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INTRODUCCION 

Características generales de las células neoplásicas 

La palabra "neoplasia" se refiere literalmente a un nuevo crecimiento 

celular. 

Resulta difícil describir de una manera concisa las propiedades de una 

neoplasia. Las neoplasias han sido definidas como "masas anormales de teji-

do cuyo crecimiento excede el de los tejidos normales, es independiente de e 

llos, y que continúa con los mismos excesos aún después de la desaparición 

del estímulo que le generó". {Benacerraf, 1981). A esta pérdida del fenóm~ 

no de inhibición por contacto (Ponten, 1973; Eisen, 1980) había que agregar 

otra característica de las células cancerosas: su capacidad de perder, en 

grados distintos las propiedades de las células diferenciadas a partir de 
.. , 

las cuales se originaron: pérdida de localización, alteraciones morfológicas, 

cromosómicas y bioquímicas. En algunas ocasiones ocurre una regresión hacia· 

patrones característicos de la vida embrionaria, aunque lo contrario ocurre 

también) o sea que las células tumorales pueden adquirir nuevas propiedades 

cuyas consecuencias metabólicas son tan indeseables como la pérdida de sus '' 

funciones normales. 

Las neoplasias difieren mucho unas de otras: se generan a partir de di':"' 
1 

ferentes tejidos diferenciados y los agentes causales pueden ser de varios 

tipos (químicos, físicos o virales) y estas diferencias se traducen en corn-

portamientos distintos en lo que se refiere a evolución, capacidad de crear 

metástasis (Fidler, 1975), malignidad y respuesta a posibles agentes antican 

cerosos. 
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Es probable que muchos de los factores que regulan el crecimiento desme 

surado de las células tumorales y su capacidad de invadir otros tejidos se 

encuentré';nlocalizados en la superficie celular. Se han escrito cientos de 

artículos comparando la superficie de células normales y cancerosas. Se han 

encontrado diferencias en practicamente todos los componentes de la superfi-

cie celular, trátese de proteínas, antígenos, glicoproteínas, glicolípidos', 

colesterol, actividades enzimáticas, contenido de azúcares, etc. Pero prac-

ticamente en.ningún caso se encontró función alguna para estas alteraciones 

y aún menos alguna correlación con el crecimiento tumoral. 

Entre los antígenos membranales más estudiados se encuentran las glico-

proteínas pués desempeñan múltiples funciones: pueden estar directamente in 

volucrados en las interacciones celulares ent¡i:-e células inmunes (Ags de hi's-

tocornpatibilidad clase II) o bien entre células inmunes y células tumorales 

infectadas por algún virus (Ags de histocornpatipilidad clase I). Los recep-

tores para el Fe de Inmunoglobulinas son también glicoproteínas, mientras 

que otras proteínas de este tipo intervienen en los procesos de secresión o ' 
I 

de internalizacion celular. Se han descrito algunas glicoproteínas de célu-

las tumorales y que parecen intervenir directamente en los mecanismos de es-

cape de estas células· (Co.dington, 1975; Celis, 1979 ~, Robbins, 1975). 

Antígenos de superficie de células normales y neoplásicas.: 

Se han descrito más de 40 loci que codifican para determinantes alo-

génicos de la membrana de linfocitos (McKenzie, 1979). 

Estos estudios han permitido identificar a las diferentes sbpobla --

ciones funcionales de linfocitos, los cambios que presenta una célula 

linfoide a lo largo de su diferenciación, el polimorfismo genético que 
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tiene como consecuencia la variabilidad estructural de la superficie celular 

y el examen de ciertos tumores en comparación con las células normales. 

Los Ags identificados hasta el momento se han clasificado en: 

- aquellos relacionados con el MHC (Majar histocompatibility complex) • 

- aquellos que son característicos de un tipo celular. 

El complejo principal de histocompatibilidad, denominado HLA en humano 

(cromosoma 6) y H-2 en el ratón (cromosoma 17), está formado por un grupo 

de genes relacionados entre sí responsables entre otras funciones de la regu 

lación de la respuesta mediada por anticuerpos y de la expresión de molécu­

las de superficie involucradas en interacciones celulares (Klein, 1979; 

Shreffler, 1975; Hood, 1983). 
.. 

a. Antígenos de histocor.1patibilidad 

El conjunto de genes del MHC se ha clasificado de la siguiente manera: 

Los genes de la clase !, que codifican para dos tipos de antígenos: .a-

quellos codificados por las regiones K, D y L, así como Qa-2 y Tla (Soloski, 

1981). Los productos génicos de las regiones K, o y L del MHC son glicopr~ 

teínas de 45 000 daltones sumamente polimórf icas que se encuentran presentes 

en la superficie de todas las células de ratón, (los eritrocitos de humano -

no tienen antígeos de histocornpatibilidad) . En general van asociadas en forma 

no covalente a una proteína de menor peso molecular (12 000 daltones) denomi 

nada B-2-rnicroglobulina (Klein, 1981). 

Los genes de la clase II corresponden a la región I del MHC. Esta re-

• 
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gión consta de 5 subregiones llamadas I-A, I-B, I-J, I-E e I-C. Las caracte 

rísticas de los productos génicos de la clase II son las siguientes: son he 

terodímeros compuestos de una cadena ol... y una [3. El peso molecular de las 

cadenas J.. es de alrededor de 30 000 y el rango .de peso de las cadenas ~es 

de 27 000 a 29 000 daltones. La diferencia del peso molecular de las cade-

nas se debe a diferencias en glicosilación. Estas moléculas están involucra 

das en la regulación de las funciones de las células T: ayuda (Th), supre­

sión (T ) o para el reconocimiento de un antígeno extraño en conjunto con la 
s 

identificación de lo propio en la superficie de otras células T, de macrófa-

gos o de células B. También parecen estar involucrados en la estimulación 

de la diferenciación de las células B. (Hood, 1983, Klein 1981, 1983). 

Por Último, los genes de la clase III contienen la información de algu­

" nos componentes de activa¿ión de la cascada de complemento: C4 que consta 

de la.proteína sérica y de la proteína ligada al sexo (Klein, 1979). 

Se ha observado que para las reacciones de ayuda mediadas por linfoci-

tos T, la activación de macrófagos y la hipersensibilidad retardada es nece- '' 

sario que estén expresados productos génicos correspondientes a la clase II 

del MHC (Zinkernagel, 1978). Mientras que la citotoxicidad mediada por lin-

focitos T no se produce si no están expresados los productos H-2K y H-20 del 

MHC (clase I), en la célula que provocó el estímulo (Shearer, 1977; Bevan, 

1978, Zinkernagel, 1979). 

b) Antígenos de diferenciación. 

Además de los productos del MHC, se han identificado Ags de superficie 

característicos ·ie ciertos tipos celulares. La mayoría de los marcadores 



identificados en la3 células B no están realmente restringidos a este tipo 

celular y su funciÓ'1 es desconocida. 

Entre los Ags de los linfocitos B se encuentran los relacionados a los 

loci Ly. Los prime:.os antígenos específicos de linfocitos que fueron descri 

tos son los productos del locus Ly (Boyse, 1969). Estas moléculas se denomi 

nan Lyt cuando se e:cpresan en la superficie de las células T y Lyb cuando se 

encuentran en las ID4mtbranas de las células B. También hay antígenos que se 

, encuentran en ambos tipos celulares: Ly6 -17. Los antígenos Lyt, Lyb, y Ly 

se han encontrado también en neoplasias linfoides y no parecen ser antígenos 

de diferenciación (McKenzie, 1979; Ahmed, 1982). Lyb-3, 5 y 7, presentes en 

las células B parecen tener una función en ~a interacción con células Th y 

en la regulación de los genes que codifican para la cadena pesada de Ig .. 
(Howard, 1982) • 

El antígeno PC·1 es un ant!geno de diferenciación de las -células B que 

se eipresa en célulds plasmáticas en las etapas tardías de diferenciación. 

'También se encuentr; en la superficie de células de cerebro, riñón, hígado y 

.en algunos mielomas (Takahashi, 1970; Tung, 1980). Por su distribución 

· Heberman y colaboradores (1972) han propu~sto que ·Pc-1 es un antígeno de ori 

gen viral, y que és.e solo se expresa en la Última etapa de diferenciación 

de las células B (Tung, 1978). Recientemente se han identificado dos antíge 

nos de diferenciaci<5n que aparecen en las células precursoras de linfocitos 

B, mediante el uso de anticuerpos monoclonales. Se les llama AA4.1 y Gf1.2 

respectivamente. + Parece ser que una célula pre.,..B AA4.1 se diferencía a cé,,.. 



