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NfTES§PEKf§2 X .!pSTJPJSASYQH 

La 1ínea ce1u1ar LR.4 (H-2-) fué aisl.ada in vivo a1 

transp1antar l.a 1ínea ce1u1ar L5178Y (H-24 , 1infoma de cé1ul.as 

T) en ratones que expresaban e1 hap1.otipo H-2" (A/J) . La 

capacidad de crecer 

confirmada y extendida 

través de barreras a1ogénicas fuá 

ratones que expresaban de 

distintos hapl.otipos (H-2ª. H-2b y H-2.._) o e~ anima1es no 

endogámicos por Nava y col.a (J.992). Con excepción de l.os 

ratones C57BL/6J (H-2b), en l.os cual.es el. tumor fué rechazado 

o establecido en forma crónica (200 días), el. resto de l.os 

animal.es sucumbieron al. tranp1ante. 

La propiedad de crecer en forma irrestricta en distincos 

tipos de ratones es debida, a1 menos en parte, a un conjunto de 

alteraciones genéticas que repercuten en J..a expresión de 

mol.écul.as de ciase :r y el.ase :t:r del. CPH (Nava, G., et al.. 

1992). El. anál.isis genético de l.as cél.ul.as revel.6 que: (a) l.a 

l.i:nea ce1ul.ar en estudio era portadora de del.eciones en 1os 

genes que codifican para l.a (.\2-microg1obul.ina e IA~. (b) J..os 

genes que codifican para mol.ácul.as de el.ase I estaban 

anormal.mente meti1ados y, (e) l.os arregl.os de 1os genes que 

codifican para 1a subunidad ~ del. RCT no eran productivos. La 

consecuencia de estos defectos genéticos se tradujo en l.a fal.ta 

de expresión de l.os mensajeros correspondientes. La ausencia de 

transcritos para J:Aa, J:Ea e J:E~ fué detectada también, pero l.os 

datos obtenidos en "Southern bl.ots" no permitieron determinar 

l.a causa. E1 análisis de 1a superficie ce1ul.ar rea1izado con 

antisueros anti H-2d o anticuerpos monoclonal.es en contra de 

CD4, COB o CD25 no permitió detectar estas mol.écul.as en l.a 



superf:icie. 

La rel.evancia de l.a. respuesta humora:L en el. 

rechazo/control. del. tumor en ratones C57BL/6J se ~ortal.eci6 al. 

demostrarse que LR.4 es resistente a cél.ul.as AN y LAK, y por l.a 

incapacidad de inducir LTC en contra de l.a misma bajo distintas 

condiciones experimental.es (Verastegui, E., et al.. J.997). 

Además, se identificó in vitre actividad l.ítica en contra de 

LR.4 mediada por anticuerpos y cél.ul.as AN (Verastegui, E., et 

al.. 1997). 

Por l.o anterior, se consideró que era necesario obtener 

mayor información sobre l.a respuesta humoral. inducida en 

ratones C57BL/6J y determinar si l.a resistencia de l.os ratones· 

CS7BL/6J a LR.4 ten.S:a un caracter dominante o recesivo en l.os 

híbridos (CS7BL/6J x BALB/c) Pi. Los resul.tados que pudieran 

obtenerse en un proyecto de esta natural.eza contribuirían al. 

conocimiento de l.a respuesta inmune en contra de l.os tumores 

mal.ignos. 
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SSW§JPSB'ciqnss T§QBisAs 

J:NTRODUCCXOll' 

La principa1 característica de1 sistema inmune es 

distinguir entre 1o propio y 1o extraño (Janeway, C.A. 1993; 

Marrack, P .• et a1. 1993). 

Las células neoplásicas difieren de 1as células normales 

en algunas características importantes, tales como la pérdida 

de 1os mecanismos normales en e1 control del crecimiento 

ce1u1ar. capacidad invasiva o el decremento en la sensibilidad 

a drogas. por mencionar algunas. Estas alteraciones se deben, 

principalmente, mutaciones que dan como resultado 

inestabilidad genética y conducen a un desarrollo ce1u1ar 

anormal (Hartwe11. L.H., et al. 1994; Urban, J.L .• et'" al. 

1992) . Estas diferencias celulares no so1amente conducen a un 

crecimiento anormal sino que involucran diferencias a nivel del 

proceso de diferenciación celular. A1gunos estudios clínicos 

(K1ein, G •• et al. 1985; Voge1stein, B .• et al. 1993) han 

reportado que se requieren míi.1tip1es cambios genéticos para que 

una célula 11egue a ser cancerosa y esto se ve reflejado en e1 

incremento de padecimientos onco16gicos en pacientes de edad 

avanzada. 

Peter c. Nawe11 (1976) propuso que las células neoplásicas 

pod:!an tener mutaciones y que esto conduc:!.a a inestabilidad 

genética, de esta alteraba el proceso de 

diferenciación celular. Posteriormente se han hecho trabajos 

(Fische1. R., et a1. 1993; Hanawa1t, P.C., et a1. 1986; Nowe11, 

P. 1986) que confirma.ron estas observaciones. Por ejemplo, 1as 

6 



mutaciones a nive1 de 1os genes que reparan e1 ADN predisponen 

a neop1asias, 1os síndromes hereditarios (como ataxia 

te1angiectasica) se caracterizan por su aita susceptibi1idad 

agentes que dañan a1 ADN y conducen a cáncer, etc. 

RESPUESTA ~NMtJNE CELULAR 

Lint:ocitos T 

Las mutaciones ocurridas en 1as cé1u1as neop1ásicas (como 

ias mencionadas anteriormente) conducen a 1a formación de 

proteínas mutadas. De esta manera, 1os cambios ocurridos en 1as 

cé1u1as cencerosas pueden ser detectados por e1 sistema inmune, 

ya sea como péptidos derivados de proteínas de origen vira1, 

de proteínas propias no mutadas, de proteínas propias 

sobreexpresadas o co1no péptidos derivados de proteínas mutadas 

(Loyd, J.O. 1992; Roth, c., et a1. 1994; Tjoa, B.A., et a1. 

1994) . Estos péptidos pueden ser presentados por cé1u1as 

inmunes (cé1u1as presentadoras de antígenos o bien, 1a propia 

cé1u1a tumora1) en e1 contexto de mo1écu1as de ciase X o_XX de1 

comp1ejo principal de histocompatibi1idad a 1infocitos T CDS+· 

o CD4+, respectivamente (Knuth, A., et a1. 1991; Apasov, S., et 

a1. 1993; Ostrand-Rosen.berg, s. 1994; S1ing1uff, C.L .. , ·et a1. 

1994; Cou.l.ie, P., et ai. 1993; Cou1ie, P., et a1 .. _1993a; Urban, 

J.L., et a1. 1992; "I.'ownsend, A., et a1. 1989). 
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CELULAS ASES::tNAS NATURALES Y llACROPAGOS 

Las cé1u1as asesinas natura1es y 1os macr6fagos también 

contribuyen a 1a inmunidad antitumora1 de1 huésped, ya sea por 

mecanismos citot6xicos (contacto cé1u1a-cé1u1a o a través de 

CCDA) , a través de diversas citocinas que secretan (IL-12, TNF-

Oi. IL-1, IFN-yl y/u otras sustancias so1ub1es 

prostagl.andinas. Los factores so1ubl.es se ha visto que actúan 

en 1as cé1u1as tumorales ya sea modificando su capacidad 

pro1:iferativa directamente su capacidad metastásica 

(Brittenden, J., et a1. 1996; Kl.ein, B., et a1. 1993; CUi, s., 

et al.. 1994; Mantovani, A., et a1.1992). 

La respuesta inmune ce1u1ar contra 1as cé1u1as cancerosas 

ha estudiado in vitre por más de dos décadas en muchos 

1aboratorios de investigación (Anichini, A., et al.. 1987). La 

relevancia in vitre de l.os l.infocitos T citot6xicos que 

reconocen a 1os tumores ha sido evidenciada por cul..t:i..vos 

autól.ogos de l.infocitos con cél..u1as tumoral.es. Este tipo de 

respuesta ha sido considerada l.a más eficaz en contra de 

cé1u1as neop1ásicas (L1oyd, J.C. 1992; S1ingl.uff, C.L., et al... 

1994; Townsend, A., et a1. 1989; Tanaka, K .• et al... 1988) _ 

KECAN::tSHOS DE EVAS::tOH XHK1JJIB POR CSLlJLAS TIJMORA.LES 

Existen al.gunas condiciones que permiten a l.as cél..ul..as 

tumoral.es escapar de1 contro1 inmunitario: 

I. - Al.teraciones en J.a expresión de mol.écul.as de ciase I del. 

B 



CPH: 

La disminución en 1a expresión de mol.écu1as de c1ase I del. 

CPH ocurre principa.1mente en 1eucemias, 1infomas y tumores 

s61idos (Browning, M.J., et a1. 1992; Schrier P.I., et a1. 

1.993). Se ha aceptado que l.a ausencia en l.a expresión de 

mol.écu1as del. CPH y por consecuencia l.a incapacidad de 1as 

cél.ul.as para presentar péptidos antigénicos, derivados de 

tumores, a LTC puede conducir a un escape del. control. 

inmunitario hacia éstas cél.u1as (Levitsky, H.I., et al.. 1994; 

Ferrone, s., et al.. 1995). 

se han reportado a1gunas causas que conducen a l.a 

disminución o a l.a fal.ta en la expresión de mol.écul.as del. CPH 

por l.as cél.ul.as tumoral.es. Entre éstas causas se incl.uyen l.a 

pérdida en l.os genes que codifican para l.os transportadores de 

péptidos (TAP) como en l.a l.ínea murina RMA-S (Restifo, N., et 

al.. 1993) y en carcinomas cervical.es humanos CCromme, F.V., et 

al.. 1.994), mutaciones en el gen del.a ~-2 microgl.obul.ina como 

en l.a l.ínea de me1anoma SK-MEL-33 (Wang, Z., et al.. 1993; Roth, 

c., et al.. 1994) o en l.a l.ínea murina LR.4 (Nava, G., et al.. 

1.992), entre otros mecanismos. 

II.- Ausencia de mol.écul.as coestimul.adoras (B7-CD28/CTLA-4): 

Para que exista una respuesta de cél.ul.as T hacia péptidos 

antigénicos presentados por mol.éculas del. CPH se requiere una 

señal. coestimuladora, general.mente proveniente de 1as Cél.ul.as 

presentadoras de antígenos (cél.ul.as B activadas, macrófagos o 

cé1ul.as dendríticas>. La activación de cél.ul.as T~ a través de 
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su receptor para antígenos (RCT), sin señal.es coestimul.adoras, 

l.es induce un estado de anergia, que se caracteriza por l.a 

ausencia en 1a producción de IL-2 y en 1a prol.iferaci6n en 

respuesta exposiciones subsecuentes con el. antígeno 

(Schwart:, R.H. 1990; ·schwartz, R.H. 1996; Roger, R., et al.. 

1996). 

