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INTRODUCCION. 

El término cáncer agrupa un conjunto de enfermedades cuya 

caracteristica más evidente es la de presentar un crecimiento 

celular anormal. En algunas ocasiones, la célula cancerosa tiene 

la capacidad de diseminarse desde el lugar de origen y alcanzar 

el tot·ren te sangLlineo o el sistema linfático y producir 

metástasis (1.,2). 

Son muchos los factores que han sido atribuidos como 

posibles causantes del c~ncer, por ejemplo: radiaciones, agentes 

químicos, o infecciones virales; todos ellos son capaces de 

producir neoplasias malignas pero no todos ellos producen los 

mismos tipos de cancer C2~3). 

El sistema inmunológico de los animales Juega un papel muy 

importante en el control del crecimiento de una célula cancerosa. 

Este sistema es el responsable de vigilar y destruir aquellas 

células que han sufrido una transformación maligna (2,3, 4). 

El papel que desempeña el sistema inmL1ne iom el control de 

tumores fue inicialemte pi-opuesto por BL1rnet en 1947 con la 

teoria de la "Sobrevivenc:ia Inmunológica" (ANEXO li. Esté\ teoria 

ha sido comprobada en varios modelos e::periment,a les, 

ejemplificados por el crecimiento de tumores de distintas 

especies en ratones desnudos, por el incremento en la aparición 

cie tumores en animales timectomizados, y en hwnanos que presentan 

inmunosupresión (3), 

En el reconocimiento de tumoral poi· los 
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componentes celulares del sistema inmune, las protelnas presentes 

en la superficie de la membrana de ambos tipos celulares 

desempe~an un papel muy i~Jortante. Estas proteinas incluyen los 

antigenos clásicos de transplante, los antlgenos Ly y proteínas 

e::presadr.1s de novo como consecuencia de la tranformación maligna. 

COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD CCMHI. 

Los genes del Complejo principal de histocompatibilidad 

CCPHI, que en el ratón se denomina H-2, se encuentran localizados 

en el cromosoma 17. Estos genes son muy polimorficos y codifican 

para un grupo de glicoprotelnas las cuales se encuenlran 

distribuid¿,1s en la 11wyorfa de 1<1s células nucl.eadaco del organismo 

(5 1 6). Algunas de las funciones asociadas con estas moléculas 

están relacionadas con el reconocimiento celular y la regulación 

de la respuesta inmune. 

Al conjunto de alelos que comprenden el H-2 de un ratón se 

le conoce como haplotipo, el cual se denota con una letra 

minüscule1 (por ejemplo, la letra d define el haplotipo de 

81'.\LB/c). 

Debido a la alta homología y función de los genes que 

comprenden el sistema H-2, estos han sido agrupados en tres 

clases. 

Al Moléculas clase I. 

Los genes pertenecientes a la clase CFIG. 1), Gstán 

comprendidos en los loci t~, !2/1=., º-ª y I!,0 , encontrandose el loCL\S 
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genico L hacia el. centrómero y el locus Ih hacia el telómero. 

le\ l'<~qión qLte compt'ende los luci b., Q/l,._ G>Stf.1 ccmsti.tuida por 

una familia de 25-35 genes estnJcturalmente homólogos (5-81. 

Estos genes codifican para una glicoproteina de 45 KDa (cadena 

fó.) ., J.a Cltal ;;e asocia de manera no coval.ente con una proteina no 

glicosilé;da dE.> l2 l<Da denominada !a_-2m (ca1jen21 g_). Esta último\ 

cadena es codificada por un locus genico distinto al de H-2 el 

c:ué\1 S(:? localiza en el cromc-Jsoma 2 .. 

La 21s;oci21ción de ll..-2m con las mol.él:ul21s de cla,;,e I es 

requerida par21 la expresión del complejo en la membrana 

plasmática (9,101. En la membrana, este complejo se caracteriza 

pot·' 1<1 pres1~ncia de Cltab·o dominios e:itr<ctcelulares, tres de los 

CL1ales pretenecen & 1<1 cadena 'l (Q(_l, Q>.2 y i!i3l y el cua1"to 

pertern;,r;¡;, a la g_-2m (5, 61. 

la diversidad presente en las moléculas de clase I se piensa 

que confiere ventaja en la función de estas proteinas como 

elementos p1"ese11tddorr=s de antigcmo a los 1i1,-ft)ci't;os Te \lll. 

La fL\nción de las mciléculi~s cc.1di ficadüs por lcis loci ~k y TL 

es desconocida, pero debido a su alta hornologia con los productos 

de los loci L y Q/b y a que se expresan en celulas linfoides se 

ha sLtgerido qLte pueden desempefíar algún papel en las 

interacc:iont~s cel1.tl.ar1?s. Eslos locj. pt'E!sentan Ltn menor grc1do de 

polimorfismo comparado con los loci L y Q/b (5,6,12-15). 

Bl Moléculas clase II. 

En el ratón existen siete genes clase II (FIG. 1), 
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denominados BJ[;}_, ~' 81?.J., ~. ~li, ~iL;;'._, E(i(, y ~il]., 

estan localizados en los loci I-A e I-E (5,6,16,171. 

A diferencia de los antigenos de clase I, los productos de 

los genes de clase II presentan una distribución más restringida, 

siendo e:-:presados por células B, 1·1§. y células epiteliales 

(5, 6, 16). 

Los productos de estos genes forman un heterodimero 

compuesto par dos cadenas glicoproteicas denominadas m y [, 

unidas pot' un puente disul·furo. Cada una de las cadenas present<1 

dos dominios extracelulares, una región transmembranal y una 

región citoplásmica. La cadena m tiene un peso molecular de 34 

KDa y la cadena~ de 28 ~Da (16,171. La función de las moléculas 

de clase II se a asociado con la presentación de antigeno hacia 

los linfoci.tos Ta í18l, 

Cl Moléculas clase III. 

Los genes de clase III comprenden un grupo de genes cuyos 

productos tienen funciones distintas a las dos clases anteriores. 

Asi, por ejemplo encontramos cuatro genes para proteínas del 

complemento IC2, Bf, C4A, y C4B>, el gene B de hidroxilasa de 

ésteres, dos genes para los FNTm y [ y un gene para una proteina 

de choqLie térmico ("heat shock", HSF'l 15,61 



COMPLEJO 11AYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD. 

(H-2). 
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Fig. l. a) Oistribuci6n de las regiones del H-2 en el crarosana 171 b) 
Representaci6n esquemática de las noléculas de clase I y clase II del H-2. 

U1 
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ANTIGENOS DE LINFOCITOS T. 

Los linfocitos T expresan un gran número de moléculas en la 

superficie de su membrana, algunas de las cuales fueron 

inicialemte definidas por el uso de 

recientemente por el uso de AcMo 119,201. 

xenoantisueros y más 

La población de células T maduras ha sido dividida 

funcionalmente en varias subpoblaciones las cuales tienen la 

capacidad de desempe~ar funciones especificas (citotóxicas (Tcl, 

supresoras (Tsl, ayudadoras <Tal, asesinas naturales <AN>~ Estas 

subpoblaciones generalmente expresan antigenos especificas, los 

cuales han sido utilizados como marcadores para identificar cada 

uno de estos tipos celularGs~ 

A las proteinas presentes en la superficie de la célula T se 

les conoce genericamente como antigenos Ly y a la fecha se 

conocen cerca de 40 loci que codifican para un número equivalente 

de proteinas, algunas con formas alélicas 1201. 

Se ha encontrado que los antígenos Ly son expresados por 

células T que presentan actividades celulares especificas, y 

algunos de estos antigenos se presentan en la TABLA I. 
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TABLA I. 

ALGUNOS ANTIGENOS Ly ASOCIADOS CON RECONOCIMIENTO Y PROLIFERACION 
DE LA CELULA T. 

Al\ITIGENO 

Ly-2 <CDB> 

Ly-4 <CD4) 

Ly-15 (LFA-1 > 

L.y-37 <CD2> 

L.y-l\3 <CD25) 

Thy-1 

RCT 
!!•a. 
1~~ 

CD3 :!. 
f. 
~ 
¡;;_ 

!l 

PESO 
MOLECULAR 

(l<Da) 

30 

52 

1 '77 

55--60 

47-53 

25--30 

45,40 
45,40 

25-28 
20 
20 
14 
1 (l 

D ISTR mue 101\1 
CEL.IJL.AR 

LTC 

Ta/Ts 

Te 

T/B 

T/B 

T 

T 

T 

FUNCIONES ASOCIADAS A LA CELIJLA T. 

FUNC IOH REF 

Adhesión 21 

Molécula accesoria 22 
en la interacción 
involucr·a Ag I I 
clel H···2 

Adhesión 23 

Activación 23 

Receptor de IL-2 24 

Ac ti 'h"\C i ón 

Reconocimiento de 26 
(-\g y pi'rJdLtctos del 
H-2 

Transducción de 
señales. 

26,27 
28 

En el rechazo de una célula tumoral por el sistema inmune, 

éste tiene la capacidad de responder con dos mecanismos básicos: 

a) mediante una respuesta de tipo celular en la cual proliferan 

célul.;1s T reactivas cont1·a el tL1mor y bi mediante L!na respL1estc1 

humoral en la cual se producen anticuerpos dirigidos contra 

antigenos propios de la célula tumoral. 
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A continuación se describen algunas de las actividades 

celulares con capacidad antitumoral: 

al Te. Son células con actividad lítica, las cuales 

reconocen antigenos 

(3,5, ll). 

presentes en las células transformadas 

La proliferación de linfocitos T se origina como una 

respL1esta a antigenos "e:·:traños", los cuales son reconocidos a 

través del RCT durante las interacciones celulat'es <18,26,29). 

Varios experimentos han mostrado que células presentadoras 

de antigenos (Cf'A) primero "procesan" estos antígenos y dE=spL1és 

los presentan a células Ta en asociación con moléculas de clase 

II del H-2 (18,301. Durant•~ las interacciones celL1lares 81 F:CT 

lleva Cé\bo un reconocimiento dL\al, in teracc ion ando 

concomitantemente con el antlgeno y con la moléculas de clase I 

en el caso de Te y con moléculas de clase II del H-2 cuando se 

trata de células Ta 130). Durante las interacciones celulares 

también están implicadas otras p1'otej.nas como CD4 y/o CDB, CD2 y 

LFA-1 (21-23,29). Datos e:·:pet·imentales recientr~s sugieren qL\e 

estas moléculas accesorias no solo dese~Jeñan un papel importante 

en J.a adhesión celular, sino que también contribuyen 

positivamante o negativamente en las primeras fases de la 

activación de la céll\la T (31). 

El evento de lisis ocurre después del reconociinier1to d8l 

antígeno por el RCT. Inicialmente se lleva a cabo un estrecho 

contacto entre la célula efectora y la célula blanco parecido al 

qL\e se p1°'esenta en lé\ terminc\l sináptica. F'osteriormente:· se 
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observa una polarización y liberación de granules secretorios en 

~~l Te dirigidos hacia ló• membralli.'I d¡~ l<:\ célul.i:I blanco., los cuales 

contienc2n enzima.s proteo l. :i tic¿1s, así 

relacionada a la molécula de C9 llamada perforina o citolisina. 

Esta última p1"oteina la que p¡u·ece iniciar el fen6menD de lisis 

fDrmando poros en la membrana plasmática de la célula blanco, lo 

cual ocasiona Lm desequilibrio osmótico y/e la penetración de 

enzimas proteoliticas Fig 2, (32·-34). 

bl AN. La actividad de AN se encuentra generalemente 

asociada a una subpoblacion de linfocitos los cuales pueden ser 

identificados morfológicamente como células de granules grandes. 

Esta subpoblación representa el 5% de la población total de 

linfocitos en la sangre periférica 135). 

Carateristicamente las células AN no presentan capacidad de 

adherencia, ni capacidad fagocitica y en su tipificación 

fenotípica se ha encontrado que carecen de inmunoglobulina de 

superficie y del receptor para la subunidad C3b del complemento. 