+ + lula B GF1.2 , slgM. (McKearn, 1984). Aún faltan por caracterizar muchos 

Ags de superficie de los linfocitos B que ayuden a elucidar los mecanismos 

de regulación, función y diferenciación de este tipo celular tanto normal 

como transformado. 

e) Antígenos tumorales: 

Prehn, Floey, Main y Klein (1960) probaron la existencia de Ags turnara-

les específicos que podían ser reconocidos por el huésped para su defensa. 

Observaron además, en su sistema experimental, que los Ags eran específicos 

para cada tipo de tumor, o sea la imnunización de un ratón con un sarcoma no 

impide que otro tipo de tumor se desarrolle en el ratón, sin embargo el sar-

coma se rechaza. 

.. ,. 

Los antígenos tumorales pueden ser de origen viral o resultar de alguna 

mutación producida por agentes químicos o físicos: 

~ Los antígenos de origen viral son moléculas codif icad~s por genes del vi-

rus, que se encuentran incorporados al genoma celular. Son los mismos en 

cualquier tejido o tipo celular en el que se expresen. Un ejemplo de este 

tipo de Ags son los relacionados con el virus de la leucemia murina que codi 

fica para partículas presentes en la superficie de los linfocitos T. Estos 

Ags virales pueden llegar a expresarse bajo ciertas condiciones como el tra-

tamiento.de las células con factores químicos o radiaciones. 

- Ags· que aparecen cuando la célula ha sufrido alguna mutación: 

Estos Ags, a diferencia de los virales, son característicos de cada tumor, 

habiendo diferencias entre dos tumores derivados del mismo tipo histológico 

y producidos por el mismo agente químico. Pueden ser macromoléculas que se 

' .. 
' .. ~ . . "" •.. i. ,\"; ·- ·\ .'-



expresan normalmente en tejido embrionario y que no se reconocen como pro-

pias en el animal adulto por haber desaparecido antes del desarrollo del si~ 

tema inmune. Entre los antígenos embrionarios identificados se encuentran 

laa\.-fetoproteína, que es característica de hepatomas y teratoblastomas de~ 

vario {Abelev, 1971; Coggin, 1974), y el antígeno carcinoembrionario (ACE). 

El ACE es una glicoproteína de 180 kilodaltones que contiene un 65% de carba 

hidratos por molécula, y que está presente en neoplasias humanas de origen 

gastrointestinal (Gold, 1965; Shively, 1981). 

Además de los Ags embrionarios hay autores que proponen la existencia 

de Ags específicos del tumor. Estos Ags son moléculas que normalmente se ex 

presan en la superficie de las células, pero que han sufrido una mutación 

(Natori, 1977; Rusell, 1979). .. 

Res2uesta antitumoral: 

En la literatura está bien fundamentado eL concepto según el cual las · 

1 células neoplásicas tienen antígenos de superficie diferentes a lospresen-

1 
tes en células normales y que éstos antígenos tumorales pueden inducir una 

respuesta del sistema inmune del huésped. En los Últimos años se ha centra-

1 do la atención en el estudio de la naturaleza de esas respuestas antitumora-

les, 

1 
1 

La respuesta antitumoral se lleva a cabo principalmente por linfocitos 

T citotóxicos (LTCs), células asesinas naturales, macrófagos activados y 
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lulas asesinas. Además se ha sugerido la existencia de una constante vigi-

lancia inmunológica sobre los tejidos de los individuos y que se encarga de 

eliminar células mutantes que pudieron aparecer (Burnet, 1970; 1971). 

Las células asesinas o nulas son células linfoides que carecen de antí-

genes de superficie característicos de las células T o B. Están involucra-

das en las reacciones de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (Ac). 

El Ac se adhiere al Ag de superficie de la célula neoplásica y es este compl~ 

jo el que reconoce la célula asesina para lisar a la célula tumoral (Bena-

cerraf, 1979; Eisen, 1980). 

Los macrófagos activados también tienen actividad antitumoral. El pro-

ceso de activación de los macrófagos requiere de la interacción de estas cé­
" 

lulas con linfocitos T sensibilizados o con factores producidos por ellos ªE. 

tualmente conocido como Il (MAF) (Fidler, 1976). La lisis de la célula neo-

plásica solo se lleva a cabo si hay una interacción directa entre la célula 

blanco y el macrófago y por la liberación de un factor .lítico por el macrófa •. 

go (Johnson, 1980; Adams, 1981). 

Las células asesinas naturales constituyen una subpoblación de células 

linfoides que se caracterizan por carecer del antígeno de superficie Thy-1 y 

de las células T, del recep~or para inrnunoglobulinas (Ig). Se encuentran 

principalmente en el bazo y en ·la sangre. Tienen una actividad citolítica 

espontánea en contra de algunas células tumorales o normales, la cual puede 

aumentarse por interferón (Heberman, 1979a; ~979b). En humanos, la lisis p~ 

: ·,..,·, 



1 
1 
1 

rece involucrar a antígenos de superficie de las células asesinas naturales 

que son sensibles al tratamiento con proteasas como la tripsina, la quimio-

1 tripsina y la papaina (Hiserodt, 1983; Fast, 1983). 

1 Dentro de las reacciones mediadas por células con actividad antitumoral, 

1 
la más importante es aquella mediada por LTCs. En este tipo de reacciones, 

la respuesta se induce cuando aparece una alteración en la superficie celu-

1 lar de tal modo que la célula ya no es reconocida como "propia" por el siste 

ma inmune. El reconocimiento de la célula extraña por los LTCs se lleva a 

1 cabo por la identificación tanto del neoantígeno, como de los productos H-2K 

1 
y H-2D del complejo principal de histocompatibilidad sin que se sepa realmente 

si hay uno o dos receptores involucrados en el proceso (Zinkernagel, 1979). 

1 Se ha reportado recientemente la identificación del posible receptor de las 

" células T {Acuto, 1983; Kappler, 1983 ) se ha propuesto que es un he 

1 terodímero formado por una cadenac<, de 49- 51 kilodal tones y una cadena ~de 

.I 
43 'kilodaltones. Estas subunidades están asociadas no covalentemente a una 

molécula monomórfica de 20 -25 kilodaltones (Acuto, 1983; Kappler, 1983). 

los LTCs lisan a la célula extraña en forma aut'Ónama, unidireccional y sin 

dañar a células circundantes. 

1 
Evasión de la respuesta inmune: 

1 A pesar de que las células tumorales sean capaces de inducir una respue.:! 

1 
··1 . . . 
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neoplásica se defiende de las diferentes reacciones inmunológicas, para de­

sarrollarse y crecer en un ambiente que está encarga.do de destruirla. Entre 

los mecanismos mediante los cuales las células tumorales evaden la respues-

ta inmune se han propuesto: 

1) La inmunosupresión del huésped debida a la liberación de factores solu­

bles por la célula neoplásica (HellstrBm, 1970; Hellstram, 1974). 

2) La escasa antigenicidad tumoral que presentan algunas células, ocasiona 

que se despierte una respuesta inmune lenta y poco eficaz {Old, 1965; Klein, 

1973). 

3) La capacidad que tienen algunas células neoplásicas de desprender o in-

ternalizar antígeno rnembranal cuando éste reacciona con el. anticuerpo (Es--

mon, 1976). 

4) El enmascaramiento superficial de determinantes antigénicos tumorales -
~ 

o de productos del MHC para impedir la interacción de los LTCs con sus recep 

tores rnembranales. Se han sugerido diferentes formas de enmascaramiento de 

los antígenos de superficie de células neoplásicas: 

a) Por un mecanismo de cargas, corno por ejemplo la presencia de· 

una carga n.egativa en la superficie celular que repela a cualquier molécula 

que pueda tener esta misma carga. Se ha observado que algunas células neo-

plásicas están cargadas negativamente debido a la presencia de residuos de 

ácido siálico (Sharer et al, 1977; van Beek et al, 1973)~ 

b) Por la producción intrínseca de la célula neoplásica de gli-

coproteínas que cubran antígenos reconocibles, como la epiglicanina prese!!_ 

te en las células TA3-H {Codington, 1975) o gp160 que se encuentra en el -

mielorna LPC-1 (Celis et al, 1979a). 
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ANTECEDENTES 

Estudios previos muestran que el mieloma LPC-1 adquiere periodicame~ 

te una resistencia a la lisis por LTCs o por anticuerpos y complemento (-­

Celis et al, 1979a, b; Hale et al, 1979). 

