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1
RESUMEN
DIAZ HERRERA , GEORGINA. Estudio de la susceptibilidad al
crecimiento de una linea celular tumoral murina deficiente en la
expresion de antigenos clase | del CMH. ( Bajo la direccion de -
MVZ Ciro Lomeli y Fleres y el Dr. IB. Raul Barrera Rodrigusz ).
Se utiliz6 un total de 192 ratones de 10 a 12 semanas de edad de las
cepas singénicas BALB/cANN, C57BI/8J, & hibridos F1 y F2 de las
cepas anteriores y animales resultado de [a retrocruza entre los F1 y
la cepa progenitora resistente con el fin de estudiar los patrones de
heredabilidad de las caracteristicas de resistencia y susceptibilidad
a la muerte provocada por la inoculacion de una linea celular tumoral
murina deficiente en la expresién de antigenos clase | del CMH,
denominada LF.c1. Se propone que estas caracteristicas son
transmitidas por un gen con dos varisdades alélicas y que se expresa
en forma codominante, aunque son necesarios andlisis posteriores.
Debido a que se conoce en forma detallada el mapa genético del
ratén, lo hace ser el modelo casl perfecto para el estudio de la
genética de marniferas, que junto con la inmunologla tumoral y los
andlisis inmunoquimicos den por resultado formas efectivas para la-

inmunoterapia del céncer tanto de los animales como del hombra.



INTRODUCCION

En éste trabajo se empled una linea celular tumoral de origen murino denominada
LF.c1, que es una clona derivada de la linea celular linfoblastoide de estirpe T,
denominada L5178Y; esta Ultima fué inducida quimicamente con metilcolantreno
{MC) en ratones DBA/2J (Haplotipo H-2%) (14).

La clona LF.c1, crece en la estirpe en la que fué originada, en DBA/1 que es una
sublinea de la anterior y en las siguientes cepas BALB/cAnN, C.B6-H-2b, C.C3-H-
2k, A/J, AKRJJ, C3H/Hed, C3HeBIFed y C57BISJ que ofrecen barreras alogénicas
porque son haplotipos b, k y k/d.; ocasionando la muerte en todas las cepas de
ratones, con excepcion dela cepa C57BIBJ (H-2°). En esta Gltima cepa el tumor
crece, pero posteriormente es rechazado, a través de una respuesta inmune
compleja en la que intervienen anticuerpos y células citotéxicas {1 ).

El crecimiento a través de barreras alogénicas, asl como la falta de expresion de
RNA mensajero y proteinas de los H-2% en la membrana plasmética (1 ), sugirié
quse ésta linea celular tumoral no expresa ninguno de los antigenos clase | del H-2;
por lo que la respuesta inmune antitumoral generada por la cepa C57BI/6J puede

estar mediada por otro antigeno (s).

|
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ANTECEDENTES.

El ratén de laboratorio, descendiente del ratén doméstico comun (Mus musculus),
ha sido empleado por el hombre desde la antiguedad, en algunos casos para
comprender su propia naturaleza a través del conocimiento de ellos, o bien, con
fines précticos para su beneficio inmediato. Las primeras referencias histéricas del
uso de animales como sujetos de experimentacion cientifica se remontan a cuatro
siglos antes de Cristo, en los escritos de Aristoteles ( 384 - 322 A.C)),
posteriormente por el médico Inglés William Harvey (1578 - 1657 ) fundador del
método experimental, fué quien empled por primera vez a los ratones en estudios
de Anatomia Comparada ( 6 ).

Es en el sigla XVII, con el nacimiento de las ciericias biomédicas, que se da énfasis
al erﬁpleo de los ratones como sujetos de experimentacién. Durante éste periodo
la Biologia abandoena los limites de una ciencia puramente descriptiva para entrar
de lleno al campo de la experimentacion cientifica, creandose un habitat nuevo y
diferente para éstos animales, el Laboratorio. Es entonces, cuando el hombre
descubre la enorme utilidad de los ratones como sujetos de experimentacion
cientifica, por su facil adaptacion a dicho ambiente ( 6 ).

Paralelo a los avances de la investigacidon cientifics, surge la necesidad de
seleccionar a los animales de acuerdo al proposite de |» nvastigacidn, lo cual, va

conformando la identidad del ratén de laboratoric como un individuo
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seleccionado por sus caracter(sticas especificas. La absoluta necesidad de
disponer de material biologico idéneo ha conducido a la investigacion biomédica
durante el presente siglo al desarrollo de multiples cepas de ratones, con una
constitucion genética definida, un astado nutricional y de salud conocidos (6 ,11).
El desarrollo de los ratones como sujetos de experimentacion cientifica esta desde
sus origenes, vinculado al estudio del cancer. Asi como en 1903, Jensen logra la
propagacién de un carcinoma alveolar espontdnec en una cepa particular de
ratones consanguineos ( blancos) durante 19 generaciones consecutivas de
ratones de esa misma colonia. En 1908, Lso Loeb hizo un hallazgo similar y fogra
la propagacion de un tumor en ratones "Waltzing" que ahora sabemos que estos
ratones hablan sido mantenidos en el lejano oriente en cruzas consanguineas
durante muchas generaciones; estas observaciones fortalecian las hipotesis de que
el cancer era una enfermedad hereditaria. Para 1909, Tyzzer realiza el primer
analisis genético de resistencia al transplante tumoral y en 1914 desarrolla una
hipotesis para explicar este fendmeno, afirmando que las células cancerosas eran
diferentes a las células normales y por eso era rechazado el tumor, sin embargo
esto explicaba el 50% de! fendmeno, ya que no explicaba el porque el tumor crecla
cuando era trasplantado en animales de la misma colonia. E£n éste mismo ario,
Little propone una teoria en la que explica el comportamiento genético del

trasplante tumoral. En 1816, Little y Tyzzer demuestran que algunos de
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los genes dominantes de susceptibilidad influyen fuera del tumor alogénico
injertado. En 1929, W.H. Wogiom propone que la regresion de tumores
trasplantados es ocasionada por una respuesta inmune por parte del receptor. En
19832, Lumsden demuestra la inmunidad contra células tumorales. La observacion
basica en los estudios de céncer era qus los tumores fracasan cuando se
trasplantan a receptores gensticamente diferentes, por lo que el trabajo con las
cepas consanguineas condujo a pensar que el nimero de genes responsable por
ol éxito o fracaso del crecimlento tumoral varia de 2 a 15 genes, pero la naturaleza
de los genes y el mecanismo responsable por la regresidn de tumor eran aun

desconocidas ( 6, 11, 12 ).

COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (CMH).

En 1833, Haldane visita a W.H. Woglom en New York, quien estudiaba el
mecanismo de rasistencia del receplor al trasplante tumoral, apoyando asi las
teorias de Haldane, que en 8se mismo afic propone que el rechazo de los tumores
se debe a la presencia de aloantigenos que también se encuentran presentes en
Iés células normales (11,12).

Peter Gorar, patblogo que trabajaba en e! Instituto Lister en Londres, en 1936
escribié cinco articulos, los dos primeros sobre la fisiologia de la hibemacidn, ef

tercero sobre los diferentes antigencs de los eritrocitos del ratén y los dos ditimos
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sobre el H-2 del ratén, descubriendose entonces el complejo mayor de
histocompatibilidad del ratén. Con este descubrimiento, dos tendencias de
investigacion se fusionaron: el estudio de la influencia de genes sobre el resultado
del trasplante de tumor y, la investigacitn de los genes que controlan los antigenos
de los grupos sanguineos, llegandose a ia conclusién de que e! rechazo a el
trasplante tumoral estd mediado por antigenos presentes tanto en células normales
como en células neoplésicas ( 11,12).
En la actualidad estd bién establecido el concepto de Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH), definido como: Un grupo de genes que codifican para
antigenos de superficie celular y cuya funcién principal es el reconocimiento de lo
propio y-lo extrafio, a través de linfocitos T (LT) (8, 10, 11)
El CMH en el humano se denomina sistema HLA, que es el equivalente al sistema
H-2 enel ratén (5, 9). Se conoce en forma delallada el mapa génético de la region
cromosdmica que codifica para los productos fenotipicos ( 7, 9 ), tanto def HLA en
el humano como det H-2 en el ratén ( 5, 9, 10 ).
El CMH mide dos cantimorgans (cM) y su localizacién en el cromosoma 17 es la
siguiente: a 30 cM del centrémera y a 15 ¢ del telémero, entre los loci Glo-1 y Ce-
2(9,10)(Fig. 1). El CMH comprends tres clases de genes (clase I, Il y lli),
involucrados en el reconocimiento y respuesta inmune hacia antigenos.

Los antigenos clase |, en el ratén, estén ubicados en el cromosoma 17 y se
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encuentran codificados por cuatro loci: H-2K, H-2D/H-2L, Qa-2,3 y Tla. Los
antigenos K, Dy L se expresan normalmente en todas las células del organismo y
su funcion es dirigir el reconocimiento y rechazo de células malignas o infectadas
por virus, a través de linfocitos T citotdxicos (LTC) y células asesinas naturalies
(CAN)( 4,7, 10, 16 ) (Fig. 2 ). Los antigenos Qa-2,3 y Tia son menos polimorficos
y 80 expresan solo en algunos tefidos ( 8 ).
Los antigenos clase | son heterodimeros de membrana, formados por dos cadenas
glicoproteicas, una pesada de 43 KDa y la otra ligera de 12 KDa { 15 ). La cadena
pesada esté dividida en tres regiones funcionales:

) a) Extracelular
b) Transmembranat
c} Citoplasmica.
a) La regién extracelular esta formada por més de 280 aminoécidos, por lo que
represenia la mayor parte de la cadena glicoproteica; su estructura presenta tres
dominios denominados como a1, &2 y 3. La cadena ligera solo presenta un
dominjo extracelular denominado $-2 microglobulina ( 5, 9, 10 ) (Fig. 3).
El progresivo descubrimiento de la participacion del CMH en varios de los eventos
de la respuesta inmune intensificé su estudio. Asi, hasta la fecha se continta
explorando el CMH en muchos vertebrados y en especial en el ratén donde la

posibilidad de utilizar cepas endogémicas permitio identificar casi todos los lociy
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establecer sus posiciones asociandolos con sus praductos fenotipicos. (11,12 ).
Como la funcion global del CMH es regular la funcion inmune, resulta l6gico
suponer que estos genes también tendran influencia en la susceptibilidad a
enfermedades o reacciones en las cuales las respuestas inmunitarias desemperian
un papel importants, por lo tanto, la seleccién de antigenos especificos de
histocompatibilidad ofrece grandes posibilidades de aplicacién para la seleccion

genética de animales resistentes a ciertas enfermedades ( 11, 12).

RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL.

En el reconocimiento y rechazo de un tumor, los LTC reconocen moléculas de la
célula tumoral en el contexto de los antigenos clase |, causando su destrucciéon
(13, 14).

Existe evidencia de la gran importancia que tienen los antigenos de
histocompatibilidad en el reconocimiento, rechazo o progresion tumoral dentro de
\a fisiopatologia del cancer; cambios en la expresion de uno, varios & todeos los
productos de los genes del sistema H-2, determinan variaciones importantes en su
capacidad invasiva y aun en la produccién de metastasis (2,6, 8, 14 ).

La falta de expresion, la supresidn 6 el enmascaramiento de los antigenos clase |,
permite a la célula tumoral escapar del reconocimier.. ue los LTC, conduciendo al

crecimiento tumaral ( 12, 13 ), Se han reportado varios casos de lineas celulares
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tumorales ds origen murino y humano que no expresan éstos antigenos debido a

mutaciones, deleciones 4 hiparmetilacién de los genes (8,9, 15).

HERENCIA MENDELIANA

El monje austriaco Gregor Mendel (1822-1884) como resultado de sus trabajos e
investigaciones descubre las Leyes Bésicas de la Genética en eucariptes. Mendel
publicé estos conocimientos en la reunién de la Sociedad de "Brinn" para el
estudio de las Ciencias Naturales y publicd sus resultados en las actas de esta
sociedad en 1866, La importancia de sus descubrimientos no fué apreciada por os
bidlogos de su tiempo, por [o que fueron relegados durante casi 35 afios.

En 1800, Hugo de Vries en Holanda, Karl Correns en Alemania y Eric von
Tschermak en Austria redescubrierén, cada uno por su cuenta, las Leyes de la
herencia descritas por Mendel. La investigacion bibliogréfica que forma parte de
cualquier investigacian clentifica ios condujo hasta el articulo de Mendel, en el cual
dichas ieyes hablan sido claramente 'postulados 34 afios antes. Estos
Investigadores otorgarén a Mende! el crédito y se postularén asf las "Leyes Bésicas
de la Herencia de Mendet".