Se ha reportado en estas células la presencia de receptor para la 

fracción Fe de las inmunoglobulinas, lo que permite que estas 

células puedan llevar a cabo el fenómeno de citotoxicidad celular 

mediada por anticuerpos ICCDAl 1351. Finalmente, otros marcadores 

también se han report,3do, como son: Ly--2 (CD8aJ, Ly-37 (CD2l, Ly--

40 ·(CD11bi B73 .. l., CD56 y GM-·1 (35,36>. 



A B 

Fig. 2, Citotoxicidad celular, El contacto estrecho entre la célula 
efectora y la célula blanco, permite que se libere la proteína 
perforina, fonnandose poros en la menbrana y ocasionando un 
desequilibrio osmStico, lo cual conduce a la lisis celular. 

® . . 
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La actividad de las células AN se ha considerado como una 

actividad de resistencia natural contra tumores, la cual no se ha 

encontrado que presente memot'i"'· L¿¡s células At'1 no son las únicas 

células efectoras de la inmunidad natural, pero durante muchos 

aAos han sido reconocidas como células que desempeAan un papel 

importantf? en le1 t'esistencia natural a tumores (35). 

A diferencia de los Te, el reconocimiento de las AN no está 

restringido por moléculas clase I del H-2 y se ha encontrado que 

presentan una fuerte reactividad citotóxica contra células que 

carecen de la expresión de moléculas clase I del H-2, como es el 

caso de los carcinomas embrionarios o células que por algún 

problema genomico (represión de la trancripción por virus, 

metilación, mutaciones) presentan defectos en la expresión de 

estas moléculas (35,37-391. 

el LAK. Es una subpoblación de células T la cual se 

encut=ntra representada en baja pr'C1pD1"'ción en c:élLtli::\S T de sangr'G~ 

periférica de un animal adulto. las células LAK han sido 

generadas incubando células de bazo en presencia de IL-2 por 

tiempos prolongados (40). Se ha reportado que esta subpoblación 

celular presenta un precursor con actividad de AN y capacidad de 

responder a IL-2 (~J6).. FE!noti.picamente lc\S célul<1s LAf': son CD3''­

CD4-CDS-, y se ha encontrado que algunas clonas celulares 

expresan un RCTi/f o 1/1 (41). Esta población no es homogénea ya 

que en estos cultivos pueden encontrar células con actividad de 

A\\\ 1 asi como células con actividé\d semej2nte a Te n6l. Tal y 

como ocurre con las células AN las células LAK presentan una 
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actividad lltica no restringida por H-2 (421. 

E::per-imentos in yJ..irg_ sugieren que la acti.vación de estas 

células na solo depende de la presencia de IL-2, sino que también 

FNT desempeRa un papel importante 143). 

Estas células han sido muy utilizadas en experimentas de 

inmunoterapia adoptiva tanto en animales de laboratorio, como en 

humanos; sin embargo, los resultados obtenidos han sido variables 

(40,42,44). 

dl Mi. Se ha reportado que los macrófagos bajo ciertas 

condiciones son capaces de llevar a cabo una acción citatóxica 

contra células tumorales. Los macrófagos al ser activadas, son 

capaces de producir citacinas cama IL-1, FNT-z. y 12. y pr·atefnas 

del c1Jmplf?mento (Clq), par·a la=, cuales se ha encontr.:1do una 

actividad anti tumoral (45, 46). 

Este tipo celular no presenta protelnas que le confieran 

especi·ficidad hacia an·l;ig12nos particulares de liil célula tL1moral; 

sin embarga, se ha repcirtado que la unión de a.nticuEn-pos <I travi'.is 

de receptores para la fracción Fe, presentes en la membrana, 

pL1edt?n co1,-ferirle e,;t¡~ especii'ici.dad <CCD!-1) (46'--48). 

ANTIGENOS MENORES DE HISTOCOMPATIBILIDAD (AmH). 

En el rechazo a una célula tumoral na solo los antlgenas 

mayores son importantes, sino que muchas veces en una célula que 

carece de los mismas, el rechazo puede estar mediado a traves de 

los AmH (49,50). 

La naturaleza de los AmH ha sido desde hace algun tiempo un 
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enigma. En el ratón se ha reportado que existen cerca de 40 loci 

distribuidos en todo el genoma.. Estos genes parecen ser 

e:·:presados por todas las células del m·ganismo (51). 

Estos antígenos fueron originalemte definidos por respuestas 

de rechazo a injerto y más recientemente por Te especlficos. 

Los protocolos diseRados para J.a prodLtcción de Aci'lo 

dirigidos contra productos AmH han sido infructuosos y los sueros 

producidos entre cepas que expresan el mismo H-2 principamente 

contienen especificidades contra otros antigenos pero no contra 

AmH. Parece ser que los AmH 8nicamente puedet1 ser reconocidos 

cu<mdo se encuent1·-an asociados con la molécula de H-2, siendo 

esta la razon por lo que solo pueden generar una respuesta de 

tipa celular (52). 

Se ha sugerido que los virus pudieran estar involucrados en 

la generaci.on ele algLH1os AmH. Colombo §L\¡_ Ell en J.987 <53), 

describieron la adquisición de nuevos AmH en ratones transgénicos 

los cuales fueran producidos por la inserción de w1 retrovirus en 

el genoma de embriones de las cepas singénicas C57Bl/6J y 129/J. 

DebiJo a la dificultad para inducir anticuerpos contra este 

tipo da antígenos, 1as caractet'isticas oioquímicfls de las 

moléculas codi'ficadas pC'Jr los genes AmH es aLtn clesconocida. 

MECANISMOS DE EVASION A LA RESPUESTA INMUNE. 

Muchos son los factores involucrados para que w1a célula 

tumoral pueda crecer eficientemente en un organismo. 

La pérdida de los antigenos de clase ha sido 
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frecuentemente observada en células tumorales tanto en modelos 

murinos como humanos. Estas células presentan un aumento en su 

agresividad, asi como también en su capacidad metastásica. La 

falta de expresión estos antígenos en la superficie de la 

membrana, impide que esta pueda ser reconocida por los Te y de 

esta forma escapa a la vigilancia inmunológica 154,551. 

En algunas ocasiones las células que expresan los antigenos 

clase I del H-2, también expresan protelnas las cuales tienen la 

capacidad de unirse a los antigenos clase I, 

célula tumoral en un fenotipo H-2- <561. 

transforando a la 

Dentro de los mecanismos de evasión a la respuesta inmune 

algunas células tumorales tiene la capacidad de secretar 

proteinas con alta capacidad inmunogénica impidiendo de esta 

manera que anticuerpos especificas puedan llegar hasta ella (571. 

Ademas, se ha reportado que algunas células tumorales carecen de 

inmunogenicidad, como es el caso de algunos tumores espontáneos 

humanos 158). 

Finalmente algunos tumores tienen la capacidad de estimular 

una respuesta supresora local, la cual impide que células del 

sistema inmune logren atacar al tumor (59-611. 

ANTIGENOS ASOCIADOS A CELULAS TUMORALES. 

Durante muchos a~os se ha intentado identificar antfgenos 

particulares de una celula tumoral. Al menos tres tipos de 

antigenos han sido identificados: al los que son especif icos para 

una celula tumoral !AETl; bl aquellos compartidos por varios 
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tipos de células tumorales <ACTI; y c) los antlgenos oncofetales 

<AOFl. 

Los AET han sido frecuentemente encontrados en tumores 

generados por agentes quimicos o fisicos y en algunas ocasiones 

en tLUnot•es espontáneos. Se conocen varios AET y algL111os ejemplos 

de ellos los encontramos en los antigenos expresados en los 

melanomas humanos y en tumores murinos inducidos en ratones con 

el uso de agentes fisicos o quimicos (62-64l. Se piensa que los 

AET corresponden a: 1) versiones alteradas de los antigenos 

clásicos de transplante; 2) antigenos inducidos por una infección 

viral; y 

existentes. 

31 modificaciones o rearreglo de moléculas ya 

Los ACT se han encontrado en células tranformadas por virus 

y frecuentemente corresponden a productos de genes virales, Un 

ejemplo de estos antigenos lo encontramos en la lineas celulares 

tumorales transformadas por retrovirus 165,66). 

Los AOF han sicio encontrados en células tumorales en un 

estadio de diferenciación temprano. Este tipo de antlgenos son 

normalmente expresados durante el desarrollo embrionario 167). 

La identificación bioquimica de estos antigenos ha sido 

dificil y generalmente se han utilizado xanoantisueros o bien 

Acl'lo ( 19). 
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ANTECEDENTES DE LR.4. 

L5178Y es una l{nea celular linfoide de estirpe T, la cual 

fL\é originada por l1etil-colant1··•mo en t•atones DBA/2 (68). Un.a 

clona ILRI obtenida en el laboratorio, mostró capacidad de crecer 

en cepas de ratones singénicos representantes de distintos 

haplotipos; i· g. BALB/cAnN, DBA/2J CH-2cl)¡ C57Bl/6J y BALB.b CH-

2L,); Af<RIJ y BALB. k <H-2'·'). En la mayoria de estas c:epas la linea 

celular creció y c:ausó la muerte del 100% de los animales. Sin 

embargo, se encontró que la cepa de ratones C57Bl/6J fue capaz de 

controlar y rechazar a esta linea celular. 

Esta linea celular fue posteriormente clonada y selecionada 

por SL\ rc~sistencia a 5-BromodGo::iL.witjina, obteniendose una c:lona 

TK- con un cariotipo estable, la cual fue denominada LR.4. 

La clona celular p1nesentó las mismas características de 

crecimiento a través de barrera alogénicas que la linea original, 

por lo que fue utilizada en todos los euperimentos posteriores. 

Ensayc1s de citoto:dcidad mediados por ant:icL1e1·pos, mostraron 

que antisueros contra moléculas clase I del H-2 fueron incapaces 

de lisar a las célLtlas LR.4 independientemente de la 

especificidad del antisuero, mientras que las células blancos 

utilizadas como conti·ol fueron lisadas e·ficientememte. At>i mismo, 

Te reactivos contra distintas especificidades de H-2 tampoco 

fueron capaces de lisar a las células LR.4. 

Por otra parte, estudios de biología molecular permitieron 

explicar las bases genéticas del fenotipo de las células LR.4. 

Hibridaciones en 1'ase solida tipo "Southern" revelarrJn que la 
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linea celular LR.4 no contenla transcritos para moléculas clase I 

del H-2 ni para !l-2m .. En el caso de los genes qLte codifican para 

moléculas clase I no se detectaron arreglos o delaciones en esta 

región del genoma; sin embargo, el análisis con enzimas de 

restricción apropiadas mostró niveles elevados de metilación, lo 

que explica parcialmente la ausencia de transcritos. Por lo que 

se re,fiere ;;1 g_-'2m, las células LR.lJ· tienen deleciom;s e;d;ensas y 

posiblemente uno de los alelos esté deletado. Todas estas 

evidencias indicaron que la linea celular LR.4 presenta un 

fenotipo H-2-, el cual permite que esta célula tenga la capacidad 

de crecer a través de barreras alogénicas. 

Experimentos preliminares con varias cepas de ratones 

transplantados con las células LR.4 mostraron que la cepa 

C57Bl/6J fue 1¿1 única en donde se generaron antic:uerpus con 

capacidad citotóxica. 

ANTECEDENTES DE S.180. 

S.180 es una linea celular la cual surgió espontanemante en 

la a::ila de ratones suizos (H-2'•') (69l. Debido a que los rai;one1; 

suizos no son una cepa singénica, el haplotipo de la linea 

celular fue desconocido. 

Las células S.180 han sido utilizadas por su capacidad de 

crecer a través da barreras alogénicas para la obtención de 

liquido de ascitis rico en Igs de animales inmunes. 
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OBJETIVO. 

Los objetivos del presente trabajo fueron: 

al Analizar los mecanismos inmunológicos a través de los 

cuales la cepa de ratones C57Bl/6J es capaz rechazar a la linea 

celular LR.4, asi como también caracterizar el antigeno(s) 

involucrado en el recha~o. 

bl Estudiar con otro modelo celular, el papel de H-2 en el 

mecanismo de progresión tumoral y la manipulación del sistema 

inmune para generar 

crecimiento tumoral. 

una respuesta protectora contra el 



MATERIAL Y METODOS 

AMORTIGUADORES UTILIZADOS: 

Amortiguador de fosfatos <PBSl. 
NaCl. ......•...•...•........••. O. 15 M 
f<C 1 ••••••••••••••••••••••••• , .. • O. 0026 M 
\\lal-1,.,F'O,. .......................... O. 008 11 
l<H,,F'O,,.. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • O. 0014 M 

pl-1 7.4 

PBS-ASB. 
PBS ............................ . 

