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INTRODUCCION.-

Prólogo. 

En esta secci6n se describen las relaciones funcionales existentes 

entre células neoplásicas y el sistema inmune del huésped portador. Se -

f-undamenta la linporta:ncia que lli1a. respuesta inmw1e adecuada tiene en con 

trolar y detener el crecimiento de céluJ.as turnorales, con énfasis en la 

reacción inmune mediada por células, particulannente los denominados lin 

focitos T citot6xicos (L'ICs) • Pue,.':.o que estos linfocitos efectores 

constituyen el modelo E'.X}.:Je-:=-imental utilizado a lo largo de este trabajo, 

se analizan más detalladamente las características de estas células, sus 

mecanismos de reconocimiento y acción citotóxica, y el papel que ciertas 

lectinas tienen en modificar estos procesos. 

Finalmente se mencionan los mecanismos más importantes desarrollados 

p::>r las células tumorales para escapar a la respuesta inmune establecida 

en su contra, para posterioi-rnente, en la siguiente sección (Anteceden 

tes ) , describir dentro de ~ste contexto, el iocx:lelo experimental de eva­

sión inmune antitumoral estudiado en nuestro laboratorio. 

- . . . . 
·. ·--·:··.· 
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características de una célula twroral 

Una célula tumoral es una célula normal mod.if icada gue puede roa.ni 

festar cambios estructurales en forna, tarraño y arreglo croirosornal. Sus 

peculiaridades funcionnles fundamerrt.:·ües se refieren a: a) disminución 

y/o pérdida de funciones especializadas, b) acentuaci6n.de funciones 

vegetativas como la actividad proliferativa, c) en algunos casos ad­

quisición de fw1ciones nuevas como la capacidad de crecer en sitios 

distintos al tumor original (metástasis) y la de desb."Uir los tejidos 

que la rodean. 

El cambio opera.do en la trapsformación de una célula normal es irre­

versible y la evolución de un tumor representa el desarrol·lo de una 

colonia de células permanentemente alteradas. Quizás la caracter~stica 

más general y dramática de una célula neoplásica es su capacidad de 

crecer indefini.damente, en forma rápida o lenta, de m::mera progresiva 

y sin responder a los mecanisrros nornnJ.es de control y homeostasis 

del huésped • 

Finalmente W1a célula tunoral difiere norrralroente de su contraparte nor 

nial ,en que sufre, ent.L"e otras, alteracio..J.es en la estructuru y función 

de ciertos componentes de su membrana citoplasrnática (Pollack,1974; Ni­

colson,1976). 

Antigenicidad de tumores 

Esta última característica de las células neoplásicas ha atraído el 

interés de muchos inmun6logos en la búsqueda de TIDléculas alteradas e in 

clusivé la aparición de nuevos corn¡,xmentes que no se expresen en la cé 

lula no:r:nal y que, por lo tanto, puooen ser reconocidos corro extraños r:or 

el huésped y producir tma respuesta de rechazo. Ya en 1913 Gross demostró 

la existencia de antígenos relacionados con células malignas. Desde enton­

ces la superficie membranal de las células cancerosas ha sido examinada 

por métcx:los bioqu:ímicos e inmunológicos para identificar constituyentes 

asociados y ca1:actcrístj_cos del estado tl..IlTDral, y varias categorJ'.as de nn 

tígcnos han sido reconocidas: 

a) En la superficie de células tumorales inducidas por vi.rus se han detec 

tado glicoproteínas ·y polipéptidos del· viri6n (I<ennel,1976; Okasaki,1976; 

Kurth,1975; Obata,1981).Estos antígenos <le)?Cnden únicamente del virus on-
';.~~~~~:éi!~:~:\:~~·k:Ú,)-!.A.~.:~, ;,/~.;·~~:~.{:;·~~~~~~;~y:~·~~-_\~\:.,".~~~-{~- ._:;~>:J.Q~:f..:~,~~!if-i-~;¡', ,-~3:·:,,~~:;;:):~~;:;;.:~~"· :t'ih:f:Qi§) :·~.i ·)·f.'.~·;;) ,· ~~-'·:. ··.·:·~:_; ,.~;¿ :_ },,';\: ;:l•, · ..... '.\·., ·:;' '. ; ·,. -· .\',,. ~i: ,. • · ..• " ·,.:;J.1 .. ·• - •• 7 •,·-:··· , •• 
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cogénico, s.iendo los misnos, aunque los tipos de . tumores que los m...1?r~ 

sen sean r.ad·icalrncnt.e distintos. (Lloyd, 1977) . 

b) En tumores inducidos por agentes químicos se han detectado antígenos 

denom:inados turnor-esp.xí.ficos, que constituyen una categoría distinta. y 

separable de los antígcmos virales (Natori, 1977;1978; Ba.ldwin,1973) .Se 

ha establecido que estos antígenos son productos característicos c}e ca­

da tumor individual, siendo inclusive diferentes en dos tum~res deriva­

dos del misno tipo histol6gico y prcxlucidos :p:Jr el m"i.srno a9ente quími­

co {rl'.oo:r:e, 1978; Lloyd, 1977). Es importante mencionar que no obstnnte 

estos antígenos fueron originalmente encontrado en esta clase de tuno ... 

res, también se han detectado en tumores inducidos fX)r virus y en neo­

plasias de origen espontáneo (Baldwin, 1969;0kasaki,1976), lo cual habla 

de la generalidad de este fen6meno. 

c)Por otra parte, también antígenos fetales o embrionarios.se han detec 

tado en neoplasias inducidas p:¿r virus y por agentes químicos (Ting,-

1972; Coggin,1974; Recs,1979). 

í:<espuesta ·rnmunc antitumoral 

la resistencia r:or parte del huésped al crecimiento de células can­

cerosas ha sido tema de intenso interés y trabajo :¡:::or años.La demostra­

ción de que muchos turrores en anirnalcs e)...rperirnentales y también en pa­

cientes hurnc1nos presentan este tipo de antígenos asociados al estado tu 

iroral que desarrollan una respue:;;ta inrnw1e en el huésped, ha provisto 

de. una fuerte base experin1ental para su estudio. Por estudios de recha.­

zo en huéspedes si.ngénicos se han obtenido evidencias decisivas de inmu­

nidad específica en contra de células tumorales (Baldwin,1976).En el ca­

so de neoplasias hum-mas, las pricipales evidencias de que estas c6lulas 

pres_entan neoantígenos similares a aquellos detectados en turrores aninia 

les e.i-..-perimentales se derivan de ensayos in vitro de la respuesta üimu­

ne humoral y celular en contra del tumor, y de estudios de hipersensib~ 

lidad tardía a e.xtrélctos turrorales (Herbei.Jílél11,1974;Hcllstron,1974). 

Vigilancia il1IUunol?gi~ .- El papel del sistema _inmune en prevenir y li­

mitar el crecimie .. nto de neoplasias ha sido enfatizado rnr muchos investi­

gadores ,quizás empezando i:or Erlich en 1909, ~do r:ostul6 que el orga 

nis1ro posee mecrn1isrno.s i.:osjtivos de control que rnanl:.ienen en estado la­

tente el desarrollo de células y tejidos aberrantes, prefigurando de es 

tc1. manera ·lo que sería desarrollado después ·corco la teoría de la Vigi-
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lancia Inrrn.mol6gica , concepto retomado por 'l'hoiws en 1959 y f innlmente 

elal:x:>rado ror Bill:nct (1970) en la fonna. de teoría. la parte central de -

ésta consiste en afirmar que e]_ sistcrna inmune del huésped destruye noE_ 

naln1ente las células alx:!rrantcs o canccrm,;¿¡s que nparccen en forma cs­

p:::intánea en el orgilllismo cu..:::i.ndo f~l tumor se encuentra todavía en estado 

incipiente de formación.Para esto,.las células malignas deben dif0rir an 

tigénic<:unente de las ~normales y provocur en el huésped una respuesta in 

mune de rechazo8 El curso norrna.1 de estos eventos sería la eliminación 

de estas células alteradas ror un rnecani smo similar al rechazo de b:ans 

plantes alogénicos mediado por los LTCs. Este concepto de la vigilancia. 

inmunológica ha generado desde entonces muchos estudios experimentales, 

discusión y controversia hasta la fecha (Schwartz,1975; Frehn,1974;Reith, 

1978;Mitchison et al, 1980; .Moller et al, 1979; Smith et al,1970). 

Eoy en dJ'.a se proponen además de los linfocitos T, otras poblaciones 

efectoras capaces de destruir células neoplásicas incipientes: los ma­

crófagos activados(Alexander,1976; Hibbs et al, 1978; Weinberg et al, 

1978), y las células denominadas aE>esinas naturales (ANs). Estas últi­

más constituyen una subroblación de las células linfoides, con activi­

dad citotóxica antiturroral y presentes en altos niveles en organismos 

normales (Herbenna..n et al,1975a;1981; Roder et al, 1979). Puesto que su 

actividad es independiente de estimulaci6n previa (Herberrnan,1975b) y 

se ha demostrado que inhiben metásta.sis y crecimiento tt:n:noral j.E, vivo 

(Hanna et al,1981;Warner,1982) es de espc---rarse que constituya una pri-

mera lín~ de defensa en contra de neoplasias de origen red.ente. 

Dado el gran debate que existe sobre la efectividad de estos me­

canismos de vigilancia in1runológica es importante distinguir entre és­

tos y una respuesta inmune de recl1azo en contra de rm tumor ya estable­

cido, ésta última extensamente fundai~1entada en la literatura (Cerottini 

et al,1974a;Baldwin et al,1976;1973; I.Bvy,1974). 

Basados en estudios de transferencia pasiva de irrnunidad se ha de.rrostra 

do que la inmunidad mooiada por células es la esencialmente involucra­

da en el proceso de rechazo de turrores (Herbennan,1974). 

Linfocitos T citotóxicos (LTCs) 

Dentro de las reaccione:s rned:i.adas por células con actividad antitu­

rroral, la más im[x:>rt-·1nte Gs la producida por los L'I'Cs (Pal.ladino et al 

1.982; Grcenberg et al, 1981; Cerottini, 1974a). Estos linfocitos son cé· 
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Goldstein et al, 1977;Martz,197.7; Ryscr et al, 1982). Aw1quc la presen­

cia de calcio no es requerida para que se fonne el comple:jo celular,es 

necesaria para que el evento lítico tenga lugar (Plaut et al, 1976). 

b) Prograniación para la lisis y/o ataque letal.-

El estado denomina.do Programación para la lisis se definió en ba·­

se a resultados mq~:icr:i.mentales que nost.L'aron que cuando se pe:i:mitía ~ 

teraccionar a las células efectoras con las células blanco r::or: tan sólo 

10 minutos,la inmediata rEm'.)ción de las primeras ya no prevenía la li­

sis ulterior de las células blanco. Es decir, éstas habían quedado pro­

gramadas para una lisis subsecuente, proceso que torn..=t varias horas y 

no requiere más la presencia de los LTCs (M.artz,1975;1977). Esta etapa 

fue origina.Jn1ente denominada así puesto que no era claro si la acción 

de los linfcx:::itos T en estos primeros minutos p:::>steriores al fe..n6meno 

de adh.esión. representaban ya tm dafio real a la célula blanco, o más 

bien alguna otra alter.:tción que no fuera iniciaJn1ente lítica. Sin em­

bargo, estudios :¡;:osteriores derrnstraron en esta fase,...la existencia de 

lesiones ftmcionales en la membrana de la célula blanco (Martz, 1976). 

Después de la adhesión espzcíf ica entre célula citotóxica y célula 

blanco y concomitante a los eventos p:>st-acoplamiento de Programación 

para la lisis, la célula efectora ejerce un efecto tóxico para la cé­

lula blanco, fenómeno conocido corro el del Ataque Letal. Con la excep­

ci6n de que es unidireccional (I\upper et al, 1977) y localizado (Wei­

Zen et al,.1981), el mecanisrno de acción lítica es prácticamente desco­

nocido. Se han manejado tres teorías para intentar explicarlo: 

1) .- Mediante la secresi6n de factores solubles ti:po linfotoxj.na (Gran­

ger et al,1968), que en su forma rrás ela]:x)rada supondría la lil:x:!ración 

de ciertos compuestos en forma inactiva }?'.)r el linfocito T al momento 

de interaccionar con la célula blanco.Posteriormente estas moléculas 

pro-citot6xicas adquirirían su confonración activa al interaccionar 

con el complejo receptor-antígeno fonnado, destruyendo a la célula -

blanco en una forma }?'.)larizada. Esto aparentemente no es el caso" pues 

se ha derrostrado que:~ se puede abatir la actividad lítica de la célula 

efectora si.n alterar su capacidad de secretar mediadores solubles del 

tipo rncnc:Conado (Ilenney,1974a). 
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2) .- Se ha :i;:ostulado que a través de conC)dones intercitoplasmáticas en -

tre la célula efectora y la célula blanco se establecerían canales d8 co­

municaci6n entre aml::as sin contacto con el medio externo, ·ror los cuales­

pasar~an los com:i;:onentcs líticos (Sura et al, 1967; Selji1 et al, 1971) 

Sin cml:x:Lrgo este tip:::> de interconex.iones no han p::xlido ser identif j_cadas 

(Biberf ield et al, 197 5) • l)or otra i::orte, el tiern1.:D requerido para que -

se formen uniones intercitoplasmáticas con estas caracteristicas es mucho 

mayor que el necesario para que suceda el evento oitot6xico ( Mac Donald 

1975). 