Mendel también establecié el principio de la Dominancla que establece
esencialmente qua en cualquier hibrido de la generacién filial 1 ( F1 ) el factor

hereditario presente en uno de los padres enmascara al correspondiente del otro



10
progenitor, E! factor hareditario que se expresa en la generacidn F1 es llamado
dominante, el factor que es ocultado se llama recesivo (18).
Las conclusiones de Mende! derivados de las cruzas monohibridas estaban
basadas en su concepto de unidades de caracteres; los elementos fisicos (genes)
8e concibierdnh en pares a partir de fa adecuada evidencia experimental. Estos
determinantes de |las unidades de caracteras podian ser dominantes o recesivos,
uno con respecto al otro, y los miembros de cada par eran capaces de segregar, lo
que hizo que Mande! denominara "separacién de los hibridos" a este proceso. La
deduccién mas significativa de los resultados de Mendel sobre las cruzas de
monohibrides consistié en que la separacién de los pares de alelos originé la
"pureza de los gametos". E! concepto de Segregacion se ha identificado como la
1a. Ley de Mendel (14).
El reconocimiente hecho por Mendel de qus los daterminaﬁtes de las
caracteristicas hereditarias eran elementos flsicos y sus principios de Segregacion
y Dietrlbuclbn' independiente constituyen la base de la Genética, definida como la
ciencia de la herencia y la variacién.
Presumiblemente los mecanismos hereditarios operan en casi todos los grupos de
animales, perc algunos de ellos gse presentan més que otros para las
Iinvestigaciones. Para los experimentos de cruzamiento se seleccionan

generalmente 103 organismos con cicio de vida corto, progenie abundante y
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variaciones claras, también es deseable, trabajar con un material que pueda

mantenerse con facilidad.

PRINCIPIO DE HARDY- WEINBERG.

Las frecuencias génicas no dependen de la dominancia o de la recesividad, sino
que bajo ciertas condiciones pueden permanecer esencialmente sin cambiar o
conservarse o conservarse de una generacion a la siguiente.

En una poblacién grande en la que todos los genotipos son iguaimente viables y
bajo condiciones de apareamiento aleatorio, las frecuesncias génicas de una
generacion deteminada dependen de las frecuencias geénicas de las generaciones
anteriores y no de las frecuencias genotipicas (3 ).

Las frecuencias de los distintos genotipos que se forman con apareamientos
aleatorios dependen unicamente de las frecuencias génicas.

Estos dos puntos quieren decir que si centramos nuestra atencion en los genes mas
que en los genotipos, podemos predecir las frecuencias tanto génicas como
genotipicas de las generaciones futuras. Este equilibrio genotipico, basado en las
frecuencias génicas estables y en apareamiento aleatorio, se conoce como "el
principio de Hardy-Weinberg" y ha servido de teorema fundamental de la genética
de poblaciones ( 3 ).

La relacién general entre frecuencias génicas y genotipicas puede describirse en
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términos algebraicos de la siguiente forma: si p es la frecuencia de un
determinado gen en una poblacioén y q es la frecuencia de su alelo, de modo que
p+g= 1, las frecuencias genotipicas de equilibrio vienen dadas por los terminos p2
{TT).2pq (Tt)yq2(tt). Silasfrecuencias génicasde Tyt sonp=0.6yq=0.4
respactivaments, las frecuencias genotipicas de equilibrio seran:

(0.6)2(TT )+ 2(0.6)(0.4){Tt)+(0.4)2(1tt) = 0.36 TT +0.4B Tt + 0.16 1t.
También se obtienen los mismos resultades desarrollando ef binomio: (p+q)2=

p2+2pq+q2. (3).

CODOMINANCIA EN LAS POBLACIONES NATURALES.

Si pueden contarse todos los segragantes de las diferencias génicas de un solo
locus, pueden estimarse las frecuencias génicas y entonces pueden compararse
facilmente las frecuencias genotipicas observadas con los valores que se esperan
en el equilibrio. Entonces puede probarse ia diferencia entre los valores
genotipicos observados y los esperados por el método de Ji-cuadrada. Con los
datos obtenidos y con un grado de libertad, la probabilidad de la Ji-cuadrada
observada es lo suficientemente grande como para que la hipotesis de equilibrio en
la poblacion pueda aceptarse. La dominancia incompleta se refiere a aquellos
casos en que el heterrozigoto tiene un fenotipo intermedio y el termino

codominancia se refiere a los casos en que dos alefos se expresan en forma
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independiente en un heterazigoto ( 3, 14,19 ).

JUSTIFICACION.

El ratén se ha converlido en el mejor modelo para el estudio de ia genética de
mamiferos, ya que se conoce en forma detallada su mapa genético.
La contribucién de las lineas consanguineas de raton al estudio de ia biologia de
los trasplantes ha sido fundamental. Se sabe que los trasplantes de érganos o de
tejidos efectuados entre individuos no erparentados sufren sistematicamente
rechazo, en el ratén, el rechazo es igualmente sistematico, salvo en ¢asos muy
precisos en los que donante y receptor son miembros de la misma linea
consanguinea ( 10 ).

Esta observacién, que se remonta a los inicios de la genética del ratén, se referia
fundamentaimente a los tejidos tumorales que se trasplantaban de un ratén a otro
para estudiar la biologia del cancer. En Estados Unidos, Clarence C. Little y Strong
utilizan el mismo sistema pero can tejidos normales y comprenden muy pronto que
la aceptacién o rechazo de un trasplante, dependia de un proceso de naturaleza
inmunolégica. Mostraron también que el determinismo genético de |a aceptacion
o rechazo de un trasplante podia resumirse en cinco r mtos:

a) Los trasplantes efectuados entre ratones de una misma linea consanguinea

{isotrasplantes) son aceptados en los dos sentidos, o sea de uno u otro ratén.
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b) Los trasplantes efectuados entre ratones de dos lineas diferentes
(alotrasplantes) sufren rechazo.
c) Los hibridos surgidos de cruzas entre dos lineas de ratén aceptan trasplantes de
sus padres, de sus colaterales o de sus descandientes.
d) Ningun ratén acepta tejidos que provengan de hibridos de primera generacidn.
©) Los genes implicados en el determinismo de trasplantes, son llamados genes de
histocompatibilidad (los genes del "yo") (11 ).
A partir de 1948, George Snell intentd esclarecer el determinismo genético del
rechazo de trasplantes. Para ello realizé, gracias a innumerables cruzas '
retrégradas (backcross), una serie de lineas llamadas “congénicas", es decir,
idénticas & una linea consanguinea ya establecida, salvo para un gen Unico
implicado en la histocompatibilidad. Con estas lineas congenicas ais!é la mayoria
de los principales genes de histocompatibilidad y en colaboracién con ofros
investigadores inicid la inmunogenética que, atin guarda gran nimero de secretos
y debe mucho a los ratones. Todo ello contribuye a un sensible avance de
conocimientos en la inmunogenética de! céncer, y permite en cierta medida, extraer

conclusiones y tratar de extrapolarlas a la especia humana ( 10, 11 ).
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HIPOTESIS.

El mecanismo a través del cual la cepa de ratones C578I/6J controla eicrecimiento
tumoral, tiene evidentemente una base genética; por lo que se propone que la
respuesta esta gobemada por un gen con dos variedades alélicas que se expresan
en forma codominante.

El criterio para aceplar o rechazar la hipotesis se basé en los resultados de la
prueba de segregacion, la cual, permitié conocer si el nimero de genes
involucrados en la respuesta es igual © mayor a uno, as{ como también la forma en
que se heredan dichas caracteristicas, existiendo la posibilidad de que éstas se

hereden en forma no codominante.

OBJETIVOS

Determinar por medio de los andlisis estadisticos y genéticos, si |las caracteristicas
de resistencia.y susceptibilidad a la muerte provocada por el tumor son transmitidas
por un gen con dos variedades alélicas y que ademas su forma de expresion es

codominante.
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MATERIAL Y METODOS
ANIMALES,
Se emplearon un total de 192 ratones de 10 a 12 semanas de edad de las cepas
singénicas BALB/CANN (H-29), C57BI/6J (H-2°), e hibridos F, y F, de las cepas
anteriores y animales resultado de la Re entre los F, y la cepa progenitora
resistente. Estos animales fueron obtenidos del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la U.N.A.M., y durante el perlodo de experimentacion fueron criados
y mantenidos con alimento y agua ad-fibitum, bajo condiciones ambientales, de
espacio e higiene de acuerdo con las necesidades de la especie.
LINEA CELULAR.
Se utilizo 1a clona celular LF.c1, la cual se mantiene como un tumor en liquido de
ascitis en ratones de la cepa C.C3 H-2k, mediante la propagacién de un milldn de
célulaé vivas por mililitro (ml), por via intraperitoneal (ip), en una sola dosis.
El tumer fue trasplantado cada tres semanas a nuevos ratones C.C3 H-2k para
perpetuar asl la linea tumoral.
PROPAGACION Y DESAFIO
Iy La propagacion in vivo de las células tumorales se llsvd a cabo trasplantando
un millén de célutas tumorales por ml., en ratones de la cepa congénica resistente
C.C3 H-2k. Este procedimiento se realizé de la siguiente forma:

1.- Se sacrificd al ratén por dislocacion cervical y se coloct sobre un soporte
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sujetador en posicién dectibito dorsal.
2.- Se desinfectd la piel de 1a regién del epigastrio para realizar una inclsién
longitudinal de aproximadamente un centimetro de largo.,
3.- Se colectd con una pipeta Pasteur el liquido de ascitis contenido en ia cavidad
abdominal, depositandolo en un tubo con solucion amortiguadora de fosfatos
(SAF).
4 - Posteriormente se lavaron las células por medio de centrifugacién a 1500 rpm,
durante 10 minutos. Este lavado se repetio tres veces.
5.- Teniendo las céiulas limpias, se llevd a cabo una dilucién conveniente para
proceder a la cuantificacion de las células con ayuda de un hematocitémetro, para
lo cual fueron tefidas con un colorante vital (azdl tripano al 0.02%), recordando
que la tincion permite verificar la integridad de las membranas y por lo tanto la
viabilidad celular.
6.- Con la cuantificacion y considerando la viabilidad celular, se procedio a
dilui_rlas en SAF hasta obtener un millén de células por mi., que es la cantidad de
células tumorales que fueron inoculadas a los ratones receptores por via ip.
If) Para el desafio, se siguié el mismo procedimiento que en el caso de la
propagacion, excepto que la cantidad a inocular a los ratones fue de cinco
millones de células vivas por mi. (dosis Gnica).

El registro de los pesos corporales y la mortalidad de cada ratén desafiado se
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realiz6 diariaments en las cepas progenitoras y cada 10 dias en las F1, F2 y R¢;

durante un perlodo de 50 dias.

TRATAMIENTO ESTADISTICO.

La sobrevivencia de los distintos tipos genéticos se analizé por el método de
Logrank, en donde se compara el nimero de fracasos observados en cada grupo
con el nimero de fracasos que podrian esperarse de las perdidas en los grupos
combinados. Se empled también una prueba de Ji-cuadrada para analizar el
significado de las perdidas cbservadas y las esperadas, teniendo como base el

principio de Hardy-Weinberg ( 2, 3, 14 ).

RESULTADOS

Crecimioento de la linea celular en ratones singénicos, F1, F2 y Re.