El rnieloma LPC-1 crece en la cavidad peritoneal de ratones BALB/c en 

forma de ascitis. Las células tumorales obtenidas de la cavidad peritoneal 

de ratón 3 días después de la inoculación ( células tempranas) son suscep­

tibles a la lisis por LTCs o por anticuerpos anti H-2 y complemento cuando 

se prueban en un ensayo de citotoxiciad. Sin embrago las células LPC-1 re 

colectadas 12 a 14 días después de ser trasplantado el tumor (células tar-

días) se muestran resistentes a la lisis inmune (Celis et al, 1979a). Pa­
~ 

ralelarnente a esta resistencia las células LPC-1 tardías adsorben 6 a 10 ve 

ces menos anticuerpos anti H-2ª que las células tempranas (Hale et al, 1979). 

Estos cambios en el comportamiento de las éélulas LPC-1 podrían expli-

carse por una disminución de la síntesis y expresión de los antígenos del -

MHC, H-2K y H-2D, o ~orque estos antígenos estén cada vez menos accesibles. 

Estudios comparativos de las superficies de las células tempranas y 

tardías muestran que la aparición del fenotipo resistente correlaciona estre 

chamente con la expresión de una glicoproteína de membrana de 160 000 dalto 

nes (gp160), la cual se acu~ula con el tiempo en la superficie de las célu­

las LPC-1 (Celis et al, 1979b). 

Gp160 es una glicoproteína formada por una sola cadena polipeptídica, 
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rica en ácido siálico (Rosenstein, 1984). Se encuentra, en las células tem 

pranas, a la mitad de la concentración encontrada en las células tardías. -

Es muy sensible a la tripsina y reacciona con algunas lectinas tales como -

f' la aglutinina de germen de trigo y la concanavalina A (Celis, B., 1983). 

l 
1· 

1 
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La resistencia de las células tardías a la lisis por LTCs y por anti-

cuerpos anti H-2 más complemento se pierde cuando las células son retrasplaE_ 

tadas a ratones BALB/c y extraídas 3 ó 4 días después, cuando las células 

se mantienen en cultivo por más de 4 días (Hale et al, 1979) o cuando se -

tratan con proteasas como la tripsina, la quimiotripsina, la subtilisina o 

la neuroaminidasa (Celis et al, 1979b). Todos estos tratamientos disminu-

yen la concentración de gp160 en la membrana celular. 

~ 

Estudios cuantitativos de la expresión de los' antígenos H-2 presentes 

en la superficie de células tempranas y tardías tratadas con tripsina, mue_! 

tr·an que hay cantidades semejantes en ambos tipos celulares, lo cual sugi!:_ 

re que gp160 puede estar interaccionando con ellos impidiendo estericamente 

su reconocimiento por LTCs y anticuerpos anti H-2 (Hale et al, 1979). Pos~ 

teriormente se observó que gp160 interacciona preferencialmente con los an-

tígenos H-2K y H-2D y que antígenos no relacionados al MHC no están signifi 

cativamente enmascarados por gp160 (Celis et al, 1980). 

Aún cuando los anticuerpos dirigidos en contra de antígenos no relacio 

nadas con el MHC se adsorben en cantidades equivalentes en células tempranas 

Y en tardías, la lisis mediada por complemento es menor en las Últimas (-­

Celis et al, 1980; Celis, 1983) • 

,('',. 
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A lo largo de este trabajo, se intentó buscar, in vitro, la existencia 

de algún factor responsable de la acumulación de gp160 en la superficie de 

las células LPC-1. Se analizó el efecto del líquido de ascitis o de célu -

las inmunocompetentes, agregados al medio de cultivo, sobre la expresión de 

gp160. Se estudió si la acumualción de gp160 en la superficie celular es -

el resultado de una menor degrada_ción ( o secreción) o bien de una mayor SÍE_ 

tesis. Se demostró también que no existe correlación entre la pérdida de -

la capacidad de secretar inmunoglobulinas y la aparición de gp160. 

/. 
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MATERIALES Y METODOS 

1. Animales de Experimentación 

En cada experimento se utilizaron animales del mismo sexo y edad (9 se 

manas). Se utilizaron ratones de ambos sexos de las siguientes cepas: 

a} BALB/c (H-2d), obtenidos del Instituto Mexicano del Seguro Social. 

b) BALB/b (H.-2b), obtenidos del Instituto de Tecnología de Massachussetts 

y reproducidos en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de 

la UNAM. 

2. Líneas Tumorales 

Se usaron dos mielomas murinos LPC-1 (H-2d) y LPC-1 Litton, (Litton, 

H-2d). LPC-1 Litton es la línea original y fue inducida por Michael Potter 
• 

con aceite mineral en ratones BALB/c. LPC-1 es una sublínea obtenida espoE_ 

táneamente a partir de LPC-1 Litton y mantenida desde_ hace varios años en el 

laboratorio del Dr. Henttan Eisen, de donde provienen ambas líneas. LPC-1 

ha perdido la capacidad de secretar inmunoglo~ulinas mientras que las célu­

las Litton sintetizan IgG2k.. 

3. Cultivo de células Tumorales (todos los cultivos se hicieron por dupli-

cado a partir de las células obtenidas por lo menos de 2 ra,tone.s}. 

a} Medio de cultivo. Se utilizó el medio de Eagle modificado por 

Dulbecco (DME: Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco) adicionado con: 

' ·'' .. ,::;· 

20% de suero fetal bovino (SFB, Flow Laboratories) 

2mM de glutamina (Gibco) 

1% de una solución de antibióticos y antirnicóticos (Gibco: peni­

cilina 100 ug/ml,an.fotericina B 0.25 ug/ml, streptornicina 

100 ug/ml) 
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0.1 mM de una solución de aminoácidos no esenciales (Gibco) 

1% de 100mM de piruvato de sodio (Gibco). 
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b) Obtención de las células tumorales. Cada semana se inoculan rato~ 

nes BALB/c intraperitonealmente con 1 x 107 células tumorales en O.Sml de u 

na solución amortiguadora de fosfatos/salina (pH=7.4, 0.15 M NaCl, 0.01 M 

PO~, PBS: phosphate buffer saline). 

Las células tumorales se obtienen en condiciones de esterilidad lavan­

do con PBS la cavidad peritoneal de los ratones inoculados. Las células tu 

morales se lavan varias veces mediante centrifugaciones a 100 x g durante 5 

min, lo cual permite separar eritrocitos de células neoplásicas. La viabi­

lidad se estima con azul tripano, siendo siempre mayor del 90% • 

• Con el fin de encontrar los posibles factores o el factor responsable 

de la acumulación de gp160 en la superficie de la célula LPC-1 se cultiva-

ron las células en presencia del líquido de ascitis y de células de bazo de 

animales normales y portadores del mielorna: 

e) Cultivo.de células LPC-1 en presencia·de líquido de ascitis. Se la 

va la cavidad peritoneal de los ratones BALB/c con Sml de medio de cultivo 

y se separan las células por centrifugación a 100 x g durante 5 min. El lÍ 

quido de ascitis, libre de células tumorales se centrifugó a 1000 x g duran 

te 10 min para eliminar fragmentos celulares y se añadió al medio de culti-

vo a una concentración final de 10 a 15%. 

Las células LPC-1 resuspendidas en PBS estéril se cultivaron a una con­

centración final de 2 x 105 células por rnl. 
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d) Co-cultivo de células LPC-1 y células esplénicas. Para é::;to se usa 

ron tazos de ratones BALB/c sanos y de animales portadores del tumor~ 

Los bazos,obtenidos en condiciones estériles, se disgregaron en PBS u-

sando una malla metálica (200 mesh) • La suspensión celular obtenida se co-

loca en tubos cónicos de 15rnl y se deja reposar para que las partículas más 

grandes sedimenten. El sobrenadante de estos tubos se decanta en tubos lim 

pios y se centrifuga a 100 x g por 5 rnin. El botón celular se resuspende 

en medio de cultivo y se añade al cultivo de células tumorales (2 x 105 cé­

lulas/rol) a una concentración final de 2 x 106 células de bazo/rol de medio 

de cultivo. 

4. Tratamiento de las células tardías con tripsina • 
• 

Para remover gp160 de la superficie celular, se tratan las células 
7 . 

LPC-1 con tripsina (Celis, et al, 1979b): 1x .10 células se resuspenden en 
it 

10ml de una solución de PBS con tripsina al 0'.025% {Sigma). Las células se 

incuban a temperatura ambiente durante 30 mi~; posteriormente se lavan 4 v~ 

ces con PBS centrifugando a 100 x g por 5 min. El botón final se resuspen-

de en PBS y se cuenta el número de células tumorales viables. 

