécula (como la porción de carbohidratos) u otras moléculas no rela 

cionadas con el CMH, pueden expresarse libremente y así permitir su fun

cionamiento. 

Hasta ahora, queda la duda si gpl60 se expresa unicamente en 

células tumorales, por lo que la consideraríamos un antígeno tumoral; o 

bien, si por otro lado algunas células normales expresan gpl60 en su su

perficie y si esta glicoproteína en ellas desempeña alguna función regu

ladora. Uno de los tipos celulares normales que se beneficiaría con la 

expresión de gpl60 sería l~ célula del trofoblasto. Se sabe que durante 

el desarrollo embrionario en los mamíferos, el feto representa un aloin

jerto, exponiendo a la respuesta inmune materna diferentes aloantígenos 

superficiales de origen paterno. Existen evidencias que esta protección 

esta brindada por un recubrimiento de la superficie del trofoblasto con 

una substancia mucilaginosa. Sería interesante hacer una comparación 

entre la glicoproteína de células dcl.trofoblasto y la de las células 
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tumorales. 

Definitivamente, las observaciones de la resistencia a la l~ 

sis por complemento en las líneas celulares que expresan gpl60 estan has

ta ahora consolidadas por métodos experimentales, pero su interpretación 

y significado Último para el marco de la inmunología tumoral, aún no es

tan establecidos sólidamente y requiere de una mayor investigación. 

Los mecanismos por los cuales los tumores evanden su destruE_ 

ción inmune apenas comienzan a ser entendidos. Se trata de un problema 

multidisciplinario y se espera que el entendimiento de éstos mecanismos 

proveerá nuevas herramientas para evitar éste escape: meta final de la 

inmunoterapia. Alcancese o nó esta meta, no disminuye el mérito al reto 

del investigar y entender estos diferentes mecanismos del escape.inmune~ 

l.ógico. 
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