1) Cuando la linea celular LF.c1 fue inoculada en ratones de la cepa C57BI/6J
(B8}, se observd que a los 11 dias postinoculacién el tumor comenz6 a crecer en
una forma exponencial (Fig. 4). El tumor presents un pico méaximo decrecimiento
on el dia 20 postinoculacion; en este dia los ratones incrementaron en promedio
16.8 9., lo que cofrespondié a un 71.4% de incremento en el peso corporal con

respecto al peso inicial. Posteriormente se observd una disminucion
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en ol peso promedio de los animales lo cual se relaciond con la disminucién en la
cantidad de masa tumoral ocasionada por la respuesta inmune de rechazo al
tumor, Aproximadamente a los 50 dias postinoculacién, el 100% de los ratones
habfan rechazado eficientemente el tumor. A pesar de que en este tiempo los
ratones han disminuido su peso, nunca regresaron su pesa iniclal, probablemente
debido a la maduracion normal de los animales durante el tiempo que duro el
experimento. La sobrevivencia fue del 100%, ya que ningun ratdn murié durante
ol experimento (Cuadro 1) (Fig, 12).
Los signos clinicos presentados por los ratones durante la fase experimental
fueron los siguientes:
- a los 20 dias postinoculacion: distencion de las paredas abdominales debido a
ol desarrolio tumoral en el liquido de ascitis, disnea, adinamia y anorexia.
- a los 40 dias postinoculacion; ligera distencion de tas paredes abdominales,
ligeradisnea y deshidratacion moderada.
- a los 50 dias postinoculacidn: no se observaron signos clinicos.
Las necropsias realizadas a los 30 ratones, al final de la fase experimental, no
mostrarén evidencias de tumoracion en la cavidad peritoneal.
2) El crecimento de la Iinea celular LF.c1 en la cepa BALB/cAnN (C), mostro
diferencia con respecto al de [a cepa anterior (Fig. 5). FI tumor comenzé a crecer

aproximadamente al dia 12 postinoculacion. La forma del crecimisnto del
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tumor no fué tan rapida como en los ratones de la cepa B6. A los 30 dias post-
inoculacién, se observé el méximo incremento en el peso corporal, equivalente a
la ganancia promedio de 7.6 g. y correspondients al 37% de incremento en peso
con raspecto al peso inicial, Después de este tiempo, los animales comenzaron
a perder pesoy a morir. A los 45 dias postinoculaclon, todos los animales hablan
muerto como resultado del crecimiento del tumor por lo que el porcentaje de
sobrevivencia fue de 0% (Cuadro |) (Fig. 12).
Los signos clinicos presentados por los ratones durante la fase de
experimentacion fueron los sigulentes:
- & los 20 dias postinoculacién: ligera distencién de las paredes abdominales
debldo a e! desarrollo del tumor en el i[quido de ascltis, ligera desnea y anorexia.
-a los 30 dias postinoculacidn: distencién de las paredes abdominales, disnea,
anorexia, deshidratacién moderada, adinamia, caquexia y muerte de algunos
animales.
- alos 40 dias postinoculacién: disminueldn del peso carporal, disnea, anorexia,
caquexia, deshidratacion grave, postracién y muerte.
- & los 45 dias postinoculacidn: el 100% de los ratones habjan muerto, (Figs. §
y 12).
3) En los ratones B6C F1, producto de la cruza dialélica entre las cepas

parentales B6 y C, en donde la madre progenitora fué de la capa B6, presentd un
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tipo de crecimiento semejante al de la cepa parental B6 (Fig. ). Los ratones
comenzaron a incrementar su peso después del dia 10 postinoculacion. El
aumento de peso de los animales fue en forma exponencial y alcanzd un méximo
alos 20 dias postinbwlacién, en donde los animales aumentaron en promedio 8.0
g. correspondiante a un 34.6 % de su peso inicial. Después de este dia algunos
de los animales comenzaron a morir debido a 1a carga tumoral presente como
Hquido de ascitis. Los animales que sobrevivieron comenzaron & rechazar el
tumory su peso corporal fué disminuyendo. A! dia 50 postinoculacion casf habfan
recobrado su peso inicial. El porcentaje de sobrevivencia alcanzado al final del
experimento fué del 44 % ( Cuadro 1) (Fig. 13).
Los signos clinicos presentados por los ratones durante la fase experimental
fueron:
- a los 20 dias postinoculacién: los ratones presentaron gran distencién de las
paredes abdominales debido a el desarrollo del tumor en e! liquido de ascitis
ademés se presentd disnea, anorexia y postraélén en el 60 % de los ratones.
- a los 40 dias postinoculacidn: ef 60% de los ratones presento ligera distencion
de las paredes abdominales y ligera disnea; el 40% restante presenté ademés
deshidratacitn, anorexia y postracion.
- alos 50 dias postinoculacién: {a sobrevivencia fue de' 44 % y éstos ratones no

mostraron signos clinicos.
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Los animales que sobrevivieron a la fase experimental fueron sacrificados y las
necropsias realizadas no mostraron evidencias de tumoracién asi como tampoco
se detectaron focos metastasicos en forma macroscépica.
4) En los ratones CB6 F1, producto de la cruza dialélica de B6 y C en donde la
madre progenitora es de la cepa C, el crecimiento de la linea celular LF.c1 fue
parecido al de la cepa progenitora C y comparable al de los animales de la cruza
B6C F1 {Fig. 7). Aproximadamente a los 10 dias postinoculacion se comenzé a
observar un incremento en el peso corporal de los animalas. El incremento en
peso alcanzé su méaximo & los 20 dias postinéculo, con un incremento promedio
de 5.6 g. correspondiente al 66.9 % del peso inicial. At igual que con los ratones
de la cruza B6C; después del dia 20 algunos animales comenzaron a morir. Los
animales sobrevivientes rechazaron el tumor y disminuyeron gradualmente su
peso. El porcentaje de sobrevivencia a los 50 dias postindculo fue del 47%
{Cuadro |).
Los signos clinicos presentados durante la fase experimental fueron:
- a los 20 dias postinoculacién: los ratones presentaren una gran distencion
abdominal , disnea, anorexiay adinamia .
- a los 40 dias postinoculacién: los ratones presentaron signos iguales a los
prasentados a los 20 dias postinaculacion.

- a los 50 dias postinoculacion ; algunos de los ratones presentaron distencion
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abdominal, ancrexia, disnea y postracion ; el resto, sélo presentaron ligera
distencién abdominal sin ningun otro signo. La sobrevivencia fue del 47%.
(Cuadro 1).
En los ratones que sobrevivieron a la fase experimental las necrapsias realizadas
no mostraron evidencias de lesiones tumorales significativas asi como tampoco
se detectaron macroscopicamente focos metastésicos.
5) El crecimiento de la linea celular LF.c1 en los ratones de la intercruza BEC/CB6
F2, se muestra en la Figura 8. A los 20 dias postinoculacién se alcanzd el
maximo incremento en el peso corporal con un aumento promedio de 7.0 ¢,
correspandiente al 37.2% del peso inicial. Después de este dia algunos animales
de la cruza comenzaron a morir, mientras que los animales sobrevivientes
disminuyeron su peso. La disminucién en peso fue muy asincrénica ya que al dia
50 ;;ost-lnoculadon. algunos animales hablan recobrado su peso inicial, mientras
que otros conservaron un elevado peso por la gran cantidad de liquido de ascitis.
La sobrevivencia de ests grupo de ratones fue del 66 % (Cuadro |) (Fig. 14).
t.os signos clinicos presentados por los ratones durante la fase experimental
fueron:
- @ los 20 dias postinoculacién: los ratones presentarén distencién abdominal,
disnea, anorexia, actividad motriz disminuida, pero con un 100% de

