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1.- INTRODUCCION .. 

La propiedad més critica del sistema inmune e~ d~~triminar

lo propio de lo extraño (1). Este proceso ha alcanzado su

méxima especialización en los mamlferos (2), a trav~s del -

desarrollo de estructuras de membrana como anticuerpos (li! 

focitos B) y el recertor de linfocito T (3). Esta mol~cula, 

solamente. puede reconocer al antfgeno en el contexto de lo 

propio, donde participan los antígenos de histocorupatibili

dad (4). que imparten la huella propia a cada una de las cé 

lulas nucleadas del organismo. 

Durante el crecimiento de las neoplasias se generan varian

tes celulares que expresan propiedades ventajosas al tumor-

(5). Una de las principales características que se han des

crito en células de metéstasis (el efecto més desvastador -

del céncer) es la ínexpresión de las moléculas de histocom-

patibilidad (6). 

La sublfnea del linfoma murino L-5178-Y de nuestro laborato 

rio, se originó de un~ linea de tumor de origen timico es

ponténeo que expr~saba el haplotipo H-2~d. restringiendo 

su crecimiento únicamente a las cepas de ratones compati 

bies a este haplotipo. Sin embargo en un estudio prelimina~ 

donde empleamos nuestra sublfnea en estudios de transplante 

en animales alogénicos, observamos crecimiento tumoral. El 

propósito de este trabajo fue confirmar este hallazgo en un 

número mayor de animales, las caracterlsticas de su crecí-

. ' 
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miento y la respue~ta de las poblaciones del sistema inmu

ne celular y de marrófagos. En la siguiente etapa del tra

bijjO vamos a estudiar mediante anticuerpos monoclonales Ja 

expresión de las mcléculas de histocompatibilidad clase J

Y 11; estudios de citotoxicidad y proliferación celular. 

' 

' . ~ ' . 

~-- .... 

:..· . .;..-·. -- .. - .. ·- ... -- .. l~-·.:, ........ . ..¡. 

. .. . ~ 
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2.- ANTECEDENTES. 

2.1.- Respuesta inmune. 

El sistema inmune se ~a dividido en innato y adaptativo. El 

primero actúa como la primera linea de defensa contra age~ 

tes que pueden ocasionar daños al organismo. Este sistema -

est~ representado ror las barreras ffsicas y bioqufmicas del 

organismo (piel, meco. cilios, acidez, secrecion~s sebéceas, 

' lisozima y otros arentes químicos), fagocitos, células ase-

sinas naturales, moléculas del complemento y factores solu

bles que amplifican o regulan los eventos inflamatorios (7 ). 

En contraste, el sistema adaptativo produce una reacción e~ 

pecífica contra el antigeno que indujo la respuesta y ade -

m~s mantiene una mEmoria contra el mismo. La singularidad -

de la respuesta adcptativa está· basada en la especificidad

de los linfocitos, a través de sus receptores y productos -

de secreción (por ejemplo anticuerpos) ( 8 ). Estos dos sis-

temas funcionan ~~v~ en forma integrada. Los macrófagos

y otras células del sistema innato, son esenciales en el --

transporte, procesamiento y presentación antigénica a linfo 

citos cooperadores ( 9 ). A su vez los anticuerpos ayudan en 

el reconocimiento a los fagocitos; también las linfocinas -

(producto de los linfo:itos) activan o regulan a componentes--• 
del sistema innato (7). 

La propiedad m~s critica del sistema inmune es discriminar

lo propio de lo extraño ( 1 ). Este proceso se ha desarrolla-
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do evolutivamente desde formas primitivas (fagocitosis, en

capsulación, antisomas inducibles, inmunidad celular primor 

dial) hasta alcanzar su máxima especialización en vertebra

dos, particularm?rte rn mamiferos ( 2 ). Esta especializa-

ción,se ha reflejado en el desarrollo de estructuras capa-· 

ces de reconocer específicamente a Jos antlgenos: anticuer

pos secretados o de membrana (linfocitos B. mediadores de

la respuesta inmune humoral) y el receptor del linfocito T

(inmunidad celular). El receptor del linfocito T está forma 

do por el complejo Ti/CD3" El heterodímero Ti (cade.nas a y B 

transmembranales) aporta la especificidad. El complejo co3-

(cinco proteínas integrales de membrana) regula el ensambla 

je y expresión del receptor, además es responsable de las -

señales de transducción de membrana que siguen a la unión -

del ligando (antígeno) al Ti (3 ). 