3) .- Finaln1ente, a través de mecanismos que involucran moléculas citot6-

xicas enlazadas a ID2mbrana. Estas moléculas adquirirían su posici6n ac -

tiva y orientada en la superficie de la mernlJrana efectora, justo en la -

zona de contacto específico con la célula blanco. Se ha postulado fosfo­

lipasas (Frye et al, 1975), metil-transferasas y proteasas tipo tr:i.psina. 

I.a evidP-ncia más sugestiva e inesperada que apoya este m:::xlelo es la de -

rrostración de actividad citot6xica mediada r:or membranas plasmáticas pn­

rifica-'.1as de linfocitos T citotóxicos (Ferluga et al, 1975) . 

e) Destrucción de la célula blanco.-

Como consecuencia de la lesi6n irreversible inflingida por la célu­

la efectora durante la fase del Ataque Letal, la célula blanco sufre un -

proceso de desintegración. La. membrana muestra cambios progresivos en su­

permeabilidad. Inicialmente la le~i6n solo pernute un rápido intercambio­

de iones inorgánicos y pequeñas :rroléculas. la. salida de macrorroléculas 

tiene lugar después como consecuencia de una regulaci6n osmótica alterada 

( .Martz et al, 1974) • 

I.a. destrucción final de la célula aparentemente será ocasionada ¡::or las 

fuerzas osm5ticas coloidales resultantes de la entrada de agua a ésta 

( Henney et al, 1974b). 
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Relación del C9rnpleto M.::1-.yor de IIistocornpatibilic1ad (O:JII) con el i~. 

canisrro de recono8-1miento de los IJl'Cs (Fenómeno de restricci6n por 

. H-2.) 

El CMH llamado II-2 en el ratón y JIL-A en el huma.110, se cncuen 

tra ligado íntimamente. con diversos fenómenos in .. rnunes. Entre ellos, el r!::_ 

chazo de transplantes alog8nicos (Shrefflery David, 1975) y la regulación 

de respuesta de anticue..i.i;:os a cic:rtos antígGnos, detenninada por la e::x.pre 

si6n de genes inmunoreguladores (I<atz et al, 1974; Klein, 1975). Compren­

didas dentro de las moléculas de superficie celular codificadas i:::or el 

Complejo H-2 se encuentran los antígenos mayores de histocompatibilidad -

denominados H-2K y H-2D, presentes en la mayoría de las células de rat6n­

(Katz et al, 1974). Estos aloantígenos son glicoproteínas integrales de 

membrana de 45 000 da.ltones que :¡;:or lo general se encuentran asociados a 

una prote]_na más pequeña denominada B-2 Microg1obulina (Nathenson et al , 

1974; Silver et al, 1974). Son precisamente estas glicoproteínas las reco 

nocidas :¡;:orlos LTCs en una.reacci6n de rechazo de transplantes alogéni -

cos. Por otra parte los LTCs solo ¡;:od.rán :ccconocer antígenos alterados o 

extraños expresados i:x:>r células si.ngénicar:;, únicamente si éstos son ex 

puestos en presencia de los aloantígenos H-2K yH-2D hom6lo.3os. De esta ma 

nera tanto la e}.'Presión del antígeno alterado o extraño, corno la del pro­

pio H-2, son indispensables para que un LTC" pueda interaccionar y destru 

ir a las células blanco (Berk.e et al, 1981) • 

Este fenómeno conocido como restricción iX)r H-2 es bastante general y ha­

sido descrito en sistemas donde los LTC~ se encuentran diL"igidos en contra 

de antígenos virales (Zinkernagel, 1975, 1976; Koszinowski et al, 1975),­

antígenos menores de histocompatibilidad (Bevé.1.11, 1975a), antígenos induci 

dos ¡::or agentes químicos ( Fonnan, 1975) y en contra de antígenos tumora­

les que es el caso que nos interesa (Schroder et al, 1975,1976; Germain -

et al, 1975) • 
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Linfocitos T Citot6xicos induciuos r.x:>r lcctinns 

L:"1s lecti.J.1éls son proteínas de plantas que tienen la capacidad de :in 

terac~iona.r específicamente con ciertos residuos de carl:ohidratos ( N.iCol 

son, 197 4) • Por ser moléculas ¡::olivalentes pueden agluti.J.mr células y pr~ 

ducir diver."'..as alteraciones en su superficie ( Noonan et al, 1973; Fornan 

et al, 1973; Rapin et al, 1974). Lectinas tales corrn la Concanavalina-A -

( Con.A) y la Fitohemaglutinina (F1-IA) tienen efecto mitogénico en linfoc.f_ 

tos T de ratón ('Ibyashirna et al, 1976; Palacios, 1982). Sj_ linfocitos T -

no inmunes son colocados en prescmcia de estas lectinas sufren una trans­

formación blastoide i:x:iliclonal y adquieren la capacidad de ser citotóxi -

cos si el ensayo de lisis se desarrolla en presencia de estas mismas pro­

teínas. Sin embargo, tal actividad lítica es altamente i.J.1específica y una 

gran variedad de células pueden ser lisadas, ü1clusive células singénicas 

De esta forna la actividad ~e este tipo de linfocitos es inespec5.fica e -

inducida y revelada por lectinas (Bevan et al, 1975b; Asherson et al, 

1973 ) .se ha postulado que células con estas características son ";m3curs~ 

ras· de los LTCs maduros que haJJiendo desarrollado su :¡;:otencial lítico to­

davía no tienen suficiente cantidad de receptores específicos en su super 

ficie, o son de baja afinidad (Rubens et al, 1977 ) . 

Efecto de lectjnas en la lisis mediada p:>r LTCs espc>eíf icos. - De manera -

similar si LTCs proouci.dos específicamente son colocados en presencia de.­

estas proteínas aglutinantes en un ensayo de citotoxicidad, su actividad­

lítica tendrá lugar en ausencia de reconocllniento antigénico, perdiendo ~ 

sí su espccif icidad original y superando el fenómeno de restricción por -

H-2 (Fornian et al, 1973; Bevan et al, l975b; ~.oller, 1964; Bonavida et al, 

1976 ) . Trabajos más recientes han demostrado que el papel de las lecti -

nas en mediar.e§te tipo de lisis inespecífica no se restrinqe a la forma­

ción del complejo celular efectora-blanco, silla también a la activación 

del mecanisrro lítico en el linfocito ( Green et al, 1978; Parker et al, -

1980 ). Se han reportado lectinas que preferencialmente i.J.lducen adhesión­

celular corro la Aglutinina de Gennen de Trigo (AG'l') , y lectinas corro la -

Con.-A y la FHA caracterizadas corro potentes activadoras del mecanisrno lí­

tico. 
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Evasi6!]- tt~110:.;_.-1l de 1n. respuesra_ inmune 

Si una célula ncoplfisi.ca induce en e1 huésped una respuesta ürrnune- . 

de recbazo en su contra, surge entonces la pregm1ta de c6mJ puc.-c1e crecer­

y desarrollarse en este mecho ambiente i:ot<:.~cialmente hostil. En la lite­

ratura se han reportado diferentes rnecanisrros utilizados por la célula 

cancerosa para evadir o escc::tpc.1.r a la reacción jnmlme en su contra y sobre 

vivir dentro de w1 sisterm que de otra forma J.e sería letal. 

Ios nús imp:::irt;::mtGs son : 

a) Modulación antigénica.-

Algunas células tumorales tienen la capacidad de m-Xiular la expresión de­

sus antígenos de superficie al rromento de entrar en contacto con sus anti 

cuerJ_X>s específicos (Klein, 1973 ),ya sea desprendiéndolos en forma de 

complejos i:nmW1es o internalizándolos (Esrron et al, 1976).De esta manera, 

al disminuir o desaparecer los antígenos ttm10rales de su superficie, las 

células neoplásicas pueden evadir la respusta ll1!11Ul1e del huésped ( Van -

Blitterswijk et al, 1975; lUlgcrs et al, 198.0 ) • 

b) Desprendimiento antigénico.-

Ciertas neoplasi.::i.s pueden desprender espontánc.·amente y en cantidades con­

siderables antígP.nos tmrorales de sup2rficie :·: medio sin requerir de in­

teraccionar con anticuerJ_X>s (Ibljanski et al, 1976). Estos antígenos des­

prendidos tienen la capacidad de reaccionar con los r:rcs y anticuerrx:is -

dirigidos en contra del tmror e inhibir su actividad lítica (CUrrie, 

1973¡ Alexander, 1974). 

e) Otros factores séricos solubles.-

A p:i.rtir de los primeros reportes indicativos de que el suero de huéspe .. -

des· p::>rtadores de turrores bloqueaban la actividad de linfocitos T y anti­

cuerp:Js il) ~ en contra del m~srno turror ( Hellstrom et al, 1970 ¡ Hell­

strom et al, 1969 ), muchos trabajos. se abocaron a determinar la naturale 

za de estos factores. Las primeras evidencias indicaron que posiblernente­

se trataba de cierto ti}_X) de nnticueri:::os no citot6xicos denominados "blo­

queadores o facilitadores", que competían J.X>r los misrros sitios antigéni­

cos reconocidos ¡:Dr los LTCs (Tocld et al, 1973) • Estudios J_X)steriores han 

dado mayor énfasis al papel de los complejos inmunes antígeno-anticuerpo­

en mediar este ti1:::0 de actividad bloqueadora ( Baldwing et al, 1975 ) • 
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d) Escasa antigenici<lad.-

0.lillldo un tunnr se e11cu12.ntra en sus primeras etapas de desarrollo puede -

expresar cantidades muy pequeñas de.antígenos tUITDrales para que el siste 

roa inmune sea capaz de reconocerlos. Para el tiern¡;:o en que estos antíge -

nos son finalmente detectados, el tumor ha crecido en tal magnitud que a(m 

la mejor respuesta inrnunológica ele rechazo es insuficiente para controlar 
1 

lo (Old et al, 1965; Klein, 1973). 

e) Estados de inmunosupresión inducidos en el huésped p::>r el tumor.­

Ciertos tumores son capaces de pro::lucir estados de inmunosupresión en sus 

huéspedes (Adler et al, 1971; Guillete et al, 1973; C.,olu}J et al, 1974 ) , 

mediante la secreción de moléculas formacológica:rnente activas (Prescj.a et 

al,· 1975 ) o a través de la est:iIDulación de células T supresoras que aba­

ten. la respuesta inmune en su contra (Kirk\~DOd et al, 1974). 
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ANrEOfüENTES 

Un tipo distinto de evasión inmune es el estudiado en nuestro lab::>ra 

torio •. El modelo e}._1)ed111Emtal lo constituye rm turror dL::? mielorna murino de­

nomi11ado LPC-1, inducido en ratones de la cep.::l BAL.B/c tX)r aceite mineral. 

Las células que se obtienen del turror LPC-1 de 2 a 4 días después de ser -

trai1splantadas en la cavidad perj.toneal del rat6n huéspc:Xi (células LPC-1 -

ternprai1éls ) , son suscepUJ.Jles µ la lisis por L'l1Cs y é.l.ntj_cue:qYJS; sin emlx1r 

go, si· las célulus tumorales crecen iX)r un período m':í.s largo y se recolec­

tan de 12 a 14 dí.::i.s después de ser transplant.adas (células LPC-1 tardías).­

éstas son resistent.Gs (Celis et al, 1979a) . Se enconl.:.:ró que esta resisten 

cia de las células LPC-1 tardías correlaciona con una disminuci6n de 6 a -

10 veces en la capacidad de estas células de reaccionar c:m anticuei.-pos an 

ti-H-2, en comparación con las células tempranas (Hale et al, 1979) • 

Esto planteaba dos alternativas principales: que las células tardías 

dejan ~-presar sus antígenos de histocornpa.tibilidad, o que éstos se encuen 

tran inaccesibles de interaccionar con los anticue.i:}X)s y rx>r lo -..:anto, con 

los LTCs debido al fenómeno de restricción por H-2. Posterio.onente se de 

rrostró que la aparición del fenotipo resistente, correlélcioúaba·estrccha 

mente con la e..~presi6n de una glicoproteD-ia de aproximadamente 160 000 dal 

tones (gp-160) que se acumula en la superficie de las células.twuorales 

(Celis et al, 1979 b) . 

gp -160 es una glicoproteína f01.l!lada ix:>r rma sola cadena polipeptídica 

rica en ácido siálico, es sintetizada por las células twrorales y no sim -

plemente adsorbida a su superficie del suero o líquido ascítico del hués -

ped. Es al tarnente susceptible a trj.psina y reacciona con algunas lecU.nas­

como la Con.A y la Aar (Celis et al, 1979 b). Además se observó que las cé 

lulas LPC-1 tardías y resistentes pueden revertir a tempru.nas y suscepti 

bles y nuevamenl.:.e capaces de reaccionar con ai1ticuerpos anti-H-2 , si: a 

Se transfieren a w1 nuevo huésped y se recolectan después de 2 a 4 días de 

crecimiento (Celis et al, 1979a). b) Si se colocan en cultivo de tejidos­

por más de 4 días ( Hale et al, 1979 ) . e ) O se tratan con algunas prote­

asas tales como la tripsina, gufo1iotripsina y subtilisina (Celis et al, -

1979b). 'Ibdos estos tratamientos tienen en común que afectan la presencia 

de gp-1(,)0 en la superficie de las células tardías, haciendo desaparecerla 

practic.::unente de su superficie. 