S. Marcajes Celulares 

Para la caracterización de las moléculas de la superficie celular de 

los mielornas se utilizan diferentes técnicas de marcaje: 

a) Marcaje in vitre 

Incorporación de 125r a proteínas de la superficie celular. 
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La técnica se base en la oxidación de iones iodo en presencia de lacto 

peroxidasa y peróxido de hidrógeno para dar lugar a un complejo enzimático 

con la capacidad de convertir los residuos de tirosinas de las proteínas de 

superficie en derivados monoiodinados (Marchalonis et al, 1971). Las histi 

dinas también pueden iodinarse aunque en menor grado (Hubbard, 1976). 

A 1 x 10
7 

células tmnorales (95-100% de viabilidad), previamente lava­

das se les agrega 10 ul de lactoperoxidasa (4mg/ml en PBS), 300 uci de Na125r 

(New England Nuclear, actividad específica: 16.6 mCi). Posteriormente 

se añaden 10 ul de una solución recién preparada de H2o
2 

al 0.03% en PBS. 

La mezcla se incuba durante 10 min a 30ºC. 

Para eliminar el exceso de 125r libre, se lavan las células 4 veces 

" con 15ml de una solución de KI SmM en PBS. 

Marcajes de residuos de ácido siálico de la superficie celular de célu 

las tumorales: 

La técnica se basa en la oxidación de los residuos de ca~bohidratos de· 

la superficie celular por medio de periodato de sodio. Posterionnente los 

residuos oxidados de las.glicoproteínas se reducen con borohidruro de sodio 

(NaB3H4, Arnersham Int. actividad específica: 8 Ci/mrno1) los cuales quedarán 

marcados con tritio {Flowers et al, 1980). 

A 1 x 107 células tumorales en 0.6 ml de DME se les agregan 10 ul de 

Naio4 0.1 M. Se incuban 10 mina temperatura ambiente. Se lavan las célu­

las 3 veces con ~BS frío. Después de la Última centrifugación se le añade 

al .botón celular previamente resuspendido en 0.6 ml de DME, 20 ul de una so-
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. . ... 3 ( . ) lucion de NaB H4 1 mCi en 0.01 N de NaOH. Las células se dejan incubar a 

4°C durante 20 rnin y se lavan 3 veces con PES frío. 

Marcaje de los residuos. de galactosa: 

Se les añaden a las células previamente lavadas y resuspendidas en 0.6 

ml de DME, 6 unidades de galactosa oxidasaen 20 ul de PBS. Las células se 

incuban 40 min a 37°C y se lavan 3 veces con PBS. Después de resuspender 

3 las células en 0.6 ml de medio que contiene 1 mci de NaB H4 en 0.01 N de 

NaOH, se dejan incubar 40 min a temperatura ambiente. Finalmente se lavan 

las ~élulas tumorales 3 veces con PBS frío (Gahmberg, 1976). 

.... 35 . . . . "" 1 1 Incorporacion de s-~etionina in vitro a proteinas ce u ares para ma.E_ 

car IgG: 

Las células (5 x 10
5 ml) se incuban durante 24 hrs en medio DME y 20% 

• 35 • 
de SFB que contiene 0.01 mci de s-met {este medio esta libre de metionina). 

Se ha mostrado que se necesitan 12 hrs para que la incorporación de leucina, 

que son aminoácidos muy comunes, alcancen una constante. Debido a que la 

metionina es menos común, se aumentó el tiempo de incubación a 24 hrs 

(Richard, 1979) • 

3 . "" Incorporación in vitro de E-azucares a glicoproteinas celulares: 

LOs azúcares utilizados son los siguientes: 

3 3 actividad .. f. 51.7 Ci/mmol) H-galactosa ( H-gal, especi ica: 

3 H-fucosa 3 ( H-fuc, actividad específica: 84 Ci/mmol) 

N-acetil- (3 · · · ·a d ""f' H-manosam1na,activ1 a especi ica: 22.8 Ci/rnrnol) 

3a-g1ucosamina (3H-gluN, actividad específica: 32.5 Ci/mmol) 
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Se colocan 5 x 10
6 

células en cajas de cultivo de 24 pozos en 1 ml de 

medio de cultivo y se le añade 5 a 10 uci de alguno de los azúcares marca-

dos con tritio a cada pozo. Se toman las células a intervalos de 3 hrs, se 

lavan con PBS 3 veces y se someten a una extracción con NP-40 al 0.5% 

{Melchcrs, 1970, 1971; Muramatsu, 1970). 

·6. Preparación de extractos celulares totales 

Para solubilizar los componentes radioactivos de la superficie celular 

... 7 se resuspenden las celulas tumorales marcadas (1x10 ) en 100 ul de PBS que 

contiene 0.5% de NP-40 y un inhibidor de proteasas a una concentración de 

2 mM final (fenil-metil-sulfonilfloruro). Después de incubarlas 30 mina 

4ºC se centrifugaron las muestras a 15,600 x g durante 15 min y los sobren~ 

dantes se conservaron a ~70°C hasta ser utiJ,;i.zados (Schwartz, 1971) • . 

' 7. Precipitación de proteínas celulares por Acido Tricloroacético (TCA) 

1 Con objeto de conocer la cantidad de marqa incorporada a la proteína 

1 

1 
1 
1 
1 
I· 
1 

se hacen precipitaciones usando ácido tricloroacético. Por este método se 

separan los isótopos libres de la marca incorporada. 

Se tornan alícuotas de 10 ul del extracto radioactivo celular, se aña-

den 10 ul de SFB con el fin de tener más proteína que atrape las moléculas 

marcadas y se precipiten con mayor facilidad. A esto se le adicionan 3 rol 

de TCA al 10% y se deja incubar 10 min a 4°C. Las muestras se centrifugan 

(,500 x g/5 min) 3 veces en una solución de TCA al 10%, desechando cada vez 

el sobrenadante. 
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El botón final se cuenta 1 min, en un contador Autologic de Abbot para 

d • . . t·. t d 125 ra 1ac1ones gamma, si con 1ene mues ras marca as con I. 

Para la identificación de la marca de tritio o 35s, se toma la alicuo-

ta del extracto celular radioactivo, que se resuspende en Sml de líquido de 

centelleo preparado de la siguiente manera: 

1 l 

2 1 

450 mg 

16.5 g 

i 
1 

1 

tritón x-100 

tolueno 

PoPoP {New England Nuclear) 

PPO {New England Nuclear) 

La muestra resuspendida se cuenta 1 min en un contador para radiacio­

nes beta. En el caso del 125r, la marca oscila generalmente entre 0.2 y 

0.8 cpm/célula. Para 35s fue de 0.1-0.7cpm{c~l.,para NaB3H
4 

0.07-0.1 cpm/cel • 
• 

·y· para galactosa .07-0.1 cprn/cel. 

8. Inmunoprecipitados 

Con el fin de identificar en .el extracto celular la molécula marcada 
' ' ' ' 

que nos interesa, se.hacen inmunoprecipitados con un anticuerpo específico~ 

Este antisuero se produce inmunizando repetidamente por vía intraperitoneal, 

/b 0
7 .- . 

ratones BALB con 1x1 celulas LPC-1 en 0.5 ml de PBS. Después de 5 ó 6 

inmunizaciones se sangran los ratones por la cola. Este suero contiene an-

ticuerpos anti-H-2 y anti-gp160 y lo obtuve de la Dra. Yvonne Rosenstein. 

(los anticuerpos anti-H~2 fueron removidos por adsorbción con células P815, 

Se toman 40 ul del extracto celular marcado .J'.'adioactivamcnte o 100 ul 
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del sobrenadante del medio de cultivo y se le añaden respectivamente 5 ul y 

10 ul del antisuero necesario. Esto se incuba 1 hr a 4ºC. Para aislar los 

complejos antígeno-antisuero se añaden a las muestras 100 ul de una suspen-

sión al 10% de Staphilococcus aureus, tipo Cowan I inactivado (Pansorbin, 

Calbiochem.-Behring Corp.) y se deja en reposo 30 min. El Staphilococcus a. 

presenta sobre su superficie proteína A que tiene receptores para la porción 

Fe de inmunoglobulinas. Al centrifugar las muestras, el Staphilococcus a. 

sedimenta llevándose los complejos antígeno-anticuerpo que se encuentran f i 

jos en su superficie (Cullen, 1976; Celis et al, 1979b). 

Los inmunoprecipitados se lavan 6 veces, colocando la muestra sobre un 

colchón de sacarosa al 30% con NP-40 al 0.5% y deoxicolato al 0.5% en PBS, 

centrifugando a 15,600xg durante 5 min. El precipitado final se hierve por 
. . 

5 min con solución para muestra (v~r EGPA) y. se 9éptrifuga.~a J 5 ,600 J.C g por 

10 _rnin para separar al Staphilococcus de los complejos antígeno-anticuerpo •. 