El receptor del linfocito T, solamente puede reconocer al -

antígeno en el contexto de lo propio. En este evento se ne

cesita la identificación de moléculas denominadas antígenos 

de histocompatibilidad (4 ). 

2.2.- Complejo mayor de histocompatibilidad. 

Los antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad, se 

identificaron inicialmente por su papel en el rechazo de 

transplantes alogénicos y xenogénicos; sin embargo su papel 

fundamental estriba en los fenómenos de reconocimiento e -

interacciones inmunológicas (10). 
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En todos los mamíferos estudi~dos y recientemente en aves -

y anfibios, se ha descrito la ~xistencia de los genes que -~ 

codifican para Jos antígenos de histocompatibilidad (2 ). -

Estos ~enes se agrupan en el complejo mayor de histocompatl 

bilidad de cada especie: HLA (humanos), H-2 (ratón) (11). 

Uno de los complejos m~s estudiados es el HLA de los huma-

nos, que se encuerrlra ubicado en el brazo corto del cromoso 

ma No.6 (4 centimorgans). Este complejo se ha clasificado

en las siguientes regiones génicas: HLA-A, HLA-B. HLA-C (r! 

giones que codifican para los antígenos de histocompatibill 

dad clase 1); HLA-D, HLA-DR,HLA-DP, HLA-09 (regiones que 

codifican para los antfgenos de histocompatibilidad clase 11) 

y un tercer grupo de genes que codifican para los factores

C2, BF, C4A y C4B del complemento (clase 111) (12}. El otro 

modelo que se ha estudiado en detalle es el. H-2 de ratón, -

que se localiza en el cromosoma No.17. Est~ organizado en-

las regiones K, D. L, Qa, TLa, (clase I); (clase 11) y 9! 

nes S que codifican para algunos factores del complemento

(clase 111) ( 13). 

Los antígenos de histocompatibilidad clase l, consisten en 

una glucoproteína transmembranal muy polimórfica que se aso 

cia en forma no covalente a una proteína de bajo peso mole

cular (B2 microglobulina) que no esta codificada en el com

plejo mayor de histocompatibilidad. Los antlgenos clase II

estan formados por 2 glucoprotefnas transmembranales unidas 
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mediante enlaces no covalentes. Las moléculas clase I se en 

cuentran distribuidas en todas las células nucleadas y pla

quetas (en el ratón también en los eritrocitos), mientras -

que los de clase II se encuentran restringidos a linfocitos 

B, macrófagos, monucitos, linfocitos T activados y algunas

células epiteliales. El polimorfismo extremo que exhiben--

estas moléculas dentro de una misma especie, permite consi-

derarlas como marcadores (huella digital) de cada individuo 

( 14 ) • 

+ Los linfocitos T inductores/cooperadores co 4 (humano) o--

L3T4 + (ratón), solarrente reconocen al antfgeno presentado -

por células accesorias siempre que éstas exhiban moléculas

compatibles clase II. En contraste los linfocitos citotóxi-

ces/supresores reconocen antigenos virales o tumorales. si 

las células blanco expresan antigenos clase 1 (15). 

Los genes de histocompatibilidad se expresan en forma codo

minante (ambos alelas parentales). En promedio el 50% de 

los cromosomas en dos ratones hermanos son idénticos. Si 

estos animales F1 se cruzan, existe una probabilidad de un 

25% (50% x 50%) de que cualquier par particular de cromoso 

mas de la progenie F2 sea idéntica. Si se continúan estas -

cruzas entre las mismas filiales por más de 25 generaciones, 

se obtienen cepas singénicas que se consideran genéticamen

te iguales (ejemplc BALB/c son H-2d/d, C-57BL/6 son H-2b/b, -

étc.). Estas cepas son importantes en el estudio de la res

puesta inmune ( 1 O). 
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Las evidencias cientlficas sugieren un origen clona) en la -

mayoría de los tumores malignos (16). Durante el proceso de 

crecimiento de estas neoplasias, se generan variantes celu -

lares que expresan propi~dades ventajosas para su crecimien

to y evasión al sistema Jnmune (5). Estas subclonas pueden -

presentar receptores rle factores de crecimiento, secretar -

enzimas degradativas y metastatízar sin ser reconocidas por

los mecanismos de defensa del organismo {17). 