En conjw1to, estas observaciones sugieren que los antígenos H-2 re­

almente no disminuyen en las células tardías, sino que son bl0qt!eados por 
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gp'.""160. •rambién se ha observado qu,':! aml.us células tumorales, tempranas y -

tm.-días, reaccion.:u.1 1:x:>r igual con anticueqX:is dirigidos en contra du antí­

genos de superficie no relacionados con el Comple:jo H-2, y se Cle.nnst:r6 gue 

la apar:0nte interaccj_ón entre gp-160 y los antígenos H·-2K y H-2D se man 

tiene en frc::lgrncntos de rnrn1.bru.nas celulares (Celis et al, 1980). 

Estos resultados parecen indicar que CJP-160 bloquea pref<.:'renciaJ111en­

te a estos alo;;mtígenos interfiriendo en su reacción con los L'I'Cs y anti -

cuerpos anti-H-2, evadiendo de esta manera su mecanismo lítico. 
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OBJETIVO 

Siendo los LTCs la población efectora del sistema ±nmunc principal ~ 

mente involucrada en el rechazo y destrucción de células neoplásicas, está 

rerros interesados en estudiar más c1etallac1arnc:nte las interacciones entre -

estos linfocitos y el mielorna mw.5no LPC-1 y caracterizar con mayor deten.:!:_ 

miento el papel que tiene gp-160 en cuanto a su capa.cidad de conferirles -

resistencia frnnune a estas células tumorales. 

Este objeb.vo fundurncntal es abordado a través de dos acercarnientos­

ex.perirnentales diferentes: 

Por w1a :i;.arte se estuclia la :r:osD)ilidad de que esta glicoproteína no solo­

fw1cione bloqueando los antJ'.genos B-2, sino también interfiriendo con el -

mecanisrro l:í.tico de los IJI'Cs. Para resp:::mder a ello se analiza el papel de 

ciertas lectinas en alterar el fenotipJ resistente del turror frente a es -

tas células efectoras y se discuten los 1xisible;,; mecanisnos de acción. 

Por otro lado, se valora la peL"tinencia de los L'ICs en el f enórneno de re -

chazo de LPC-1 en ratones DBA/2 y se investiga lu. importancia que pued.en -

tener diferencias en antígenos menores de histocompatibilidad en este pro­

ceso. En esta segunda parte el Emfoque está dirigido a tener una visi6n 

más completa de la dinámica de la reacción de rechazo ü1rnw-1e establecido 

por los ratones DBA/2 en contra del turror LPC-1 y cuál es su relación con­

la presencia de gp-160 en estas células neoplásicas. 

-,=·x.·. 
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.MATERIAL Y MEIOIXJS 

An:im::i.les 

Ratónes congénj.tos de las siguientes cepas fueron utilizados: BALB/c 

(H-2c1), obtenidos a través del Instituto Mexicano del Seguro Social.DBA/2-

(H-2d) r· C57BL/6 (II-2b) y CBA/n (H-2k) fueron origüialmcnte obtenidos de 

los laboratorios Jackson, Bar Harror Maine. Los ratones Bl'.\LB/b (H-2b) fue--ron donac1os por el Instituto Tecnol6gico de Massachussetts. Toélas las ce -

J.Xl.S fueron reproducidas en el Instituto de Investigaciones I3iomédjcas de 

la UNAM. Animales del mis.roo sexo y edad (6-10 sc.r.11émas ) fueron utilizados­

en cada experimento. 

Tumores 

Los tumores rnurinos de células plasmáticas (miclomas ) IJ?C-1 (H-2ª)­

y X63 (H-2d), los linfomas de células T EL-4 (H-2b) y YAC-1 (H-2k) y el 

mastocitoma P815 (I-I-2d) fueron obtenidos del lalx>ratorio del Dr. H. Eisen­

(Instituto Tecnológico de Massach.ussetts). LPK-1 es w1a sublinea del tumor 

LPC-1 adaptada a crecer en cultivo. 

Ios turrores fueron crecidos en formEt de ascitis, transfiriendo 1 X 10? 

células intraperitonealmente a cac1a ratón a intei-valos de 7 días. X63 y 

YAC-1 fueron mantenidas en cultivo a lo largo de todo el estudio. Células­

LPC-1 definidas corro tempréU1as y tardías fueron tomadas 4 y 12 a 14 días -

respectiva"lle.nte después de ser transplantadas en ratones BAL13/c. 

Medios de cultivo 

Preparación de medio de cultivo para células turrorales·. (Medio C) .- Todas 

las células crecidas in vitro se cultivaron en medi.o RPMI-1640 (GIBCO, # -

de cat. 430-1800) adicionado con 2.0 gr. de Bicarb:::n-iato de Sodio (GIBCO, # 

de cat. 895·-1810). 100 ml. del Medio e completo se prepara con: 

1 ) l ml de solución de antibi6ti.cos penicilina y estreptornic.ina 100 .x (GI­

BCO, #de cat. 600-5145). 

·2 ) 1 ml de solución antimic6tica .(fungizone) lOOx (GIBCO, # de cat. 600 

5295). 

3 ) 1 ml de solución de L-Glutamü1a 200 rnM 100x (GIBCO, # de cat. 320-5030) 

4 ) 10 ml de Suero Fetal Bovino (SFB) • 

5 Se afora a 100 ml con RP.MI-1640 adicionado con bicarl:x:mato. 

PrepcJ.raci6n <le medio de cul fi vo .J20:Eª LTCs . (Medio. K) . 
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cada 100 ml del Medio K completo se pre1xu~a con: 

1 1 ml de soluc.ión de antilii6ticos penicilina y estreptornicina lOOx. 

2 1 ml de E",oluci6n antinüc6tica (fungizone) lOOx. 

3 1 ml de solución de L-Glutarnina 200 rnM 1.00x. 

4 6 ml de SF'B. 

5 1 ml de solución de aminoácidos no esenciales 10 mM lOOx (GIBC0,320-1140) 

6 

7 

2-Mercapto etanol a una concentración f i11al de 50 uM. 

Se afora a 100 ml con HPMI-1640 adicionado con 13icarJ:x:mato. 

GENEHACION DE LTCs 

A ) In vivo Se produjeron LTCs específicos en contra de diferentes 

haplotipos. Para obtener LTCs anti-H-2d, se inyectan intraperitoneaJmente 

Sx106 células Ll?C-1 viables p:Jr animal, en ratones BALB/b y C5713L/6. A los 15 

y 30 días se inyectan nuevamente con lxl07 células tumorales. 4 días dcspués­

de la tercera inmunización las células efectoras se obtienen por medio de la­

vados de la cavidad peritoneal con 5-10 n1J_ de Solución Saliua Balaireada de -

Hai1ks. (SSB) (GIBCO, # de cat. 310-4060). 

Para obtener LTCs anti-H-2b se utilizai1 ratones BALB/c y célu1as turrora 

les EL-4 siguiéndose el mismo esquema anterior. 

Para generar IJI'Cs sing8nicos anti-LPC-1, lx107 células LPC-1 son inyec­

tadas intrap2ritonealmente en ratones DBA/2. El tumor es rechazado alrededor­

del día 12, tiempo en el cual se recogen las células efectoras por el rnétcx:1o­

ya descrito. 

B ) In vitro En cultivo se produjeron LTCs de diferentes caracterís 

ticas: 1) Inespccíficos estimulados por Cnn.A, y 2) Específicos por medio de­

una reacción alogénica denominada cultivo Mixto de Linfocitos (CML} • 

Obtención y preparación de células esplénicas para estos cultivos .- Con téc­

nica estéril los bazos se remueven y se colocan en cajas de petri de plástico 

de 60 x 15 nm (Costar, # de cat. 3060) conteniendo SSB. Se obtiene una suspen 

sión celular disgregando el bazo en lma malla metálica. Posterioi.l!lente las cé 

lulas se transfieren a tul::os de plástico cónicos de 50 ml (Falcon Plastics, # 

de cat. 2070) y se dejan 5 minutos en frío para que las partículas más grue 

sas sedimenten, transfiriendo el sobrenadante con una pipeta Pastcur·a turos­

nuevos. Las células se·lavan una vez más con SSB, recuperándolas por ccntrifu 
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gaci6n a 100 x g por 5 minutos. Fü1almente se resuspende el Lotón celular ·en 

Medio K y se cuenta el número de células viables ror 111edio del método del a -

zul de td.pa.no, ajustando las células a la concentración deseada. 

1 ) Est:irnulación de células esplénicas in.vitre por C?n.A (L'I'Cs inespc­

cíf icos) • - Se siguió el protocolo cfo~;crito p:>r Bevan (19n-ib) . Brevemente : 
.----7-
5 x 10 células de b~zo previamente preparadas por el procedimiento anterior, 

se resuspenden en 25 ml de Mc::dio K que cont.iene 2 ug/rnl de Con.A. Se colocan-

25 a 30 ml de esta suspensión en cajas de J?2l::ri de plástico de 100 x 20 rrm 

costar, # de cat. 3100). Jns cultivos se ITBntienen a 37ºc en w-ia atrnüsfera hu 

midificada de 7% co
2 

y 93% aire (Tcxlas la:; jncubaciones a 37ºC se mantienen 

en estas mismas condiciones ) • Las células se cosechan 3 días después para 

ser utilizadas en el ensayo de citotoxicidad. 

2 ) Producci6n de L'l'Cs específicos anti-H-2d in vitro (01.L) .-

a ) Estirmllación Primai'ia .- 7x106 células efectoras viables de bazo se culti 

vcu1 jun : . .o con 3 x: io6 células esb1nuJ_adoras de un haplotipo de histocompatibi 

lidad diferente, pretratadas con Mitomicina e, en 1 m1 de Medio K. Se coloca-

1 ml de esta su?pensi6n por pozo en placas de cultivo de tejidos (Costar, lF -

de cat. 3524). Las células se alimentan el día 3 o 4 con 1 ml adicional de Me 

dio K fresco 1X)r i:ozo y se cosechan el día 5 para el ensayo de citotoxicidad. 

b ) Esbmulaci6n Secundaria .- Para una est:i.mulaci6n secundar:[a, el CML origi 

nal se mantiene en cultivo durante 14 días. En este día se adicionan nuevamen 

te 3 x 106 eélulas estimuladoras iX)r :i;ozo. Las células son cosechadas 3 días­

después para el ensa:'lº de cito·toxicidad. 

GENERACION DE LTCs DE LARGA DURACION 

Está ampliamente reportado en la literatura que sobrenadantes de célu -

las de bazo esbmuladas ~ vit.ro por ciGrtos mitógenos corro la Con.A y la :F'HA 

permiten :mantener cultivos de L'ICs específicos indefinidamente (· Gillis et al 

1977,1987a; Hosenberg et al, 1978 ·' Ruscetti et al, 1977), e inclusive esta 

blecer líneas clonadas y nonoclonadas de estas células (Lutz et al, 1981; En­

gers et al, 1980; Baker et al, 1979; Glasebrook et.al, 1980). Para obtener po 

blaciones de linfocitos con estas características, células provenientes de 

una estimulación secundaria son aliinentadas eón una me7.cla de Medio K 50% y 



i7 

50% sobrenadantes ele céluJ.as esplénici1s estimuladas r::or Con.A, rico en facto­

res de crecimiento de célulu.s 'J.', ahora dcf inido corro Interleukina 2. Este.,..; 

Lrrcs son esti111Lllados cada 15 d]as con l x 106 células por ml tratadas con Mi­

tomici.n'a C. Se les cambia el mcrlio y se diluyen c0da 7 días aproxilrodamente. 