ASB •••••••••••••• •• • • • • • • • • • • • • 
Nai'b· ••••.••••••••••.•••.•••••• 

pH 7.4 

Amortiguador de lisis. 

100 ml 
3 g 

0.05 g 

Tris-HCl ....................... 50 mM 
NaCl.......................... 150 mM 
EDTA.......................... 5 1111'1 
NP40 .......................... , O. 5 % 
PMSF ••••••• , ••••••••••• , •••• , • mM 

pH 7.4 

Amortiguadores de electroforesis: 

Amortiguador de corrida. 
Tr·is-base ............................ .. 7 .. 55 
Glicina .•...••.. , ..•.•.•.....• 
SDS ..••••.•...•.....••......•. 
1-1,,,0 ••••••••••••••••••••••••••• 

14.4 

pH 8. 3 

Amortiguador de muestra. 
Tris-HCl .•.•••••.•.•....•... ,. 
Gl ic:erol ..•.•.••..•.•..•....•. 
SDS ........................... . 
Azul de Bromotenol ......•...•• 

pH 6,8 

Amortiguador concentrador. 

1. o 
1. (l 

80 
10 ,., 
"' o. 001 

g 
g 
g 
1 

mM 
¡; 
'l. 

Ac:ril-Bis ...••••...•..•...•. ,. 5 l. 
Tris-HCl ....................... 125 mM 
SDS. . . . • • . • • . . • • . • . . • • • . • . • . .. . O. 1 % 

pH 6.8 

% 
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Amortiguador separador. 
Acri 1-Bis .................... . 
T1·'is-HCl ..•....•....•........ 
SDS .•...•....•......•........ 

pH 8.8 

Medios de cultivo. 

Medio RPMI. 
RPM I-1640 .•.•..•....•.•.••.••. 
c,,1-1,,,,0, •......••...•.•••..•••.. 
l\laHCO;:,: ......•.••...•• " •.. · • · · · 

Medio RPMI-Suplementado. 
RPMI •...•...........•......•• 
Suero fetal bovino .•.....•... 
L-Gl utamina ..... ,, •...•.•..•..•. 
Piruvato de sodio ..••........ 
amino-acidos no-esenciales ..• 
Anfotericina-8 .•....•.•...... 
Sul·fato ele estreptomicina ..... 

Animales: 

10 
375 
o. 1 

% 
mM 

10.3'i Q/l 
2.5 g/l 
2.0 g/l 

10 
1 
%. 

~'. mM 
mM 

0.1 mM 
50 J!g/ml 

100 J!g/ml 
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Se utilizaron ratones de las cepas singénicas BALB/cAnl\I, 

DBA/2 (l-\-2d); C57BL/6J <H-2bl; CBAIJ, C3He8/FeJ y C3H/HeJ <H-2~l; 

y A/J (1-\-2~); asi como ratones de las cepas congénicas 

Br'.iLB/c. C57Bl/ 6--l-\-2b <BALB. b l y BALB/c. c:31+-H-2'' <BALB. k), de 1 

bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la 

U. ~l. A. 11. Los r;,1tones se 21 imantaron ª-ti JJ!1J.hLIJ! con tabletas de 

purina y ar;¡ua. 

Ratones hembras de 10-12 semanas fueron utilizados en todos los 

e::perimentos. 

Lineas celulares: 

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo se presentan 

en la TABLA II. 
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TABLA I l. 

ORIGEN y ESTIRPE DE LAS LINEAS CELULARES. 
--------------- ---------

LINEA CEULAR HAPLOTIPO CEPA ORIGEN ESTIRPE REF 
------- ---------------

* LR.4 DBA/2 MEC T 68 

* LvJ. 1 d DBA/2 MEC T 68 

# EL4.4 b C57Bl/6J DMB T 7(1 

YAC-1 a A/Sn Mo-·MuLV T 71 

BvJ51'~7 k Al<R/J Es T 7'" .. 
B82 h C3HeB/FeJ Es F 73 

L121<) d DBA/2 t·IEC L 74 

*'* 5ab-·l b C57Bl/6J Es 11 75 

** Fiü-2 b C57Bl/6J Es M 76 

S.180 ? Suizos Es E 69 

-------------·---·---------------------------------

11EC: 11etil colantreno; DMB: 9,lü-Dimetil-1,2-benzantraceno; Es: 
Espontáneo; 11o-11uLV: Virus de linfoma murino tipo Moloney. 
T: Linfoide T; L: Leucémico; 11: Melanoma; E: Epitelial; 
F: F ibt•ob 1 aso; tus 
•: clonas derivadas de L5178Y; **: clonas derivadas de la linea 
de melanoma 816. #: clona celular derivada de la linea celular 
EL4.4¡ 882: Fibroblastos de células L 

Cultivos celulares: 

Las células t1_11norales se mantL1vieron en CLtltivos _in ~J;,,t:g_, 

utilizando medio de cultivo RPMI suplementado. Todos los cultivos 

in vitt·o se incubaron a 37'-'C bajo una atmós·fera hLimeda y 5/. de 

CD"'. 

La viabilidad celular se determinó por exclusión del 



colorante azul tripano. 

Propagación in yivg_; 
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El protocolo de propagación consistió en transplantar l X 

10¿ células tumorales en animales compatibles (células EL4.4 en 

C57Bl/6J). Sólo en el caso de las lineas celulares LR. 4 y S. 180 

y C57Bl/6J (ambas se utilizaron ratones BALB. k 

respectivamente. Después de dos o tres semanas las células 

tumorales se obtuvieron de la cavidad peritoneal de los animales 

y se lava1·'on con F'BS por' centriú1gación a 200 g clLwantf2 lO rnin. 

Tratamiento con Mit-C (77): 

Se obtuvieron células LR.4 de la cavidad peritoneal Je un 

ratón, se lavaron 3X con F'BS y se determino su viabilidad. Se 

trataron 5 X 10& células LR.4 con Mit-C a una conce~tración final 

de 25 J!g/rnl y posteriormente se incubaron a 37•~c dL1rante 30 min. 

Al término de la incubación, las células se lavaron 3X con PBS y 

se resuspendieron a una concentración de 5 x 10• cels/ml. 

Tratamiento con Tunicamicina 178): 

Para 1¿1 depleción de glicoproteinas de membrana, l. X 107 

células tumorales o células provenientes de timo, se incubaron 

durante 48 hrs en medio de cultivo RF'MI completo, suplementado 

con 5 J!g/rnl de tunicamicina. Al final del tratamiento, las 

células se lavaron 3X con PBS y 

el ensayo de inmunofluorescencia. 

X 106 células se utilizaron en 



Se lavaron 2 X 107 células 3X con PBS y se resuspendieron en 

un volúmen final de 200 ul. Posteriormente 1 x 107 células en un 

volúmen de 100 l!.l se incubaron en una mezcla de reacción 

preparada con: 300 l!.Ci de l~a"''"'l (actividad especifica 3. 7 

GBq/ml l, 10 g_l ele lactopero:ddasa (2 mg/ml), 10 ul de g lucos¿1 

oxidasa (2 u.i./mll y 10 g_l de glucosa (1.8 mg/mll. La mezcla se 

agitó vigorosamente y se dejó incubar durante 20 min/4ªC. 

Posteriormente se adicionaron 9 ml de PBS a 4•C y se lavó 2X por 

centrifugación a 200 g durante 10 min. El paquete celular 

resultante se resuspendió en 10 ml de PBS, se incubó durante 5 

min a temperatura ambiente y se centrifugó a 200 g durante 10 

min. 

Se tomaron 1 X 107 células tumorales obtenidas de un cultivo 

in ~_l;ro, se lava1·0 on por cenl;rifL1gación con PBS y se 

resuspendieron en 500 1J.l de medic1 RPMI. Poste1··iormente, se 

adicionaron 3•)0 1J_Ci de l\l¡;1"''"CrO,. (activid21d especi'fica 9.25-18.5 

GBq/mgl y se dejó incubando durante hr/37°C. Terminada la 

incubación las células se lavaron 2X con PBS, se resuspenclie1°1Jn 

una vez más en 500 l!.l de PBS y se incubaron una vez más durante 1 

hr/37°C. Las células se lavaron con PBS y la concentración 

celular se ajustó a 1 X 10• cels/ml en R~1I completo . 



24 

Extracción de tirnocitos: 

Para la obtención de tirnocitos se utilizaron ratones de la 

cepa BALB.b de seis semanas de edad. Los ratones fueron 

sacrificados por intoxicación con éter y los timos se retiraron 

quirurgicamente de la cavidad toráxica. Los timos se colocaron en 

una caja Petri de 35 mm con 10 ml de PBS y posteriormente se 

disgregaron con la ayuda de dos agujas (20 x 221. Las células 

obtenidas se lavaron 3X con PBS y la viabilidad se determinó con 

azul tripano. 

Obtención de células de varios tejidos linfoides. 

Las células derivadas de médula ósea se obtuvieron mediante 

la perfusión del fémur con 2-3 ml de medio RPMI al cual se le 

adicionó heparina para evitar la formación de coagulas. 

Los ganglios linfáticos axilares y el bazo se extrajeron con 

la ayuda de agujas y tijeras finas. Las células derivadas de 

estos órganos se recuperaron por medio de la disgregación con 

agujas 120 X 221, como en el caso del timo. 

En el caso de las células linfoides de sangre periférica, se 

colectó sangre de la arteria a11ilar en tubos heparinizados y las 

células mononucleares se separaron en un gradiente de Flcoll­

hypaque. 

Todas las preparaciones celulares se lavaron 3X con PBS, 

antes de realizar el ensayo de inmunofluorescencia. 
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Lisis celLllar (81): 

Se lavaron 1 X 107 células se lavaron 2X por centrifugación 

en PBS y se resuspendieron en 1 ml de amortiguador de lisis y se 

incubaron 20 min/4.•~c con agitación frecuente y vigorosa. 

Terminada la incubación, el solubilizado se centrifugó a 10,000 g 

durante 5 min y el sobrenadante se recupero y almacenó a -70°C. 

Protocolos de inmunización: 

a) Inmunización contra células LR.4 por crecimiento y rechazo 

Se inocularon ratones C57BL/6J por via i.p. con 5 X 10• 

células LR.4. Después de qu~ el tumor creció y fue rechazado (40 

dias aproximadamente>, los animales se inmunizaron 6 veces i.p, 

con intervalos semanales, con 5 x 10& células vivas de la linea 

LR.4. Los animales se sangraron 5 dlas después de la última 

inmunización y el suero obtenido se almacenó a -20°C. 

b) Inmunización con células de LR,4 tratadas con 11it-·C. 

Se inocularon ratones C57BL/6J por via i. p. con X 1 o•· 

células LR.4 tratadas con Mit-C una vez por &emana durante 6 

ocasiones. Los ratones se sangraron 5 dias después de la última 

inmunización y el suero recuperado se almacenó a -20ªC. 

c) InmLtniz;,1ción con células derivadas del timo de BAL.B.b. 

Se inocular'on ratones ele la cepa C57BL/6J con 5 )'. 10"' 

células del timo de la cepa BALB.b por vla i.p. una vez por 

semana durante 6 ocasiones. Los ratones se sangraron 5 dias 

después de Ja última inmunización y el suero se almacenó a -20ªC. 
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Titulación de los antisueros: 

Los distintos ¿rn ti sueros en diluciones crecientes se 

incubaron con los blancos apropiados y sus controles. El titulo 

de anticL1erpo reactivo se determinó mediante el ensayo de 

inmunoflucirescencia indit·'~:?cta,, La. di'.lL1ción mayor º' la cual lc~s 

células prE.';;en tan fluor·escencia percet:iblE~ 

dilución de trabajo. 

se escogió como 

Adsorción de antisueros: 

Se incubaron 1 X 107 células de un cultivo apropiado con 100 

lil de antisuero especifico durante hr/4"'C. El ant:i!5uero 

adsorbido se recuperó por centifugación y se probó ·contra blancos 

y controles adecuados por inmunofluorescencia indirecta. 