Se han descrito diferentes mecanismos de escape al sístem~ -

inmune, como la selección de subclonas poco inmunogénicas 

(18), inmunosupresión {19) y la inexpresión o aberración de 

las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad {20). 

En un número considerable de tumores en fase de metástasis,

se ha identificado la inexpresión o aberración de antfgenos

de histocompatibi 1 idad clase I, en contraste con la adecua -

da expresión en las células del tumor primario o que no oca

sionan met~stasis (6). Adem~s se ha reportado una relación -

inversa entre la expresión de estas moléc~Jas en las células 

malignas y la resistencia a las células asesinas naturales -

{ 2 1 ) • 

Se han descrito diferentes mecanismos moleculares que parti

cipan en la inexpresión o atenuación ~e los antlgenos de his 

tocompatibilidad clase 1: mutaciones, deleciones, recombina

ci6n, inactivaci6n transcripcional, defectos en el procesa -

miento post-traduc:ional, pérdida de la B2 microglobulina y 
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sobre todo activación o inactivaci6n de los reguladores 

transcripcionales {20). 

La sublfnea del Iinfoma murino L-5178-Y de nuestro laborato 

rio, en teoría expresa el haplotipo H-2d/d_ Sin embargo du-

rante un estudio donde empleamos esta linea como transplan-

te alogénico, apreciamos su crecimiento en la cepa C-57BL/6 

de haplotipo incompalible (H-2b~). En virtud de este hall~z 

go y del comportamiento aqresivo que tiene este t~mor {oca

siona la ~uerte del ratón singénico en un promedio de 11 -

dfas), se diseñó este trabajo para investigar el comporta -

miento del tumor en las cepas alogénicas C-57BL/6 y la res-

puesta inmune contra el mismo. 

- ___ _: ________ .. ____ :.. --~---· 
--~-------- -~----
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Los linfocitos Te itotóxicos reconocen los antígenos tumora 

les en el contexto de las moléculas de histpcompatibilidad

clase J. Las células tumorales que se localizan en las me-

tflstasis, frecuentemente no expresan estas moléculas y por 

este motivo no son reconocidas y destruidas por el sistema-

inmune celular. 

Desconocemos si le suulinea L-5178-Y de nuestro laboratorio 

expresa moléculas de histocompatibilidad clase 1 y el com -

portamiento biológico de este tumor en cepas alogénicas -

C-57BL/6. 

·., .'. 

1 1 
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4.- HIPOTESIS. 

La subllnea del linfoma murino L-5178-Y de nuestro laborato 

rio no expresa moléculas de histocompatibilidad clase I, en 

tonces luego crece y causa la muerte de ratones alogénicos

como C-57BL/6 sin un reconocimiento y respuesta inmunol6gi-

ca de éstos. 

' 

¡ 
_, 

.. \ 

.• 

.. 
-' 

,., ... 

' ' '' 

\¡ 
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5.- OBJETIVOS~ 

5.1.- Demostrar que la sublfnea l-5178-Y crece y ocasiona -

fa muerte de un número significativo d~ ratones alog! 

nicos C-57Bl/6. 

5.2.- Estudiar la respuesta inmune que generan los ratones

C-57Bl/6 contra el tumor l-5178-Y. 
' 



6.- MATERIAL Y METOOOS. 

Animales de E'X¡:>!-!_rimentación.- los ratones C-57BL/6 y BALB/c 

fueron proporcion;,tlos por el Bioterio de la Unidad de Inve~ 

tigación Biomédica de Occidente (IMSS). Se mantuvieron y--

alimentaron de ac11Prdo a las recomendaciones generales para 

este tipo de estudios. 

Linea tumoral.- El 1 infoma murino L-5178-Y teóricamente de 

haplotipo H-2d/? dE origen esponténeo y estirpe timica ( 22 ). 

fué mantenido en fase ascítica por transplante semanal en -

ratones singénico5 (BALB/c). 

Medio de cultivo.- RrMJ-1640 suplementado con amort~guador

Hepes 10mM, aminoácidos no esenciales 0.1 mM, piruvato de

sodio 1mM, L-glutamina 2rnl1. 2-mercaptoetanol 5 x 10-5 M, su~ 

ro fetal de ternera al 10% (todos estos componentes de GIBCO, 

Grand Island Co.,N.Y.), bicarbonato de sodio al 0.0003% y

antibióticos (SIGMA, Chemical, St.Louis, Mo.}. 