Se seleccio 

n6 quéroarca y lote de SFI3 es el gu2 pei:mi.te lu producción do los LTCs más ac 

tivos. Esto es jm¡:x:irtante pi.K~sto que el SFB es un componente~ imprescindible -

en cualquier medio de cultivo i:.radicj_onal p:lra célula.s de mmnífero, y no sólo 

el cambiar de marca, s:Lno inclusive de lote puede alterar gra.v0111c:cnte la viabi 

l.idad y el crecirnier1to de las células, i::or lo cual es necesario dado los perí 

odos prolongados de cultivo de estas células, seleccionar un SPB que pennita­

altos valores de lisis y del que se disr:onga en ca.~tidades suficientes. Las -

figuras 1A, lB ":i lC muestran los resultados de este e:xper:im8nto, escogiéndose 

el utilizado en la figura lC (Micro-lab producido en México) • 

Prcx:1ucción de Factor de crecjmiento de células T (Interleukina 2) .- Se si 

guió la técnica descrj_ta [X>r Gillis (1978b) con algunas mc<lificaciones. Breve 

mente: 1 x 106 células esplénicas viables de ratones BALB/c o DBA/2 en un ml 

de Medio K son cultivadas en presencia de Con.A a 2 ug/ml en cajas de petri -

de plástico a 37°C. A las 48 hrs. las células se centrifugan 500 x g p:>r 10 -

minutos y se colecta el sobrenadante. La Con.A se absorbe utilizando G-50 en­
lote. El sobren.o.dante obtenido se guarda a -20ºC hasta ser utilizado. 

Tratamiento de células de J:.azo con Mitomicina C .- Con algunas m::>dificaciones 

se sigui6 la técnica descrita ¡;:or T. Meo (1979) . Brevemente: Una cantidad de­

células esplénicas corresp:mdientes a tres veces el número total de estfomla­

doras requeridas para el e:>:perimento, son transf ed.das a w1 turo de 50 rnl a u 

na concentración de 1 x 10 
7 células por rol en Medio K. La Mitomicina C se añade 

de una solución concentrada (500 ug/rnl en RPMI-1640) a razón de 50 ul de ésta 

r:or cada m1 de la suspensión celular. El tubo es incubado a 37°C rx:>r 30 minu­

tos agitándolo ocasionalmente. I.as células se lavan 4 veces en SSB fría y se­

resuspenden en Medio K. Fjnalmente se cuenta su viabilidad y se ajustan a la­

con.centración deseada. 

Inducción de l\Ns in vivo Rtltoncs CBA/n son inyectados intraperitonealmcnte 



18 

con 100 mg de ácido }:X>liinosínico: p-.)J.icistidílico (Poli I: C) en • 2 ml de Sl\l~ 

2'1 lloras cfospu~s se extraen los bazos y las células de la cavidad peritonc::ü­

para prob:i.rsc en el ensayo de citotoxicidacl. 

Pl\T:.'PM\ilCION DE CELUL..7\S In.Zl.!:X .. 'O PAPA EL ENSl\YO DE CI'l'OIOXICIDP.D 

Las_células crecidas in vivo se obtienen i:x::ir rnE.<lio de lavados ck! la ca­

vidad peritoneal con una solución salina amortiguadora de fosfatos (Sl\F) • La.­

mayoría de los eritrocitos contaminantes se eliminan con varios ciclos de cen 

trifugación (40 x g por 10 minutos ) • li:1s c8lulas turnoralcs crccj_das in vitre 

se centrifugan 1 vez en SSB. Blastos de Con.}\ son preparados incul:xn1do 5 x 10 7 

células de bazo con 10 ug de Con.A en 5 ml de Medio K 2 a 3 días. 

TRATAMIENTD DE IAS CELULAS CON TR1PSHJA 

1 x 107 células tumorales son lavadas 3 veces con SAF ( 100 x g fOr 5 -

minutos ) • Se resusP2nden en 10 ml de SAF conteniendo O. 25 mg/ml de tripsil1a. 

Las células son incuba.das 30 .minutos a temperatura ambiente. Posterionnente 

son lavadas 5 veces con SAF frío y se ajustan a la concentración. dese.::ida en 

Medio e. Para ensayos de cj.totoxicidad la viabilidad en todos los casos de!.Je­

rá ser igual o mayor al 90%. 

MARCAJE CEJ"UIAR CON SlCRCT-10 PARA EL ENSAYO DE CITO'IüXICIDAD 

Las células blanco son marcadas incubando 5 x 106 células con 250 uCi 

de Na2 
51ero4 (New England Nuclear, Boston, Mass. 1 mCi/ml) en 0.5 ml de 

Medio e durante 1.5 horas a 37ºC. Se centrifugan 4 veces en SSB fría y se a 

justan a la concentración deseada en Medio c. 

ENSAYO DE CI'IOTOXICIDAD 

4 51, 
2 x 10 células blanco previamente marcadas con Cr. son colocadas en-

tu).):)s de plástico con diferente número de células efectoras en un volúrnen -

final de 100 ul. Se añaden 50 ul de Medio C con o sin lecti.nas a las diferen­

tes concentraciones utilizadas. D3spués de 4 horas de incubaci6n a 37ºC se a­

gitan suaw~nente los tu}::os y se añaden 0.85 ml de Sl\J? frío por tul:o. D2spués­

de centrifugar las células (100 x g por 5 minutos) y tornar 0.5 ml del sobrcna 

dante de cada tuln, se cuentan éste y el sobrenadan te remanente con el pacrue-

,,,(. 
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te celular en un contador garrnna · (l\BBOTr l\.utologic gaJri:na counter ) . El porcien 

to de= lisis es calculado corn::::> porcicnto especifico de lilr-~retdón de 51cr. 
el cual es igual a (1.Ex - J..cs/1 -· Ll~s) 100, donde LEx y LEs corresponden a -

la l~raci6n del radioisótor:o en prcs(~nda de JJJ'C~> (lil::x:;ración exper:iJnental) 

y en ausencia de L'.I:Cs (lüxffación espont(mca) rcsp2ctivzunente. 

ENSAYO DE P.GLtJTINt,.CION DE CELUI2\S TUMORALES POR I.ECI'INAS 

2 x 105 células tumorales en 50 ul de RPMI-1640 adicionado con Albúmina· 

Sérica Bovina al 0.1%, son colocadas en placas de cultivo de tejidos con PJ -

zas de fondo plano (Falcan, # de Ca.t. 3040) . Se añaden 50 ul del mism::::> medio­

con las diferentes concentraciones de lectinas a probar. Después de incubar -

las células p::::>r 1 hora a t0I11peratura ambiente, se observa en el microscopio -

invertido el grado de aglutinaci6n. 

CON,JUGACION DE Con. P.. CON ISOI'IOCIANA'l'O DE F'LllORESCEINA 

Para acoplar las moléculas de Con.l\.·con el isotiocianato de fluorescei­

na (FI'I'C) se siguió el método descrito i:or Cebra y C-0ldstein (1965) para mai::--­

car anticue.rp.:)s, con algunas m:X!if icaciones. Brevemente: 5 mg de proteína se-· 

mezclaron con 12.5 ug de FI'l'C por ml en una solución de 0.1 M de Na2co3 • Ph 9 

a 4ºC durante 18 horas con agitación lenta. Posteriormente esta solución se -

. centrif_uga para eliminar los precipitados forma.dos. La separación del conjuga 

do de la :FI'I'C libre se lleva a cabo mediante una cromatografía en una columna 

de Sefadex G-25 equilibrado con SAF. 

·.·:. -... 
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RESULTADOS.~ 

Parte I. Estudio de las interacciones entre LPC-1 y los L'l'Cs utili -

zando diversas lectinas. 

Como ya fué descrito en la :i.ntroduéción, para que un L'I'Cs específico pueda­

reconocer a su célula blanco y destruirla, es nece.sario CJlK~ ésta e.">.'Prese en 

su superficie celular los antígenos del CMH. Si estos alo::mtígenm> no es· -

tán presentes, son distjntos a los que indujeron al LTCs a diferenciarse, o 

se encuentran j.naccesibles a los receptores de las células efectoras, és­

tas son incapaces de ejercer su activa.dad citot6xica. Sin eml:>argo, la adi­

ci6n de cic-:!rta.s lectinas en el ensayo de lisis es capaz de sup:.:rrar .este re­

quisito de la expresión del.H-2, y una gran variedad de célula·s blancO pue-· 

den ser destruidas inespecíf icamente ,lX>r los L'l'Cs. 

Este efecto de ias lectjnas en m'2diar lisis inespecíf icé11Tlente nvs es de -

g-ran utilidad para estudiar con más detalle el papel de gp-160 en la resis­

tencia a los LTCs rrostrada. por el tumor LPC-1. Particularmente para estu -

diar la posibilidad de gue gp-160 no solo tuviera la función de bloquear el 

proceso de reconocimiento linfocito-tumor al enmascarar el H-2, sino tarn 

bién la de interferir directan1ente con el m12eanismo de lisis de los LTCs. 

En el caso de la lisis del t.u.;:nr LPC-1 mediada ¡::or antiéueq::Os más comple 

mento, se ha descrito un fenómeno de este tipo en el cual gp-160 aparte de­

bloquear el acceso de los anticuerpos anti-H-2, ha mostrado también activi­

dad anticomplementari.a(Celis B. et al, 1983). Basados en esto, era intere­

sante derrostrélr si la presencia de esta glicoproteína en la superficie de 

las células turrorales les pennitía ser resistentes a la actividad lítica 

ulterior al fenómeno de reconocirni.cnto de los L'l'Cs. 

El diseño experimiental es relativamente simple: Consistiría en colocar cé 

lulas LPC-1 en presencia de diferentes tii::os de LTCs y añadir en el ensayo­

de citotoxicidad las distintas lectinas a proh..=u·, tratando de forzar inte­

racciones ir1específicas entre linfocitos y estas célulo.s tumorales, supe ....: 

rando de esta manera eJ. fenómeno de restricción por H-2. 

En estas condiciones experimentales si se encontraba efecto positivo media­

do ¡;or alguna lectina y si éste era o no rrodificado por la presencia de gp-

•·. 
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160, nos daría jnfonnaci6n valiosa para w1 entendimiento más cornp1c~to de 

las funciones de esta rnacronolécula en relación a la resistencia innn.me de 

las c.élulas tunorales que las portan. 

Efecto de la ACTr __ y la FHA en la lisis de LPC-1 tardío ¡::or L'I'Cs. Ensa­

prelimi_na~. 

Se prcx.1ujeron L'I'Cs in vivo específicos anti·-H-2b e inespecíficos ind~ 
cidos i:or Con.A. Para este ensayo de citotmdcidad se utilizaron como célu­

las blanco, ap:.1.rte de LPC-l, P815 y EL--4 corro controles. En la figi.u-a 2A u­

tilizando los L'I'Cs anti-I-I-2b se puede observar lo siguiente: a LPC-1 per­

manece resistente tanto en presencia de la AGT como de la FHL\. b ) P815 se­

torna susceptible en presencia de la FI-m. pero la AGT no im1estra efecto algu 

no. Estos linfocitos esp2cí~icos en ausencia de lE:!ctinas son ir .. .cu.paces de -

interaccionar con estos tUITDrcs pues están did.gidos en contra de otros an­

tígenos de histocompatibilidad, el hecho de que en presencia de J.1 FHA sean 

capaces de destruir a P815, es un control positivo de lisis inespecífica 

propiciada por ·1a lectina. e ) El tumor EL-4 es amplia.mente J.isado en ausen 

cia de lectil1c."ls. Esto era lo Gsperado pues EL-4 es la célula blanco en con­

tra de la cual esté'in dirigidos los IJIC'.s utilizados, sin e.rnLBrgo,la adición­

de FHA incrementa ligeramen·te su lisis. La. AGT en este caso tamr:oco muestra 

efecto alguno. 

Utilizando los LTCs inesrx~cíficos inducidos i:or la Con.A, se observan­

en Ja figura 2A los siguientes resultados: a la presencia de la AGT y 

la FHA no alteran el fenotipo resistente de LPC...:1 tardía. b ) Tanto EL-4 

como P815 son ampliamente destruidos p'.)r estos linfocitos inespecíf icos si 

la FHA está presente en el ensayo. La. AGT no tiene efecto. 

Por qué LPC-1 J?81.--manece resistente a la lisis mediada por estos LTCs en pr~ 

sencia de las lectinas probadas, siendo que la FHA es capaz de mediar lisis 

inespecíf ica de P815 y ~-4 . Estas diferencias en la suceptibilidad de es­

tos tunores pueden del:X?rse a tres causas principales: a ) Que la FHA no sea 

capaz de formar uniones :ü1cspocíficas entre LPC-1 y las células efectoras -

prol:Bdas; b ) Que a pesar de aglutinar a LPC-1 (rico en gp-160), el tun"Dr -

sea resistente en estas condj.cionGs al mecanismo lítico de los LTCs; c ) 

... ;_--_.._;, .. , 
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Que no se esté utilizando la dosis adecuada de lecti.!1u.s pura ver rn1 efécto­

J.X:>Si t:ivo. 

'l\:xlas estas i::os.iliilidaclcs serán evaluadas a lo largo del ·trabajo. 

Efecto de dj.ferenl:cs concentraciones de liGL' de 2 distintas fuentes en 

la lisis del tum::.)r PB:i.5 1.::or LTCf3 Í11CSJ>"2C.:Í.f5.cos. 