9. Electroforesis de Geles de Poliacrilaniida -sos (EGPA) : 

La metodología que·se utiliza para la separación de las proteínas mero-: 

branales es la electroforesis con sn's (Weber, 1979) • El principio de la e-

lectroforesis consiste en la separación de las moléculas en base a su peso 

molecular y a su carga. Para impedir que la carga altere la migración de 

las proteínas en base a su peso molecular, la electroforesis se lleva a ca-

bo en presencia de sos, de tal manera que todas las proteínas estén carga-

das negativamente. 

La muestra en un máximo de 100 ul de soluci6n para muestra (0.08 M Tris, 

pH=6•8 / glicerol 10% 5% sos, 5%. beta mercaptoetanol, 0.002% de azul de 

, . bromof enol) , previamente 
1 ' • • • • 
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hervida durante 5 min, se aplica sobre geles de poliacrilamida al 10 ó 12.5% · 

sobre los cuales se encuentra 1.5 cm de gel concentrador (5%). El gel con-

centrador se corre, en caso de geles en tubo a 3 rnA/tubo y en el de gel en 

placa a 15 mA. Cuando el colorante entra al gel separador se aumenta el am 

peraje a 5 mA/tubo y a 30mA respectivamente. 

Los geles se tiñen y se fijan durante 12 hrs en una solución de azul de 

coomasie al 0.6%, ácido acético al 10%, rnetanol al 30% y agua. Para quitar 

el exceso de colorante incorporado al gel, se hacen varios lavados con áci-

do acético al 10%. 

10. Identificación de marca radioactiva 

Con el fin de identificar las proteínas marcadas radioactivamente, los 

geles se someten a los siguientes métodos: 
• 

a) cuantificación de marca radioactiva en rebanadas de gel: 

Los gelés en tubo se cortan en rebanadas de 2 mm, las cuales se ponen 

en tubos por separado. Se cuenta la radioactividad incorporada a cada reba 

125 
nada, en el caso de I en un contador de rayos gamma. En el caso de que 

los geles contengan proteína marcada con algún isótopo ·ae radiaciones beta 

(3H, ;ss ó 14c} cada rebanada de gel se coloca en un vial con O.Sml de H2o2 

al 30%, se dejan 12 hrs a 60ºC para que la rebanada de gel se disuelva. 

Posteriormente se les agrega 5 ml de líquido de centelleo y se cuenta la 

marca radioactiva de cada vial con un contador de radiacion~s beta. 

b) Autorradiografías y densitometría: 

Cuando los geles en placa contienen 125I, el gel desteñido se.seca 

entre un papel filtro en un secador comercial con vacío y calor simultanea-
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mente durante 4 hrs. 

cuando se utiliza un isótopo que emite radiaciones beta, el gel se so-

mete a la técnica de fluorografía descrita por Bonner y colaboradores (1974) 

para incrementar la eficiencia de impresión sobre las placas fotográficas: 

- Se sumerge el gel 30 min en 20 veces su volúmen de dimetisulfóxido 

(DMSO). De esta manera se lava el gel 3 veces con DMSO limpio. 

- Se sumerge el gel en 4 veces su volúmen de DMSO con PPO (22.2% p/v) 

por 3 hrs. El PPO al interaccionar con las emisiones beta produce fotones 

los cuales van a velar la placa en los lugares donde haya proteína marcada. 

- Se lava el gel en 20 veces su volIBnen de agua destilada por una hora. 

Se seca el gel entre un papel celofán y un papel 
• 

filtro con vacío y calor 

por 4 hrs. 

- El gel se coloca en contacto con una placa de rayos X y se expone a 

-70ºC , aumentándose así la sensibilidad de la placa a las radiaciones de 

25 a 100 veces. 

Para el revelado las placas se descubren en el cuarto obscuro, se su-

mergen en la solución reveladora (Kodak X GBX) durante 1 a 2 min, se enjua-

gan las placas con agua y se sumergen 3 min en fijador (Kodak para pelícu-

las de rayos X). por último se enjuaga la placa con agua y se deja secar. 

Con el fin de cuantificar la marca en la autorradiografía, las placas 

fotográficas se someten a una densitometría, la cual se basa en la absor-

. ción de la banda obscura velada de· la placa, comparada con la absorción ba-
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sal de la placa. Esta relación se graf ica y se calcula el área bajo la cur 

va. 

11. Ensayo de Citotoxicidad con Anticuerpos y Complemento: 

Las células se marcan incubando 5 x 106 células con 250 uci de Na
2

51 cro
4 

{New England Nuclear, actividad específica: 350-600 mCi/mg) en 0.5 ml de 

DME con 10% de SFB durante 1 hr a 37°C. Las células marcadas se centrifu­

gan 4 veces con PBS frío y se ajustan a la concentración deseada (1 x 106 

células/rol) . 

Los ensayos de citotoxicidad se llevan a cabo de la siguiente manera: 

Las células (5 x 104
) previamente marcadas con 51 cr se resuspenden en 

DME y se colocan en tubos de plástico Falcon (12 x 75 mm) con diferentes di 

• 
luciones del antisuero, y complemento (este últimÓ, a una dilución final de 

.. 
1:20) en un volúroen final de 0.1ml. Se incuba 1 hr a 37ºC en presencia de 

7% de co
2

, después de lo cual se le añade a cada muestra 0.9 inl de PBS 

frío para detener la reacción lítica. Los tubos se centrifugan a 100 x g 

por 5 min. El contenido de cada tubo se divide en dos partes,contandose 

por separado 0.5 ml del sobrenadante y los restantes O.Sml y el botón celu-

lar en un contador de rayos gamma. La lisis específica mediada por la libe 

51 ración de Cr se calcula utilizando la siguiente fórmula: 

% de lisis 

específica 

Sn: sobrenadante 
Exp: experimental 

= 
cpm Sn Exp X 2 
cpm Exp Tot 

1 

cprn Sn Con x 2 
cpm Con Tot X 100 

cpm Sn Con x 2 

cpm Con Tot 

Tot: total (suma de cpm en el Sn y cpm en el' tubo del precipitado) 
Con: control 
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RESULTADOS 

1. Estudio de la expresión de gp160 in vivo, marcando las proteínas de la 

f . . 1 1 d' d 1 . .~ d 125 super 1c1e ce u ar por me 10 e a 1ncorporac1on e I: 

Con el fin de conocer el momento en el que la concentración membrana! 

de gp160 aumenta, se detenninó la cinética de acumulación de gp160 en la su-

perficie de las células LPC-1, para poder hacer, posteriormente, estudios de 

' biosíntesis con estas células. 

Como se puede observar en la figura 1, la cantidad de gp160 expresada 

en la superficie de la célula neoplásica oscila alrededor del 17% del total 

de la marca incorporada a las células durante los primeros 8 días después de 
" , 

haber sido trasplantado el mieloma. Después del décimo día aumenta notable-

mente la concentración de gp160 membrana!, alcanzando un 35% del total de 

proteína marcada. 

2. Estudio de la expresión de gp160 in vitro, marcando las proteínas de su-

perficie de.las células neoplásicas: 

Una vez identificado el momento en_ el que las células LPC-1 comienzan a 

acumular gp160 en su superficie (10 días después del trasplante), se proce-

dió a estudiar el comportamiento de estas células in vitre. Las células LPC-1 

de 10 y 11 días se colocaron en cultivo y se midió la cantidad de gp160 expr~ 

sada en la membrana celular, marcando con 
125

1 o con NaB
3
H

4
. Se esperaba 

que en las primeras 24 hrs la concentración de gp160 aumentara siguien~o el 

ritmo que tenían las células in vivo, para después bajar los niveles de expr~ 

··: '"··.1 '· ',J.:,' 
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.~ sion. 

Como se puede observar en la figura 2 la cantidad total de gp160 expre­

sada en la superficie de las células de mieloma en cultivo, marcada con 1251, 

baja paulatinamente. En las primeras 48 hrs alcanza los niveles de expre-

sión característicos de una célula temprana. Todas las células tardías (9, 

12,13 y 14 días) siguen el mismo comportamiento. En cambio en las células 

tardías tratadas con tripsina para remover a gp160 de la superficie celular, 

antes de cultivarlas, los niveles de expresión de esta glicoproteína aurnen-

; tan en las primeras 24 hrs de cultivo, para después mantenerse constantes. 

las células tempranas (3 días) , tienen valores muy comparables a los de 

las células LPC-1 tardías cultivadas, aunque la ruuplitud de las desviaciones 

estandar deja percibir una mayor heterogeneidad celular. 