sobrevivencia.
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- a los 40 dias postinoculacién: se presentd un ligero decremento en el peso
corporal y los signos fuerdn iguales a los anteriores ,
- a los 50 dias postinoculacion: sélo algunos de los ratones presentarén ligera
- distencién abdominal, ligera disnea, anorexia y deshidratacion; e! resto de los
ratones no mostraron signos significativos. La mortalidad aumenté y la
sobrevivencia solo alcanz6 a ser del 66 %. (Cuadro 1) (Fig. 14).
En los ratones que sobrevivierén a la fase experimental no se encontraron
avidencias del lesiones ocasionadas el tumor asi como tampoco evidencias de
focos metastésicos.
6) En los ratones CBE/B6C 1a curvas de incremento en peso fueronsemejantes a
la intercruza anterior (_qu. 9). El mayor incremento en peso coporal fue alcanzado
el dia 20 postinocul.acion, en d9nde los animales incrementaron 6.6g.,
] correspondiente a 34.3%. Posteriormente se present6 un ligero decremento en el
peso corporal, en donde alguncs animales recuperaron ¢asi su peso inicial, sin
embargo en este grupo también se observd la asincronia en la disminucidn en
peso. La scbrevivencia en este grupo de ratones fue de! 63 %. (Cuadro I} (Fig.
14). Signos clinicos presentados por los ratones durante la fase experimental:
- a los 20 dias postinoculacion: los ratones presentardn distencién abdominal,

disnea, anorexia, adinamia, pero con un 100% de sobrevivencia.
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- a los 40 dias postinoculacién: algunos de los ratones presentarén ligera
distencién abdominal, ligera disnea, ancrexia y deshidratacion; el resto de los
ratones no presentd signos clinicos. La sobrevivencia disminuyd hasta el 83.4%.
- a los 50 dias postinoculacién: los signos clinicos presentados por los ratones
fuerdn igual a los anteriores, pero Ia sobrevivencia bajo aun mas, hasta ser det
63% (Cuadro | ) (Fig. 14).
En los ratones que sobrevivieron a la fase experimental no se encontrarén
lesiones significativas ni tampoco se detectardn macroscopicamente focos
metastésicos.
7) En los ratones B6¢/B6 producto de la retrocruza con la cepa parental B6, el
Incremento en el peso corporal no fue tan elevado como en 103 otros grupos de
ratones (Fig. 10). A los 10 dias postinoculacién, se presentd el maximo incremento
de! peso corporal con una ganancia de 5.2 g. correspondiente al 25.6% del peso
inicial. Posteriormente los animales que habian ganado més peso comenzaron
aperderlo hasta que alcanzaron su peso inicial. En este grupo de ratones sélo
un animal murid, por lo que el porcentaje de la scbrevivencia fue del 96.6%
(Cuadro |) (Fig. 15).
La necropsia realizada en el animal muerto no mostré evidencias de lesionas

causadas por el tumor, por lo que se desconoce la ci:usa de la musrte.
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8) Por ofra parte, en los ratones de la retrocruza cB6/B6, la curva de
crecimiento fue semejante a los animales de! grupc anterior (Fig. 11). El
incremento maximo de peso se prasenté hasta los 20 dias post-inoculacion, en
donde en promedio los animales incrementaron 6.7 g. correspondientre a un 34%
da su paso inicial. Al Iguat que en el grupo anterior, los animales que desarrollaron
més peso comenzaron a perderlo hasta casi alcanzer su peso inicial. En este
grupo el 100% de los animales sobrevivieron al crecimiento del tumor. (Cuadro
I) (Flg. 15).
Durante el tiempo da estudio, no sa presentardn signos clinicos en los dos grupos
de ratones producto de la retrocruza. Mientras que las necropsias realizadas a
los ratones no mostrarén lesidnes significativas y no se detectarén presencia de

células tumorales ni focos metastésicos.

ANALISIS GENETICO DE L.OS RESULTADOS.

Se propone que la respuesta inmune contra el umor esta evocada por un
antigeno que se expresa en la superficie de las células tumorales al cual
denominamos antigeno T porque también se encontro en la superficie de los
linfocitos T del timo de las cepas susceptibles al tumor. Se cree que este gen se
presenta en dos formas alelicas: el alelo Tr presente en la cepa C57BI/6J y el

alelo Ts presente en todas las cepas susceptibles.
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En una poblacién grande bajo apareamiento aleatorio, sin seleccién, mutacién o
migracion las fracuentias génicas y genotipicas permanecen constantes de
generacion a generacién y ademds hay una relacién simple entre ellas. lLa
relacién entre frecuencias genicas y genotipicas es (de acuerdo a la Ley de Hardy
Weinberg (2,14): si |aL frecuencias de dos alelos en los progenitores senpy g,
entonces )as frecuencias genotipicas en la progenie son: p*, 2pqy q>
Las frecuencias génicas del hipotetico locus 7 en |a poblacion en cuestién (en
equilibrio) pueden spr determinadas del conocimiento de las frecuencias
genotipicas. En el supuesto de éue existan los alelos Try Ts, y que se
clasificaran 100 individuos, al contar las cantidades de cada frecuencias génicas
que se indican a continuacion (de acuerdo a Falconer) (3 ).
Cada individuo tiene 2 genes, en esta forma hemos contado 200 representantes
de los genes en este locus. Cada individuo Tr/Tr contiene dos genes Try cada
Individuo Tr/Ts contlene un gen Tr. En esta forma existen 120 genes Tren la
muestra y 80 genes| Ts, por tanto la frecuencia de Tres 60 % 6 p= 06y la
frecuencia de Ts es 40% 6seaq= 0.4 .
Si las frecuencias de dos alelos en los progenitores son p y g entonces las
frecuencias genotipicas en la progenie son p?, 2pq y o2 de esta forma: p? = 0.36,
2pg= 0.48 y g*= 016. En la poblacion bajo estudio de 192 individuos se