Basados en los resultados negativos de la AGr paril mediar lisis incs­

pecífica, era ¡A.')Sible que no se estuviera empleando a la concentración ópti 

lTlél. ~a observar algCm efecto. Para verif ica:clo se proba.ron muestras de AGT 

de Sigma y Pharmacic::t a diferentes concentraciones en un em;.::iyo de citotoxi­

cidad. Puesto gue existen rep:::irtc[,; en la literatura de que la AGT a ciertas 

concentraciones sólo produce aglut.inaci6ñ entre LTCs y células tu:rmrales 

sin desti.-uirlas (Wci-ZE'n et al, 1981; Parker et al, 1980), y sólo añadien­

do otras lect.irias activadoras del mecanismo lítico (Con.A y FHlü se consj_ -

gue su lisis; se prob6 también este lXJSible efr.:cto sinérgico en nuestro sis 

terna ~ombinando AG'I' con FHl\. En la tabla I se muestran los resultados obte­

nidos. Se puede observar que: a) ~ .l\GT de Sigma no mos b:ó tener efecto a -

ni.¡guna de las concentraciones prol:xidas. b) La AG1' de Pha:nnad.a manifiest:a­

grados variables en su capacidad de mediar actividad citotóxica dependiendo 

de la concentrución utilizada, alcanzando un 6ptirno a 10 ug/ml. Estos resul 

tados se repitieron probc111do dos lotes diferentes de cada fuente. e) Para -

el caso de las mezclas de AGT y FHA, no se encontró tm efecto aditivo o de­

potenciación claro. 

Estos resultados demuestran que laAGT por si sola es capaz de unir a los -

LTCs inesp2cíf icos con las células turrorales P815 y además activar el meca­

nisrro lítico de estos linfocitos, condiciones necesarias para que la lisis­

tenga lugar. 

Efecto de la AGT de Pha:i:macia en la destrucción de IJ?C-1 p::>r LTCs in­

específicos. 

Una vez establecido que la AGr de Pharmacia (de aquí en adelante la ú 

nica utilizada) era capc""1z de mediar lisis de P815, en presencia de L'rcs in-
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est--ecíficos, y determinada la dosis 6pt:ima, se probó su e:fo~cto con el tlm1:Jr 

ref_;istente I.J?C-1. En la f igi.u-a JA se puede obsc:r~var que: él ) LPC-1 pei.11'k.1.ne­

ce resistente en pres ene ia ele la FHl\ y la Con. A. b ) Sin emLB:t:\F), tanto en­

presenci.a de la AGr sola, corro las cornhinacioncs l\GT-Con.A y l".GT-FHl\, este­

turror se torna suscept.iJ)Je. e ) Las ir:.c'::clas de lcctinas mencionadas no J:x:> 

tencian su capacidad de rn2diar lisis de LPC-1 por estos 1.i.nfocil:.os. En la -

figura 3B se puede observar córro el tumor P815 ut:i.Jizado corro control posi­

tivo es al tillnente clesb..1.üdo :rxx las tres lectinas p.!'."oliadas. 

El hecho dG quo la AGr sea cap-:iz de voJ..ver susccptiLJ..e a LPC-1 tardío a 

ser destruido por ef::tos lfl'Cs, es un resultado que es irni::orté.lnte Gnfatizar , 

pues nos provee de una hernimient.u. e}...'"J)Crirnental valiosa que nos permite es­

tudiar con mayor dete:nj.nl:i.ento el fenotipo resistente de LPC-1 y su relación 

con la presencia de gp-160. 

Efecto <le lectinus en la lisis ae LPC-1 utilizando LTCs esrecíficos -

anti-H-2d. 

Una vez drn-ostrado que LPC-1 se volvía susceptible a ser destruido 

por L'f"Cs inespecíficos si en el ensayo de citotoxicidad r::;··; atíadía AGT; el 

siguiente paso fue estudiar el efecto de esta lectina en un sistema mejor -

definido utilizando LTCs anti-H-2d. Por otra parte las caracter1sticas de 

esta clase de linfocitos son má.s semejantes al tipJ de células efectoras 

gue el hnnor enfrentaría in vivo. En la figrn:-a 4 , donde se rnue8tran estos 

resultados se puede apreciar que: a ) L1?C .. -1 sin lectinas o en presencia de 

Con.A pei'lllanece resistente. b ) La presencia de la n:;r es capaz de revertir 

el fenotipo resistente de LPC-1, conD si hubiese sido pretratado con tripsi 

na (el tratamiento de LPC-1 con esta enzirra, re.mueve la glicoprotcína de la 

superficie). Esto significc:L que esta lectina está siendo capaz de nulificar 

el efecto de erunascararniento prcx:lucj_do por gp-160, y que LPC-1 tardío no es 

resistente al mecanismo lítico de los LTCs, sugiriencb adernás que la ex'Pre­

si6n de esta glicoprotein;'t no le confiere a la célula tumoral un efecto pr~ 

tector adicional que interfiera directamente con la actividad lítica de los 

L'l'Cs. 

E;fecto de diferentes concentraciones de AGT, Con.A y su combinación. 

en la lü=d .. ~; de IJ?C-J .. t:i.rdío p:::ir L'ICs cspecf..fi.c...us anti-H-2d .-
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Una vez dc::-niostrado que la N2Ir a dife:re_nciu. de la Con .l'I., era capaz de­

mediar la desti."l.lcción de LPC-1 tardío r:o:c linfocitos anti -II--2d, faltaba por 

definir su rango óptimo de concentraci6n para estos linfocitos, pues la con 

centración ideal determinadél anter:Lorrnente fué evaluada utilizando linfoc.i.­

tos inespecíficos y ixxiría variar en amb".:>s sistemas. C'...on respecto a la Con. 

A, cabía también la p::isibilidad de no estar ensayándola en la dosis correc­

ta para observar efecto. En este experfo1ento se analizó también el efE..'Cto -

de utilizar la combinación AGT-Con.A. T..as figuras 5A, 5B y 5C muestran res­

p.:..~tivarnente estos resultados en donde se observa gue: a. ) la lisis de 

LPC-1 en presencia de diferentes conc2nb:-acioncs de~ AGI' (10, 20 y 30 ug/ml·­

aurnenta. de rr.anera simi1ar). b ) Por su parte, ninguna de las concentracio -

nes probadas de Con.A fueron capaces de aurnentar la escasa lisis de I.J?C-1 -

en ausencia de lcctinas. c Finallncmte, la curva de lisis de LPC-1 ante 

las mezclas de AGr-Con.A a las distintas dosis proba.das, es i9ual a la pro­

vocada ¡::or la AGT sola. Es decir, no hay fenómeno sinérgico o de potencia -

ción detectable. 

Efecto de la AGI' a diferentes concentraciones en la lisis de LPC-1 

tardío tratado y no tratado con tripsi.na por r:rcs esJ2.ec:í_ficos anU.-H--
2d. 

Se estudió la capacidad de la AGT en alterar la lisis de LPC-1 previ~ 

mente tratado con tripsina. El objetivo de ésto era determ..i.nar si los dos 

tratamientos podrían actuar en·forma aditiva. Esto permitiría evaluar con -

rrás. detalle el papel de gp-160 en el comp.:irtanüento resistente de LPC-1 

frente a los L~~s. En la figura 6A se observa,como ya había sido anterior -

mente J.rostrado, que la AGT, a las tres concentraciones probadas, aumenta en 

una manera importante y similar la lisis de LPC-1 tardío. Por su parte la -

amplia lisj_s de LPC-1 pretratado con tripsina en la figura 6B, sólo muestra 

un ligero incremento cuando se añade AG'l' a 10 y 20 ug/ml respectivamente. A 

30 ug/ml de esta lectina, prácticamente no hay cambio en el patr6n de mue_E 

te celular con re.specto al control (LPC-1 tardío tratado con tripsina) . Fi­

nalmente en la f iguru 6C se observa que la lisis de P815 es alta en ausencia 

de lectil1as, aume.ntando ligeramente cuando se añade la AG'T a 10 ug/rnl. Sin­

cmbargo, concentraciones mayores de la l\GT inh5.ben. fuertemente la actividélc1 

citot6xica. de estos lil1focitos. Est8 fenómeno puede dd.x>.rse a que a alta.E-~ -
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concentraciones de la lectina se forcen J'.nteracciones.entre dos.o más célu­

las efectoras destJ..··uyéndose entre si y dism:inuyEmdo el n(lffiero de linfocitos 

viables cap3.ces de atacar a las células tumorales. 

El hecho de que no se manifiesten diferencias importantes en las Clll-Vas de­

lisis entre IJ?C-1 tardío + AGr y LPC-1 tardío tratado con tripsina con o 

sin esta lectina, sugiere que el papal de gp-160 se restringe únicamente a 

una ftmción de enrrv::.i.scarmnicnto, de fonm que si el linfocito anti-H-2d es o 

bligado a interaccionar con estas c8lulas turrorales por m8dio de la AGT, s~ 

pervndo así los requerimientos de especificidad y de reconocimiento ant.igé--­

nico, las células LPC-1 ricas o carentes de esta glicoproteína son igualmei2 

te destruidas. 

Ensayo de ll.glutinacion de células tumorales. 

Con la finalidad de determinar a qué se debían la.s diferencias obser­

vadas entre las lectin::i.s AGT, Con.A y FHA en cuanto a rnc<lün: lisis de LPC-1 

se realizó rm .ensayo cualitativo de aglutinaci6n de los turcores IJ?C-1, P815 

y 315-0PEC, qüe es otro mieloma resistente gp-160 positivo. Estos resulta -

dos se encuentran eA'Presados en la tabla II . Se encontró que correlacionaba 

¡;:ositivci.ment-.e la capacidad de las lectinas para aglutinar el tunor con su -

capacidad para mediar lisis celular ¡:or los LTCs. P815 es arnpliainente aglu­

tinado por las tres lectinas y corro se ha ITDstrado en los ensayos anterio -

res. de citotoxicida.d, todas es-tas lec tinas prooujeron lisis inespecJ'.f ica de 

éste. En carnbio, las células LPC-1 y 315-0PEC, sólo son considerablemente a 

glutinadas :¡;or la AGr, única lectina capaz de mediar la lisis de IJ?C-1 r:or­

LTCs inespccíficos y anti-H-2d. Estos resultados apoyan la idea de que el -

papel de esta lectina, al revertir el fenotipo resistente de LPC-1 tc"lrdío a 

ser lisado :¡;or los LTCs, consiste básicamente en forzar las interacciones -

entre los linfocitos efectores y las células twrorales. Puesto que la Con.A 

y la FHA sin fr1capc1ces de aglutinar el twror, r:osiblernente tampoco sean ca­

pa.ce~; de unir linfoc:i tos y células tmnorales, lo cual es un reguisi to j_ndis 

pensable p:ira que ocurra la lisis. 

Marcando la con.A con isotiocianato de 'fluorcsceina e j11cubando célu -

las LPC-·1 y P81S con esto. complejo pa.1:a ser observadas en el microscopio de 

q::dfluoresc0.ncia, (figuras 7A y 7B respectivainente), se puede apreciar que­

aml:xJs tipos de tunores fijan ampliamente la Con.A marcada en su superfj_cie. 

e;., . . ,,:., .~:L,rl ~;r:go.1 só~o PB15 es fu~tem;;?ntc:: aglutinado_. las diferencias _en los pa. · 
;.~;:,~~:·.:;:'.'iti~-i\~;:~~~;~,·l(,.;;;t,~•-,¡·;,,_.;,;,; _;~~: ;~~~·7:~.:/»'::0.:~.:;>:.:.;-~;: :J: (\.<..,_ 1_ 1 .t. "· ·-.J~ •~ .. t}-. ~.~..l ~ip"-_ i~'.. •. , ~- 1,L- ,.t•~'. ,L' .. ,~- _,__,:.-).'''., _, " , ', , :::_ ~ • ", , ~ ·~~ ~ ,~. '"- ' •. ·., "'_ '~, .. .,:::...\~'.i_ ._ .. '. '.: ~ .: ~:·-•"" '.'4. ''l• -J;_ 1 ' - *"""!'"' ' 0 -L) ""~,·};· •" 
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trones de aglutinación en arnl::os turrr..)res, a pesar do qur~ Ja Con.A se fija po 

sitivarnente en 1os dos, pueden deberse a la localización particular de los­

sitios de tuü6n csp2cíficos petra estas lectinas en la superficie de las cé­

lulas· tunY..)rales. Si éstos se cmcuenl:ru..n en lugares profundos de la rnenlbrana 

(crS.pticos), la lectina al interaccionar con alguno de ellos en una célula, 

quec1aríu impedida de alcanzar estos mismos sitios de unión eJ1 otras 1 y ix>r 

lo tanto sería incapaz~ de actuar como pucmte de wüón e.ntre arob.-:i.s. Por otra 

parte en la literatura se ha descrito que asociado al proceso de aglutina -

ción por Con.A, existe una roorganización de estos sitios de:; pegado para es 

tel. lectina. Estas rn...-:>léculas se encuentran boaY.XJéneain2ntc~ dü~tr:U)uidu_s en la 

su:¡;:crfic:i_e de la célula turror.:i.l, en el momento en que entran en contacto 

con la lecti.na, solrune..11te las células en las gue se agrurnn estos complejos 

en forma. de conglrn:,2rados, son capaces de aglutinar ( Noonan et al, 1973;­

Rosenblith*et al, 1973) ~ .. Con LPC-1 po:iría darse lm fenómeno ele este tip:::i. 