Como puede observarse en la figura 3, las técnicas de marcaje usadas p~ 

ra incorporar tritio a residuos de ácido sialico y de galactosa marcan a 

gp1.60. El efecto anteriormente mencionado vuelve a presentarse. Tanto las 

células marcadas con tritio en los residuos de ácido siálico como los de ga~ 

lactosa presentan una disminución en la concentración de gp160, mientras que 

en las células que no contienen esta glicoproteína (debido al tratamiento 

con tripsina) se incrementa la expresión de gp160 en las primeras 24 hrs de 

cultivo para después mantenerse en un nivel estable. 

3. Estudios de la expresión de gp160 in vi~ marcando rnetabÓlicamente con 

3n-azúcares o 14c-aminoácidos: 

La disminución de la concentración de gp160 membrana! de las células en 

cultivo se puede deber a una inhibición de la síntesis proteica. Con el fin 

\~ / .. 
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Cinética de la cantidad de gpl60 membranal expresada -
en células LPC-1. cultivadas por 72 nrs. Se niidió la - . 
cantidad de gpl60 en l~ superficie de células tardías 
y de células tardías tripsini.zadas a intervalos de 
24 hrs, :(:~~ando cada vez 5 x 106 células que se marca­
ron con i I y se sometieron a una electroforesis de -
poliacrilamida DSS. La marca se cuantificó en cada -­
rebanada de gel y el porcentaje de marca incorporada a 
gpl60 se calculó en base al total (100%) de cuentas -­
del gel completo. 
e--e LPC-1 tardías (11 días) 
o---o LPC-1 tardías tripsinizadas 
•--o LPC-1 tempranas (3 días) 
o--o LPC-1 tempranas tripsinizadas 

,..1 



1 
1 ,, 
1 ,. 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
·1 
·I 
1 
1 
1 
1 
I· 

.. 1 .... 
·~.'.','.:·/ ... ,:'··:e 

15 14 13 12 

....... ~··· ----
. '~ 

' 
'" i. .. 
1 
1 
t 
f' 

.. 

... · 

1 1 10 9 8 7 6 ·5 

--· ...-¡ . 

....... .. : 

-
22 21 20 19 18 17 

,.,.. -· ;,..... .,.,, .. .. ... 

•
' 

' ' 

. 
. 

. 

. 
'f ... • .. ' 

1116 ~ 

•.. , .. ·~ . ... . . . ' . 

• f!!! 
;' .. ~ ' . 

W··""' 

¿_,.·':".}":::; 
•. 

• 

11· 

16 

•· :<.' 



1 

1 

1 
1 
1 
1 
1 
I· 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

Fig. 

TABLA I. 

3. Extractos de células LPC-1 tempranas (3 días) y tardías (11 días) 
marcadas con NaB 3H4 en los residuos de ácido siálico y de galac­
tosa. Las células se cultivaron por tres días y cada 24 hrs se 
marcaron 5 x 106 células cuyos extractos celulares se corrieron 
en electroforesis. (Datos cuantitativos: Tabla 1). 

o 24 hrs 48 hrs 

Gal .NaNa Gal NaNa Gal NaNa 

Células tempranas ND 2* 9 11 17 19 

Células tempranas 
1 3 10 trip. 12 18 20 

Células tardías 4 6 13 15 21 ND 

células tardías 
5 7 14 ND 

tl;'ip •.. 16 22 
. . ' .. ' ...... 

*# de carril 

···-·~ ..• 
CANTIDAD DE gpl60 DE EXTRACTOS CELULARES MARCADOS CON DIFERENTES ISOTOPOS (EN 
CADA CASO EL 100% CORRESPONDE A LA CANTIDAD DE gpl60 DE CELULAS TARDIAS) 

Tiempo de cultivo 

Isótopos Tipo de c~lula o h 24 hrs 48 hrs 
N(a) T(b) N T N T 

1251 Tempranas (3 .d) 51.8% 29.52% 61.59% 55.31% 59.86% 53 .• 97% 

Tardias (11 d) 100% 32.16% 86.73% 52.23% 62.63% 69 •. 48% 

NaB3H4 
Acido siálico (e) Tempranas (3 d) 46. sai• 11. 66% 34.49% 28.73% 113.37% 99.05% 

Tard~as (10 d) 100% 28.86% 66.7% 43.1% N.O. 84.55% 

Galactos~(d) Tempranas (3 d) 34.9% 100% 69.54\ 88.39% 83.68% 

. Tard!as (10 d) . . 100% .52.04% 137.5% 155.85% 113.42% N.O. 

(a) Células normales 
(b) Células tri~sinizadas · 
(e) Carriles 2, ,6,7; 11,12,15,161 19,20 y 22 de la Fig. 3 
(d) Carriles 1,4,S,; 9,10,13,14; 17,18,21 de la Fig. 3 

.. ..... '' 
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de estudiar si las células tumorales continúan sintetizando gp160 en cultivo 

se hicieron experimentos en los cuales se marcan metabÓlicamente células 

Lpc 1 
3H ; 1 d 14c ' ; 'd ' 1 d t u;lt1' - con .-azucares o una mezc a e -am1noac1 os, ais ano en es e 

mo caso gp160 por inmunoprecipitación. 

En la figura 4 se muestran los perfiles electroforéticos de células cul 

tivadas durante 18 y 24 hrs en presencia de 
3
H-galactosa o una mezcla de 14c-

aminoácidos. Gp160 es la glicoproteína que mayor cantidad de marca incorpora 

tanto después de 18 como de 24 hrs, lo cual demuestra que la síntesis peptí-

dica y la glicosilación proteíca siguen activas en las células LPC-1 cultiva 

das. 

Por otra parte se hicieron incubaciones de las células neoplásicas con .. • 
el azúcar radioactivo a 3,6,9,18 y 24 hrs con el fin de obtener una cinética 

de glicosilación de las células LPC-1 en cultivo. 
! 

Los resultados obtenidos de extractos de células muestran que después ' 

3 de 3 brs de cultivo en presencia de H-galactosa, el 18% de la marca se en-

cuentra en una glicoproteína que comigra a la altura de gp160. Este porcen-

taje aumenta progresivamente hasta alcanzar un valor constante, alrededor de 

38% a las 6 hrs de cultivo, manteniéndose constante hasta las 24 hrs (Fig.5). 

~on el objeto de conocer la composición de carbohidratos de gp160 se i~ 

3 
cpbaron las células tumorales con otros azúcares radioactivos como la H-fuco 

sa, 1 3 1 . 13 . a H-g ucosam1na y a H-manosamina. Los resultados de estos experimen-

tos se muestran en las siguientes figuras. Las figuras 6 y 7 muestran las a~ 

toradiografías de las glicoproteínas marcadas, al incubar células LPC-1 con -
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18 hrs 

60.53 
57.17 

x: 58.85 + 2.37 

• 

Area correspondien~e a gpl60 (%) 

24 hrs 

56.15 
37.52 

46.83 + 13.17 

4. Perfil electroforético de extractos de células LPC-1 de 11 días cultivadas 
~n presencia de 3H-gal. 5 x 106 células se cultivaron con 5 uCi de 3H-gal. 
A) Tinción con azul de Coornasie, B) Autorradiografía; Las células se in­
cubaron 18 hrs (carriles 1 y 2) y 24 hrs (carriles 3 y 4). Carriles S, 6 
Inrnunoprecipitados del extracto de células LPC-1 marcadas con una mezcla -
de l4c-arninoácidos. Carril 7: control de células LPC-1 marcao~s con 
NaB3H4 • 



- - -·- - - - - - -·- - -

Fig. S. Marcaje rnetabÓlico de gpl60 con 3H-gal. Células LPC-1 (13 días) 
se incubaron en presencia de 5 uci de 3H-gal y se sacaron 5 x 106 

células a intervalos de 3 hrs. Los extractos celulares en NP-40 
al 0.5% se corrieron en geles de poliacrilamida SOS al 10% y se -
cuantificó gpl60 por densitom3tría. 
o--o Células cultivadas con H-gal. 

- -·- • 
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6. Perfil electroforético de extractos celulares marcados con 
3H-gal, y 3H-glcNac. Células marcadas con NaB3H4 en ácido 
siál'ico (carril: l)j células LPC-1 incubadas durante 3, 6, 9, 
18 y 24 hr~. con H-gal (carriles: ~' 3, 4, 5, 6)';. Células 
LPC~l cultivadas por 6 y 9 hrs con H-glcNac (carriles: 9, 
10). 
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3 1 . 3 f H-g ucosamina y H- ucosa. La 3H-glucosamina es bien incorporada a las célu 

las desde las primeras horas y utilizada en la síntesis de gp160 (3,6 hrs),-

3 mientras que solo se encuentra marca de H-fucosa a las 18 y 24 hrs de incuba 

ción, en unas glicoproteínas de menor peso molecular al de gp160 (Fig.7). La 

3H-manosamina no se incorpora a glicoproteínas celulares en los tiempos y con 

centraciones experimentados. 