esperan;
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69 individuos portadores de Tr (sobrevivientes o resistentes), se observaron 66
( 10 de la endocruza + 56 de la retrocruza). De los 62 individuos susceptibles,
la mitad o sea 31, presentan el genotipo Ts por lo tanto et valor de g es igual a
31, por tanto 2pq es igual a ( 66 + 31)-192 es decir 95 individuos,
En el Cuadro 2 se muestran los tipos de cruza y los genotipos propuestos para
el gen T de las cepas progenitoras y su descendencia asi como las frecuencias
genotipicas y fenotipicas esperadas para el alelo Tren la descencencia.
En una poblacién en equitibrio cuando el fenémeno observado esta gobermnado por
un.sblo gen autosémico que se expresa en forma codominate, las proporciones
esperadas se muestran en el Cuadro 3.
Aplicando la formula de Hardy Weinberg ( 3, 14 ) obtenemos que:

p%=0.36

2pq=0.48

q%=0.16
Como la poﬁlacién total bajo estudio consistié de 192 ratones, sustituyendo los
valores en la formula anterior, encontramos que la frecuencia esperada es de:

p*n=0,36 ( 192 )= 69.12
2pgn=0.48 ( 192 )= 92.16

q’n=0.16 ( 192 )= 30.72
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Como se observa en el Cuadro 2, 66 ratones fueron portadores del alelo Tr {10
de la endocruza y 56 de la retrocruza) y comespanden a los valores pn, De los 62
ratones susceptibles, 1a mitad (31 ratones) presentaron el fenotipo Ts y por lo
tanto corresponden al valor de gn.  Finalmente, los 95 ratones restantes
correspondieron al la frecuencia 2pgn. El cuadro 4 muestra la prueba de bondad

de ajuste de los vatores obsevados contra los esperados.

DISCUSION
La clona LF.c1 es una una linea tumoral deficiente en !a expresion de las
moléculas clase | del complejo mayor de histocompatiblilidad. Esta caracteristica
hace que esta célula tenga la capacidad de crecer en ratones de distinto
haplotipo. En todos ellos crece y causa la muerte del 100% de los animales (1),
Sin embargo la cepa singénica de ratones C57BU/6J tiene |la capacidad de permitir
el desarrollo del tumor y posteriormente de rechazarlo. Ef fenémeno de rechazo
al tumor &3 un mecanismo inmunolégico complejo quse involucra la generacion de
anticuerpos y la activacion de células de! sistema inmune (macrofagos y linfocitos

T) (1) (Figura 1).
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Estudios previos sobre |a respuesta inmune humorat de los ratones C57Bl/6J que
rechazaron LF.c1, mostratron que el suero hiperinmune anti-LF.c1 fue capaz de
reconocer distintos antigenos presentes en la célula tumoral. Uno de los
antigenos reconocidos por este antisuero fue importante, ya que se encontré
presente tanto en la célula turnoral como en células T del timo de todas las cepas
de ratones que fueron susceptibles.a la muerte ocasionada por el tumor. Sin
embargo, la cepa C57BI76J no lo presentd. Esta molécula fue denominada
antigeno T. Experimentos de inmunizacion con el antigeno T, mostraron que este
fue capaz de conferir proteccidn contra el crecimiento de LF.ct en los ratonés
singénicos C57BI/6J y en la cepa congénica C.86 (H-2"). En esta Ultima cepa, 1a
inmunizacién con el antigeno T también causd la proteccion contra la muerte
acasionada por el tumor. ( 1).

Estas evidencias sugieren que el antigeno 7, tiene una participacién importante
en |a respuesta de proteccion contra el crecimiento y muerte ocasionada por el
tumor. En las cepas de ratones que presentan el antigeno T, se presenta un
fenotipo de suscaptibilidad al tumor, mientras que en las cepas que no o
presentan, el fenotipo es de resistencia.

A nivel genético, el antigeno T puede estar codificado por dos versiones alélicas,
una que confiere la caracteristica de resistencia (Tr) y otra que confiere Ia

caracteristica de susceptibilidad (Ts).
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Los resultados de crecimiento de la linea celular LF.c1 en los ratones hibridos F1
mostrarén que estos ratones heredardn las caracteristicas de crecimiento de las
capas parentales dependiendo de la direccion de la cruza. En los hibridos CB6 el
incremento fue de 15.6 g. este incremento se parece al de la cepa parental
C578li6J en donde, en promedio se observd un incremento de 16 g. Por otra
parte, los hibridos B6C sdlo incrementaron 8.0 g., siendo este incremento
parecido al de la cepa progenitora BALB/cANnN.
Con respecto a los hibridos B6C/CB6 F2 y CB6/B6C F2, las caracteristicas de
crecimiento de la célula tumoral fueron semejantes a las de la cepa parental
BALB/cANN ya que en estos ratones sélo“ se encontré un incremento de
aproximadamente 7.0 g. La direccién de la cruza en este grupo no influy6 en las
las caracteristicas de crecimiento del tumor.
En el caso de los animales producto de la rectrocruza con la cepa parental
C578l/6J, el crecimiento de la célula tumoral fue también mas pequefio. Este
grupo de ratones parece heredar las caracteristicas de resistencia de la cepa
parental, ya que controlan muy bien el crecimiento del tumor.
Para conocer si el hipotético gen T se encontaba localizado en los cromosomas
somaticos o sexuales, se hicieron cruzas dialelicas (en ambos sentidos) entre los
individuos susceptibles y resistentes, Los resultados obtenidos mostraronque 44%

y el 47°% de ratones de ambas cnuzas sobrevivieron. Por lo tanto el hipotético gen
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T es un gen somatico que ademéds se expresa en proporciones iguales ( %2y % )
en ambas direcciones de la cruza.
Finalmente, los resultados obtenidos en el anélisis de las frecuencias fenotipicas
asl como los resultados de las frecuencias genotipicas nos sugieren que este gen

se hereda en forma codominante,

CONCLUSIONES.

ey
3

I'd

-1.- LF.c1 es una linea celular tumoral murina deficiente en la expresién de
antigenos  clase | del CMH. )

2.- El hipotético antigeno T, parece ser generado en forma alélica, una de estas
formas designada como Tr es compartida por antigenos presentes en la superficie
de las células timicas de las cepas susceptibles y no asi en la cepa B6 a la cual
le canfiere la resistancia al trasplante tumoral.