Aunque a nivel. mo1ecul..ar todavía no se conoce bién el. 

fenómeno de anergia de cél.ul.as T (Lombardi, G., et al.. 1994), 

existen evidencias que sugieren el. requerimiento de l.a 

interacción de sus antígenos de superficie_ CD28 y/o CTLA-4 con 

l.os l.igandos CDBO/CDB6 (B7.1/B7.2) en l.a cél.ul.a presentadora de 

antígenos para l.a activación compl.eta (Leung, H.T., et al.. 

1994) -

III.- Presencia de factores so1ubl.es inmunosupresores: 

Aparte de l.os cambios que pueden ocurrir en l.as cél.ul.as 

tumoral.es que l.as conducen a evadir l..os mecanismos inmunes de 

vigi1ancia contra tumores, también se han detectado factores 

inmunosupresores secretados por cél.ul.as neopl.ásicas que 

contribuyen al. escape inmunol.6gico. 

Entre l.os factores secretados por cél.ul.as neopl.ásicas, el. 

mejor caracterizado es el. factor de crecimiento transformante 

(TGF~) . Se ha visto que inhibe l.a actividad· de varias citocinas 

incl.uyendo l.a IL-2, IL-4 IFN-y. También inhibe l.a 

prol.iferación de cé1u1as T y B y l.a generación de LTC. Otros 

trabajos han demostrado que el. TGF~ bl.oquea l.a actividad de 

cél.ul.as AN e induce una disminución en l..a expresión del. 
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recept:or para 1.a IL-2 y de mo1écU1aS del.' CPH (Sul.it:zeanu, o. 

1993; Kroemer, G., et a1.' J.993; .. PauJ.:, W.E~,- et· _al.. -J..994). 

Ot:ro fact:or imPortante con ·propiedadeS · ·inmunosupresoras es 

1a IL-J..O original.mente 11amada factor de inhibición de l.a 

s.:í.ntesis de ci.toCinas (CSIF). D'Andrea y col.a. (1993) 

demostrarori ·que l.a IL. 10 es capaz de inhibir e1 efecto de l.a 

IL-12, producida.Por cé1u1as mononuc1eares humanas, sobre l.a 

prol.iferaci6n.de cé1u1as asesinas natural.es. Además, tiene un 

efecto inhibitorio sobre l.a actividad de varias citocinas por 

1o que se l.e considera un fuerte supresor de 1a funci6n de 

cél.ul.as T, AN y macr6fagos (Fiorentino. D.F., et a1. 1991; De 

Waa1 Mal.efyt, R., et a1. 1991; Howard, M.C., et al.. 1992; 

Knuth, A., et al.. J..991). 

RESPUESTA J:NHUNE HUMORAL 

ANTJ:ctJER.POS AHTl: NEOPLASIAS 

Existen mecanismos a1ternativos del. sistema inmune·para el. 

reconocimiento de 1as cé1u1as neopl.ásicaa que invol.ucran·- i.a 
producción de anticuerpos. Estos también son capace~· dÉ!: ·, 

reconocer proteína o propias mutadas, prote.:í.nas normal.es·. sobre .. 

expresadas componentes modificados (v.g. el.-, ni~er·, .. :dE;!. 

gl.icosi1aci6n) pero expresados en 1a superficie ·ce1ul.ar ··:_c_urban~ 

J.L., et a1. 1992; Loyd, J.O. J.992; Tzyy-ChoOuwu. 1994;~ Kn~th, 
A., et al.. J.991; L:!..oyd, K.O., et al.. 1989; Ll.oyd, 'J.o/J..981; 

Houghton, A.N. 1994). 
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En 1as últimas dos décadas se ha demostrado. en personas 

con padecimientos onco16gicos, 1a presencia de cél.ul.as B y/o T 

que reconocen antígenos expresados por cé1u1as neopl.ásicas 

aut61ogas. En 1os cánceres humanos. a diferencia de 1a mayoría 

de l.os murinos (Boon, T .• et a1.1.97B). el. sistema inmune 

reconoce antígenos expresados por tumores así como expresados 

en cé1u1as de tejido normal.. Así, l.os mecanismos de tol.erancia 

inmunol.ógica, al. parecer, no el.iminan el. repertorio l.infoide en 

contra de 1as cél.ul.as normal.es. 

El. índice de pacientes que presentan anticuerpos contra 

g1ico1.ípidos de superficie cel.ul.ar (principaJ..mente 

gangl.i6sidos. G) es al.to (Ll.oyd, K.o .• et al.. 1.989). como 

ejempl.os de éstos podemos mencionar l.os anticuerpos anti c;i,2 

que reconocen tumores de origen neuroectodérmico (Cahan. L.D •• 

et al.. 1982). También se encuentran l.os anticuerpos anti GR3 y 

Go3 que selectivamente reaccionan con cél.ul..as de mel.anoma 

(Yamaguchi, H .• et al.. 1987). 

Por otra parte, varios grupos de investigadores han 

caracterizado l.a respuesta inmune humoral. y cel.ul.ar 

pacientes con rnel.anoma (Cai. x .• et ai. 1995; Vijayasaradhi, 

s., et al.. 1990; Shih, F-M., et al.. 1994), encontrándose que 

l.os anticuerpos generados reconocen l.a proteína gp95/p97 

presente en l.as cél.ul.as de mel.anoma. En el. model.o murino, l.a 

:i.nmun:i.zaci6n de l.os animal.es con un derivado de1 virus de 

·vaccinia que expresa el. antígeno p97 (Hu, S-L., et al.. 1988) se 

induce l.a producción de anticuerpos y 1a pro1iferaci6n de 

cél.ul.as T. Además, l.os ratones inmunizados con éste virus 

recombinante son capaces de rechazar cél.u1as de me1anoma que 
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expresan 1a proteína p97 mientras que éa_tos mismos ratones 

permiten e1 crecimiento de tumores negativos a p97 (Estin. C.D. 

et a1. 1988) . También se han encontrado autoant:i.cuerpos en 

pacientes con mel.ancma metastásico con react:i.vidad en contra de 

1a g1:i.coproteína gp75, rel.acionada al. producto de1 gen de l.a 

tirosinasa. esea proteína es una enzima que cata1iza l.a 

formación de me1anina (Vijayasaradhi. s .• et a1. 1991). 

Util.izando anticuerpos monoc1onal.es. obtenidos de ratones, en 

contra de gp75 se ha demostrado que 1a transferencia pasiva de 

estos anticuerpos en ratones que tienen cé1u1as tumoraies de 

me1anoma B16 inducen un rechazo a tumores previamente 

establ.ecidos y también producen autoinmunidad en contra de 

me1anocitos (Roth. c., et a1. 1994). 

Otro ejempl.o de anticuerpos ant~tumora1es es e1 presentado 

en pacientes con c:áncer de mama, en donde el. antígeno que 

_reconocen estos anticuerpos es e1 producto del. gen HER-2/neu 

(Di.sis, M.L., et ~a1. 1994), e1 cual. es una proteína 

transmembrana1 tipo-receptor con una masa mo1ecul.ar de 185 kO 

(p1B5) y cuya función pudiera estar asociada con 1a actividad 

de tirosi.na-cinasa. 

Existen otros mode1os de cáncer en ratones en donde se han 

detectado l.a presencia de anticuerpos anti.eumor, ta1 es el. caso 

de l.os raeones inocul.ados con sarcomas inducidos con 

metil.col.antreno en donde se detectan anticuerpos en contra de 

l.a mol.écul.a supreso1:a de tumor p53 (Del.eo, A.B .• et:. al.. 1979). 

Los trabajos de Al.faro y col.a. (1992) y de Nava y col.a. (1992) 

demostraron, en ratones C57BL/6J, 1a presencia de anti.cuerpos 

cieotóxicos en ccn~ra de l.as 1íneas tumoral.es murinas S1BO y 
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LR.4, respectivamente. 

Estas y otras evidencias nos permiten concl.uir que existe 

un repertorio inmune B en contra de neoplasias; sin embargo, no 

puede asegurarse si l.as respuestas por anticuerpos 

respuestas específicas contra 1as cé1u1as tumora1es o bien. son 

el resultado de una respuesta inmune inespecífica. En l.os 

úl.timos años l.e ha dado un papel. importante l.os 

anticuerpos monoclonal.es (marcadores tumoral.es) no sol.o como 

reactivos para probar tumorigénesis y patogénesis, sino también 

en el. uso potencial. como tratamiento inmunoterapéutico (Dyer, 

M.J.S., et al. 1989; Ritz, J., et al.. 1981; Meeker, T.C., et 

al.. 1985; Mil.l.er, R.A., et al. 1982; Foon, K.A., et al. 1984; 

Grossbard, M.L., et al.. 1992). 

DESARROLLO DB LA RESPUESTA INMUNE HtJHORAL 

La capacidad del. sistema inmune para reconocer estructuras 

antigénicas extrañas depende, en gran. parte, de l.os anticuerpos 

generados por las cél.ul.as B y del. reconocimiento por célul.as T. 

Aunque el. reconocimiento por ambas cél.ul.as es distinto, l.as dos 

pobl.aciones son capaces de reconocer a una ampl.ia gama de 

agentes extraños. 

A diferencia de l.os linfocitos T que reconocen péptidos 

asociados con mol.écul.as del. CPH, los anticuerpos principal.mente 

reconocen estructuras compl.ej as, en forma tridimensional. y 

general.mente son mul.tival.entes (Humphrey, J.H. 1981; Brunswick, 

M., et al.. 1988; Pike, B.L., et al.. 1987). 
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La aubunidad basica de una inmunog1obu1ina está formada 

por dos cadenas g1icoproteicas de 55 KOa (Cl?) y dos ·cadenas 

g1icoprot:.eicas de 25 KDa (CL) aproximadamente, asociadas no 

cova1entemente por puentes disu1furo (Max, E.E •. 1993). Existen 

dos tipos de cadenas 1igeras: 2' y J<., y s tipos de cadenas 

pesadas: µ, 5, v. a y e, 1as que dan e1 nombre al.os.subtipos 

de Ig (IgM, IgD, IgG, IgA e IgE). 

En cada sul:)unidad básica de inmunogl.obu1ina se encuentran 

dos regiones de l.as cual.es, una· es 1a región de unión al. 

anti.geno, al.t:.ament:.e variabl.e en l.a secuencia se aminoácidos 

región Fab (en l.a cua1 se encuentran areas de 

hipervariabil.idad, no definidas por cortes con enzimas) y l.a 

otra región que es rel.ativamente"constante en su secuencia de 

aminoácidos y es en donde resi~e 1~ función efectora de 1os 

anticue3';'pos (Fe) . Asi., l.a IgM tiene l.a capacidad de iniciar l.a 

activación del. comt;•l.emento por l.a v:ia cl.ásica al. unir al. 

componente Cl.q (Roi~t, I., et·· al.·. i993; Ak>bas, A. K., et al.. 

1994; Roitt, I.M. 1988; ~~rayannopoul.os, L., et al.. 1993); l.a 

IgG aparte de unir a l.a proteína del. compl.emento C3b (Roitt, 

I., et:. al.. 1.993; Ahba_s,_ .. ·-~'.K'.·:;. ~~'.'al.. 1994; Roi.tt, I._M. J...988; 

carayannopoul.oS, L., et- ~1-. :l.993) y de atravesar l.a pl.acenta, 

es capaz de unirse a_ recep.tores FC:: presentes en varios tipos de 

cé1u1.as inmunes y, de . esta manera, inducir una act:.ividad 

citot.6xica cel.ul.ar depen.d.i.ente·· de ant:.icuerpos (Ravetch, J. v. 