Inmunofluorescencia indirecta 1821: 

Ló\S suspensiones cel1.1lares obtenidas de un cultivo !D. yii;.t:.Q. 

o de distintos tejidos linfoides se lavaron 3X con PBS-ASB. Se 

:incubó 1 X 10'" célula~. durante una hr/4°C con un antisuero 

diluido 1:10, en un volúmen final de 100 ~l. Al término do la 

incubación, las células se lavaron 3X en PBS-ASB y resuspendidas 

en 1(10 l!_l del mi!smo nmortiguador. F'osterio1··mente, las células Sf2 

incubaron con un segundo anticuerpo anti-lg dE! 1·'é1t6n obtenido en 

cabra, conjugado con isotiocianato de fluorescefna diluido 1:10. 

Ter·minada lé\ incubación, las células se lavaron 3X con F'BS-ASB y 

la positividad de la reacción se determinó bajo un microscopio de 

epifluorescencia Zeiss con lampara de tun~steno. El porcentaje de 
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células fluorescentes se determinó contando el n~nero de células 

positivas ccn fluorescencia en cien células contadas en campo 

claro. 

Desafío a corto y largo plazo: 

En estos experimentos los animales se sincronizaron en los 

esquemas de inmunización. 

(a) En el desafio a corto plazo, tres grupos de 7-10 

animales se inmunizaron dos 12X) o cuatro veces (4XI con células 

LR.4 tratadas con Mit-C. Los animales se desafiaron 5 días 

después de la Qltima inmunización con 5 x 106 células de LR.4, 

S.180 ó 8.180 respectivamente. En todos los grupos, el 

experimento se dió por terminado 120 dias después de la segunda 

inmunización y el número de sobrevivientes registrado. 

(b) En estos experimentos el protocolo de inmunización fue 

similar al descrito en (a), aLmque los animales se desafiaron 120 

días después de la última inmunización con 5 X 10~ células de las 

lineas LR.4 ó 5180. 

Determinación de proteínas 1831: 

La determinación de proteínas se llevó a cabo utilizando el 

método de Lowry-Follin. 

Electroforesis en geles de poliacrilamida 1811: 

Para la separación de proteínas e11 geles de poliacrilamida 

IBDS-PAGEI se utilizó el sistema de amortiguaador discontinuo 
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descrito por Laemmli. La concentración de acrilamicia en el gel 

concentrador fue de 5%, mientras que la del separador fué de 10%. 

Los geles se corrieron durante 4 h a 100 volts y posteriormente 

se ·fijaron con una solución de 50% de 1neta11ol y 10 % de ácido 

acético. El gel fue teHido con azul de Coomassie y posteriormente 

desteHido con 5% de metanol y 7% de ácido acético. 

Inmunoprecipitación (81l: 

Se trató ml de un lisado de células marcadas 

isotópicamente con 15 J!.l de suero normal de ratón y se incubó 1 

hr/37••c. Posteriormente se cidicionaron 100 gl de Lina suspensión 

al 10% de Proteina-A-Sefarosa-48 seguida de incubación durante 1 

hr/37••c. Las esfe1·"'as sc;.1 farosB se recuperaron 

centrifugación a 10,000 g durante 15 seg. Se tomaron 100 al del 

sobrenadante obtenido y se hicieron reaccionar con 30 gl del 

antisuero durante 4 hr/37°C. Los complejos inmunes se recuperaron 

por la adición de Proteina-A-sefarosa• lavando secuencialmente 

con: (al 150 J!l de 0.5 % NF'4·0 en amorti.guador Tris-NaCl, (b) 150 

gl de 0.5 % SDS en amortiguador Tris-NaCl y (c) 150 J!.l de 

amortlguador Tris-NaCl. La sefarosa proveniente del último lavado 

se resuspendió en 20 J!.l de urea 8 M y 20 gl de amortiguador de 

muestra de electroforesis y posteriormente se hirvió durante 3 

min. Los inmuncprecipitadus se analizaron en geles de SDS-PAGE y 

autorradiografia. 
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Citotódcidad celL1lar dependiente de anticL1erpos CCCDAl (84): 

La obtención de M~ peritoneales se llevó a cabo inyectando 

ratones C57Bl/6J hiperinmunes contra la linea celular LR.4, con 5 

X 106 células vivas de la ~isma linea celL1lar. La cavidad 

peritoneal se lavó 5 dlas después con 0.34 M de sacarosa a 4ªC; 

las células obtenidas se diluyeron en PBS, se lavaron 2X en F'BS y 

resuspendieron en medio de cL1ltivo RPMI a una concentración final 

de 1 X 106 cels/ml. La suspensión célular se adicionó en un 

volúmen final de 100 ul a cada pozo de una placa con 96 y se 

incubó durante toda la noche. La población de M~ se seleccionó 

por su capacidad de adherencia a las placas después de tres 

lavados con PBS. En general, el rendimiento en estas condiciones 

experimentales fue de 1 X 104 M~ por pozo. 

El sobrenadante de cada pozo se eliminó despL1és de 24 hrs de 

incllbación y en SLI 1L1gar se adicionaron: 100 .l!.l células tL1mo1·'ales 

Cl X 103 células) marcadas con Nam 1 cr04 y 100 ul de anti-LR.4 o 

5¡,¡ de ratón cm una de dü,tintas diluciones l'e«lizada=-. on F<F'MI 

suplementado. Cada Llna de estas reacciones se hizo por 

triplicado. F'ara ·facilitar l;:is i.ntoracci.ones celulares, las 

placas se centrifugaron a 200 g durante 30 seg. El cultivo se 

incllbó 48 hrs/37mc. Al término de la incllbación se retiraron 100 

ul de cacla pozo y se determinó la cantidad dEl 1'1a"' 7 C!'O,. liberada 

bajo las condiciones experimentales utilizando un contador para 

radiaciones gamma. 
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El porcentaje de lisis se determinó mediante la siguiente 

fórmula: 

% CCDA= IRM - RE/ RT-REI (1001 

RMz Radiactividad liberada por M2 y anticuerpos. 

RE= Radiactividad liberada por M2. 

RT= Radiactividad total. 

Citotoxicidad mediada por anticuerpos 1801: 

Se colocaron 1 X 10~ células tumorales previamente marcadas 

con Na~•cr04 en placas de 96 pozos y se lavaron una vez con PBS. 

La pastilla celular se resuspendió en 100 lll de antisuero o suero 

normal a diluciones crecientes con medio RPMI, y se incubó 

durante hr/4ºC. Posteriormente se adicionó en cada pozo 100 ill 

de complemento de conejo al 12% y se incubó durante 1 hr/37°C. Al 

término de la incubación, la cantidad de radiactividad liberada 

en el ensayo se determinó en 100 lll de sobrenadante, utilizando 

un contador para radiaciones gamma. 

El porcentaje de lisis se determinó utilizando la siguiente 

fórmula: 

% de lisis= (RTL-REL/RT-REI 11001 

RTL: Radiactividad total liberada por el atisuero y 

complemento. 

REL: Radiactividad liberada espontáneamente. 

RT : Radiactividad total. 
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RESULTADOS Y DISCUSION. 

CRECIMIENTO Y RECHAZO ALOGENICO 

En la Fig 3 se presenta el crecimiento y rechazo alogénico 

de 1 X 10 6 células de LR.4 transplantadas en la cepa C57Bl/6J. 

Este se caracterizó inicialmente por un aumento sincrónico en el 

peso corporal, derivado de un aumento en el volúmen presente en 

la cavidad peritoneal y posteriormente por una disminución 

gradual asincrónica, en el cual los animales tienden a recuperar 

SL\ peso inicial. 

En la literatura se han reportado varios mecanismos de 

control y rechazo alogénico de tumores, los cuales están mediados 

por la acción de Te dirigidos contra antigenos da transplante 

185,861 o contra protelnas especificas de tumores 187). En el 

rechazo a la llnea celular LR.4 la participación de los Te quedó 

descartada debido a que la células presentan un defecto en la 

expresión de los antigenos clásicos de transplante. Cabe destacar 

sin embargo, que el tiempo transcurrido durante el crecimiento y 

rechazo ·fue semejante al reportado en los modelos anteriormente 

mencionados. 

ANALISIS DEL SUERO ANTI-LR.4. 

Con la finalidad de determinar los mecanismos a traves de 

los cuales la cepa de ratones C57Bl/6J es capaz de controlar y 

rechazar la linea celular LR.4, analizamos mediante un ensayo de 



32 

inmunofluorescencia indirecta, el de ratones 

hiperinmunizados con las células LR.4 (antisuero anti-LR.41 

<MATERIAL Y METDDDSI. 

Como se muestra en la TABLA III, el antisuero anti-LR.4 

reconoció varias lineas celulares representantes de distintas 

estirpes, asi como también células normales obtenidas del timo de 

la cepa BALB/cAnN. Por otra parte, el antisuero no reconoció dos 

clonas celulares denominadas Fl0-2 y 5ab-l, ambas derivadas de la 

linea de melanoma 816 <TABLA III. Estos resultados mostraron que 

el antisuero anti-LR.4 no tiene un reconocimiento especifico 

hacia la linea celular LR.4. 

Debido a la reactividad cruzada encontrada con esto 

antisuero, se decidió posteriormente determinar el nómero de 

especificidade5 presentes. Para esto se realizaror1 adsorciones 

diferenciales, utilizando en forma independiente la linea celular 

882, células obtenidas del timo de BALB/cAnN o ambos tipos 

celulares <MATERIAL Y METODOSI . 

En la TABLA IV observamos que el antisuero anti-LR.4 

presenta al menos t1·es especificidades las cuales correspondieron 

a las lineas celulares LR.4, 882 y a las células linfoides del 

timo de la cepa BALB/cAnN. 

Utilizando otras lineas celulares, cabe la posibilidad de 

que puedan identificarse más especificidades a antigenos. 



Un análisis de microscopia electrónica de la linea celular 

LR.4 mostró particulas virales en el citoplasma y membrana de 

algunas celulas; sin embar·go, e 1 tipo de virus no fué 

identi-ficado rnr. O. Alfaro, comunicación personal). Otros 

ejemplos de la e:dstenc:ia de pa1·ticulas o protein101s de origen 

vi1'al han sido reportados para las l.fneas celulares YAC-1 (71) 

L1210 1881, BW5147 1891 y S.180 1901. 

Se ha reportado que todas las cepas de ratones singénicas 

presentan secuencias de retrovirus insertadas en su genoma y 

muchas de éstas se encuentran asociadas con los antígenos de 

diferenciación de linfocitos ILyl (91). Se desconoce, sin 

embargo, si estas secuencias de retrovirus corresponden también a 

los antígenos Ly o bien regulan su expresión 1921. 

En este estudio, se determinó que el antisuero anti-LR.4 

reconoció todas las lineas celulares anteriormente mencionadas 

así corno también las célL1las del timo, por lo que cabe li.' 

posibilidad de que uno de los antígenos reconocidos por el 

antisuero se trate de una proteína de origen viral. 

ESPEC I F I C !DAD DE LA RESPUESTA ANT !TUMORAL _to..._yj vo. 

Debido a la 1'eactividad cruzada encontrada _in :L,itrq por el 

antisuero anti-LR.4, se der.'.idió e::plm'ar si en e;·:perimentos .Ll1 

ti.:LCl e>:istia también 1.1na protección cruz¿~cJa contra el crecirnien·to 

twnoral de tres lineas celulares, que tienen la capacidad de 

crecer en la cepa C57Bl/6J. 

Tres grupos de diez animales de la cepa C57Bl/6J que 
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crecieron y rechazaron las células LR.4 se desafiaron 120 dias 

después del transplante con 5 X 106 células de las lineas 

celulares LR.4, EL4.4 ó S.180. 

Los resultados mostraron que el grupo de ratones desafiados 

con las células LR.4 permanecieron inmw1es al crecimiento 

tumoral, mientras que aquellos desafiados con las lineas EL4.4 y 

S.180, fueron susceptibles al crecimiento del tumor, no siendo 

protegidos por la inmunización creada por el crecimiento de la 

linea celular LR.4 y murieron en el mismo lapso que el grupo de 

ratones no inmunes (F!G. 4l. 