3.- Se propone andlisis complementarios posteriores para comprobar la hipotesis

de accién codominante de los alelos.
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Guadro | . Numero total de animales desafiados con la linea tumoral LF.c1y
porcentaje de sobrevivencia,

Tipo de cepa No. de No. de No. de % de
cruza ratones vivos muetros | sobrevivencia
-‘Jendocruza B6XB6 10 10 s} 100
CXC 10 0 10 0
cruza B6XC 25 11 14 44
CXB6 30 14 16 47
intercruza B6CXCBS 30 19 11 66
CBEXB6C 30 20 10 63
retrocruza B6CXB6 29 28 1 96.5
CB6XB6 28 28 0 100
total 192 130 62
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Cuadro 2. Frecuencias fenotipicas y genticas esperadas para un gen
codominante

TIPO DE ASCENDIENTES DESCENDENCIA
APAREO
Cepa Genotipo
Materna Paterna Materno  Paterno | Genclipo F ia F ia Fenot!pi
Genatiph o
ENDOCRUZA B8 X BS TeTr Tete | TefTr 1 1 1
c X ¢ Ts/Ts Ts/Ts | Te/Ts 1 0 0
CRUZA C X B8 TsiTe Te/Te | TarTe 1 0.5 045
Be X ¢© TuTe Ta/Ts | Te/Ts 1 05
INTERCRUZA CB6 X B6C Ta/Tr TeTs | Te/Tr Ya 0.25
BSC X CBB TiTe Te/Tr ) Te/Ts Y Q 0.65
Tr/Te Y 0.25
TriTs Y 025
RETROCRUZA CB6 X BS6 Te/Tr TeTr | Te/Te % 0.5 0.88
Bec X B8 TtlTs Tre | Ter Y 0.5




dominates

Cuadro 3. Fracuenclas fenotipicas das en g

P

Frecuancia - alelo l fenotipo
p-0.6 Tr resistente
q-0.4 Ts susceptible

Cuadro 4. Valores esperados y obssvadospara la prueba e bondad de X*

esperados observados (O-E)2/E X? X*=0.05
(E) ) (O) L(0-E)2/E

p2n=69.12 66 0.1408

2pan=92.16 g5 0.0875 0.2633 5.99

32n=30.72 31 0.025
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Fig.1 COMPLEJO H-2 CROMOSOMA 17 DEL RATON.
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Fig. 4 CRECIMIENTO DE LF.c1 EN C57BI/6J.
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Fig. 5 CRECIMIENTO DE LF.c1 EN BALB/cAnN.
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Fig. 6 CRECIMIENTO DE LF.c1 EN B6C
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Fig. 7 CRECIMIENTO DE LF.c1 EN CB6
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Fig. 8 CRECIMIENTO DE LF.c1 EN B6C/CB6
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Fig. 9 CRECIMIENTO DE LF.c1 EN CB6/B6C
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Fig. 10 CRECIMIENTO DE LF.c1 EN B6C/B6
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Fig. 11 GRECIMIENTO DE LF.c1 EN CB6/B6
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Fig. 12 PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE LAS CEPAS B6 Y C.
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Fig. 13 PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE LAS CEPAS B6C Y CB6
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Fig.14 PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE LAS CEPAS B6C/CB6 y CB6/B6C



SOBREVIVENCIA

10 20 30 40 50 60 70 80
DiAS

Fig. 15 PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE LAS CEPAS B6C/B6 Y CB6/B6.
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GLOSARIO.

Alelo: Uno de un par o serie de genes alternativos que aparecen en un locus
determinado de un cromosoma. existen en forma alternativa y codifican para una
misma caracteristica ‘
Alelos multiples: Tres o mas alelos alternativos que representan un mismo locus
en un determinado par de cromosomas.

Alogénico: Gensticamente diferentes, pero pertenecientes a la misma especie.
Antigeno: Sustancia, generalmente una proteina, que estimula

la produccién de anticuerpos al ser inducida en un organismo vivo,

Antigenos de Histocompatibilidad: Se encuentran en la superficie de las células
nucleadas , son caracteristicos de cada individuo; regulan las reacciones
inmunitarias y ademés provocan el rechazo de aloinjertos.

Clona: Todos los individuos derivados por repraduccion vegetativa de un solo
individuo original.

Cromosoma: Cuerpos nucleoproteicos observables por microscopio durante la
fase de la division celular, adquiriendo una coloracion obscura al ser expuestos
a tinciones basicas, Contienen a los genes que se sncuentran dispuestos en una
forma fineal.

Cruza dialélica: Apareamiento genético a nivel molecular entre dos alelos.
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Crdzamlento experimental: Cruzamiento retroactivo hagcia el tipo progenitor
recesivo 0 cruza entre individuos geneticamente desconocidos y un probad.or
totalmente recesivo para determinar si el individuo en cuestion es heterdeigoto u
homécigoto para un determinado alelo.
Dominancia: Aplicase a un mismbro de un par alélico de genes que tiene la
capacidad de expresarse total o predominantemente sobre el otro. Carécter
heredado qua se expresa cuando el gen que lo gobierna se encuentra en estado
homocig6tico o heterocigético.
Epistasis: Supresién de la accién de un gen o genes por otro gen o genes no
alelos de los suprimidos. Los genes suprimidos son flamados hipostéticos; se
distingue de la dominancia que se refiere a los miembras de un par alélico,
Gen: Unidad de herencia, unidad de DNA, situada en un lugar fijo en el
cromosoma.
Genes Codominantes: Alelos, cada uno de los cuales produce un efecto
independiante en individuos heterocigotos.
Genoma: Serie completa de cromosomas (por lo tanto de genes), transmitidos
unicamente por un progenitor.
Linfacitos T citotéxico (LTe): Célula linfoide de la respuesta inmune que

presenta ef marcador CD8 y cuya funcidn es la de desluir celulas tumorales.
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Locus: Regitn del cromosoma donde se localiza un gen en particular (plural
Loci).
Segregacion independiente: Distribucion al azar de genes en los gametos
cuando estos genes se encuentran en diferentes cromosomas. La distribucion de
un par de genes no es controlada por otros genes situados en cromosomas no '
homélogos.

Singenicos: Son animales geneticamente idénticos.
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