1994¡ Amigorena, S., ee al.. 1992; Vanee, B.A., et al.. 1993; 

Fridnlan, W.H. 1993); 1a IgE se une a receptores especi.ficos en 

bas6:fi1os y en maSt:.-:.citos e induce l.a 1il:>eraci6n de agentes 

inf1.amatorios (Roit:.c, ~ .• et al.. 1993; Abbas, A.K., et ai. 

1994; Roitt, I..M. 1988; Carayannopou1os, L., et:. a1. 1993; 
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Ravetch, J.V. 1994); 1a ígA es 1a principa1 ciase presente en 

secreciones y 1a ígD sin función aún c~nocida (Roitt, I., et 

a1. 1993; AbbaS. A.K., et a.1.._ 1994; Roitt. I.M. 1988; 

Carayannop~u1os .. ··L. , . et a1. 1993): 

Como ya.se mencionó, aparte de tener diversas funciones. 

1os anticuerpos tienen una capacidad extensa en su repertorio 

para reconocer anti:genos. Bata diversidad está dada, 

principa1mente, por 1as combinatorias de las recombinaciones 

que ocurren entre 1os múltip1es segmentos génicos que codifican 

1as regiones variab1es. por la imprecisión (con que se producen 

estas recombinaciones y por mutaciones puntua1es a este nivel. 

(Max, E.E. 1993; B1ackwe11, T.K .• et a1. 1989; Abbas, A.K., et 

a1. 1994; Roitt, I .• et al. 1993; scbatz, D.G. 1992; 

Yancopou1os, G.D., et ai. 1986; Ge11ert. M. 1992; Lieber, M.R. 

1991; Hood, L.B., et al.. 1984). 

Batos eventos se 11evan a cabo durante 1a ontogenia de 1as 

cé1u1as Ben 1a médula ósea (Rolind, A., et a1. 1993; Kincade, 

P.W., et a1. 1993; Law, C.L., et a1. 1994; Uchida, N., et al. 

1993 1 Kantor, A.B., et a1. 1993). En e1 ratón. e1 primer tipo 

ce1u1ar que sintetiza un producto detectable de los genes de Ig 

(caracteri:stico de1 linaje B) es 1a célula pro/pre-BI. Esta 

cé1u1a posee 1a cinasa de tirosina de proteí.nas e-kit, J.a 

desoxinuc1eotidi1 transferasa terminal. (TdT), 1os genes 

.activadores de 1a recombinación (RAG)-1 y -2, la cadena 

sustituta L y 1a molécula CD43; sin embargo, no posee l.a cadena 

µ citop1ásmica y so1amente muestra rearreg1os DJ a nive1 de ADN 

(B1ackwe11, T.K.. et ai. 1989; Rajewsky, K. 1992). La 

transición a1 estado ce1u1ar pre-BII se caracteriza por una 
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disminución de J.a expresión de e-kit y TdT y e1 aumento en J.a 

expresión de CD2S. En este estadio, J.os J.infocitos tienen al. 

menos un J.ocus de rgH rearregJ.ado (B1ackwe1J., T.K., et al.. 

1989; YancopouJ.os, G.D., et al.. 1986). 

EJ. paso del. estado pre-BII Ignr a1 estado de cél.u1a B 

inmadura Igm•, no es muy bien conocido. Se sabe que J.a IL-7, 

producida por J.as cél.uJ.as estromal.es de l.a MO es un factor de 

maduración para J.a cél.ul.a pre-B (Gel.J.ert, M. 1992; Hood, L.E., 

et al.. 1984). Esta cél.ul.a inmadura sal.e de l.a MO a circuJ.aci6n 

y a tejido l.infoide en donde continua su maduración a cél.ul.a B 

madura CBJ.ackwel.1, T.K., et al.. 1989; Gel.1ert, M. 1992; Lieber, 

M.R. 1991) (ver Figura 1, Apendice A) . 

ACTIVACION DE CELULAS B 

Cuando J.os J.infocitos B sal.en de 1a médul.a ósea a J.a 

periferia, se encueutran en un estado de reposo (fase Go del. 

cicl.o cel.ul.ar) • El. contacto del. antígeno específico con J.a Igm 

ocasiona una serie de procesos bioquímicos en el.. interior 

ceJ.ul.ar. 

Una de l.as consecuencias inmediatas del. entrecruzamiento 

del. receptor Cigm) por el. antígeno, es J.a fosfori1aci6n de 

residuos de tirosina de una serie de proteínas bl.anco. Esto es 

J.J.evado a cabo por cinasas de tirosinas de proteínas (PTK), J.as 

cual.es incl.uyen miembros de J.a famil.ia src (Fyn, Lyn y Bl.k) y 

más tardíamente cina~as rel.acionadas a J.a famil.ia Syk (Pl.eiman, 

C.M., et al.. 1994; Gol.d, M.R., et al.. 1990; Gol.d, M.R.,. et al.. 

1991. DeFranco, A.L. 1993; CJ.ark, E.A., et al.. 1991; Wil.J.iams, 
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G.T., et a1. 1994). 

Se han obtenido evidencias experimenta1es que demuestran 

1a exist.encia de una asociación física entre 1as PTKs y e1 

receptor para ant.:ígeno de 1as cé1u1as B (RCB) a través del. 

heterodímero Iga/Ig~. Esta asociación es mediada por una 

secuencia conservada DCSM CAsp-cys-Ser-Met) en l.a cadena a. 

Además. existen secuencias AR.AM en ambas cadenas de1 

heterodímero, l.as cua1es, a1 ser fosfori1adas (mecanismo no 

descrito) pueden unir fuertemente a l.as PTKs a través de l.os 

dominios SH2 (Wi11iam. G.T .• et a1. 1994; Cambier. J.C., et al.. 

1994; DeFranco. A.L. 1994; Songyang, z., et a1. 1993). 

Se sabe que 1as cinasaa de tirosinas de 1a famil.ia src 

interactúan con proteínas efectoras para 1a transducción de ias 

se:i\a1es. Estas proteínas son PL;v1 y y2 ,' . PI3-.k, MAPk, p95vav, 

p62, p190 y rasGAP (Cl.ark, E.A., et a1. ,;,~91; Wi11iams, G.T .• 

et a1. 1994; Cambier. J.C., et a1. 1994;·-:peFranco, A.L. 1993; 

Songyang, z .. et al.. 1993). 

Otro proceso bioquímico_ que ocurre después de1 

entrecruzamiento de1 RCB ea 1a hiclró1isis.de fosfol.ípidos de ia 

membrana que contienen .. inosito1, especial.mente 

fosfatidi1inosito1 4, 5-bifosfato (PIP2), por fosfo1ipasa C 

(PLC) . Los productos resu1tantes de esta hid61isis son e1 

diaci1g1icero1 CDAG) e inosito1 1, 4, 5-trifosfato (IP3) que 

conducen a 1a activación de isoformas de cin.asas de prote1:nas 

e (PKC) y l.a e1evaci6n de cal.cio 1ibre citos61ico, 

respectivamente (Pl.eiman, C.M .• et a1. 1994; Bijsterbosch, 

M.K .• et al.. 1985). Ambos productos son segundos mensajeros y 
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sus proteínas b1anco pueden estar imp1icadas en ::.a 
transcripción y en 1a traducción de ciertos genes· (Cambier, 

J.C .• et al.. 1994; DeFranco, A.L. 1993). 

Ap"a.rte de ].Os procesos 

allteriormente, también se encuentran 1a act:,iVac.i~n. de p21:r•• 1a 

cua1 regu1a a raf e inicia una activación secuencia.1 de ERK2 

cinasa y MAPk CP1eiman, C.M., et al.. ~99,4··~· .. -~~~i:~r:·': J.c., et 

al.. 1994; DeFranco, A.L. 1993; Kim, K-M·.,--et-~1·"_:_·1·9·93), y ia 

foaforil.ación en l.a posición 3 de fosfol..íÍ;:>:f:.dO~ i-c:I~· ~embra~a que 

contienen el. ani1l.o inositol. a través ' de l.a enzima 

fosfatidil.inositol. 2-cinasa (PI3-k) y l.os pri.n~-~~~ies productos 

de esta reacci.6n son PI-3, 4-P2 y PI-3,4,S-P2; sin embargo, 

hasta el. momento se desconocen l.os mecanismos por 1os cua1es 

1os fosfoinos~tidos 3-fosfori1ados regu1an l.a conducta ce1u1ar 

(P1eiman, C.M., et a1. 1994; Cambier, J.C., et a1. 1994; Kim, 

K-M., et al..· 1993). 

Los eventos bioquímicos producidos por el. entrecruzamiento 

del. RCB, mencionados anteriormente, conducen a l.os l.infocitos 

B a 1a producción de anticuerpos con una deteminada 

especificidad en contra de un antígeno. A este nivel. l.a 

presencia de citocinas producidas principal.mente por cél.ul.a T 

'son indispensabl.es para l.a generación de cél.ul.as B de memoria 

(Col.l.e, J-H., et al.. 1990; Berek, c. 1993; Gray, D. 1993), el. 

cambio de el.ase de inmunogl.obul.inaS (Coffman, R.L., et al.. 

1988; Kroemer, G., et al.. 1993; DeKruyff, R.H., et a1. 1993; 

Paul., W.E., et al.. 1394) y l.a maduraci6n·'en l.a'ci.finidad del.os 

anticuerpos producid'='ls <RiZzo, L. V., et al.. "1992°; Liu, Y-J., et 

al.. 1994) . 
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Sin embargo, existen mecanismos al.ternativos que ayudan en 

l.a maduración de l.a respuesta inmune humoral.. Tal. es el. caso de 

l.as cél.ul.as AN, bajo condiciones. apropiadas est:.imul.ai-l. l.a 

secreción de Ig, y en otras, tienen una acción inhibitoria 

(Mond, J.J •• et al.. 1995; Takeda, K., et al.. 1993; Wyatt, R., 

et al.. 1991). 

La activación de cél.ul.as AN por ciertos antígenos puede 

ocurrir por distintos mecanismos. Unci de estos mecanismos es a 

través de 1.os receptores PcyIII presentes en l.a superficie 

·cel.u1ar de l.as AN, l.os cual.es al. ser entrecruzados, inducen l.a 

activación de PLC y l.a el.evaci6n de ca•2 intracel.ul.ar (O'Shea, 

J.J., et al.. 1991; Vivier, B., et al.. 1991; Wirthmuel.1.er, u .• 

et al.. 1992) y esto conduce a 1.as cél.ul.as AN a secretar 

citocinas (IFN-y, IL-3 y GM-CSP) que infl.uyen en l.a secreción 

de Ig por 1.os l.infoc:i.tos B (Snapper, C.M., et al.. 1994; 

Snapper, C.M., et al.. 1992); 
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CAPITULOII 

OBJETIVOS 



QBJJFTUQP 

E1 objetivo general.. de éste trabajo fué caracterizar 1a 

respuesta inmune humoral.. inducida por .l.a J..ínea ce.J.ul..ar LR.4 en 

ratones: C57BL/6J y (C57BL/6J X BALB/c) P':I -

Los objetivos particul..ares de este trabajo fueron: 

I 

Estudio de J..a respuesta inmune humora1 inducida en ratones 

C57BL/6J por J..a .l.ínea cel..u.l.ar LR.4. 