Cabe mencionar que en un animal de cada uno da los grupos 

desafiados con liitS celulares EL4. t¡ y s" 180 

respet: ti vc.~m~.:n te, el crecimi1?.nto tumoral se evidenció más 

tardiamente con respecto a los grupos ccmtrol; sin embargo, el 

crecimiento de las células malignas causó finalmente la muerte de 

estos ratones. (30 dias con las células EL4.4 y 50 dlas con las 

células S. HJOl. 

De este e;:perimento se pL1erJe co1·1clL1ir que la resµLl!~sta 

inmune generada por crecimiento de las células LR.4 as especifica 

in vivo y no confiere protección contr0< el crecimiento de las 

lineas celulares de EL4.4 y S.180, al menos con las dosis 

utilizadas en el experimento. 

La inmunidad anti-LR.4 se mantiene activa al menos durante 

80 dias, ya que el crecimiento y rechazo de las células LR.4 

tiene una duración aproximada de 40 días y el desafio se llevó a 

cabo 120 dias después del transplante. 
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Los resultados de este experimento contrastan con el 

análisis del antisuero anti-LR.4, ya que este antisuero reconoció 

.!.O. vi t1':g, a lc1s lineas celulares El.A. 4 y S. l.80. Sin embat·go, esta 

reactividad cruzada no permitió que animales inmunes contra las 

células LR.4 puedan controlar el crecimiento de las lineas EL4.4 

y s. 180. 

Estos resultados sugieren que en los ratones C57Bl/6J el 

rechazo a las células LR.4 es consecuencia de un mecanismo de 

cont;1'ol complc;do, que parece no depender únicamente de l<:~ 

presencia de anticuerpos reactivos contra la linea tumoral y que 

tal vez involucra también la participación de células reactivas 

contra el tL11nor. 

ANALISIS DE LA DE LA RESPUESTA INMUNE ANTI-TUMORAL in yivo. 

Al DESAFIOS A CORTO Y LARGO PLAZO. 

Con la finalidad de determinar el tiempo y el número de 

inmunizaciones necesarias para que se genere una respuesta inmune 

capaz de conferir protección contra el crecimiento de la linea 

celular LR.4, se llevaron a cabo protocolos de inmunización en la 

cepa C57Bl/6J utilizando como inmunógeno células LR.4 tratadas 

con Mit-C. Se inmunizaron grupos de 10 animales con dos o cuatro 

inoculaciones de células LR.4 tratadas con Mit-c, y se desafiaron 

5 dias después de la última inmunización con una de las 

siguientes 1 ineas celular1~s: LR. 4, EL4.4 ó S.180 (MATERIAL Y 

METODOSl . 



Asi mismo, con la finalidad de determinar la duración de la 

respuesta inmune protectora al crecimiento de la linea celular 

LR.4, se inmunizaron grupos de 10 animal.es dos o ct.tat1"0 vece;:, y 

se desafiaron 100 dias después de la dltima inmunización con las 

lineas celulares LR.4 ó S.180 <MATERIAL Y METODOSI. 

Los resultados encontrados mostraron que dos o cuatro 

inmunizaciones son suficientes para proteger a los animales 

contra el crecimiento de las células LR.4, cuando el desafio se 

realiza poco tiempo después de la inmunización. En esta 

protección, la respuesta inmLme temprana parece desempeRar un 

papel importante, ya que solo 12 dias Idos inmunizaciones) fueron 

suficientes para proteger al 90X de los animales <TABLA V, 

Exp. Al. 

Cuando el desafio con las células LR.4 se llevó a cabo 100 

dias después de la dltima inmunización, se observó que la 

inmunidad anti-LR.4 tuvo una duració11 limitada y dependió del 

nQmero de inmunizaciones (TABLA V, Exp.Bl. 

En el caso de los animales desafiados 5 dias después de la 

última inmunización con la linea celular S.180, se determinó un 

aumento en la protección contra el crecimiento de esta linea 

tumoral, el cual dependió del número de inmunizaciones. Este 

aLtmento sin embargo, alcanzó un porcentaje máximo (40X) 

Qnicamente cuando hablan trancurrido un periodo de 26 dias 

(cuc1tro irimunizacic1nes) <TABLA V, Exp.Al; por otra, parh~ en 1;;1 
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protección contra la linea LR.4 1 la respuesta inmw1e temprana no 

parecr:~ desempei:.'lar un papel importante en el control de est¿;,1 linet:;\ 

tL1moral. 

F'OI' otra parte, cu<rnd1J el desafio se llevó a cabo 100 dias 

después de la óltima inmunización, la inmunidad anti-S.180 

presentó Llna disminL1ción evid12nte en los animales i11munL:ados 

cuatro veces, le\ cual sin emba1-go no fue equival12nte a la 

disminución observada con la inmunidad anti-LR.4 <TABLA V, 

Exp.B>. 

F'or lo que se refiere a el desafio a corto plazo con la 

linea celular EL4.4, el número de inmunizaciones no :in'fluyel'rJrl en 

su crecimiento, por lo que no se r12<\liz¿iron los e:·:pe1··imentos ¿\ 

largo plazo. 

B> ANALISIS DE SUEROS DE ANil·IALES INMUNIZADOS CON CELULAS 

LR.4 TRATADAS CON MIT-C Y SANGRADOS A CORTO Y LARGO PLAZO. 

El análisis del suero cl€.l 91·upos l'atones ir1mtmi::ados en 

paralelo dos o cuatro veces con células LR.4 tratadas con Mit-C y 

sangrados 5 6 100 dias después de la óltima inmunización mostró 

la existencia de reactividad contra las lineas celulares LR.4, 

EL4.4 y S.180. 

Es probable qL1e la reactividad de antiCL1erpos detect<1da in 

~i tro, sea en parte responsable de la protección contra el 
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crecimiento de las células LR.4 y del aumento en la protección de 

los ratones desafiados con la linea celular S.180 (con ambos 

tipos celulares, dosis mayores de 1 X 103 células son capace5 de 

crecer en el 100% de ratones C5781/6J no inmunes). 

Debido a las diferencias encontradas en la inmunidad anti­

LR. 4 y anti-S.180, es probable que la inmLmización con células 

LR.4 tratadas con Mit-C, genere un mecanismo de inmunidad 

antitumoral en el cual la respuesta inmune temprana sea capaz de 

controlar eficientemente el crecimento de las células LR.4, 

mientras que en el control del crecimiento de la linea S.180 se 

necesita la activación de otros componentes del sistema innwne, 

los cuales sin embargo no son capaces de controlar en un 100% el 

crecimiento de este tumor. Desconocemos por otra parte, si la 

actividad de anticuerpos anti-LR.4 y anti-5.180, está mediada por 

anticuerpos de un isotipo distinto, lo cual en parte también 

podria explicar las diferencias encontradas. 

Los resultados encontrados con el aumento en la sobrovida 

contra la células 5.180 contrastan con los encontrados con la 

inmunización activa generada por crecimiento de células LR.4, en 

donde a pesar de la existencia de reactividad anti-S.180, no se 

encontró aumento en la sobrevida de los animales retados con 

células de S.180. 

Comparativamente, ambos protocolos de inmunización 

presentaron diferencias en cuanto a la inmunidad generada. 
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Experimentos llevados a cabo en el laboratorio han mostrado que 

la protección contra el crecimiento de la linea LR.4 se man~iene 

más de 100 dias después del rechazo, mientras que la respuesta 

inmune generada por células LR.4 tratadas con Mit-C es de una 

menor duración. Lo anterior puede explicarse debido a que el 

tiempo en que la respuesta inmune está en contacto con el 

antigeno en el crecimiento y rechazo es de al menos 40 dlas IFIG. 

31, mientras que en el caso de las inmunizaciones con células 

LR.4 tratadas con Mit-C, cuando se utilizaron cuatro 

inmunizaciones es de clpi"oi.timadarnente '.2.b dias. Además, el nú1m~ro 

de células tumorales en la faSE! mtü:im¿; rJ¡: O'f?cimiento alcanza 

valores de hasta 1 X 109 células. 

La Mit-C ec un agente alquilante el cual tiene la capacidad 

de unirse al DNA y ocasionar un gran n~nero de rompimientos 

cromosórnicos., lo cual ocasiona la 111L1e1'te ce1L1J.¿w. Este mEó!canismo 

de acción, tal vez c\ltet'e, la sintesis de algunas prc1teinas de la 

membrana plasmática a·fec tan do principalmenbe aquellas que 

presentan w1 recambio acelerado. Si esto sucediera, es probable 

que la composición proteica de la membrana de células tratadas 

con Mit-C sea distinta a la de células no tratadas, lo cual 

explicaria en parte, algunas cie las diferencias en la respuesta 

inmune generada por las células LR.4 tratadas con Mit-C y la 

generada por crecimiento del tumor. 

Finalmente, el agente alquilante Mit-C se ha encontrado que 

tiene la capacidad de unir·se a proteínas. Esta Ltnión tal vez 

genere epi topes "nuevos", los CLtal.es sean en parte responsab 1 es 
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de las diferencias encontradas. 

Por otra parte, analizando la respuesta inmune generada por 

células LR.4 tratadas con Mit-C, encontramos que la protección 

contra el crecimiento tumor·al comenzo a p12rderse a los 100 d:ias, 

a pesa<' ds l¿\ pn?sencia de ant:icuerpos. Haagensen f2J_ §hl. (93) 

reportaron w1a respuesta inmune contra una linea celular de 

adenocarcinoma denominada AD-755, la c1.1,1l se mantienE: activa 

aproximadamente 100 dias y es mediada por anticuerpos y Mt. Se 

tienen evidencias también de que la inmunización pasiva con 

células T confiere protección contra el crecimiento 1umoral de la 

l inl?a <:E!lul,:w L12l.O durante c:e1'c;;1 de 90 dio1s (87) y por otr<1 

parte, se ha reportado que actividades de anticuerpo contra el 

hapteno 2-fenil-oxazol (phO::> pueden determinarse en un ti tul o 

considerable un aAo después de que animales de la cepa BALB/c 

fueron inmunizados 194). 

l1J datos anteriores sugieren que la respuesta inmune 

antitumoral mediada por células es de menor duración que la 

respLn:sta de anticuerpos contra el tumor. Varios mc_ic/elcis 

experimentales han demostrado la participación de anticuerpos y 

células reactivas, en el control del crecimiento tL1moral ('JO, 95, 

96.l. En el caso de la respuesta contra la linea LR.4, es 

probable que también se lleve a cabo la participación de células 

del sistema inmune y anticuerpos en el control del tumor. 
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POSIBLES ACTIVIDADES CELULARES INVOLUCRADAS EN EL RECHAZO. 

LR.4 es una linea celular deficiente en la expresión de los 

antígenos clase l del H-2. Es debido a esta falta de e~presión, 

que la linea celular puede escapar a la acción lltica de los Te. 

El siste1na i11mune, sin embargo, presenta otras actividades 

celulares las cuales p¡Jdrian ser las responsables del rechazo, 

tc1les como la actividé1d de 1'.\N, Mª-, y "LAI<". 

La actividad de AN ha sido reportada como una actividad 

natL.1ral contra tumores. Los siguüo>ntes punto~s su,¡iet'en qL.1r;; la 

actividad de AN no es importante en el rechazo a la linea LR.4: 

a) En el rechazo a la linea cell.llar LR.4 primero se observó un 

creci1niento de las células tumorales, antes de que pudier•ar1 ser 

control¿1dc1s y posterior11112nte rechazadas; b) e::perimentrrn 1:on 

células (-11\1 obtenidas de CBA/.J t1'at<o1clos c1Jn poli-I·-C, m1:istraron 

que la llnea LR.4 no es lisada por esta actividad celular, 

mientras que la linea celular YAC-1 utilizada como control es 

lisada eficientemente <97) y el se ha reportado que la protelna 

citolisina no es capaz de llevar a cabo la lisis de la llnea 

celular L5178Y Clin~a celular de la cual derivó LR.4) 135). 