Efecto de la AG'l' en la lisis de lJ?C-1 tara.fo utilizado LTCs específi 

cos en contra de antígenos de h.istoco:npat.ibilidad diferentes a los expr:;::sa 

dos 1::or este tumor. 

Si la AGT produce lj_sis de LPC-1 flmdamentalmente crno consc~cuencia -

de formar interacciones de una manera inespecífica, superando de esta mane_ 

ra el efecto de enmascaramiento producido por gp-160 y e3: fenómeno de res 

tricción por H-2; entonces Ll'C-:L también debería de ser iguaJlT\ente dest.l.LlÍ 

do en presencia de esta lectina si se utilizaran. L'l'Cs dirigicl~s en contra -

de otro H-2 (cualquiera) . Co1ro se puec"i,2 observar en la figura 8, esto no -­

fue el caso, pues ·LPC-1 permaneció altamente resistente frente a L'l'Cs espe_ 

cíficos anti-I-I-2b •. Es interesante notar que la lisis inespecífica de P 815-

mediada por esta lectina al utiJ.j_zar estos linfocitos, también es ImlY esca_ 

sa. Estos resultados complican l.a fw1ción iniciahnente asignadu a esta lec 

tina en su capacidad de mediar la lisis de IJ?C-1; la cuál neces¿ir iarnente ya 

no puede solo circunscribirse a la forniación de uniones conducentes a lisis 

entre lj_nfoci tos y células tmnorales, al menos en un sistema guc utiliza 

LTCs específicos. 

*.- Rosenblith,J.Z., Ukcnu.,T.E.,Yin,I-I.H., Berljn,R.D., and l\arnovsky,M.J. (19 
73), A cornparativc evaJ.uation of tbc dist.rüJution of concanavalin A-bj11 
din~r si.te~ on ~he surfaccs of nonna1, virally-transfrn:mc:<l, and protcuse­
treated. fibrob.Last. Proc. Nat. Acad. Sci. 70:1625. 
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Efect.o de prci.ncu.l::.·~ir LPC-1 ~1'.\.iío con AGT 1m nn em;¿1yo de cit:otoxici-
-d d ·1 ----_------.. -[·_. t .-·---·-?a-:---------·---·--------·-------·---
-ª us~ o L~l\ .. '~: e~>J.~~~.:..:'!:.cos a_!_Y~~.:l~~.:.:::._:_ 

. Es claro que el papel de la AG'r en producir lisis ele LPC-1 tardío por 

LTCs anti-H-2d, en caso de que formara complejo efectora/blanco (tcx1avía -­

por denostrarse) su mecanismo de acci6n no se restringe solru1K~nl:e a esto.-­

Trabajos previos del laboratorio habían mostrado que esta lecti.na es ca¡:::xJ.z-· 

de interaccionar con gp-160 y dada la característica _r:olivalente de la AGT­

p:x:lrían prcxlucirse rearreglos en la sup2rfj_cie de la célula t:urroral tales -

como la formación de "parches y casquetes" del tipo antígeno-anU.cuerp::i. D2 

hecho recieJ1terncnte se 11,_-,. denostrado en el laboratorio que LPC-1. en presen_ 

cia de la AGT f orrna agregados que pueden ser desprendidos p::ir la célula t.u 

noral (Celis B, 1983) • Complejos rrolecularc:s lectina·-gp-160 p:Xlrían separarse 

de la célula tmn:Jral o al menos u.lt.erar la distribución original. de esta -­

glicoprot.eína. CoHK) consecm:ncia de estos procesos la lec tina [X)dría estar 

descubriendo los aloantJ'.genos H-2ª bloqueados por gp-160, J?8rmitiénc1ole úni 

camer.·..:e a los LTCs anti-II-2d interaccionar espccífj.camente con la célula tu 

moral y ejercer su efc=cto lítico. Con la f:inalidad de deternü.nar la existen 

cia de este p:isible fenómeno de "desenrnascanunineto" producido pJr la AGT , 

células LPC-1 tardÍéJ.s se incubcl.ron en presencia de la lectina durante 1 . 5 

horas en. condiciones metal::XSlicarnente activas. D..'::!spúes de lavarse extensiva 

mente e.n medio rico en a-rnetil-manósido, que es el liga11ao natural de esta­

lectina, para remover1a de la su[>2rficie celular y de esta rnEmcra observar, 

en caso de que fuera irreversible, sólo el efecto de la lecti.na en el proc_;_ 

so de incu.bación previa y no en el ensayo de citotoxicidad. Células P 815 -

fueron sometidus al mismo tratamiento cono control. En las figuras 9 A y 9-

B, se muestran los resultados respectivos obtenidos: a) LPC-1 pretratado 

con la AGI' pc"rmanece resistente. b) Si la AGr se añade en el ensayo de cito 

toxicidad,.. LPC-l tardío se vuelve susceptible. c) Si la AGr se añade jtmto -

con el azúcar inhibidor, en el ensayo de lisis, la lect:ina no tiene efecto. 

d) P 815 :incurodo tanto con la AGr como sin tratar es amplia e .igualmente -

destruído por estos linfocitos en ausencia de lectinas en el ensayo de cito 

toxicidad. e) Además si la AGr se añade en el ensayo de lisis de P 815, la­

destrucción del trunor se jnhibe considcra.l::ile.mcmte. Este efecto de inh:i.bi 

ción es suprimido si el azúcar competidor se afia.de al medio. 

Ap:.rrentemcnl:.e los cambios o a1terocioncs que produce la J\,.G'l' en la su 

perficie de LPC-l necesarios para que el m2car:d.snD lítico de~ los L'I'Cs nnti­

H-2d se a~tive, son reversibles y dependen de la presencia de esta lectina·-
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en el ensayo de citotoxiciclad. La AG'l', como ha sido ref()rtndo en otros traba 

jos, puede mediar adhesiones inespecíf :i.cas no conducentes a lisj_s entre lin 

focj_tos espGcíficos y células turrorales (Wei-Zcn et al, 1981; Parker et al,-

1980). •ral ixirece que J?Or sí misma es incapaz de dispci.rar el mccanism:) cito 

t6xico de linfocitos. efectores específicos. Solamente sj_ los L'TCs est[U1 cliri 

gidos en contra de los é1Dtígcnos de histocompatibilidad expn~f~ados r.::or I.PC-1 

la ~.Gl' pue.do rnediur su destrucción. Esto indica que si esta lectina actúa de 

manera similar sobre los linfocitos específicos 1 s:i_1l imf .. xxtar en contra de -

qué esten producidos, entonces la AGr debe estar"descubriendo" los antígenos 

pertinentes en la superf.i_cie de 1a célula tunoral, que activen el mecanismo­

lítico de los linfocitos anti-H-2d, ya ~;e..a desprendiendo a gp-160 de la su 

perficie celular o al menos ulterando su función. 

" 
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RESUL1'AOOS. -

Parte II. Estudio de las interacciones.entre el. tumor.L'PC-1.y l.os LTCs 

provenientes de ratones 1)131\l?- CJl1§!J1§1'.lrecl1azado el .. turror.'~ -........ ·.· 

Un enfóque diferente al estudio de las interacciones entre LTCs y células -

tumorales il"'C-1, es ofrecido por Gl comPJri:.c.1IT1iento de este turror en ratones­

DB..7\/2. Si LPC-1 es inyectado int..rapGri tonealmente en ratones de esta cepa, -

singénicos c'On el trnror pero con diferencias en antJ'.genos menores de h.isto -

corrpJtiJ)ilidad, las células neoplásicas son eliminadas después de haber cre­

cido durémte los prfo12ros diez d:í.as en igu.:11 foiJTia. y magnitud que en los ra­

tones Bl\LB/c . Estos en cambio , mueren v.J.ctimas del turror alrededor del 

día 15. De w1 promedio de 50x 10 7 células neoplásicas viablé:s pc:>r ratón DBA 

/2 el día 10, sólo quedan restos celnlures de ést:i.s1 clos o tres días después . 

¿Cual es el pa[>21 de los IiTCs en este proceso? 

Es impc:>rtantG rnencim1a:r: que asociado con la destrucción de las células­

turnorales LPC·-1 en la cavidad· peritonE:~.:iJ_, aparecen, junto con células linfoi 

·des, grélndes cantidades de células adherentes que morfol6gicament.e roseen 

las características propias de los rnncrófagos activa.dos(.Mackaness, 1970). 

Ver figuras lOA y lOB respectivamente. Estas células podr.'Í.an estar cooperai2 

do con los L'ICs atacmldo dirc!ctarnente a las células tumorales y prodtl.cir un 

efecto sinérgico de lisis, como ya ha sido previamente rc:~pc:>rtado en la lite­

ratura en un modelo que utiliza precisarnente rnacrófagos acb_vados y L'I'Cs pc­

ritoneales de ratones DR.i./2 (Hobinson et alr 1982) • Sin embargo, estudios 

preliminares, muesb:"an qt1e estas células aoherentes no tienen actividad cito 

tóxica antiturroral en contra de LPC-1. 

Efecto de ANs en la lisis de LPC-1 jn vitro.-

Con la finalidad de determin_ar si ob:"as poblaciones efectoras aparte -

de los LTCs o en conjunción con estos, estuvieran involucradas en el rnecanis 

no de rechazo de este turor, se estudi6 su susceptibilidad a ser destruido -

PJr células ANs. Como se puede apreciar en la Figura 11, un ensayo de cito­

toxicidad mcdi<J.do por estas células, demuestra que LPC-1, independientemente 

de la expresión de gp-160, permanece resistente. 

los resultados negativos ele illélcr6fagos activados y ANs en cuanto a lisar 

LPC-1, sugieren lU1 papel más activo a los L'I'Cs enconb:aclos en la cavidad pe­

ritoneal para pcx:1cr CXfJlicar la dcstrncc:i.6n del tnmor in vivo. 
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Especificidad de los LTCs obteniaos ·al inrntll'1izar . rato!._1es· DBl\'/2 con cé­

lulas tunnralc~s LPC-1. -

Con el fin de determinar la especificidad de los L'I'Cs presentes·en la­

cavidad peritoneal de los ratones DB..2\/2 al tierripo en qae el tunor es rechaza 

do, se prol::6 su actividéld ci.totóxica in vitro. 

I.Ds dos siguientes e>..P2rimentos fueron enfocados a estudiar la im¡;:ortzmcia -

gue p:x1rÍéUl tener las diferencias en los ill1tígenos menores de histocompc1.tibi 

lidud existentes entre el tumor Ll?C-1 (originado C'"1.1 I:iAI.B/c), y los ratones 

DBA/2, y su relaciór1 con la respue~>ta de rechazo inmlme. Como se puede apre 

ciar en las figuras 12 y 13, estos linfocitos son incapac.:::'~s de lisar en al­

to grado células LPC-1 tardías. Sin ernh .. ::irgo, si el turror es pretratado con 

tripsina, sus valor~s de lisis awnentan claramente. ID relevante es que tan 

to Blastos de BALI3/c (Figura 12), como el turror X63(Figura 13), que es 

ob:o mi.elorna inducido en ratone::; BALB/c, gp-160 nc:;.'gativo; mostraron un alto­

grado d, ·. susceptibilidad a ser destruidos por Gstos lfr1focitos singénicos. 

Esto indica que al rnsnos WB sub1::Dbl.ilción de estos linfocitos.- estan diriqi­

dos en contra de antígenos menores de histocompatibilidad, y que esta difr~ -

rencia antig8nica puede tener un papGl imp:H:tc-mte en la destrucción de LPC-1 • 

·l ... 