(a) Búsqueda de J..as condiciones experimenta.l.es apropiadas 

para J..a inducción de anticuerpos en contra de 1a 11nea ce1u1ar 

en estudio. 

Ch) Caracterización de J..os antiaueros: reactividad y 

nive.l.ea de anticuerpos por citometría de f1ujo. 

Cc) Estudios de protección mediada por anticuerpos en 

contra de .l.a J..ínea LR.4. 

II 

Caracterización de J..a respuesta inmune humora1 en contra 

de LR.4 generada en ratones (C57BL/6J x B.ALB/c) .. 1. 
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(a) Determinar si 1a respuesta humora1 detectada en 

ratones C57BL/6J. pero no en ratones Ba1b/c. en contra de LR.4 

es dominante o recesiva a1 usar anima1es h~bridos. 

(b) Identificar y caracterizar 1oa anticuerpos de1 suero 

de1 1~quido obtenido de 1a cavidad peritonea1 por citometr~a 

de f1ujo o ELISA. 

(el Investigar si 1os anticuerpos de 1os dos 

compartimentos descritos son cito1~ticos en ensayos de 

citotoxicidad ce1u1ar. 



CAPITULO 111 

MATERIAL Y METODOS 



. MATQ,JN,,5§ X pxgpga 

An:.l.ma:l.•• 

Se utilizaron hembras de e-10 semanas de l.as siguientes 

estirpes endogámicas de ratones: C57BL/6J CH-2b). BALB/eAnN 

(H-2d) • BALB/k y C3HeB/FeJ CH-21r:) y de ratones h:!.bridos F1 

obtenidos de l.a cruza C57BL/6J x BALB/cAnN (H-2~) . Todos 1os 

animal.es fueron obtenidos del. Bioterio del. Instituto de 

Investigaciones Biomédicas. UNAM. 

L~neaa ce:J.u:J.are• 

Las caracter.f:sticas general.es de l.as l.íneas cel.ul.ares 

usadas en éste trabajo se describen en l.a Tabl.a 1. La l.:!.nea 

celular LR.4 fué aislada a partir de l.a l.:!.nea L517BY por su 

capacidad de 

posteriormente 

crecer través 

fué caracterizada 

de barreras 

con métodos 

a1ogénicas y 

inmuno16gicos 

CVeraategui. E .• et a1. 1997) y de genética mol.ecu1ar (Nava. 

G., et al. 1992). 

Las cél.u1as fueron cultivadas in vitro a 37°C. en medio 

RPMI-1640 suplementado (ver Apendice D), en una atmósfera 

humidificada y con COa al. S t. A1gunas de l.as 1:!.neaa ce1u1ares 

fueron propagadas in vivo en animal.es que expresaban el. 

hapl.otipo apropiado: L517BY en BALB/c. EL4.4 y R.MA. en C57BL/6J, 

y LR.4 en C3H para evitar l.a aparición de revertantes H-2•. 
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TABLA l. 

L:L:nea Ce1ul.ar Bap1ot:Lpo Cepa Rer. 

LR.4 H-2- DBA/2 

Yac-1 H-2ª A/Sn Cike•. "· • .. •1 

EL4.4 H-2b C57BL/6J Nava, o. •t:. al 

RMA H-2b C57BL/6J P.aae:l.l!a, "···" 
LS178Y H-2d DBA/2 

745 H-2d DBA/2 

L929 H-2k C3H Sanl!ord, K.K., 

Obtenc:L6n de c~1u1aa mononucl.earea 

bazo 

Las cé1u1as mononuc1eares fue~on obtenidas a1 disgregar e1 

e1 timo de ratones que expresaban e1 haP1otipo 

apropiado. Los eritrocitos contaminantes fueron 1isados con 

solución ACK (ver Apendice B) y 1as cé1u1as se incubaron en 

medio de cu1tivo hasta que se usaron (Kruisbeek. A.M. l.993) . 

V:Labil.:Ldad cel.ul.ar 

La viabilidad ce1u1ar fué ca1cu1ada en base a un método 

basado en 1a exc1usi6n de1 col.orante azul. tripano (Strober, W. 
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1993). En todos l.os casos l.a viabi1idad ce1ul.ar fué >95t. 

Tratamiento con llllC 

Este procedimiento consistió en incubar, en 1a obscuridad, 

4 X 105 cél.ul.as con una sol.ución de MMC (25 µg/m1) durante 1h 

a 37ºC (Kruisbeek, A,M .• et al.. 1993). Posteriornaente, l.as 

cél.ul.as fueron l.avadas repetidamente para e1.iminar 1a MHC 

residual. y se usaron de acuerdo l.as necesidades 

experimental.es. 

Protocoioa de iDJDUDiz&ci6n 

(a) El. antisuero anti H-2d fué inducido en ratones 

CS7BL/6J con 1 x 105 cél.ul.as extraídas del. bazo de ratones 

BALB/c. Los animal.es se inmunizaron por vía ip una vez por 

semana durante 5 semanas. cuatro días después de 1.a ú1.tima 

inmunización 1.os animal.es fueron sangrados por punción 

intracardiaca y el. suero al.macenado a -20~-

(b) Loa anti.sueros contra l.a línea ce1.ul.ar LR.4 fueron 

obtenidos en base a dos protocol.os de iD1111.1Dización distintos. 

El. primero de el.l.os fué aimi1ar al. usado para l.a obtención 

del. antisuero anti H-2d, excepto que l.a ú1.tima inmunización se 

hizo con cél.ul.as vivas, no tratadas con MMC. 

Un método al.ternat:.ivo fué disei\ado con el. propósito de 

incrementar el. nivel. de anticuerpos contra l.a 1.ínea ce1.ul.ar en 
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estudio. Este procedimiento consistió en inocu1ar por vía 

subcutánea una por semana. durante 3 serna.nas. y 

cantidades crecientes. cé1u1as LR.4 vivas (1 X 103 • 1 X 10• y 

S X 10~) . Posteriormente 1a inmunización fué reforzada al. 

inocul.ar semanalmente, por vía ip. de acuerdo a 1a siguiente 

secuencia: 1 X 10•. 1 X ios, 1 X 10•. 1 X 10• y 1 X 10•, cé1u1as 

LR.4 vivas. La obtención y manejo de 1os antisueros fué símil.ar 

al. procedimiento descrito en (a) (Ro1oson. G.J., et al.. 1981). 

(c) Los sueros obtenidos de anima1es no inmunes y usados 

como contro1es. fueron procesados de acuerdo al.- método general. 

descrito anteriormente. 

Las propiedades de l.os antisueros y l.os niveles de 

anticuerpos se determinaron por inmunofl.uorescencia indirecta 

en un citómetro de fl.ujo (ver más adel.ante). 

Adsorci6n del. antiauero 

Las adsorciones del. antisuero contra LR.4 fueron hechas 

con l.as mismas cél.ul.as (o con L517BY) previamente lavadas con 

PBS. El. método consistió en incubar 1 X 10'7 células en un 

vol.umen final. de 0.1 ml. de antisuero di1uido (1:20) durante l.h 

a 37ºC; posteriormente. l.a mezcla de reacción se dejó a 4"C 

durante toda l.a noche. Las cél.ul.as fueron removidas por 

.centrifugación, y el. procedimiento se repitió en dos ocasiones. 

El. producto final. fué acl.arado por centrifugación y al.macenado 

a -20°c. como control. de adsorción una muestra del. antisuero 

fué tratada en forma eCll:'ival.ente pero omitiendo 1a incubación 
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con l.as cél.u1as neop1ásicas (Col.l.ins, J.J., et al. . .1.97SJ. 

La reactividad de l.os antisueros adsorbidos y e1 títul.o 

fueron eva1uados por inmunof1uorescencia indirecta en un 

cit6metro de f1ujo. 

C~tor1uorometr~a de r1ujo 

Para el. aná1isis de inmunofl.uorescencia indirecta 1 x 10• 

cél.ul.as de l.as l.íneas se1eccionadas fueron 1avadas dos veces 

con PBS y se centrifugaron a 4°C. Para evitar el. pegado 

inespecífico, 1as cé1u1as fueron incubadas con 100 µ1 de una 

di1uci6n .1.:10 de suero normal. de cabra por 30 min a 4ºC. El. 

exceso de suero fué removido lavando dos veces con PBS-ASB-

NaN,. La pob1aci6n ce1ul.ar resul.tante fué incubada con 

dil.uciones apropiadas de suero normal. o del. antisuero indicado, 

en condiciones equiva1entes a l.as descritas anteriormente, para 

exponerl.a en úl.timo paso a una dil.ución 1:30 de un 

anticuerpo fl.uoresceinado anti-Ig de ratón inducido en cabra 

(Boehringer MannheimJ. Las cé1u1as se l.avaron con PBS y se 

fijaron inmediatamente con 50 µ1 de paraformal.deh~do al. 10~ en 

PBS y se dil.uyeron en un vo1umen final. de .l. m1 con PES. Las 

muestras se anal.izaron en un citómetro de fl.ujo FACScan (Becton 

Dickinson) cal.ibrando antes de cada experimento con cal.iBRITE 

y e1 anál.isis de reeul.tados se hizo con el. programa de LYSIS II 

CHol.men. K. et a1. i993; Otten, G., et al.. 1993). 
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Transrerencia pasiva de suero 

Para el ensayo de protección contra LR.4 por anticuerpos 

inducidos ratones B6 se conformaron cuatro grupos de 

animales B6 (n=6) . Cada uno de los anima.les pertenecientes a 

uno de los distintos grupos recibió 15 µ1 ip de uno de ios 

siguientes reactivos biológicos: antisuero contra LR.4 (I). 

antisuero anti LR.4 adsorbido (II). suero normal (III) de B6 o 

PBS (IV). Inmediatamente después cada ratón recibió 

transplante ip de 1 x 106 células LR.4 vivas y fué obse:cv-ado 

diariamente con el propósito de determinar si hab~a crecimiento 

tumoral. 

Ensayo inmunoeu.ai.-.1.tico (EL%SA) 

El método usado en este trabajo fué una modificación del 

procedimiento experimental descrito por p_ Hornbeck (1993). 