ACTIVIDAD ANTI-LR.4 DE LOS M~. 

Estudios llevados a cabo en la fase terminal del rechazo 

mostrat'on la pre;;enc ia de lc;s cuales parecen estar 

fagocitando restes celulares. En varias ocasiones se ha reportado 

que los M~ presentan una actividad importante en el rechazo a 
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tumores. Algunas veces esta actividad antitumoral puede ser 

mediada por anticue1'pos especif'i.cos cm1tt'i1 antii;;1enos tumoral12,; 

«+:::·-48) . 

F'ar'a det12rmina1' L; participación de los 1'1@_ en el recha;co a 

la linea LR.4, realizamos experimentos de CCDA con MQ obtenidos 

de animales hiperinmunes contra la linea celular LR.4 y antisuero 

anti-LR.4 <MATERIAL Y METODOSI. Este tipo de MQ fue escogido 

debido ,;; que" sL1 "activación" ha sido alcanzada mediantr2 w1a 

interacci.ón di.recta con J.a célL1la tumoral.., pm' J.o qLIE'' su 

utilización se acerca más a l¿; activid,,\d presentad,3 to. vi_y_.Q 

durante el recha~o. 

Cuando se utilizó una relación M2: linea celular de 10:1, 

encontramos que a distintas diluciones del antisuero anti-LR.q se 

produjo lisis de las células LR.4, la cual siempre fue mayor que 

la lisis producida cuando se uso suero normal en el ensayo CFIG. 

5). 

Estos resultados mostraron qL1e los MQ de animales 

hipéirinmunes puE"den llevar a cabo una activir.letd anti-LR.'I·, l.a 

cual es mar.liada por anticuerpos. Cabe destacar que un análisis 

histológico de los distintas tipos celulares presentes durante el 

crecimiento y rechaz1J, mostró que MQ fagocitando células 

tumorales, se encuentran dnicamente al final de la fase de 

rechazo, por lo que es probable que otra actividad celular este 

también participando en el control y rechazo de la célula 

tumora 1. 
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OTRAS ACTIVIDADES INVOLUCRADAS EN EL RECHAZO. 

Se ha repo1-tado que las célulai; "LAfC' presentan L111a 

¿1cti.vidacl anti tumoral la cual no es restringida por H-·2 ('10). 

Esta actividad celular podria también ser responsable del control 

y rechazo de las célL1las Líi. 4, sin embargo, aL1n no ha sido 

determinada. 

Final.mente, se han propuesto otros dos mecanismos 

importantes en el rechazo a tumores: 

a) El reconocimiento de Llna celllla tL1moral a traves de AmH. En 

este mecanismo sin embargo, el reconocimiento de estos antígenos 

se lleva a cabo generalmente en el contexto de los antigenos 

clase l clel H-2 <49,50,52). Debido a que la linea celular LR,4 no 

expresa los antígenos clase I, no se eHploró la participación de 

los AmH en el rechazo. 

b) Por otra parte se ha reportado que algunas citocinas como IL-1 

(98), IL2 (40), IL-6 (99), INF-Q:. y Ii'IF-'.L (1(10) FJ~T-g<_ (1(11), FNT-J}_ 

1101) y PGEm (102) presentan actividad antitumoral. 

Experimentos preliminares con el llqllido de asci.~1s de 

animales con tumor mostraron la presencia de L1na actividad capaz 

de inhibir la formacion de placas liticas ocasionada por el virL1s 

de VSV en monocapas de células L (datos no mostrados). Esta 

actividad inhibitoria podria ser mediada por la presencia de !NF­

'.L• 

Si las citocinas desempe~an Lln papel importante en la 

respuesta antitumoral, el mecanismo de acción podria estar 



44 

conducido por Il-2 e INF-i, las cuales activarlan células T <AN y 

"LAK"l y M2 reapectivamente. Otras citocinas procirian también ser 

producidas como consecuencia de la activación celular; lo cual al 

final nos conduce a la formacion de una red de respuesta 

antitumoral en la que participan citocinas, anticuerpos y células 

activadas, la cual per1r1it~ el control y rechazo d~ la línea 

tumoreil <FIG 6). 

ANALISIS DEL ANTIGENO(s) PRESENTE EN CELULAS DEL TIMO. 

PATRON DE REACTIVIDAD ANTI-LR.4 EN CELULAS DEL TIMO. 

Como el antisuero anti-LR.4 reconoció células del timo de la 

cepa BALB/cAnN, se exploró la reactividad de este antisuero en 

células 1fol timo obteniclió\S de dú;tintas cepcls s:lngéni.cas. Los 

resultados mostr¿iron que el antisuero anti-LR.4 reconoció lc\S 

células clel timo do todas las cepas probadas con la excepción de 

las células de la cepa C57Bl/6J <TABLA VII. Este resultado 

demostró que las c6lulas LR.4 comparten un antigeno con las 

células del timo de todas las cepas de ratones estudiadas, con la 

excepción de C57Bl/6J. 

PROTECCION ANTI-TUMORAL INDUCIDA POR CELULAS DEL TIMO. 

Para comprobar la participación de este antlgeno en la 

respuesta antl-LR.4, se llevó a cabo un protocolo ele inmunización 

semisingénico, inmunizando ratones ele la cepa C57Bl/6J con 



células del timo de la cepa BALB.b. La utilización de este 

prCJtocolo nos permitió g¡,;n21'ar anticuerpCJs contr¡_~ antigiznos 

presentes en la células del timo, descartando la producción de 

anticuerpos anti-H-2 <MATERIAL y METODOS>. Los i..':\n i ma 1 E?S 

hiperinmunes fueron posteriormente desafiados con 5 X 10& células 

LR.4, EL4.4 ó S.180 y el porcentaje de sobrevida fué registrado. 

Los resultados most1'c\ron que medí.ante este pl'otocolo de 

inmunización se generó una respuesta inmune protectora contra el 

crecimiento de las células LR.4 ITABLA VIII. En el caso de los 

animales desafiados con las células S.180 se encontró que la 

sobrevida aumentó en un del 25%, mientras que en los animales 

desafiados con las células EL4.4 no se encontró ningQn aumento en 

st-l sobrevicla. 

Estos resultados comprobaron la existencia de un antígeno 

compartido por las células LR.4 y células del timo, el cual 

desempeffa un papel importante en la generacion de inmunidad 

contra el crecimiento Je las células LR.4 y probablemente también 

esté involucrado en la respuesta de rechazo. 

El aumento observado en la sobrevida contra la linea celular 

S.180 no ha podido ser explicado. Sin embargo, a diferencia de la 

respuesta inmune generada por las células LR.4, la respuesLa 

inmune p!'oducida por las celulas del timo parece ser consecuencia 

de un mecanismo inespecífico de actividad antitumoral, ya que a 

pesar de que los animales fueron hiperinmunizados, solo se 
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alcanzo un 25X de awnento en la protección. 

ALGUNAS CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL ANTIGENO(s) RECONOCIDO 

POR ANTI-TBB. 

Con el propósito de caracterizar el determinante antigénico 

reconocido por el suero de ratones hiperinmunes contra timos de 

BALB.b Canti-TBBJ, se trataron con tunicamicina células LR.4 y 

células del timo de BALB.b <MATERIAL Y METODDSI. 

Los resultados mostraron que el tratamiento con tunicamicina 

no inhibió el reconocimiento del antisuero contra ambos tipos 

celulares, por lo que el determinante antigenico reconocido por 

el <111 \; i SUE!rO anti-TBB no esté determinado por cadenas 

~¡licosidicas y l:Eil vez pudiera tr·ata~'SE? de L1n antigi:mo de 

naturaleza proteica <TABLA VIIIJ. El efecto de la tunicamicina en 

estos experimentos se demostró por la pérdida de la capacidad de 

aglutinación ocasionada por la lectina fitohemaglutinina. 

ESPECTRO DE REACTIVIDAD DE ANTI-TBB EN LINEAS CELULARES. 

Un análisis del antisL1i;;ro anti-TBB por inmunotluorescencia 

mostró que éste presenta una mayor especificidad que el antisuero 

anti-LR.4, ya que únicamente reconoció lineas celulares linfoides 

y una linea de fibroblastos <TABLA IXI. 

En este análisis la linea celular EL4.4 no fue reconocida, 

debido tal vez a que proviene de la cepa C57Bl/6J, en la cual no 

se encontró expresión del antígeno reconocido por anti-TBB en las 

células del tima. El reconocimiento de esta linea celular par el 
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antisuero anti-LR.4 fué probablemente debido a las otras 

especificidades presentes en este antisuero. 

REACTIVIDAD DE ANTI-TBB EN CELULAS DEL TIMO. 

El espectro de reactividad de anti-TBB con células del timo 

de distintas cepas de ratones mostró que todas las cepas 

estudiadas, con la excepción de la cepa de ratones C57Bl/6J, 

expresan w1 antfgeno que es reconocido por este antisuero <TdBLA 

Xl. 

Con estos resultados se determinó que este antlgeno es 

expresado en varias cepas de ratones, las cualr.:::is son 

representenantes de distintos troncos genealógicos de las cepas 

singénicas <ANEXO 2l. La cepa singénica C57Bl/6J se generó desde 

el aAo 1914 y presenta un ancestro distinto a las otras cepas de 

1--atones. Sc;i desconoc:e si a través de la hi.storié1 natur;ü de la 

cepa de ratones C57Bl/6J, se perdió la capacidad de expresion de 

este antfgeno. 

PATRON DE REACTIVIDAD DE ANTI-TBB EN TEJIDOS LINFOIDES. 

Al analizar el patrón de reactividad de anti-TBB contra 

células de distintos tejidos linfoides de la cepa BALB.b, se 

observó que este antisuero únicamente reconoció células presentes 

en timo y ganglios linfáticos, mientras que no reaccionó con 

células de los otros tejidos linfoides !TABLA XIl. 

Cabe la posibilidad de que este antigeno presente una menor 

expresion en células CMN y en las células ;del bazo, pero debido a 
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la limitada sensibilidad de la técnica de inmunofluorescencia, 

ambos tejidos fueron negativos en la eKpresión. 

Estos resultados sugieren que el antigeno reconocido por 

anti-TBB puede desempe~ar un papel importante en la localización 

de la célula T en los distintos tejidos linfoides. A algunas de 

las proteinas que presentan una expresión preferencial y que son 

importantes para la localización de la célula T, se les ha 

denominado como protei.nas "homing" (1(1::;:, 1(1•1). 

Existen algunas moléculas que por sus modelos de expresión 

dif1?rencial en cepa~; si.ngénicas de ratones, podrian cm"respondco•r 

al antigeno compartido por las células LR.4 y células del timo. 

Estas son a) 10.1 molécula 1-!;. (105); b) el RCT (106); e) algunos 

antigenos de la región Qa/TL <15); 

( 107, 108). 

y dl el antigeno Ly :31,1 

Con hibridaciones tipo "Southern" se demostró que la linea 

celul¿u" LI~. 4 tiene una delación que incluye 21 los g<~nes I:-f)o: e 1-

flfl..• sin embargo, s;e ha podido determino.'r s:i esta alteración se 

e:·:t iende a los g12nes 1-·f,;_. 

Por otra parte, la linea celulcu" LR.4 h,"- pe1··dido los genes 

de la subLmidad a de RCT, mientras que los genes de la subunidad 

~se encontraron en linea germinal, por lo cual los productos de 

estos genes fueron descartados corno candidatos a ser reconocidos 

por el antisuero. En cuanto a los genes de la subunidad ~ del 

RCT, la linea LR.4 presentó un rearreglo de los mismos y debido a 
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que no se conocen los patrones de expresión de estos genes y la 

existencia de alguna familia de la región variable que presente 

un modelo ele e::presión difere,ncial en cepas de ratones parecido 

al reportado para la ·familia vg_s del F1CT (.1.06); c¿\b8 la 

posibilidad de que los productos di? 8stos genes pudieran estar 

siendo t'1?cc1noc:ldos por el antisuero anti-TBB. 