4. Estimulación de la biosíntesis de gp160 in vitro: 

/ 
1 

La condiciones de cultivo provocan que las células tardías reviertan su 

fenotipo a células tempranas, es decir con bajos niveles de gp160. Con el 

fin de probar si la síntesis de gp160 puede ser estimulada in vitro, se su-

plementó el medio de cultivo con líquido de ascitis o con células de bazo de 

los animales con o sin tumor. .. 

En la figura 8 se observa que el líquido de ascitis no tiene ningún e- ,; 

fecto apreciable sobre el amnento o disminución de la cantidad de esta glic~ 

proteína en la superficie celular. La concentración de gp160 expresada en , 

la superficie de las células LPC-1 después de 48 hrs en presencia de líquido 

de ascitis es del 17%, o sea similar a la que se encuentra en la superficie 

de las células que fueron previamente tratadas con tripsina (15%), o simple-

mente puestas en cultivo solas. 

En las células cocultivadas durante 3 días en presencia de células de 

bazo de ratón normal o portador del tumor, se observa que la cantidad de gp160 

aumenta hasta alcanzar aproximadamente la mitad de lo que tenían las mismas 

células, en el momento en que se obtuvieron del ratón. En cambio, la cohcen-

tración de gp160 membranal de las células LPC-1 cultivadas solo en medio de 
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Fig. 7. Perfil electroforético
3
de extractos de células LPC-1 -­

marcadas con 3a-gal y H-fuc: Células marcadas con 
NaB3H4 en ácido siálico (carriles 1 y 12); Células incu 
badas 3, 6, 9, 18 y 24 hrs respectivamente con 3a-gal ::­
(carriles 2, 3, 4, 5, 6) y con 3H-fuc (carriles 7 ,. B, 9, 
10,11). ' . 
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Fig. 8. Efecto del líquido de ascitis sobre la expresión de gpl60 de células LPC-1 
en cultivo. células LPC-1 (11 días) se cultivaron en presencia de 10% de 
líquido de ascitis, se iodinaron a las 48 hrs de cultivo y se cuantificó -
la marca incorporada a gpl60. A) células ·.;ardías, B) células tardías tra 
tadas con tripsina antes de cultivar~ e) Células tardías cultivadas con --= 
líquido de ascitis. 
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cultivo durante 72 hrs disminuyó hasta llegar al 10% de la cantidad original 

(Fig. 9a y 9b). 

S. Susceptibilidad a la lisis mediada por anticuerpos anti-H-2 y complemen-

to de células LPC-1 ce-cultivadas en presencia de células de bazo: 

·1 En base a lo anterior se hizo un ensayo de citotoxicidad mediado por an 

d ticuerpos anti H-2 y complemento, en el que se probó la capacidad de.célu-

las cultivadas durante 48 hrs en presencia y en ausencia de células de bazo a 

resistir a la lisis inmune. Como control se usó el mieloma AgX63 (H-2d) el 

cual, es susceptible a la lisis por anticuerpos anti H-2d y complemento. 

En la figura 10 se observa que las células tumorales que fueron.cultiv~ 

• 
das en presencia de células de bazo muestran una léve resistencia a la lisis 

por anticuerpos anti H-2d y complemento, a partir de la dilución 1/200 del 

anticuerpo. En el punto 1/400 se observa que la lisis de las células neoplá 

sicas cultivadas solas así como las células AgX63 tienen un 35% de lisis, 

mientras que las .que son cultivadas en presencia de células de bazo son más 

resistentes: dan un 18% de lisis específica. Esta proporción se mantiene en 

las siguientes diluciones del anticuerpo. · 

6. Estudios sobre la síntesis de inmunoglobulinas (Ig) en células LPC-1 y 

y Litton y su posible relación con la expresión de gp160: 

Se ha propuesto la intervención de algunas moléculas de superficfe ta-

les como PC-1 en la secreción de Ig. {Goding, 1982). En base a esto y al 
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hecho de que las células LPC-1 han perdido la capacidad de secretar Ig, pero 

no de sintetizar PC-1, mientras que la línea Litton continúa secretando Ig 

se pensó en alguna correlación entre la expresión de gp160 y la pérdida de 

la capacidad de sintetizar moléculas de IgG2k. 

Se comparó la capacidad de las células LPC-í y Litton de secretar al me 

35 
dio de cultivo Ig o cadenas de Ig marcadas con s-met, con la expresión de 

gp160 en la membrana de ambos tipos celulares. 

Los resultados (Fig.11) muestran que tanto las células LPC-1 como Litton 

secretan cadenas pesadas y ligeras de IgG, al medio de cultivo. En el sobre-

nadante de células Litton el 42% del total de cuentas radioactivos irununopre-

cipitadas corresponden a moléculas de IgG con¡pletas y un 7% a cadenas ligeras. 
~ 

En células LPC-1 .tempranas no se detecta secreción de moléculas de IgG compl!:_ · 

tas y en células LPC-1 tardías solo hay un 10% de moléculas completas y un 

exceso de cadenas ligeras. 

Por otras parte tanto LPC-1 como Litton producen gp160, lo cual puede 

implicar que no habría una relación directa entre la pérdida de la capacidad 

secretora de IgG por células LPC-1 y la síntesis de gp160. 

_,,·· 
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con I. 



DISCUSION 

Las alteraciones en las glicoproteínas membranales de células neoplási-

cases un fenómeno general (Atkinson, 1980), aunque, a pesar de los numerosos 

estudios bioquímicos y de biología celular no ha sido posible encontrar una 

tendencia definida en los cambios observados. Entre estos cambios, se ha r~ 

portado la capacidad que tienen ciertas células tumorales de producir glico-

proteínas que enmascaran a los antígenos de superficie necesarios para que la 

' destrucción inmune se lleva a cabo. Además de gp160 se han reportado otras 

dos glicoproteínas involucradas en la evasión de la respuesta inmune por el 

enmascaramiento de antígenos de superficie. Una de ellas es la epiglicanina 

que se encuentra en células de un adenocarcinoma mamario denominado TA-3 

(Codington, 1975, 1981) y la otra que es una glicoproteína encontrada en el 
• 

plasmocitoma 58-8 que crece en ratones BALE/e (Tokuyama, 1978}. En el caso 

de estas dos glicoproteínas, a diferencia de gp160, su concentraciónmembra-

nal aumenta después de cada trasplante (Codington, 1981) y las células nunca 

revierten del fenotipo resistente a sensible. 

La glicoproteína encontrada en las células del plasmocitoma 58-8 pesa 

alrededor de 120 000 daltones y aún no se sabe mucho sobre su biosíntesis ni 

sobre su composición bioquímica. La epiglicanina es una glicoproteína de 

500 000 daltones que está compuesta de los siguientes carbohidratos: 

N-acetilgalactosamina, galactosa, N-acetilglucosarnina, ácido siálico y mano-

sa (Codington, 1975). 

Gp-160 es una glicoproteína que no contiene residuos de fucosa. Esto 

se observó al marcar metabolicamente las células LPC-1 con este azúcar; ya 

.:: 
,· ,;~' ':! r 

.:.'::-::<r·' >. 
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que solo se obtuvieron bandas radioactivas de menor peso molecular al de 

gp160 en el electroferograma. La fucosa no es metabolizada para dar lugar a 

otros carbohidratos (Sturgess, 1973; Schachter, 1978), por lo que si gp160 

no aparece radioactiva, al marcar las células con 3 H-fucosa, es probable que 

no haya residuos de fucosa dentro de la molécula. 