Para este grupo de experimentos se usaron placas de cultivo de 

96 pozos de fondo plano. Los pozos se distribuyeron en grupos 

de 3 para su manejo e identificación posterior. cada paso de la 

secuencia experimental que se describe a continuación fué 

seguido por 4 ciclos de lavado para garantizar 1a fidelidad y 

reproducibilidad de 1os datos: (a) en cada pozo se depositaron 

so µ1 de una suspensión de la 1~nea LR.4 (2 x 104 cé1u1as/m1 de 

amortiguador de carbonatos. ver Apendice B) seguido por un 

período de incubación de 2h a 37ºC; Ch) posteriormente se 

añadieron so µ1 de 1a solución de bloqueo (Apendice C) y se 

dejó reaccionar por 2h a 37ºC; (c) una vez interrumpida la 

reacción se depositaron. en grupos de 3 pozos. SO µ1 de uno de 
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1os siguientes reactivos bio16gicos: suero norma1, suero anti 

LR.4. ascitis o so1uci6n de 1avado CPBS-Tween 20, ver Apendice 

C) , 1as p1acas se incubaron a temperatura ambiente y en 

agitación continua por 1h; (d) para determinar 1a subcl.ase de 

Ig, se usaron SO µl. de un anticuerpo de cabra peroxidado 

dirigido contra una de l.as siguientes Ig de ratón: IgG1, IgG2a, 

IgG2b, IgG3 o IgM y se dejaron reaccionar en obscuridad 1h en 

agitación continua a temperatura ambiente, y (e) final.mente l.a 

reacción se reve16 con so µ.l. de una so1uci6n de OFD (ver 

Apendice C) y se detuvo con 100 µl. de H2S04 1M (ver Apendice C) . 

La absorbancia fué medida a 492 nm en un lector de ELISA 

Mu1tiskan MS. Los resultados fueron graficados como di1uci6n de 

l.a muestra contra 1ectura de absorbancia a 492 nm. 

Jlarcaje rad~activo de c•1u1as 

Cinco mil.l.onea de cél.ul.as fueron marcadas radioactivamente 

con 300 µCi de Na2 ucro. (DuPont NEN) en 700 µ1 de SFB durante 

1h a 37°C. El. isótopo l.ibre fué el.iminado lavando con PBS y l.a 

concentración ce1u1ar se ajustó a 1 x 105 cél.ulas/ml. en medio 

de cultivo (Nava, G., et al. 1992). 

Enaayo de citotoxicidad ce1u1ar dependiente de anticuerpo 

Cien microl.itros de una·suspensi6n de células blanco (1 

105 cé1ul.aa/m1) previamente incubadas con suero norma1 de ratón 

o suero anti LR.4 cdi1uci6n 1:20) y marcadas radioactivamente 

con 51Cr fueron de~ositadas en pozos de placas de cul.tivo (96 
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pozos) con fondo redondo. La pob1aci6n de cé1u1r~ efectoras fué 

extraída de bazos de ratones B6 sin tumor. Las cé1ul.as 

efectoras fueron dil.uídas de tal. manera que se obtuvieran 1as 

siguientes proporciones entre cé1u1as efectoras y cé1ul.as 

bl.anco: 25:1, 50:1 o 100:1 (Nava, G., et a1. 1992). La 1ísis 

fué determinada por tripl.icado después de 1Bh de incubación a 

37°c. Para 1a determinación de 1as l.iberaciones máxima y 

m:!.nima, a un vo1umen equiva1ente al. experimenta1 de cé1u1aa 

b1anco se l.e adicionaron 100 µ1 de Tritón 1oox a1 20~ (Sigma.) 

o RPMI-1640 sup1ementado. Los resu1tados se obtuvieron mediante 

l.a siguiente ecuación: 

~ Liberación específica = ~ X 100 

LT - LE 

En donde: LM=l.iberación de l.a muestra, LE-l.iberación 

espontánea y LT-l.iberaci6n total.. 

HOTA: Todos 1os experJ.Jaentos preaeatado~ e.o. esta tea.:l.a rueron 

rea1izados por 10 aenos en tres ocaa.iones en l.a• -.J.._.a 

condiciones produc.iendo reau1tadoa semejantes,, 10 que 1ea 

conriere conr.:i.ab.:l.l.idad y reproduc.:l.bil.ida.d. 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSION 



U§VLTApQS y p1scys1gu 

Los experimentos que se describen a continuacióri fueron 

disefiados con el. propósito de estudiar si l.a l.etal.idad en 

ratones BALB/c o l.a resistencia de l.os ratones CS7BL/6J, 

secundaria al. transpl.ante intraperitoneal. de l.a l.ínea cel.ul.ar 

LR.4 CH-2·), estaba determinada por l.a capacidad de desarrol.~ar 

una respuesta inmune humoral. específica. Esto era necesario ya 

que l.a participación de cél.ul.as del. sistema inmune con 

actividad citot6xica, tal.es como l.os l.infocitos T citot6xicos, 

l.as cél.ul.as asesinas natural.es o aquel.l.as obtenidas por 

estimul.aci6n in vitre IL-2 (LAK) fué descartada por 

Verástegui y col.aboradores (1997) . 

Es importante señal.ar que el. rechazo/control. de l.a l.ínea 

tumoral. LR.4 por 1os ratones B6 no estaba condicionado por 

productos del. compl.ejo principal. de histocompatibil.idad. Esta 

concl.usióri fué obtenida por Nava y col.a. (1992) al. transpl.antar 

en paral.el.o y en condiciones experimental.es equ.iva1entes un 

grupo de ratones caracterizados por expresar distintos 

hapl.otipos (BALB.b, H-2b; BALB/c o DBA/2, H-2dy BALB.k o C3H, 

H-2k) o miembros de una col.onia cerrada no endogámica (CD1), en 

l.os cual.es el. tumor se desarrol.16 y fué l.etal. para l.os 

animal.es. 
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Regpueato hwpgro1 opti LB4 •D rntpnea C5J..DLL.ci..IZ 

%nducci6n y caracterizaci6n de anticuerpos anti LR.4 

ratones C57BL/6J 

Un grupo de ratonas jovenes C57BL/6J o BALB/c fueron 

inmunizadas contra 1a 1:!nea ce1u1ar LR.4 de acuerdo a 1os 

protoco1os descritos en 1a sección de Materia1es y Métodos. Los 

sueros obtenidos se ana1:i-zaron por citometr:!a de f1ujo en 

contra de 1as l.:!neas cel.u1ares: LR.4 (H-2-), L5178Y y 745 (H-

2d), EL4.4 y RMA (H-2b), Yac-1 (H-2ª) y L929 (H-2k) o de cél.ul.as 

extra:!das de timos de ratones C57BL/6J (H-2b), BALB/c (H-2d) o 

BALB.k y C3H (H-2k). Dentro del. grupo de l.:!neas ce1ul.ares es 

importante resal.tar a L5178Y, que diera or:!gen a LR.4 (Nava, 

G., et a1. 1992), as:! como a EL4.4 (Nava, G., et al.. 1992) y 

RMA (Restifo, N. et al.. 1993), obtenidas de ratones C57BL/6J 

por mutagénesis qu:!rnica. El. uso de cél.ul.as extra:!das del. timo 

sirvió como indicador de posibl.es S!=!mej anzas o diferencias 

entre cél.ul.as T normal.es y neopl.ásicas. El. suero anti H-2d 

(Material.es y Métodos) fué util.izado como control. en l.a 

expresión de mol.écul.as del. CPH en l.as 1:!neas cel.ul.ares LR.4 (H-

2-) y L517BY (H-2d) (resul.tados no mostrados). 

Los resu1tados de éstos experimentos (Figuras 2-S) 

reve1aron que el. antisuero anti LR.4 inducido en ratones B6 

reaccionó en forma parecida con cél.ul.as T normal.es obtenidas de 

timo (Figura 3) o ccn cél.ul.as neopl.ásicas de l.os hapl.otipos H-

2•, H-2d y H-2k (Figura 2). Por el. contrario, l.os resu1tados 

fueron negativos con cél.ul.as T obtenidas del. timo de ratones B6 

(Figura 5) o con 1as l.~neas cel.ul.ares EL4.4 y RMA (Figura 4). 
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La posibi1idad de que existieran nive1es bajos de anticuerpos 

contra éstas dos ú1timaa variedades ce1u1ares fué descartada a1 

usar e1 antisuero sin di1uir y obtener va1ores indistinguib1es 

de 1os detectados e1 suero norma1 (resu1tados 

presentados). Por otra parte, e1 suero de ratones BALB/c 

inmunizados con. J..a 1ínea LR.4 no mostró reactividad a1guna 

contra LR.4 (Figura 6) • 

Con e1 propósito de determinar si 1os anticuerpos contra 

LR. 4 reaccionaban con uno o más determinantes antigénicos 

expresados por cé1uJ..as neop1ásicas o con antígenos compartidos 

por 1infocitos T normal.es provenientes de timo, se hicieron 

di1uciones apropiadas del.. antisuero, J..as cual.es fueron 

adsorbidas posteriormente con LR.4 con LS1 ?BY. Como se 

demuestra en J..a figura 7, 1os productos de 1a adsorción dejaron 

de reaccionar con 1as dos 1íneas ce1u1area y con 1infocitos T 

obtenidos de1 timo de ratones BALB/c ~ BALB.k. Es preciso 

seftaJ..ar que 1os productos de 1as adsorciones real.izadas con J..as 

1íneas ce1u1ares (LR.4 y L5178Y) produjeron resu1tados 

semejantes, por 1os que sol.amente se muestran 1os real.izados 

con J..a 1ínea ce1u1ar LR.4. 

Los resu1tados presentados en J..as secciones anteriores 

revelaron que 1a J..ínea ce1u1ar LR. 4 expresa determinantes 

antigénicos no re1acionados con mo1écu1as re1evantes en 1a 

presentación de antígenos, productos del.. CPH, pero que son 

compartidas por cé1u1as T normal.es. Be importante destacar que 

1infocitos T circu1antes, de1 bazo o de gang1ios 1infáticos no 

fueron estudiados y en consecuencia 1a posibi1idad de que· 

mo1écu1as de superficie expresadas por cé1u1as T inmaduras 
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fueran responsab1es de 1a reactividad con e1 antisuero no puede 

descartarse. Otra observación importante derivada de éstos 

experimentos radica en 1as diferencias antigénicas que se 

detectaron entre ratones B6 y un grupo re1ativamente grande de 

anima1es endogámicos entre 1os cua1es se .inc1uy6 a ratones 

BALB.b (H-2b). La posibi1idad de que 1os ratones BG expresen 

una forma a1é1ica de este o estos determinantes antigénicos no 

ha sido exp1orada todavía. 

En la actua1idad se acepta que 1os 1infocitos T 

citotóxicos o 1as cé1u1as asesinas natura1es, en forma menos 

espec~fica, son 1os componentes del sistema inmune más eficaces 

para reconocer y destruir cé1ulas neoplásicas (Van Den Eynde, 

B., et a1. J..989; Gooding, L.R., et a1. 1983; De Plaen E., et 

a1. J..988; Darrow, T.L., et a1·. 1989; Trinchieri, G. 1989; 

Seaman, W.E., et al. 1987; We1sh, R.M., et al. 1981). En éste 

modelo experimenta1, sin .embargo, 1a fal.ta de expresión de 

productos del. cotriplejo principal. de histocompatibi1idad (Nava, 

G., et a1. 1992) y 1a resistencia a cé1u1as asesinas natural.es 

(Verastegui, .E., et a1. 1997) por parte de LR.4 indican que el 

reconocimiento, control. o rechazo de la línea ce1u1ar en 

estudio está mediado, al menos en parte, por los anticuerpos 

producidos en ratones C57BL/6J. La posibilidad de que e1 

antisuero reaccionara con algunas variedades a/~ de receptores 

para antígeno de cé1ulas T que no forman parte del repertorio 

de ésta estirpe de ratones también puede descartarse, ya que 

las células LR.4 son portadoras de una de1eci6n extensa que 

afecta a 1a subunidad ~ (Nava, G. 1990). Por otra parte, la 

incapacidad de lc·s ratones BALB/c para desarrollar una 

respuesta inmune humoral en contra de LR.4 nos sugiere que, 
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posib1emente, 1a susceptibil..idad de esta cepa de ratones al.. 

tumor sea en gran parte mediada por 1a ausencia de anticuerpos. 