Con respecto a los antigenos de la región Qa/TL, hasta el 

momento se sabe muy poco de los patrones de expresión de les 

mismos en distintas cepas de ratones 112,13). Sin embargo, el 

hecho de que los prodL~tos de los genes Qa/TL requieren para ser 

e):presados la presencia ele g_-2m y de qL1e J.a cepa ele r¿1tcmes 

congenicos BALB.b comparte la misma región del H-2 con la cepa 

C57Bl/6J, en consecuencia los productos ele estos genes no pueden 

ser el antígeno compartido entre las células del timo y la linea 

c12lular L.R.4. 

Finalmente, Tada et S.:L describieron en 1':184 1"1 91:mer;.1ción de 

un AcMo el cual reconoce un antígeno en células T denominado Ly-

31.1 y que ha siclo recientemente identificado como una fosfatasa 

1107,108). Este antígeno presentó un moclelo ele expresión en 

células T de distintas cepas de ratones, parecido al encontrado 

con el antisuero anti-TBB. Comparando los patrones de expresión 

observaclos con anti-TBB y los reportados para Ly.31.1 en células 

de distintos tejidos lirdoides, se encont1"aron diieroncias 

sustanciales, por lo que puede tratarse de dos antígenos 

distintos <TABLA XI>. 
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Se han reportado otros modelos experimentales en donde se 

generan anticuerpos contra celulas del timo. En un estudio 

llevado a cabo por Fuji y Milgrom <1091 se encontró que células B 

del bazo de ratones de la cepa DBA/2J pueden producir anticuerpos 

contra timos autólogos. En un ensayo de formación de placas 

liticas, estos anticuerpos most1'aron qL11; t¿1mb.lén reconocen timos 

provenientes de varias cepas de ratones, incluyendo la cepa 

C57Bl/6J, así como también la linea celular L5178Y. 

InmLmizando ratones de la cepa BALB.b con células del timo 

de C57Bl/6J se produjo un antisuero el cual no es capaz de 

discriminar entre las células del timo de distintas cepas de 

ratones (datos no mostrados). Los resultados con este antisuero 

son parecidos a los encontrados r~n te! sistema in yib'g utilizado 

por Fuji y Milgrom, sin embargo son distintos a los obtenidos con 

el antisuero anti-TBB. 

El hecho de que se puedan generar antisueros contra timos 

autólogos sugiere que existen ariti.genos 

~1icamente en células T que residen en timo, los cuales nunca han 

sido "vistos" por' el sistema inmunológico. 

En nuestro sistema la cepa de ratones C57Bl/6J es capaz de 

generar una respuesta de anticuerpos contra el antigeno presente 

en células del timo de la cepa BALB.b, debido a que sus propias 

células T del timo no expresan este antigeno, eliminando además 

la posibilidad de una respuesta de tipo autoinmune. 
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ANALISIS DEL CRECIMIENTO DE LA LINEA CELULAR S.180. 

Debido a que en la literatura no se menciona el tipo celular 

a que pertenece la linea celular 8.180, inicialmente se llevó a 

cabo Lln estudio inmunohistoquímico para definir· la presencia de 

distintos marcadores celulares. 

Los resultados encontrados mostraron que esta linea celular 

reaccionó con anticuerpos contra vimentina y keratinas, mientras 

que no lo hizo con anticuerpos contra mioglobina y Q[-1-

quimiotripsina. Este perfil inmunohistoquimico definió a la linea 

celular S.180 como un sarcoma. 

CRECIMIENTO ALOGENICO DE LA LINEA S. 180. 

Con la finalidad de determinar la capacidad de crecimiento a 

través de barreras alogénicas de la linea celular S.180, se 

transplantaron varias cepas de ratones sirigénicos por via i. p. 

con X 10• células tumorales <MATERIAL Y METODOSl. Los 

resultados encontrados mostraron que esta linea celular tuvo la 

capacidad de crecer y causar la muerte de todas las cepas de 

ratones estudiadas <Fig. 7). 

Ei crecimiento de un tLtmor a través de ba1're1'as alogénicas 

ha sido frecuentemente asociado a alteraciones en las moléculas 

clase I del H-2. Se ha reportado que la falta de eHpresión o el 

enmascaramiento de este tipo de moléculas impide que los Te 

puedan reconocer y lisar a la célula tumoral 155). 
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Sin embargo, no todas las moléculas de clase I parecen tener 

la misma importancia en t~l de?s21rr·ol lo d~.1 .1 tumor. fisi,. se he\ 

encontrada qL\e la falta de eNpresión de la molécula ~~ 

correlaciona con un fenotipo más agresivo y con capacidad 

metastásica. Contrariamente, las molécL1las D"' y D'' no parecen 

influenciar el desarrollo del tumor, mientras que Dk y Kk solo lo 

hacen en un grado intermedio 1110). 

En células tumorales se ha encontrado que defectos en la 

e:·:presión la molécula ¡i-2m correlaciona con L\lla falta de 

eNpresión de las moléculas clase del H-2 en la membrana 

plasmática 19,10). Cabe destacar sin embargo, que no todas las 

moléculas del H-2 parecen ser afectadas ya que recientemente se 

ha reportado que las moléculoas Ld y DL' pL1eden ser e::presadas en 

aL1senci a de ¡i-2m ( 111, 112) 

Enperimentos de hibridacion tipo "Northern" llevados a cabo 

en el laboratorio mostraron que las células 5.180 no BNpresan 

mRNA para lii\ molécLtlc1 [-2m <mant.1scri to en preparación). Es 

probable que esta falta de expr~sión de [i-2m convierta a la 

células S.180 en un fenotipo H-2- y sea esta la razon del 

crecimiento alogénico observado. 

Finalmente, para determinar si el crecimiento alogénico 

encontrado es un fenómeno que depende de la dosis utilizada, se 

transplantaron ratones de la cepas BALB/cAnN y C57Bl/6J con dosis 

de 1 X 103 a 1 X 10• células tumorales. Los resultados mostraron 



que aun a dosis bajas 11 X 103 células tumorales>, el tumor 

creció y causó la mue1'te del 100i; de los ani.males. 

PROTECCION INDUCIDA POR INMUNIZACION CON CELULAS S.180 TRATADAS 

CON MIT-C. 

Con la finalidad de generar una respuesta inmune protectora 

contra el crecimiento de la linea S.180, se inmunizaron tt'es 

grupos de 10 ratones de la cepa C57Bl/6J con células S.180 

tratadas con Mit-C y posteriormente se retaron con una de las 

sigLlientes líneas celulares: S.180, LR.4 ó EL4.4 \MATERIAL Y 

METODOS>. 

Los resL1l tados demostraron que bajo estas condiciones 

experimentales se despertó una respuesta inmune especifica, ya 

que los animales desafiados con las célula S.180 permanecieron 

sin evidencias de crecimiento tumoral por más de 50 dias de 

segLlimiento, mient1'as qLte en el caso de los grL1pos de animales 

desafiados con L.R.4 6 EL4.4, se •?ncont1'ar-cm, en ambos c<,sos 

crecimiento tumoral. 

Estos resultados contrastan con la inmunidad encontrada 

cuando ratones de la misma cepa se inmunizaron con células LR.4 

tratadas con Hit-e, en donde se observó una reactividad cruzada 

contra las células S.180. En estos experimentos, las células LR.4 

parecen compartir un ant1geno con S.180, el cual genera una 

respuesta de anticuerpos capaces de reconocer tanto las células 

LR.4 1 como a las células S.180. Sin embargo, en el caso de la 
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inmunización con las células S.180 tratadas con Mit-C, se 

despierta una respuesta inmune especifica, probablemente mediada 

por un antlgeno distinto al que es compartido con las células 

LR.4. Las diferencias en inmunoqenicidad de los antigenos son 

probablemente debidas a la distinta estirpe celular de ambos 

turnare!':,. Otra posibilidad pat'a e:·:plic2i1" las d:lf1:rencias 

encontradas, es que las células tumorales sean capaces de dirigir 

la respuesta ani:itumoral, mediante lci t"equlc:1eión ele li'ls células 

del sistema inmune CTs o Tal, como ha sido encontrado en el caso 

del crecimiento de las 11neas celulares L5178Y y 816 en ratones 

de las cepas DBA/2 y C57Bl/6J respectivamente (59,601. 

REACTIVIDAD DEL ANTISUERO ANTI-S. 180. 

El análisis mediante un ensayo de inmunofluorescencia de 

sue1·os obtenidos de animales inmunizados con células S.180 

tratadas con Mit-C, mostró más evidencias de la especificidad de 

esta respuesta ya que los antisueros solo reconocieron la linea 

celular 5.180 y no t•econoc i e1·on otras lineas celulares 

representantes ele distintos tipos celulares CTABLA XIII. Además 

el antisuero anti-S.180 fue citotó:dco en p t·e~.en c i ¿; de 

complemento contra la linea celular S.180 IFIG. 81. 

Estos resultados sugieren que la 1•espuesta inmune protectore1 

anti-S.180 generada por células S.180 tratadas Mit-C puede estar 

mediada por la generación de anticuerpos especiticos contra la 

1 inea celular. 
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Benjamini et ~il (77) y f<aw¿1s>r1ima et fil_ (95) encontra1'on que 

una respuesta antitumoral en sistemas alogénicos puede estar 

mediada por células reactivas y anticuerpos especif icos contra el 

tumor. Es probable que en el caso de la protección anti-5.180, 

también se generen células rec\t:tivas, en las cuales el 

reconocimiento de los antigenos tumorales no depende de la 

presencia ele H·-2; es decir AN, "LAI<", 1'1~. Sin emb¿1rgo, r;;l papel 

de los ¿¡nticuerpos en la protección contra el c1·'ecimiento de esta 

linea celular parece ser de mucha importancia, a diferencia del 

papel que Juegan los anticuerpos en la protección contra las 

células LF:. 4. 

Los resultados de estas experimentos sugieren que cada linea 

tumoral despierta distintos mecanismos inmunológicos contra el 

crecimiento de un tumor. La inmunización con células LR.4 

despierta una respL.1esta hL1moréü de anti cuerpos con tr¿, la~; lineas 

celulares LR.4 y S.180, asl como también una respuesta celular, 

la cual parece ser menos especifica cuando las células LR.4 son 

tt'atadc.;s con Mit-C. F'or otra p.;u·te, la inmunización con células 

S.180 tratadas con Mi t-c desp i12rta Ltna respuesta inmune 

especifica, en donde únicamente se generan anticuerpos contra las 

células S. 180 y la r¡2spuesta celular des~;rnpeña L1n papr=l menos 

importante en el control d!.i!l tLtlllt11'. 

Finalmente, algunos repartes han descrito la presencia de 

anticuerpos en ratones que han sido transplantados con lineas 

celula1'es de carcinoma. E:·:perimentos preliminares con 
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inmunoprecipitados, mostraron que el antfgenolsl reconocido por 

el antisuero anti-S. 180 reconoce 

molecul2.r. 

moléculas de al t;o peso 

En estos dos modelos de estudio, hemos visto que la 

respuesta antitumoral es muy compleja, y depende del tipo 

celular. En el caso del rechazo de la linea celular LR.4, se 

requiere la participación de la respuesta humoral y la respuesta 

celular, mientras que en el caso de la protección contra el 

crecimiento de la linea celular S.180, la respuesta inmune 

humoral parece desempeRar un papel más importante. 



CRECIJ\fIENrf() ALOC; ENIC() DE Lf{.4 
EN f{ATONES DE LA CEPA C57Bl/6J. 
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DIAS POST INOCULACION. 

Fig. 3. Incremento corporal (%), de ratones de la cepa C57Bl/6J después de ser 
transplantados C'Oll 1 X 106 células LR.4 por vía i.p. 
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TAKA I I I. 

PATRON DE REACTIVIDAD 
C57Bl/6J CON LA LINEA 
CELULARES. 

DE ANTICUERPOS INDUCIDOS EN RATONES 
CELULAR LR.4 CONTRA DISTINTAS LINEAS 

-·---·----------·----·-----------
Linea celular Origen Haplotipo Estirpe Reactividad 

------------------------ ·--------

* LR.4 DBA/2 H-·2-· T + 

* LW.1 DBA/2 H-2"' T + 

BW5147 Af<R/J H-2~~ T + 

YAC-! A/Sn 1-1-2·~ T + 

EL4.4 C57Bl/6J H-21" T + 

Timocitos BALB/cAnN H-2'" T + 

S.180 Su i z<Js H-2- E + 

B82 C3H/HeJ 1-1-2"' F + 

5ab1 C57Bl/6J H-2"' 11 

F10-2 C57Bl/6J l+-2b M 

T= Células linfociticas de estirpe T; E= Epitelial; 
F=Fibroblastos; M=Melanoma. 
* Clonas derivadas de la linea celular L5178Y. 
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TABLA IV. 