Gp160 es una glicoproteína rica en ácido siálico (entre 25 y 40 residuos 

por molécula de gp160, Rosenstein, 1984), por lo que también se hicieron mar-

cajes usando azúcares como la N-acetil-manosamina o la glucosamina para mar-

car a gp160. A pesar de que la N-acetil-manosamina es el precursor más cerca 

no del ácido siálico (Kornfeld, 1980}, las células LPC-1 nó internalizaron 

el azúcar, en los tiempos tomados (3,6, y 9 hrs) y a la concentración proba 

da (5 uCi). Esto se puede deber a algún defecto que tengan las células LPC-1 
• , 

tardías en el mecanismo de reconocimiento y transporte de la N-acetil-manos!:_ 

mina-ca que éste azúcar no lo obtiene del medio· sino que la célula procesa 

la·glucosamina u otro precursor para su obtención. Quizá habría que usar la 
.. 

manosa para observar si este azúcar es internalizado por la célula y se uti- " 

liza para la glicosilación de .gp160. La glucosamina tampoco se convierte a 

otras hexosas aún cuando la administración de glucosamina radioactiva si pr~ 

yoca la aparición de marca en ácido siálico y glucosamina unidas a proteínas 

( h h 97 ) 1 . 1 b 1 3 1 . Se ac ter, 1 8 • En os exp.eri.mentos en os que se prue a a H-g ucosam~ 

na se observa que marca bien a gp160, lo cual implica ya sea que gp160 con-

tiene en las cadenas de carbohidratos glucosa.mina, que la marca que se iden-

tifica está presente tanto en glucosamina corno en ácido siálico o a que la 

glucosamina se metaboliza para fonnar el ácido·siálico de gp160. 
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Los resultados obtenidos a partir de experimentos de marcaje metabólico 

3 .usando H-galactosa, muestran que gp160 es una glicoproteína que se sinteti-

za a una velocidad constante (Fig. 5). Estos datos concuerdan con las obser 

vaciones que hicieron Warren (1968) y Hughes (1972) en la línea L de fibro-

blastos y en las células TA-3 respectivamente: la síntesis de glicoproteí-

nas es un proceso contÍnuo que sigue a una velocidad constante independiente 

mente de la velocidad de división celular o de la cantidad de ácido siálico 

que se remueva de la superficie celular. Si las glicoproteínas recién sint!:_ 

tizadas son necesarias, se incorporan a la membrana celular si no, se metabo 

lizan. 

Si la velocidad de síntesis y de degradación de gp160 en la célula LPC-1 

fuera constante, entonces la expresión de esta glicoproteína no cambiaría a 
.. 

lo largo del tiempo. Sin embargo estudiando la concentración membranal de 

gp160 en la superficie de las células obtenidas de ratones BALB/c a diferen­

tes tiempos y marcadas con 
125r, se observa que en los primeros días el 18% 

de la proteína membrana! total marcada corresponde a gp160 (estas células 

son susceptibles a la lisis por LTCs o por anticuerpos y complemento). Este 

porcentaje varía muy poco en los primeros días para después aumentar rapida-

mente en el décimo día, continuando así hasta alcanzar una concentración al-

rededor de 35% a los 14 días (día en el cual generalmente se mueren los rato 

nes a causa del crecimiento desmesurado del mieloma Fig. 1). Este aumento en 

la concentración de gp160 en la superficie de células tardías podría deberse 

a que la velocidad de degrádación disminuye o a que se secreta en menor can-

tidad al medio. 

·' 
- -·,,:~· -, -i . .:\ ): ~ .. 
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Sin embargo; las células LPC.,..1 tardías puestas en cultivo pierden progr!:_ 

sivamente gp160. Gp160 corresponde al 23% del total de proteína marcada al i 

nicio del cultivo (tiempo O) y va disminuyendo hasta mantenerse a una concen-

tración constante de alrededor de la mitad de la cantidad original presente 

al tiempo O. Esta cantidad de gp160 es la que se encuentra en las células 

tempranas, que son susceptibles a la lisis inmune (Fig. 9, 10). Este fenóme-

no se observó tanto en las células tardías corno en las células tempranas cul-

tivadas, habiéndo una mayor variabilidad en los resultados de las células tem 

, pranas probablemente debida a la heterogeneidad de estas células. 

Tomando en cuenta los resultados de los experimentos en los que se incu-

baron las células LPC.,..1 en presencia de 3 H-galactosa, en los que se muestra 

que la biosíntesis de gp160 es un proceso constante, se podría pensar que los 
• 

cambios de concentración de gp160 en la membrana celular se deben a variacio-

nes en la velocidad de degradación o de secreción de esta glicoproteína. En 

la figura 12 se muestra que gp160 es secretada al medio en forma completa aún· 
•' 

después de 12 hrs de cultivo. 

1 
El aumento de la concentración de gp160 membranal que se observa en las 

1 células LPC-1 crecidas in vivo, se podría deber a un estímulo que inhibe la 

1 
degradación o secreción de gp.160 en el ratón y que, al no estar presente en 

los cultivos, provoca la disminucion de la concentración membranal de gp160. 

1 
Buscando ese estímulo y debido a que se ha descrito que las células de 

1 bazo estimulado son capaces de inducir la expresión de ciertos antígenos de 

1 
superficie (McNicholas et al, 1983) se incubaron las células LPC-1 en prese!!_ 
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cia de células de bazo y de líquido de ascitis esperando que el factor esti-

mulante estuviera en alguno de éstos. 

El líquido de ascitis no tuvo nin9ún e~ecto sobre la concentración de 

gp160 membrana! de células LPC-1 en cultivo ya que esta disminuye siguiendo 

el mismo patrón que las células incubadas en ·medio solo (Fib. 8) • 

En cambio cuando las célul~s LPC-j se cultivan en presencia de células 

de bazo, gp160 se mantiene en la superficie de las células: síntesis de no-

vo o menor degradación? Este efecto se observa tanto utilizando células de 

·bazo de ratón BALB/c normal corno de uno portador del tumor LPC-1. Tal pare-

ce que en presencia de células de bazo, la velocidad de degradación o de se-

creción de gp160 de las células LPC-1 cultivadas disminuye. En base a esto 

y a los resultados anteriores (en los que se observa que la biosíntesis de 

gp160 es constante), se observa una acumulación de ~160 en la superficie ce-

lular (Fig. 8), resultante de una menor degradación y de una síntesis constan 
/ 

te. 

La concentración de gp160 obtenida por densitometría, de las células 

LPC-1 cocultivadas con células esplénicas es mayor que la concentración de 

gp160 en las células LPC-1 cultivadas 'en ausencia de éstas, que coincide con 

una leve resistencia de las células neoplásicas a la lisis por anticuerpos 
. d 

anti-H-2 y complemento, aunque es probable que la cantidad de gp160 que las 

células LPC-1 acumularon en su superficie no corresponda al número óptimo de 

l!IOléculas necesarias para conferir resistencia (Fib.10). Esto se puede de-

ber a q1Je el factor estimulante o inhibidor no se encuentre suficientemente 
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concentrado. 

Por otra parte se trató de relacionar la falta de secreción de IgGs de 

las células LPC-1 con la expresión de gp160. Esta hipótesis estaba basada 

en el hecho propuesto por Goding (1982) que hay moléculas que podrían tener 

un papel en la secreción de Ig. Sin embargo, en el caso de las células 

Litton, se encontró que son capaces tanto de producir y secretar Igs como de 

sintetizar y acumular gp160 en su superficie, por lo cual no parece haber re 

lación directa posible entre una función y otra. 

La incapacidad de las células LPC-1 de ensamblar las cadenas de Ig se 

podría deber a que la célula solo comienza a formar IgG completa cuando al-

canza cierta concentración de cadenas pesadas; mientras esto no suceda las 
• 

cadenas ligeras de IgG se secretan al medio. También se puede deber a un de 

fecto en el mecanismo de ensamble, debido a alteraciones en las cadenas de 

IgG (que no sean detectables por electroforesis o por el anticuerpo) o por 

algún error en la. regulación del acoplamiento de IgG. 
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CONCLUSIONES 

Las células del mieloma LPC-1 sintetizan una glicoproteína de membrana 

de 160 kd que les confiere una resistencia a la destrucción inmune. 

Gp160 está siempre presente en la célula tumoral: empieza a concentrar­

se en la superficie celular del twnor después del décimo día de haber sido 

retrasplantado el mieloma LPC-1. Por otro lado estas células tumorales pieE_ 

den esta "sobreproducción" de gp160 cuando se colocan en cultivo. Estos caro 

bios no se deben a cambios de la velocidad de síntesis ya que ésta se mantie 

ne constante. Por lo tanto debe de haber algún estímulo que se encargue de 

regular la degradación o secreción de gp160 y que sea responsable de la acu­

mulación de gp160 en la superficie celular. 
• 

Buscando ese estímulo y debido a que se ha descrito que células de bazo 

estimulado (McNicholas et al, 1983} son capa.ces~de inducir la expresión de 

ciertos antígenos de superficie, se incubaron las células tumorales en pre­

sencia de células de bazo. 

En presencia de células de bazo la concentración membranal de gp160 no 

baja tan rápidamente en comparación con los que se cultivaron en ausencia de 

células de bazo. Asimismo también se observa un ligero incremento en la re­

sistencia a la destrucción irnnune de las células tumorales incubadas con célu 

las de bazo. Queda por buscar realmente el factor responsable de la síntesis 

de gp160. Quizá es algún factor que produce el·bazo que tiene este efecto y 

que para poder ser observado tenga que estar concentrado o siendo secretado 

al medio en donde se encuentra la célula LPC-1. 
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