ProJucci6n de L'l1Cs de larga duración • ..:.. 

la firk"1lidad b:':ísica de producir un cul ti.vo de LTCs de larga duración -­

era la de obtener tma }.X)blación homogénea y altamente purificada de linfoci­

tos ~ti-H-2d, que permitiera validar el estudio microscópico de las interac 

ciones entre linfocitos citotóxicos y las células tmrorales Ll?C--1. Esto ha­

ría posible ": ·· · · · ·· corni:.urar los resultados obtenidos ¡:x:>r la AGT en cuanto a 

su capacidad de mediar lisis, con la de favorecer o forzar interacciones en­

tre LTés y células LPC-1. ru cualquier otra manera, sería sumamente difícil 

detenninar la natlrraleza del linfocito unido a la célula neoplásica. Por o­

tra parte, con respecto a los macrófagos existentE~s en la cavidad peritoncal 

cuando LPC-1 es rechazado; otro posible mecanismo de cex>peración con los 

L'l'Cs, sería mediante la secreción de factores solubles al medio, o actuando 

directc.1.rnente sobrG las células tum:::>rales para .rarovcr físj.ca, o al menos ftu1 

cionRJJnente il gp-160 de la sup2rficie de las cGlUlas LPC--1, y de 12sta. m::-i.nera 
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hacer p::>sible una interacción r..osi t:i.va cmtrc J.infcx::itos y célul<:ts tumorales, 

provocEmdo así su destrucción. Nuevam2nte la obtención de un cultivo altc"l.-­

mente purifi.cudo de IJJ'Cs, perrniU.ría evaluar al microscopio esta posjj)ilidad. 

Además., éstos serían sü11pl0mente dos ejemplos de la gran utilidad y aplica-­

ción para resolver un problema e..'}?erimGt1tal concreto, de tener a la m::-:i.no cuJ. 

ti'i.!Os de linfocitos T con estas características. El reciente desarrollo de 

esta técnica ha revitaLi.zado el canlfX) de la inrnunologfo. celular, permitiéndo 

le analizar fenómenos h::ista la fecha inab::>rdables o de difícil interpreta 

ción(Schv;rartz, 1982; Nobel et al, 1981). 

F.n la figura 14 se comparan las actividades líticas de los L'l'Cs convenciona­

les e::;pecíficos anti-H--2d producidos en w1 G·iH t'!e 5 días, con el cultivo de 

L'l'Cs de 20 días crecido ya en presencia de Interlcukina 2. Se puede apre 

ciar que aunque los pu.tron.es de lisis son muy p::rrecic1os, los IIlCs de 20 días 

tienen mejor actividad. Finr.J.lmcntc en la Figura 15 se observa la activi 

dad citotóxica de estas células a los 63 y 104 días de. cn.1.tivo, utilizando 

corro blancos cC.lulas P 815 y LPI<-1 respectiva.rnenl:.e. Sin embargo, a pesar de 

nostrar que en nuestras condiciones s:.; pueden rcantener creciendo esto;:; linfo 

citos y con altos valores de. lisis, es neceSJrio aurnentc<.r su viubilidad y 

velocidad de crecimiento antes de utilizurlos en e>:1Y2r.i.mentos rnás detallados . 
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DISCUSION GIDBAI. Y ffi\íENTAIUOS. -

Parte I.- La interpretación del JX1pel de la AGT en mediar U.sj_s de -

I.J?C-1 r:or LTCs es compleja. Por un lado, a diferencia de la Con.A y la FHA, 

es capaz de aglubJ1E.ir y VGlver susceptible al tum)r utilizando L'ICs inesp2cf. 

ficos j_n:lucidos p.;r Con.l\, o espc'CÍficos anti-I-I-2d. Si la función de la AGT 

se lin1it.ara a fonnax inter~cciones inespecíficas entre linfocitos y céJ.ulas­

noeplásicas LPC-1, supera1xl,_i los requerimientos de la expr0é-::ión de los antí­

genos del Q\1fl, entonces también deberí.a. inducir la lisi.s sJ.e LPC-1 i:or LTCs -

dirigidos en contra de otro H-2. Sin e.rnl--::rrgo , esta lec:tina no rnuost.ra e 

fecto algm10 al utilizar L'ICs anti-H-2b coiro célulo.s efectoras en contra del 

turror. Este hecl10, indica que la ftmción de la lectina no puede rest.ringir­

s61o a la fonnaci6n de u.gregiJ.dos celulares. Basados en estor se estudi6 la -

p::>siJ:.ülidad ele que la l\GT al interaccionar con gp-160 en la superficie de la 

célula turn'.)ral y dadas sus cá.racterístj_cas i:olivo.lentes, pudiera formar com­

plejos JtY .. üeculares cuyas características alterar<:!n la presencia y topografía 

de esta gli.coprotcína, y consecuentemente S8.110.iifica1:-a su función efl.TI1ascara 

dora, dejando al d12scubierto los sitios antigénicos solamente roconocic1os 

p::>r los L'I'Cs esp2c1.ücos anti-H-2d, permitiendo la activación de su mecanis­

mo lítico. De ser así, p:::>rgué entonces estu. lectina es capaz de revelar la­

actividad citotóxica de los LTCs inesl?9cíficos y no la de los LTCs anti-H-2b 

Esta diferenci~ pcxlría deberse a los distintos estados de diferenciación en­

que se encue.ntran anu.us [X)blaciones efectoras. 

Por otra parte, hasta aquí resulta imp::isiblc definir si gp-160, aparte de e~ 

rra.scarar el H-2, le confiere a las células turrorales LPC-1 otras caracterís­

ticas de resistencia al ataque lítico de los LTCs, pues la presencia de la 

AGT en el ensayo puede alterar también su ubicación y fw1ciona1niento. En es 

te punto se vuelvG necesario la aplicación de técnicéls más sensj_bles y cuán­

titativas que pGrmitan fOr un lado dGtectar esta glicoprotefua en la superfi 

cie de las células turrorales, corro también su actividad enmascaradora y as{_ 

detenuinar en qué manera la presencia de la AG'I' altera estos parámetros .. En 

esta fonna se pcx:lrá tener una idea más clara de su rnecanism:::> de acción y un.­

entendimiento aún más detallado del papel de gp-160 en el comportéutd.ento re­

sistente de los tUirores que la e>.'Presan. 

Existen en la literatura algunos reportes de otros tunorcs que rnc ... dian-
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te m0canisrrbs similares son n")sistcntes al atáquo :U1munc p:::>r L'l'Cs y anti 

cue:qxls. El primero de ellos, trata sobre tma glicoproteína de aproxfouda 

mente 500 000 · daltones, llamada epiglicanina, que se encuenb.-a presente en 

la superficie celular del adenocarcinoma mamario TA3 (Sunford, .1972; Cocbngton 

1978) . Este tumor reacciona i:x:ico con a.nticuerpos anti-H-2 y sobrevive al 

ser transpla.ntado a través de b..-qrreras de histocornpatibilidad en otras cep . .:1.s 

de ratón e inclusive en rata~> y harnsters ( Fribcrg, 1972). Estas células al 

ser tratadas con neuromninidasa o tripsina reaccionan mejor con los ant:Lcue;i::_ 

pos , pueden ser rechazada .. s en los transplémtes histo.incornpatibles y de::.;.:::ipa­

rece la epiglicanina de su supE~rfic.ie (Bekesi, 1972) . El ::;(:.:gundo ejemplo se_ 

trata de una glicoprote{na de 120-160 000 dalt.cnes que se encuentra presente 

en la superficie de un mielorna de la cepa BALB/c originado en el Ja1:::ón, ql1e _ 

también es resistente a los aJ1.ticuerr-....os anti-H--2 nús complemento ('Ibkuyarna et 

al, 1978). Sin ernl:argo, en ningw)o de los trah:1jos mencionados se ha estu -

diado el efecto de lectinas para inducir la lisis de estos trn'rores r-0r L'I'Cs, 

por lo 11ue no se puede establecer un p..4.tr6n de comparación con los resulta -

dos obtenidos en esta investigaci6n. 

Parte II.- Con respecto al drarnático rechazo de LPC-1 en los ratones __ 

DBZ\./2 donde los nncr6fagos activados y las ANs no irostraron actividad ci totó 

xica en su contra, se estudió la especificidad de los LTCs obtenidos en es -

tos anirnales, y los resultados sugieren gue difon:mcias en antígenos menores 

de histocompatibilidacl pueden tGner 1.m papel act:i..vo en este proceso. Por -

otra parte, en caso de existir, permanece todavía por derrostrarse el tipo de 

cooperación gue para destruir el tumor LPC-1, se daría entre los rnacr6fagos 

activados y los LTCs encontrados 9!n la cav:i.dad peritoneal de estos ratones. 

Cultivos de L'l'Cs de larga duración serán de gran utilidad en este tipo de e~ 

tuidos, pues permitirán definir con TIDyor claridud si el rnacrófago está ba-­

ciendó posible interacciones positivas entre l:U1focitos citot6xicos y las cé 

lulas turrorales LPC-1.. En este contexto sería muy interesante derrostrar que 

gp-160 es sensible a plasmina y que las células adherentes mencionadas se en 

cúentran inducidas a sintetizar activac.1.or de plasrn.in6geno, corro ha sido re-­

portcl.do para otros nBCrófagmJ activados (Unkelncss; 1974; C.,ordon et al, 1974, 

1978). Estudios de este ti¡;D dm-ían una visi6n más completa de la compleja_ 

din2írnica existente en la interacd.ón de este tumor con los mecanismos inmu -
/ 

nes del huésp.:;d rn1c.::irgados dG manten0r su inte;rd.di1d; y de cuales seríun al-

gun.:i.s de las respuestc::ts al tGn1at:i.vas manipulada~-> por el organism.'.:l para en 
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frentur con mejores posibilidades el mecanisrró de énmascaramiento ub.l.izado 

i:or estas células n<:::oplásicas, para evadir la respu~~"t:a inrt~l.ll}~~qe rechazo. 

Fina.J111cnte., baste decir que la expresión de grrl60 y gl.ÍcoproteiÍlas de 

este ti}.X) en la superficie celular, aunque se han detectado úni~an1c.ntc en cé 

lulas tumorales, no se hc."""l denostrado que sean características de una candi -

ci6n neoplásica. Su presencia en ciertas células normales podría ser deter­

minante paru que estas pudieran llevar a caro correctamc·nte su función. Un 

ejemplo claro de esto, serían las células del trofoblasto que en mamíferos ..­

represent<:m w1 tiJ.XJ de aloinjerto, al exp:::iner el feto los arití.~renos de histo­

compatibilidud del padre, en contra de los cuales la madre pX.xía entJ.bJ.ar 

una respuesta inmune de rechazo. la existencia de glicoproteínas corno gp-160 

que bloquearan estos aloantígenos en etapa.s críticas del desarrollo fetal, po 

dría .ser detenni.nantc para su sobrevivencia. 
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Un tumor de rnielorra murino (LPC-1), hflplotipo de histocompatibilidad-

(H-24), se vuelve resistente (IP C-1 tardío) a la lisis J_X>r L'l'Cs y anticuer 

¡::os más complemento, medi.ante la síntesis ele una glicoprote:Lna de superfi -

cie de 160 000 dc.l.ltorn:::s (gp-160) que e.rnra.scara 10~3 antígenos H-2. Sin ernbar 

go, si la lectina AGT~ (a diferencia de la FHA y la Con.A) está presente cn­

un ensayo de citotoxicidad que utiliza L'l'Cs inespecíficos inducidos por Con. 

A, o específicos anti-H-2d; el tu.ii.nr se torr1a altamente susceptible. La re­

rroción de esta glicoproteína de las ce1ulas IJ?C-1 tardías no altera este.e­

fecto de la lec tina en mediar la destrucción del tum:.::ir r:or LTCs espec.í..f icos 

anti-H-2ª. Ensayos de aglutinación de las células neoplásicas muestran co -

rrelac.ión directa entre la capacidad de las diferentes lectinas para aglut:!:_ 

nar el tumor con la de mediar su lisis por lo::.; LTCs mencionados. 

Inespcradillílente, cuando se utilizan L'l'Cs espec.J.ficos anti--H-2b, la 

AGT no tiene efecto, y tanto el tum r I.J?C-1 corro P815 / gp-160 negativo ( H 

-2d) no son. lisac1os. Se pstula que esta lectina además de producir aglut:!:_ 

naciones celulares entre efectoras y blancos, proQa.bJ.e.m2ntc altera la pre -

senci.a y función enmascaradora de la gp-lGO en. la sup2rficie de las células 

tunoralesLPC-1 y que las diferencias observadas en su lisis utilizando LTCs 

anti-II-2d y anti-H-2b, se debc:>.n, más gue a los patrones de aglutinación en­

tre efectoras y blancos, al ti:¡;:a de interacción que se establece entre e 

llas. Si el papel de gp-160 es sólo. ,9e l;!nrnascaramiento o también interfiere 

con el mecanisnn lítico de loE; r'.rJ:C~''.P<kiinanece .toc.lavía por demostrarse~ 
,_. . '1;:2". ·:·. . . .- :~: -y; .· . 

- .-./;·~)<.,- ,-,=··.;. -;,:·.~- · .. '·~/'._··;-;1'·!.-.:_.··J 
~-~':! ,.- - :'<·;"_:!- · .. ;· \-.. r:·¿.~::i<(~. 