En forma adiciona1 es posi.b1e conc1uir que é1 o 1os 

posib1es determinantes antigénicos detectados en.µR.4 y LS17BY 

no son expresados exc1usivamente por cél..ul..as neopl..ásicas. Por 

ésta razón, e1 uso de1 antisuero en contra de cé1u1as norma1es 

pudiera contribuir a 1a caracterización de pob1aciones de 

linfocitos T obtenidos de ratones C57BL/6J. Estudios real.izados 

por otros grupos de investigación (Nicke11, S.P., et a1. 1993; 

Si1va, J.S., et al... 1992; Suzuki, Y., et a1. 1988; G~zzine11i, 

R.T., et a1. 1994; Bogdan, c. 1990) han reve1ado que existen 

diferencias importantes entre ratones C57BL/6J y otras 

estirpes, ta1es como BALB/c, a nivel.. de 1a síntesis de IL-4, 

IFN-v e IL-12, 1o que repercute significativamente en l..a 

susceptibi1idad o resistencia a al..gunos agentes infecciosos. 

Tomados en conjunto 1os datos presentados demuestran que, 

a1 menos en condiciones experimental.es, 1a respuesta humoral.. 

puede participar en el.. reconocimiento y destrucción de cé1u1as 

neop1ásicas. Debe enfatizarse que 1os ratones C57BL/6J no son 

intrínsecamente resistentes a LR.4. De hecho, el.. transp1ante 

intraperitoneal.., independientemente del.. númerO de cé1u1as 

inocu1adas, es seguido en todos los casos por prol..iferaciÓn 

abundante, 1a que al..canza su mayor nive1 25 y 30, para 

decl..inar o mantenerse por períodos 1argos (hasta 200 dias) 

(Verastegui, E., et al... 1997). La inducción de estados crónicos 

en 1os cuales 1os anima1es retienen el.. tumor con un mínimo de 

deterioro orgánico sugiere que otros factores pudieran 

contribuir a 1a resistencia detectada en ratones C57BL/6J. Si 
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estos form~n parte o no del. sistema inmune se desconoce. 

A1guna.s propiodadea de 1os determinantes antigénicos 

~denti~~cado• en 1a 1~nea ce1u1ar LRa4 

Los experimentos que se describen a continuación fueron 

diseaados con el. fin de confirmar 1a existencia de epítopes 

antigénicos compartidos por 1a l.ínea ce1ul.ar LR.4 y cél.u1as T 

normal.es, así como su posibl.e rel.evancia en el. control. del. 

tumor por ratones B6. Con este propósito se inmunizaron dos 

grupos de ratones {n-6) con cél.ul.as T obtenidas del. timo de 

animal.es B/c o B.k y posteriormente se l.es retó con 1 x 106 

cél.ul.aa LR.4 por vía ip. Los resul.tados de estos experimentos 

(Tabl.a 2) revel.aron que es posibl.e inducir inmunidad en contra 

de LR.4 con l.infocitos normal.es y que esta protección 

probabl.emente es debida a una o más proteínas de membrana, no 

rel.acionadas con el. hapl.otipo, expresadas por diferentes 

estirpes de ratón pero no por B6. La natural.eza de estas 

mol.écul.as y estadío de diferenciación a partir del. cual. se 

expresan no han sido determinados todavía. 

Estudios real.izados por verastegui y col.a. {1997) 

demostraron que l.a l.ínea cel.ul.ar LR.4 fué resistente 

mecanismos c1ásicos de inmunidad a tumores como l.os mediados 

por LTC o cél.ul.as AN. Sin embargo, l.os resu1tados de l.os 

experimentos presentados hasta ahora sugieren que l.os 

anticuerpos inducidos bajo distintas condiciones experimental.es 

son rel.evantes en el. control. o rechazo de LR. 4 por ratones 

C57BL/6J. 
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La capacidad de 1os anticuerpos de 1isar a LR.4 

presencia de una fuente exógena de comp1emento fué demostrada 

por Nava y co1s. (J..99.2). Sin embargo. estos experimentos no 

pueden considerarse conc1uyentes sobre e1 pape1 que desempefian 

1os anticuerpos en e1 rechazo o contro1 de1 tumor deb~do 1a 

falta de actividad 1ítica en presencia de suero de ratón 

(Yak.o1eff y Al.faro, resu1tados no pub1icados). 

En forma.a1ternativa. 1os anticuerpos ~udieran participar 

forma indirecta, a través de 1a capacidad ·citotóxica. de 

cé1ul.aa de1 sistema inmune que carecen de receptores capaces de 

reconocer a LR.4. Debido a que Barrera (J..990) demostró que 1oa 

macrófagos tenían un m~nimo de actividad en contra de células 

opsonizadas con antisuero anti LR.4, e1 ensayo de CCDA se 11ev6 

cabo con cé1u1as obtenidas del bazo de ratones B6. En 

términos genera1es se acepta que 1a población celu1ar del bazo 

está constituida por células B (45~). células T (4St) y cé1u1as 

AN y macrófagos (101l). Los resu1tadoa de estos experimentos 

demostraron que, bajo estas condiciones experimenta1es, existe 

reconocimiento y lisis de LR.4; en forma adicional 

importante sefia1ar que la magnitud de 1a respuesta dependió de 

la proporción entre cé1u1as blanco y células efectoras (Figura 

6) _ Por e1 contrario, e1 suero de ratones vírgenes o e1 suero 

adsorbido dieron resultados negativos y en consecuencia 

consideramos que un mecanismo equivalente in vivo podría 

participar en 1a respuesta de esta estirpe de ratones. 

Los resultados obtenidos por Verástegui y co1s. (1997) 

sugirieron que 1as células responsables de la destrucción in 

vitre de LR.4 eran AN. Esta conc1usi6n fué posib1e ya que 
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detectó una inhibición tota1 de 1a actividad 1.itica después de 

1a administrac~ón de anticuerpos anti asia1o GM1. Los contactos 

ce1u1ares se habrían 11evado a cabo usando a 1os anticuerpos 

como un puente, en un ext~emo de1 cua1 1as regiones Fe de 1as 

Ig (subc1ase IgG) serían reconocidas por receptores expresados 

en 1a membrana de 1as AN. Si este mecanismo opera in vivo no ha 

sido demostrado. Los experimentos de citotoxicidad de este 

tra.baj o son congruentes con 1a interpretación anterior y 

forta1ecen 1a participación de una respuesta humora1. 

En años recientes 1a importancia de anticuerpos que 

reconocen antígenos expresados por cé1u1as tumora1es, capaces 

de mediar actividad 1ítica ha sido motivo de interés por 

distintos grupos de investigación (L1oyd, K.O. 1989; Cai, x., 
et a1. 1995; Lubeck, M.O., et a1. 1985; Dyer, M.J.S., et a1. 

1989; He11strom, I., et a1. 1987). Si esta forma de 

contrarrestar l.a progresión tumora1 tiene un futuro en 1a 

inmunoterapia requ:i.ere de mayor so1idez. 

Protecci.6n de ratones C:57BL/6J conreri.da por anti.suero 

anti. LR.4. 

Para investigar si e1 antisuero anti-LR.4 era suficiente 

para impedir e1 crecimiento de esta 1~nea cel.u1ar se 11evaron 

cabo un grupo de experimentos que consistieron en 1a 

administración ip de este reactivo bio16gico producido en e1 

l.aboratorio. Con est:e propósito se confo%'t\laron cuatro grupos de 

animal.es BG (n=6). Los anima1es pertenecientes a cada uno de 

1os distintos grupos recibió por ~a ip 15 µ1 de una de 1os 

38 



siguientes reactivos: antisuero contra LR.4 CI). antisuero 

anti-LR.4 adsorbido CIIJ. suero norma1 CIII) de BG o PBS (IV). 

·Inmediatamente después cada ratón recibió un trasp1ante ip de 

1. x 10• cé1u1as LR. 4 vivas y fué observado diariamente durante 

45 d:í:as con el. propósito de determinar si hubo crecimiento 

tumora1 CTa.bl.a 3). 

Unicamente aquel.l.os ratones que recibieron antisuero anti 

LR.4 no adsorbido no permitieron crecimiento de1 tumor; por el. 

contrario. aquel.1os en J.os que el. antisuero adsorbido fué 

inyectado se comportaron de l.a misma forma. que e1 grupo de 

animal.es que recibieron suero normal. o PBS. Estos experimentos 

consol.idan nuestra proposición de que una respuesta humoral. 

constituye 1a característica distintiva de l.os ratones B6 en 

rel.ación con otras estirpes incl.uídas en el. estudio. 

Rol.osan y col.a. (1981) demostraron que l.a transferencia 

pasiva ratones BG de suero inmune espec:í:fico de1 

adenocarcinoma AD755a confirió protección través de un 

mecanismo simil.ar al. descrito en este trabajo. Otros grupos de 

trabajo han mostrado que suero hiperinmune contra de 

esporozoitos de Piasmodium es efectivo para ia protección de 

ratones aALs/c en contra de l.a mal.aria CWeiss. W.R .• et al.. 

1993; Schofiel.d. L .• et al.. 1987). 

Respuesta :l.mnmun.e humoral. anti LR4 en ratoaes hil>ridoa 

Bl. siguiente grupo de experimentos se hicieron con el. fin 

de determinar si l.a resistencia de l.os ratones C57BL/6J. 
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secundaria al. transpl.ante intraperitoneal. de l.a l.ínea cel.ul.ar 

LR.4 tenía un caracter domi.nante o recesivo en ratones híbridos 

(C57BL/6J x BALB/c)v1. Como se mostró en l.a sección anterior, 

la resistencia al tumor detectada en ratones B6 está 

determinada, al. menos en parte, por l.a inducción de una 

respuesta humoral. contra determinantes antigénicos compartidos 

con otras células normal.es o neoplásicas y que no guardan 

relación con productos codificados por genes del CPH. 

caracter~sticas generales de1 crecimiento de LR.4 en 1a 

cavidad peritonea1 de ratones B6C 

La capacidad de los ratones B6 de rechazar o control.ar a 

LR. 4 en 1a cavidad peri toneal. es una propiedad que no es 

compartida por otros ratones, inc1uyendo a l.a estirpe BALB.b 

que expresa el. mismo hapl.otipo (H-2b) • No todos 1os animal.es 

estudiados desde el. punto de vista de l.a susceptibilidad a LR.4 

fueron anal.izados desde e1 punto de vista inmunol.6gico; sin 

embargo, es posible que 1as diferencias con los ratones B6 

radican en l.a incapacidad para producir anticuerpos contra 1a 

l.ínea ce1u1ar en estudio (como l.o ha sido demostrado con l.os 

ratones BALB/c) . Si esto es secundario a una forma de 

protección en contra de una respuesta autoinmune o a l.a fal.ta 

de miembros de1 repertorio de cé1ul.as B detectados en ratones 

B6, queda por dete%minar. De hecho, Verástegui y col.a. (1997) 

demostraron que l.a l.imitante en 1os ratones B/c estaba en l.a 

producción de anticuerpos y no en l.a pobl.aci6n de cél.ul.as 

efectoras capaces de mediar citotoxicidad en presencia de 

anticuerpos contra LR.4. 
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El. uso de híbridos B6CPt se consideró pertinente para 

iniciar un estudio sobre l.a respuesta inmune humoral. en contra 

de LR.4 en un contexto genético constituido por animal.es 

suceptibl.es y resistentes. 