F'ATRON DE REACTIVIDAD DE ANTI-LR. 4 ADSORBIDO CON DOS DISTINTOS 
TIPOS CELULARES. 

------------------
ANTI SUERO *LR.4 *LW.1 B82 TIMOS DE BALB/c 

B82: Fibroblastos de células L; TBC: C~lulas del timo de la cepa 
BALB/c¡ * Clonas celulares derivada de la linea celular L517BY. 

Se incubaron 1 X 106 células con 100 yl de anti-LR.4, durante 
h/4"C. El SL1ero c\dsor•bido se recuperó por centri fL1gación y la 
reactividad contra distintas células se analizó mediante 
inmunofluorescencia indirecta <Material y Métodos> 
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TABLA V. 

ESPECIFICIDAD DE LA RESPUESTA INMUNE GENERADA A CORTO Y LARGO 
PLAZO EN RATONES C57Bl/6J INMUNIZADOS CON LR.4 TRATADAS CON MIT­
C. 

E:-:p. l~o. 

anim. 
l\lo. 
inmun. 

% de animales protegidos contra: 

LR.4 s. 180 EL'f. 'f 

-----------·-·-------·--------·--·-----

10 2X 90 20 o 
Al 

10 4X 100 'tº o 

10 2X 10 20 NH 
Bl 

10 4X 80 10 l\IH 

Al Los animales fueron desafiados cinco dias después de la dltima 
inmunización con 5 X 10• células de LR.4, S.180 ó EL4.4. 
BI Los animales fueron desafiados cien dias después de la dltima 
inmunización con 5 X 106 células de LR.4 ó S.180. 
NH: No se realizó. 
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ACTIVIDAD DE CCDA DE MACROF.AGOS 
SOBRE LA CELULAS LR.4. 

3 DE LISIS. 
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~S.N.1 

Fig. 5. La actividad de CCDA se determinó cocultivando macrófagos obtenidos de 
la cepa C57Bl/6J y células LR.4 en una relación 10:1, utilizando diluciones 
crecientes de suero anti-LR.4 



RESPUESTA #NMUN!E ANTffTUMORlº 
CELULA B CELULA T 

--< CELULA TUMORAL 
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FNT 
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PGE
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/ 
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Fig. 6. Respuesta inmune antitum:>ral. En esta respuesta se crea una red 
innunolóqica en la que intervienen células B (productoras de anticuer¡:xis), 
células T y macrófagos, así caTD tanbién distintas citocinas. 
ILs: Intl•..rleucinas¡ INF: Interferóni 00: Factor de necrosis tum:>rali PGE: 
Prostaglandinas. 
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HlBLA VI. 

PATRON DE REACTIVIDAD DE ANTISUEROS INDUCIDOS EN RATONES C57Bl/6J 
CON LA LINEA CELULAR LR.4, CONTRA CELULAS DEL TIMO DE DISTINTAS 
CEPAS DE RATONES. 

------
Origen de 
Timocitos Haplotipo Reactividad. 

BALB/cAnN H-2" + 

BALB.b H-2"' + 

BALB.k H-2'-a: + 

* DBA/2 H-2" + 

CBA/J H-2" + 

C3HeB/FeJ H--2" + 

C3H/HeJ H-2 1·< + 

A/J 1-1-2~ + 

C57Bl/6J H-2" 

-----·-----
* Cepa de ratones de la cual so originó la linea celular 

LR.4. 
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HiBLA VII. 

ESPECIFICIDAD EN LA PROTECCION INDUCIDA POR TI MOCITOS DE BALB. B 
EN RATONES C57Bl/6J, 

---------------·--·----------------·----------------
Linea CelLtlar t. de Sobrevida Ni/No * Reactividad 

LR.4 100 (31)/30) + 

S.180 25 (5/20) 

EL4.4 (l (1)/5) 

Nl/No: Número de animales protegidos vs número total de animales 
Lttilizados. 
* Reactividad: Análisis par inmunofluorescencia de un suero de 
ratones C57Bl/6J hiperinmunes contra timos de B~LB.b. 

H'1BLA VII 1. 

REACTIVIDAD DE ANTI-TBB EN CELULAS TRATADAS CON TUNICAMICINA. 

Tipo celular *Tratamiento con F~eact i vidacJ. 
tunicamicina 

LR.4 + 

LR.4 + + 

Timo + 

Timo + 
,_ 

* Se trataron X 10'' células con 5 H9 de tunicamir.:i.na y se 
incubaron a 37ªC/ 24 hr. 
La reactividad del antisuero se determinó por inmunofluarescencia 
indirecta. 
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TABLA IX. 

PATRON DE REACTIVIDAD DE ANTICUERPOS INDUCIDOS EN RATONES 
C57Bl/6J POR INMUNIZACION CON TIMOS DE LA CEPA BALB.B CONTRA 
DISTINTAS LINEAS TUMORALES. 

Linea celular Origen Haplotipo Reactividad 

------~ 

LR.4 DBA/2 H-2- + 

LW.1 DBA/2 H-2ct + 

L1210 DBA/2 H-2"' + 

YAC-l A/Sn H·-2 .. + 

B82 C3He/FeJ H-21< + 

B\>J5147 AKR/J H-2~~ + 

EL4.4 C57Bl/6J H-'""' ... 
5c1b-1 C57Bl/6J H-2b 

F10·-2 C57Bl/6J H-2b 

s. 180 SL1 i zos H-2b 
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TABLA X. 

PATRON DE REACTIVIDAD DE ANTICUERPOS INDUCIDOS EN RATONES 
C57Bl/6J POR INMUNIZACION CON TIMOS DE LA CEPA BALB.B CONTRA 
CELULAS DEL TIMO DE DISTINTAS CEPAS DE RATONES. 

Origen de 
Timocitos 

BALB/cr'.lnN 

BALB.b 

BALB.k 

DBA/2 

C3HeB/FeJ 

C3H/HeJ 

CD1 

A/J 

CBA/J 

C57Bl/6J 

Haplotipo Reactividad 

H-·2'" + 

1+·2"' + 

H-2" + 

+ 

H-2"' + 

H-2" + 

H-27 + 

H-2"' + 

H-2''' + 

1-1-2"' 



68 

TABLA XL 

COMPARACION DE LOS PATRONES DE REACTIVIDAD ENCONTRADOS PARA ANTI­
TBB Y LOS REPORTADOS PARA Ly 31. 1 EN DISTINTOS TEJIDOS LINFOIDES 
DE LA CEPA BALB.b. 

-----~---·------------·-··-~··-·-·---

ORGANO 
LINFOIDE 

X DE CELULAS POSITIVAS. 

* Anti-TBB ** Ly 31.1 

---·----------------------------·-----

TIMO 

G.L. 

BAZO 

11. o. 

Ct'/N 

----·----------· 
Ly 31.1 es un anticuerpo 
la cual fué obtenida por 
hiperinmunes contra la 
mi12l.oma ( 105). 

1 (1(1 50 

100 20 

(1 20 

<10 20 

o 10-15 

monoclonal secretado por la clona Nl.10, 
fusión de células de bazo de C57Bl/6J 

linea tumoral RADA-1 y una célula de 

G.L.: Ganglios linfáticos; M.O.: Medula osea; CMN: CélL1las 
mononucleares de sangre periférica. 
•: Porcentajes determinados por inmunofluorescencia indirecta. 
·lf*: Porcentaj1;is dete1'minado"' por citoto:dciclad .. 
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Fig. 7. Sobrevida de gistintas cepas de ratones ( % ) , después de ser 
transplantadas con 1 X 10 células de s.180 por via i.p. 
C57Bl/6J (Q ¡ BALB/cAnN (0) ¡ C3HeB/FeJ (6): BALB. b l•l: A/J (e): y BALB,k ~), 
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H'iBLA XII. 

PATRON DE REACTIVIDAD DE ANTICUERPOS INDUCIDOS EN RATONES 
C57Bl/6J POR INMUNIZACION CON LAS CELULAS S.180 TRATADAS CON 
MIT-C, CONTRA DISTINTAS LINEAS TUMORALES. 

Linea celL\lar Origen Haplatipa Reactividad 

s. 180 SL1izos H-2- + 

LR.4 OBA/2 

L~J. 1 DBA/2 

YAC-1 A/Sn 

8W5147 Af<RI J H-2'" 

5ab-l. C57Bl/6J H-2"' 

EL4.4 C57Bl/6J H-2"' 
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Fig. 8. Citotoxicidad mediada por anticuerpos contra la linea celular S.180 
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CONCLUSIONES. 

1. La respLtesta inmune humo1'al generada en el. control y el 

rechazo de la linea celular LR.4, es compleJa y presenta 

reactividades hacia epitopes presentes en células tumorales 

representantes de distintas estirpes celulares y en células T 

normales. 

2. La respuesta inmune anti-LR.4 se genera aproximadamente en 

12 dias y tiene una duración de más de 100 dias. 

3. La linea celular LR.4 y células del timo comparten un 

antigeno, el cual es importante en el control del crecimiento de 

la linea tumoral. 

4. Este antigeno puede Jesempe~ar un papel importante en la 

localización de la célula T. 

5. El crecimiento a través de barreras alogénicas de la linea 

celular S.180 1 probablemente se debe a la falta de de antígenos 

cl¡_1se I del H-2. 

6. La inmunidad anti-S.180 básicamente está mediadól poi' 1<1 

generación de anticuerpos especificas contra el tumor. 

7. La respuesta inmune antitumoral depende del tipo celular 

involucrado, y en algunos casos requiere de la participación 

conjunta de citocinas, anticuerpos y células reactivas contra la 

célula tumoral. 
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Prehn en 1957 
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en 1957 

1-'tNEXO 1. 

Reportó la presencia de linfocitos 
infiltrados en procesos tumorales. La 
pre~~encü1 de l i1Yfocitos en la zona del ti.unor 
fué correlacionada con un mejor pronostico de 
1 os p21c ien te·,s. 

F'1-opuso qL1e 1 os 
inmunogenicidad y sento 
teoría inmunológica. 

tL1mo1·'QS 
las 

presentan 
bases de la 

Mostró que se 
twnores con 
e.~:og1f\nlicos u 

puede generar inmunidad hacia 
tejido fetal en ratones 

Mosl;ró el primer 1·-1:cha;:o de tL11nores en 
ratones parcialmente endogámicos. 

Mostró 1:vide11cias de rechazo 
endogé.micos. 

en ratones 

Mostró que ratones endogámicos a los cuales 
les fué extirpado el tumor primario, se 
vuelven inm1.1nes a un segundo desafio con Ed 
mismo tumor 

Propusieron independientemente lo quo más 
adelante junto con la ideas de Eh1'l ic:h se 
conociera como la teoria de la Sobrevivencia 
Inmunológica. 



ANEXO No, 2 

C3H/BI 
C3H/An 

C3H/Ht 
C3H/HtJ 
C3HeB/FeJ 

Doallfl "'"' 8o09 BALB/c (Ow~;;~"~~~~·o 'º) 
in Otlio t!o·-··· lltlino1 A/J 

X L A/SI 

Cold S"i~ HarJlsi,_l 

\ A/Bi 

\ A/He 

\ A/HeJ 
Albinos ,. ese 

C57BL/6 
C57BL/10 

Mi1;,~::rop)_ -- C57BR/cd 

C57BR/a 

C!57L 

AKR 
'•rftl'1 A o ti Stoc•1 .. -----< RF 

SWR '"'°'"" w-111 lllc1,.·----------------S-J_L ___ _ 
Wtb1t1r Swi11 r••••••••••··---------

(ltOt) 12 ti 20 14 H H lit 40 44 41 52 51 10 

Diagrama filogenético de las distintas cepas de ratones singénicos. 
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