Parte II. 
;e'.'·<><:'.:· ·. ·'· ... : .. :/'.· . > :~?~:. ::~, ::_··: 

'"•--

Si LPC-1 es inyectado ir1traperitónealrnente·en ratones DBA/2, singéni-

cos con el turror, a pesar de que éste crece inicialmente en grandes cantida 

des, es rech-::i.zado violentamente 12 a 14 días después de haber sido inocula­

do. Macrófogos activados presentes en grandes cantidades en la cavidad peri­

tonea1 de estos ratones nl. tiempo en que el tum::>r es destruido, y células -

l\Ns estimuladas quíini<..:amc'!nte, no mucstrun actividad antitumoral en contra -

del tunor. En cambjo, LTCs obtenidos de estos animales .i.rnmmes, reaccionan­

fucrtcmonte en contru de difcrcncj_.:::ts en antígenos menare[:; de histocomp:rtiibi 



lidad expresados lYJr el tllffi:)r. Este fen6meno p:xlría tener un papel activo -

en el m2canisrro de rechazo. 

Un estudio rr6.s detallado caracterj_zando los parámetros involucrados en la 

destrucción del tunor. T.Pt:-1 en este moc1elo exrer:imental de rcchno singénico 

nos pr2rnritirá entender con más claridad la dinámica de la interacción de es­

tas células neoplásicas portadoras de gp-160, con los rnecanisrros inrnw~es an­

ti turrorales del huésp::.-U. 
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EFECI'ORAS / BLANCO. 

FigU.ra l. Efecto de diferentes 

y actividad de L'I'Cs específicos 

Las células blc:u1co marcadas con 

P815. 

... 

fuentes de SFB {I, II, III) en la prcxlucción 

H-2d (C57BL/6c<.BALB/c 01L) . 
r: J.: 
~ Cr. son : ( 0 ) , LPK-1; ( O ) , X 6 3 ; ( A ) , 
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Figura 2. Efecto de diferentes lectinas en la lisis de los turrores LPC-1, 

P815 y E'.L-4 p::ir LTCs inespecíficos inducidos p:::>r Con.A (figura 2A), y LTCs 

específicos anti-H-2b (BAIBÍc ~ EL-4) (figura 2B). . 

Tratamientos: (A), P815 + FHl\ 10 mc;/ml; (Íl), P815 + l\GT 10 mg/ml; (0), -

LPC-1 + fill\ 10 mg/ml; (Q), EL-4 +FEA 10 rng/rrl; ([;¡), EL-4 + 1'.GT 10 mg/nü; 

( \/) , EL-4 sin lectina. , ( ©) , JEC-1 + AGr 1 O mg/ml. 

los SJJnbo.los utilizados son los mi siros cm ambas figuras. 
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TIPO DE I.'I'Cs. CONCEN'rPJ\CION DE LECI'rIN!'i.S EN ug/ml. 
- --· LECrINA.S Rol. E/13 50 40 30 20 10 5 

Ji.,G'I'- 50 2.67 1.21 0.2 2.2 0.8 0.86 

SIGMT-i (1) 5 2.04 l.63 -Ll 0.7 0.6 -0.5 

o o o o o o o 
-e--· 

AGr-PHlill 50 15.67 20.20 27.6 34.9 37.8 11.5 b -
I'-li'.\CIA ( 2) 5 4.86 8.33 20.7 25. 8 28.5 15.0 ..-1 

Lí'I 

o o o o o o o 
6 

·- H 

TI.Gr (1) + 50 37.92 37.07 32.0 35.7 34.5 28.9 f:¡ 
fcl 

FHJI. 10 ug 5 38.68 39.0J_ 38.6 38.5 38.6 31.7 p.; 
~ f2 
ml o o o o o o o 

- 15 
H 

l-\GT (2) + 50 17.43 27.2 34.1 41.2 44.7 32.7 @ 
FHA 10 uq 5 2.39 9.2 22.2 25.3 44 .2 38.2 ~ -~ 

ml o o o o o o o H 
0\0 

FHA. 10 ug 50 27.3 
iñl 5 29.3 

úiücamcn o o -
te. " 

Tabla I • D3teL'1t1inación de la concentraci6n 6ptima de la AGT proveniente de 

dos diferentes fuentes (Sigma y Pharmacia), y su combinaci6n con la FHA, para 

mediar lisis del turror P815. Las células efectoras son LTCs inespecíficos in­

ducidos ror Con.A. 
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LPC-1 P815 
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I.OG.Z\R[Tf.D (El~CI'ORl\.S / BIJ\.NCO) 

Figura 3. Efecto de diferentes lectinas en la lisis del tUIIDr resistente LPC-1 

y P815 (Control p:::isitivo), mediaO.a r:or LTCs inespecíficos inducidos por Con.A. 

Tratamientos: ( 0), AG1' 10 mg/ml; (,Ó), FHA 10 mg/ml; ( 0), Con.A 10 mg/ml 

( tij) AGT + FHA 10 mg/rnl e/u; (L1), AGT + Con.A 10 rrg/ml e/u. las símbolos son­

. los mismos en amb:ls Úguras. 
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Figura 4 • Susceptibilidad del tumor LPC-· 1 tardío ha ser lisado por LTCs es­

pecíficos anti_:.H-2d (BAT.B/b °'- LPC-1), en presencia de las lecti.nus AGT y . 

Con.A Los diferentes síml:olos representan: ([~), P815; (Q), LPC-1 tardío pre 

tratado con tripsina; C.61, Ll?C'":" .1 + AGT a 10 rng/ffil en el ensayo de citotoxi-· 

cidad; (t1})), LPC-1 tarqío .+·Con.A a 5 rng/rnl; (&) LPC-1 tardío sin lectinas. 

/ 
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Figura 5 . Susceptibilidad del hunor LPC-l tardío a la lisis mediada por­

LTCs esf)2Cíficos anti-II-2d (BALG/b«.I.J?C-1) en presencia de diferentes con -

centracioncs ele AGT (figura 5A): (O), 30 mg/rnl; ( 0), 20 HK"J/ml; (A), 10 -

mg/ml respectivamente. De Con.A (figura 5B) : ( 0), 30 rng/ml; (O) , 20 rng/ml 

(6), 10 mg/ml. Y las combinaciones AGT-Con.A (fic;'l.i.ra SC): ( Q), 20 mg/ml -

e/u; ( 0), 10 rng/ml e/u; y (.6,.), 5 mg/ml. Ll?C-1 tardío sin lectinas ( 0), y 

pretratado con tri.psina sü1 lcctinas ( ml) • Se re¡x>rt.:-m de la misrn.:t manera -

en las tres figuras. 
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'rüMOR I.ECl'INA CONCEN'l1RACION DE LEC'l'INA ug/ml . 

200 100 50 25 12 6 3. .1.5 .. o ···------·----1--·-· ----
p 815 

LPC-1 

315-0PEC 

Con.A 

FHA 

AGr 

Con.A 

FHA 

AG'J.1 

Con.A 

FHA 

AGT 

3 3 3 2 2 1 .t o· o 
. 3 3 2 ... 1 e f{;"·: O .·. O 

·• < 3•',>·J·: ... '. .. :::2;:.~;)C:2 ··'.· .. ~:':> o . o 
: :~"' - j ;,- ~-J ~::_:,':{·:. ?( .. -·. ------

ó:' 
:__ __ _.;·._ .. , ... ··.·n·'- o o o o 

",.- '·!-'·,--~;,e;\-

(; o o o o o o o 
3 4 4 4 4 1 o o o 

1 1 1 o o o o o o 
1 o o o o o o o o 
3 4 4 4 3 2 1 o o 

TabJ:i. II • Ensayo de aglutinación de los tt:nrores P815, LPC-1 y 315 OPEC 

utilizando las lectinas Con~A, FHA y AGT. (Para detcl.lles, ver rnr::1terial­

y rnétcx:los) • Criterio cuantitativo para evaluar el grado de aglutinación: 

Todas las células tunorales aglutinadas 

Casi todas 

Aproximadamente la mitad de ellas 

Menos de la rnital 

Ninguna 

4 

3 

2 

1 

o 

-. 
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Figura 6. Efecto de la AGr a cliferGntes concentraciones en· la lisis de IJ?C-1 

tardío pretratado con tripsina. (figura 6B), por LTCs es¡::.>ecíficos anti-H-2d 

( C57BL/6 O( BALB/c 01L). Comp:1.ración con la lisis de LPC-1 tardío sin pre.tra­

tar (figura 6A) y P815 (figura 6C) . Células efectoras y blancos son mezclados 

en presencia de AG'l' a las siguientes concentraciones: (O))., 30 rng/rnl; (O), 20 

mg/ml; . (,l\..) I 10 rng/ml: ( rn> I sjn lectina. la CLl'tVél de lisis IJ?C-1 tardío pre­

tratado con trips:i.na y prob3.dc'1s en el ensayo de ciLol:oxic.iddd en rtuscncüt de­

lcctinas ( 0) es el p.:.<trón de referencia para efcctuiJ.r las co:np:u.:-acioncs. 
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Células IJ?C-1 (Fig. 7 A) y P 815 (Fig. 7 B) jncub.:ldas con Con.A fluorescei_ 

nada }~ observadas en el microscopio de o.p.i.flourcscencia. 
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LPC-1 
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Figura 8 • Ensayo de c·itotoxicidad mediada ¡:or LTCs anti-H-2b (Dl\.LD/c-

t.<.C57BL/G CML) • Efecto de?. la l\G11 y la FI-IA en la lisis de LPC-1 tardío , 

EL-4, y'P815 • (Ver gráficas). 1'rutillnicntos·: (Q), l\GT 15 rng/ml: (Ó), F1-TA 

10 1ncJ/ml; ( O) , sin lcctina. Los síml::olos !:>on los mismos para las tres f i 

guréls. 
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Figura 9 • Efecto de preincubar LPC-l tardío y P 815 con "ft_GT (20 mg/rnl du_ 

rante 1:5 hrs. a 37° C.) en un ensayo de lisis mediada por LTCs específicos 

anti-H-2d (C57BL/6 a BAlB/c CML) • •rra.tamientos de la célula blanco : (o) n~ 
guno; ( O) , AGT 10 mg/rnl en el ensayo de ci totoxicidad; (.6.) , AGT 10 mg/ml + . 
a metil-manósido al 1% en el ensayo de citotoxicidad; · (0) , · prejJ1cubaci6n 

con AGT, posteriormente se remueve la lectjna y se af.ade a metil·-mEu1.ósido -

al 1% en el ensayo de citotoxicidad. 
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Figura 10. céiulas adherentes obtenidas de la cavidad peritoneal de ratones 

DBA/2 inoculadas con células turrorales LPC-1 al momento en que el turror es­

rechazado. 
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EFECIDRAS / BLANCO 
Figura 11 • Susceptibilidad de células LPC-1 tardías (ú) r tcmprémas (,&,.)_, 

y YAC-1 ( 0) (Control J_X)sitivo)º, a la lisis mediada por células ANs prove -

nientes de bazos de ratones 03A/n inyectados intraperitonealmente 24 horas -

ant~s con ácido Poli I: C. los síml:x::üos ( 0) representan la lisis de YAC-1 

p:>r las ANs presentes en la cavidad peritoneal de estos ratones. 
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Figura 12 . Especif icidod de los LTCs obtenidos 12 días después de inocular in­

traperitonealmente 1 x 107 células LPC-1 en r<'ltoncs DBA/2. Reactividad en contra 

de antígEmos menores de histcx::::ompatibilidad . Células blanco: (Q), LPC-1 tardí­

as pretratadas con tripsina; ( 0), LPC-1 tardías; (0), blastos de ratones 

BAL13/c estimulados r::or Con.A. 
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Figura 13 . Especj_ficidad de los L'I'Cs obtenidos 12 días despúes de j_nocular 

intra_peritonealrnente 1 x 107 células LPC-1 en ratones DBT-\/2. Reactividad en 

contra de m1tígenos menores de histocompatibilicbd. En este caso las célu_ 

las blanco son : (0), LPC-1 tardías; (.6.), LPC-l ta_rdías pretratadas con -

tripsina; ( 0) , X63 ( mieloma inducido en ratones BJ\.LB/c gp-160 negativo). 

·. 
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Figura 14 . Canparaci6n de las actividades lít.icas de los LTCs. de larga -

duración crecidos en presencia de InterleuJd . .na 2 durante 20 días ( sírnlx>_.­

los 'llenos), con los LTCs prcx1ucidos en un CML de 5 días (est.irnulaci6n -­

prjmaria),(sírnl:olos vacíos), células blanco: (®), (0) P 815; ([21), ([;J) 

LPC -1 tardío; (&) , (~) LPC -1 tardío pretrata.do con tripsina. 



. 
tJ 

,-¡ 
Lf) 

~ o 

70 :-

30., 
i 

53 

"~--
-----<o 

-~-·-·--~-.J 10 30 50 

EFECI'ORAS/BU-\NCO. 

Figura 15 • Actividad lítica de los urcs específicos anti-H-2d ( C57BL/6 -

e>'-. Bl!LB/c) de larga duración crecidos en presenci.:i de Interleukina 2 proba_ 

da a los 63 (0) y 104 (¿~) días de cultivo. ras células blanco son P 815-

y LPK-1 respccti.vamente . 
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