En un primer grupo de experimentos inocul.aron 24 

ratones con i x 10• cél.ul.as LR.4 y se l.es siguió por un periódo 

de 240 días. Durante este tiempo l.os animal.es fueron observados 

para determinar macroscópicamente el. desarrol.l.o del. tumor en l.a 

cavidad abdominal. Y pesados cada día para seguir el. curSo de l.a 

enfermedad. Los resul.tados obtenidos de este anál.isis revel.aron 

que el. crecimiento de LR. 4 tenía al.gunas características 

comunes l.os progenitores y otras que· posibl.emente eran 

consecuencia de l.a interacción del. genoma de cada uno de l.os 

progenitores. A partir de este grupo de ratones fué posibl.e 

identificar tres tipos diferentes de crecimiento de LR.4 cuyas 

características general.es se describen a continuación y cuya 

representación gráfica se encuentra en l.a Figura 9. 

Tipo I. - Los animal.es de este grupo se comportaron de 

forma símil.ar a l.os ratones B6 al. presentar un crecimiento 

inicial. seguido del. rechazo del. tumor. 

Tipo II.- FUé detectado en un sol.o ratón y se caracterizó 

por tener dos fases de crecimientor el. segundo de l.os cual.es 

fué l.etal.. Por esta razón se consideró que no había habido 

rechazo, sol.amente control. temporal. del. crecimiento neoplásico. 

Tipo III.- A diferencia del.a segunda variedad (tipo II), 

l.os ratones sobrevivieron a l.a recurrencia tumoral. y lograron 

41 



de nuevo rechazar al tumor. 

Es importante sena1ar, que ninguno de 1os ratones 

transpl.antados con LR.4 sucumbieron al tumor como los ratones 

parenta1es BALB/c. 

con las restricciones que 11.eva imp1~citas un aná1isis por 

observación, 1os datos fueron interpertados en favor de 

caracter dominante de la respuesta inmune en contra de LR.4. La 

presencia de recurrencias tumoral.es podr~a ser consecuencia de 

l.a participación secuencial o competitiva de pob1aciones de 

cé1u1as T cooperadoras que finalmente pudieran repercutir en l.a 

eficiencia de l.a respuesta inmune humoral contra LR.4. La 

comp1ejidad del. fondo genético de los ratones híbridos. que 

es 1a suma de 1os genómas individuales, no permite otra cosa 

que una mera interpretación especu1ativa. 

%nducci6n y caracterización de anticuerpos anti LR.4 en 

raton•a híbridos B6C 

Con e1 propósito de determinar si l.as caracter~sticas de 

crecimiento de LR.4 en los ratones B6C estaban determinadas por 

l.a inducción de una repuesta mediada por anticuerpos. se diseñó 

un grupo de experimentos circunscrito a los primeros 24 d~as 

después del transpl.ante. 

con este p1anteamiento se analizaron el. suero y el. líquido 

de cavidad peritont"al. obtenidos de tres grupos de ratones 

híbridos. de 8 aeman~s Cn-3 por grupo) , transpl.antados con 1 x 



105 cél.ul.as LR.4 y sacrificados de acuerdo al. Eiguiente 

calendario: 60, 150 y 240 días. Es importante mencionar que l.os 

animal.es sacrificados en el. 60 dia no habían desarro11.ado 

l.íquido de ascitis y por esta razón se real.izó un l.avado 

peritoneal. con PBS y este fué util.:i.zado para l.os anál.is:i.s 

posteriores. 

En l.as figuras 10 y 11 se observa que l.a concentración de 

anticuerpos en el. suero y en el. líquido obtenido de l.a cavidad 

peritoneal. se incrementó progresivamente. Es preciso mencionar 

que el. título de anticuerpos en el. líquido de ascitis fué en 

promedio, cinco veces mayor al. detectado en suero. 

Estos resultados fueron interpretados de l.a siguiente 

manera: (a) 1.a respuesta humoral. inicial.mente detectada en 

ratones B6 es dominante en ratones BGC y (b) l.as diferencias en 

l.os nivel.es de anticuerpos entre el. suero y el. l.íquido de 

ascitis podrían ser consecuencia de l.a dificul.tad para 

distribuirse con l.a misma eficiencia en 1.os dos compartimentos. 

Citotoxicid.a.d cel.ul.ar dependiente de anticuerpos inducidos 

ratones B6C 

Los experimentos presentados en 1.a figura 12 revelaron que 

l.os anticuerpos detectados en el. suero o en el. 1.íquido de 

ascitis contra LR.4 inducidos en ratones B6C son capaces de 

mediar actividad citotóxica. Las diferencias en 1.a eficiencia 

podrían estar determinadas por l.a presencia de sustancias que 

inhiben l.a acción de anticuerpos citotóxicos en contra de LR.4; 
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sin embargo, esto no ha sido determinado. 

Dete:rJ11inaci6n de1 isotipo de 1os anticuerpos anti LR.4 

Con e1 propósi~o de determinar si existía un isotipo de Ig 

preferencia1 en esta respuesta humora1 desarrol.l.ada en l.os 

ratones B6C en cenera de l.a l.ínea LR.4 y de esta manera poder 

sugerir l.a participación de cicocinaa en esca respuesta inmune 

se real.izaron ensayos de ELISA para l.a determinación del. 

isotipo de Ig. 

En l.a figura 13 se muestra que el. antiauero anti LR.4 

inducido en ratones B6C contiene anticuerpos correspondientes 

a l.a el.ase IgG (IgG1,. IgG2a, IgG2b e IgG3); sin eml:>argo,. no se 

encontró l.a participación de un isotipo particul.ar de IgG. 

Estos resu1tados apc.,yan l.a posibl.e participación de l.as cél.ul.as 

AN como cél.ul.a efectora en inducir una CCDA en contra de LR.4, 

ya que l.as AN poseen receptores para l.a porción Fe de 

inmunogl.obul.inas IgG. 

La respuesta inmune humoral. del. tipo IgG generada por l.os 

ratones híbridos en contra de l.a l.ínea cel.ul.ar LR.4 nos sugiere 

una participación activa de l.infocitos T de ayuda (CD4+) 

(Coffman,. R.L.,. et al.. l.989; Gajewski, T.F., et al.. l.989; 

Rizzo. L.V., et al.. l.992). En trabajos real.izados por T.R. 

Mosmann y col.aboradores (l.989) se encontró que l.os l.infocitos 

Ta pueden ser subdivididos en Tai y Ta2 de acuerdo al. perfil. de 

citocinas que producen. Se ha demostrado que tanto l.os Tal. como 

l.os Ta2 pueden proporcionar ayuda cél.ul.aa B en forma 
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restringida por mo1écu1as del. comp1ejo princípa1 de 

histocompacibi1idad e inducir respuestas de anticuerpos 

primarias o secundarias siempre y cuando exisca un 

reconocimento dirigido hacia un antígeno específico (Parker, 

D.C. 1993; Noe11e, R.J., et a1. 1991; Abbas, A.K., et a1. 1993; 

Pau1, w.E., ec a1. 1994). 

Numerosos trabajos han reportado que l.a síntesis de IgG1 

respuestas secundarias ocurre por varias vías, una de e11as 

invol.ucra IL-4 e IL-5 (respuesta Ta2) y 1a otra vía involucra 

IL-2 (respuesta Ta1) (Coffman, R.L. , et ai. 1989; Abbas, A.K .• 

et al.. 1993; Pau1, W.E., et al.. 1994; Schu1tz, c.L •• et a1. 

1992). En contraste, 1a síntesis de IgG2a requiere citocinas 

específicas como 1a IL-2 y e1 IFNy (respuesta Ta1) (Snapper, 

C.M., et a1. ·1987; Stevens, T.L., et a1. 1988; Pinke1man, P.D .• 

et al.. 1988). Así, es necesaria 1a participación de varias 

citocinas para dirigir l.a respuesta de anticuerpos hacia un 

isotipo particul.ar. 

Varios autores han demostrado que puede existir una 

regul.aci6n de 1a respuesta inmune humora1 por medio de cé1ul.aa 

T, en l.a cual., no existe restricción por mol.écul.as del. comp1ejo 

principal. de histocompatibi1idad. Esto es 11evado a cabo por el. 

acoplamiento de CD2B en ia cé1ul.a T a B7/BB1 expresado en l.a 

cél.ul.a B activada o bién. a través de l.a estimul.ación de 

cé1ul.as T por citocinas derivadas de macrófagos o de cé1u1as B 

estimu1adas con antígenos TI (Leung. H.T .• et ai. 1994; 

DeKruyff, R.H .• et a1. 1985; So1bach, w .• et a1_ 1991). Sin 

embargo, no ha sido posibl.e descartar o no l.a participación de 

cé1u1as T en 1a regulación de l.-a respuesta humora.1 anti LR .4 
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(IgG) generados en nuestro mode1o experimenta1. 
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CAPITULO V 

CONCLUSIONES 



kº"SLpSI9K§S 

- La 1ínea ce1u1ar LR.4 es capaz de inducir 1a producción de 

anticuerpos en 1os ratones de 1a cepa CS7BL/6J, no as~ en 1os 

ratones de la cepa BALB/c. 

- La susceptibi1idad de 1os ratones de 1a cepa BALB/c pudiera 

estar inf1uenciada por 1a incapacidad de desarro11ar una 

respuesta inmune humoral en contra de LR-4. 

- La respuesta humora1 inducida en los ratones C57BL/6J reve16 

que LR.4 expresa determinantes antigénicos en la superficie 

celular, compartidos con cé1u1a T norma.les y relevantes en el 

control/rechazo de1 tumor. Estos ep~topes no estan relacionados 

con moléculas del CPH; sin embargo, no se ha podido descartar 

si estos determinantes antigénicos son exclusivos de células T 

maduras. inmaduras o presentes en ambas poblaciones de cé1u1as 

T. 

- In vitre, los anticuerpos generados en ratones C57BL/5J son 

capaces de lisar a LR.4 por un mecanismo de CCOA, en el cual, 

1a cé1u1a efectora fué de la estirpe de las AN. Sin embargo, su 

relevancia in vivo no ha sido posible determinar. 

- Posiblemente, el desarro11o de una respuesta inmune humoral 

en los ratones híbridos B6C sea una característica dominante de 

ratones resistentes C57BL/6J. 

- E1 aná1isis de los anticuerpos anti LR.4 generados en los 

ratones híbridos B6C most~ó que, in vitre, el mecanismo lítico 
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para 1a 1ínea ce1u1ar fué semejante a1 de 1os ratones B6 

(CCDA) . Además, e1 isotipo de inmunog1obu1ina dominante en esta 

respuesta fué IgG. 

Este mode1o e:xperimenta1 murino permitió demostrar 1a 

importancia de1 desarro11o de una respuesta inmune humora1 para 

e1 contro1 y/o rechazo de cé1u1as carentes de 1a expresión de 

moléculas re1evantes en 1a presentación de antígenos. Así 

mismo. e1 uso del antisuero generado en los ratones CS7BL/6J en 

contra de la línea estudio pudiera contribuir 1a 

caracterización de poh;taciones de 1infocitos T obtenidos de 

esta misma cepa de ratones. 
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Pigura 1. • RepraH11taci611 HQUIÚtica da 101 pd11cipal11 11tado1 da alluraci&i da 

U11focito1 1. La enzima deoxinucleotidil transferasa te1111inal (TdT) aparece antes del 

rearreglo y expresi6n de los genes IgH. La cadena µ es detectada en el citoplasma de 

células pre·B antes de que la molécula completa de IgM se exprese en la superficie de 

células B inmaduras. La expresión o ausencia de algunas glicoproteinas de la superficie 

pueden ser detectadas con anticuerpos monoclonales (Paul, W. 1993). 



PJ.srura 2. - React:l.vJ.dad d•1 •u•ro anti. LR.4 contra 11:n•a• 
ce1u1ar•• de d:Lrerente• h•p1ot:l.poa. La diluci6n empleada de1 
suero fué de 1:20. Los histogramas representan intensidad de 1a 
f1uoreacencia contra número de cé1u1as. 



IJ.gura. 3. - ReactJ.v.idad de1 suero a.nt1. LR.4 contra cfi1u1a T 
norma1•• proven.ientea de t:lfno. Loa ratones emp1eadoa fueron de 
1os hap1otipos H-2d (SALB/cAnN) y H-2k (BALB.k y C3HeS/FeJ). 

1 



ID.4.4 

Pi.gura 4;.- Reacti.vi.dad de1 suero anti LR.4; contra 1.:5'..neaa 

ce1u1area proveni.en1:.•• de ratones C57BL/6J: BL4;.4; y R.MA. La 

di1uci6n de suero uti1izada en este experimento fué de 1:20; 
sin embargo~ 1os mismos resu1tados se registraron utilizando e1 
suero sin diiuir. 



TIMO C57BL,..6.J 

P.:l.gu:ra s.- Reactividad de1 ant.:l. LR.4 contra 

c:61u1a• T norma1e• proveniente• de1 tJ.mo d• ratone• 
C57BL/6J. E1 anál.isia fué real.izado en un cit6metro de 
fl.ujo Becton Dickinson. El. histograma representa l.a 
intensidad de fl.uoreaencia contra nómero de cél.ul.as. La 

dil.uci6n de suero empl.eada fué de 1:20; sin embargo, 
1os mismos resul.tados registraron util.izando e1 
suero sin dil.uir. 



LR.4 

P~gura 6.- React~v~dad de1 •uero obten~do de ratone• 
BALB/c tran•p1antado• ~p con LR.4. La di1uci6n emp1eada 
de1 suero fué de 1:20; sin embargo, mostró 1a misma 
reactividad emp1eandose suero sin di1uir. 
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oos.-LR.4 AKFJ LR.4 

Pi.gura. 7.- Reacti.vi.dad de1 anti LR.4 adsorbido con 1a 
1~nea ce1u1ar LR.4. Las cé1u1as emp1eadas fueron LR.4. LS17BY. 
cé1ulas T provenientes de1 timo de ratones BALB/c y BALB.k. En 
todos 1os histogramas se muestra e1 suero anti LR.4 antes de 
ser adsorbido. Resu1tados semejantes se presentaron cuando 
adsorbi6 con L5178Y. 



No. de Ratones :::rnmuni.zaci6n Protecc.:l.6n 
( ... ) 

6 Timos"C57BL/6J 0/6 (0) 

6 Timos BALB/c 6/6 (100) 

6 Timos BALB.k 6/6 (100) 

T&bl.& IZ.- Xnmunizac:l.6n de ratone• C57BL/6J ciiil.ul.aa 

obteni.da• de timo d.e ratone• de di..rerentee hapl.otipo•. La 

protección fu6 evaluada como positiva si 1os ratones no 
deaarro11aban crecimiento tumoral en la cavidad peritonea1 
en un período de so días aproximadamente. 
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RELACION E:B 

Pigu.r• e.- En••YC> - c:i t.otos..i.c.i.dad ca1u1ar 

dmpend.:i.ente - ant:i.cuarpoe. Los anticuerpos 
provienen del suero de ra~ones C57BL/6J inr.tun~zados 
con 1a linea ce1.u1ar LR .. 4. En-todos l.os casos 1a 

célu1a blanco fue ~R .. 4 y las células efectoras 

fueron obter.idas del bazo de ratones v1rgenes B6. 



No. de Ratone• SN B6 sx: Anti. LR.4 Prot•cci.6n 
('l 

6 Si. No 0/6 (O) 

6 No Si 6/6 (100) 

6 No No 0/6 (0) 

6 No Suero ads .. 0/6 (O) 

T&.bl..a J:%% .. - En•ayo de protecc:i.6n :i.n v:Lvo m.•di.a.nt• 1& 
tran•~erenci.a p••~va de •uero Anti. LR.4 el.. •uero 
ad•orbi.do. A todos 1os ratones se 1es transfiri6 ip 15 µ1 
de suero o de PBS. La protección fué eva1uada en igua1 
forma como 1a descrita en 1a tab1a XI. 
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DlAS POST-TRASPLANTE ip DE LR.4 

P~gura 9-- Grá~ica de1 comportanú.ento de LR.4 en 1• cav~dad 
per~tonea1 de ratone• B6C. La gráfica muestra 1os días post­
trasp1ante ip de LR.4 contra e1 porcentaje de incremento en 
peso. Los tipos de crecimiento están descritos en 1a secci6n 
de Resu1tados y Discusión. 



ESTA usas 
'\AUI K lA 

P.:l.gura l.0.- Concentraci6n de &At:l.cuerpoa .nt1. LR ... 4 
proveniente• de1 •uero de ratone• B6C. Todos 1os sueros 
se util.izaron sin di1uir. El. hist:ograma muestra 1a 
intensidad de l.a fl.uorescencia contra el. nílmero de 
célul.as. 
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.. 1 LP BeC.v 
2 A L5178VtB6C 
3A86C~ 
4AB8C-15 

. ~A B~9·24_ ... 

r.i.gu.ra 11.- Concentración ele anti.cuerpos anti. LR.4 

proTaniente• del. .1.i.quido da J..a cavidad paritoneal.. 

et. raton•• B6C. ':'ocas las r.i:.Jest :::-as se ~": il izare:: 

si~ di1t..;.ir. 
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RELACION E.B 

'F:i.qu.:ca 12. a. - Ensayo de c:Ltoto:s.:i.cid.ad cal.ul.ar 

dapend.:i..ente de anti.cuerpos. :..os ant:!..c'..le.:-pos 

prcvie~e~ de: s~ero ~e ra~o~es B6C t=ansp:antados 

ca~ L::t • .<.. 
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F.:i.qura 12.b.- Ensayo ele c.i.totox.:1.cidad ce1u1.ar 

clep•nd.:i.ente - anticuerpo•. ~os ant!.c~erpos 

prcvie.:-:e::-: de: llqt..:ldc obten.!.do de :a cav.!.dad 

peri~c::-:eal de ra~o~es 36C ~r3~spla~~ados ce~ LR.4. 



lgG1 lgG2a lgG2b lgG3 

Fiqura 13.- Data.rminaci6n del. 

inmunogl.obul.:i.na . 

11qu~dc obtffn.!.do 

En este expe.::-!~ento 

de :.a cav.!.dad 

CA L5178Y 

CIA86C·15 

.f¡S~ B6C..:_2~~'. 

lgM 

i11otipo 

se '.lt!.l!.z6 

pe.=:-!.tonea!. 

-el. 

de 

ra':.o:-.es B6C ~=ansplantados con :.R. 4 (d.!.1uci6n :. : 5). 

La dete=~!nac~6n se .::-eal!z6 po= la técn!ca de 

EL ISA. 



APENDICE B 

Amort:iro1adpr de fpsfatps rras1 : 

1-9 mM :NaH2 .PO. anh. 

B-1 ;rnMBa.HPO• a.nh. 

15-4 1IIM :rila C1 

Ajustar pB a 7.2-7.4 con NaOH, 1M. 

Vti1i:ar ~i1tro de 45 µm de diámetro 

O- 015 M NB.C1 

1. o mM x:aco~ 

O - 1 :trlM Na;iEOTA 

Ajustar pH a 7.2-7.4 con HC1, 1 N. 

Esterilizar por fi1tración. 

l\JIIQ;r;=tjquªdpr dg C@rhqparpa fFLISA! 

15 mM Na2 C03 

3 S 111M Na.HC03 

3.1 mM Jlla.tilJI 

Ajustar pH a 9.S 

aptgrtjsJ1arlpr r'e CirrarPS (ELTSAl 

o_os ntM de ácido c~trico 

0.0-48 nlM de c.:i..trato de Na.2H2 0 

Ajustar :PE a 4.S 



APENDZCB C: 

So1ucionea uti1izadaa 

Splpci6p de hl gmiep (EI.X$Al 

O.OS\- Tween 20 

1. O tnM Na~EDTA 

0.25\- ASB 

O. OS\- NaN:1 

Aforar con PBS 

Spl11cj6p de layadg CELXSl\) 

250 µL Tween 20 

sao mL Pes 

511atr3t·g Ortgfppilepdiamina (QFp EL'ISA\ 

12 mg OFD 

12 mL Amortiguador de citratos 

4.8 µL H 2 0 2 , 30\-

Se prepara antes de su uso en 1a obscuridad. 

l:LSO... JM <5r.xs1q 

54.S mL H 2 SO .. (i5•1.83S) 

Aforar a 1.0 L con H2 0 d. 



SpJµc:i Qn dp 1 ayadp (Inm11ppfl ugrgscenc;i al 

3 t. ASB 

O .1 ~ NaNl 

Aforar PBS- Uti1izar fi1tro de 45 µm. 

Mjtgmiqjpa e CMMC> 

2.0 mg Mitomicina C (Sigma) 

4.0 mL Agua bidesti1ada 

Guardar a 4ªC en 1a obscuridad 



APENDZCE D 

Hedioa de cu1tivo 

Medio de cultivo RpMz-1540 

20.B g RPMI-1640 (GXBCO/BRL) 

s. o g Dextrosa 

1.9 L de H..,O d 

Ajustar pH a 7.2-7.4 con NaHCO;,. 

Esterilizar por fi1traci6n. 

RpMI-1640 sµplementadq 

500 mL RPMI-1640 

5 mL Piruvato de sodio (Sigma), l.00 mM 

s mL Aminoácidos no esenciales (Sigma), 10 rnM 

1 mL Fungizona CGibco/BRL), 1~ 

1 mL Estreptomicina (Sigma), 0.2 ~ 

50 mL SFB (Gibco/BRL) 

Esteri1izar por fi1tración. 
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