6.1.- Sobrevida de ratones C-57BL/6 inoculados con células

L-5178-Y.- Se inoculó un grupo de 20 ratones C-57Bl/6 (ma -

chos de 8-12 semanas de edad) con 40 x 10 6 células l-5178-Y 

por via intraperitoneal (I.P.) en 0.2 ml de solución balan 

ceada de Hank's. Se valoró diario el crecimiento del tumor, 

condiciones generales del ratón y se registró la fecha de -

la muerte de cada animal. 
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6.2.- Respuesta inmune en r'ltones C-57BL/6 inoculados con-

células L-5178-Y. 

6.2.1.-: Cuantificuci6n de subpoblaciones de .linfocitos Ten 

el bazo de ratones C-57BL/6 inoculados con células de linfo 

ma L-5178-Y.- Se inoculó un grupo de 8 ratones C-57BL/6 con 

40 x 10 6células L-~178-Y por via l.P. en 0.2 mi de solución 

balanceada de Hank ·s. Se sacrificaron los ratones de este-

grupo (décimo cuarto rlia de la inoculación del tumor) y 8 -

ratones testigo, se obtuvo su bazo y se separaron las célu-

las mononucleares en Ficoll-Hypaque (densidad 1.087) media!!. 

te centrifugación'' 400 x G (26 minutos a temperatura amble!!. 

te) de acuerdo a lns condiciones descritas {23).La interfa-

se de células mononucleares se lavó en 3 ocasiones con me -

dio RPMI-1640 y se ajustaron las células a 1 x 106/ml. Ense 

guida se incubaron los paquetes celulares eón los siguien -

tes anticuerpos monoclonales: anti-LyT-1.2, anti-lyT-2.2 y 

anti-L 3T4 (Cederlane L.aboratories Limited y los anti-L3T4 
del sobrenadante d~ cultivo de una linea de rata que tene -

mos en el laboratorio) durante 60 minutos a 4°C. Después de 

3 lavadas con medio de cultivo, se incubaron en 1 mi de com 

plemento de conejo al 10% (absorbido en agarosa, timo y ba

zo murinos) durante una hora a 37°C {24 ). Las células posi-

tivas se identificaron por su viabilidad con naranja de - -

acridina {Aldrich Chemical) y bromuro de etidium (Aldrich

Chemical) en una sclución de una parte por ~illón en solu

ción balanceada de fosfatos. La observación se realizó en -
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un microscopio de epifluorescencia (Karl Zeiss, West, Germany). 

El lndice dE citotoxicidad (células positivas) se calculó

con la siguiente fórmula: 

J.C.= tCIT(Anticuerpo + Complemento)-% CIT (Complemento) 
100% -% CIT (Complemento) 

6.2.2~Cuantificac~ón de macrófagos espl§nicos.- Los macró

fagos esplénicos S!~ identificaron mediante la tinción de e~ 

terasa inespeclfica, de acuerdo al método de Koski (25) que~---

consistió en la preparación de frotis delgados (de las sus

pensiones del bazo), su fijación en formaldehido/acetona e 

incubación en una solución de alfa-naftil-acetato en buffer 

de sorenson (durante 45 minutos a 37°C), finalmente se con-

trastaron con verde de metilo al 0.5%. 

AnAlisis estadístico.- Los datos de las subpoblaciones de -

linfocitos T y macrófagos de los grupos de ratones testigo

y con tumor alogénico, se compararon por las pruebas de T -

de Student y U de Mann Whitney. 
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7.- RESULlADOS. 

7.1.- Sobrevida de ratones C-57BL/6 inoculados con células-

del linfoma murino L-5178-Y. En acuerdo con lo observado en 

los experimentos ~reliminares, las células del linfoma muri 

no L-5178-Y crecieron en los 20 animales inoculados. El tu-

mor se apreció a partir del noveno dla en 4 ratones (20%),

de los cuales 2 m11rieron al décimo segundo dfa de la inocu-

lación. La mayoría de los animales murieron del décimo ter~ 

cer dfa al vigésimo noveno (75%) en malas condiciones gene

rales. Según se aprecia en la figura No.1, del dfa 30 al 55 

murió únicamente un ratón y el resto (20%) del dfa 56 al 68~ 

en particular los últimos cuatro dias (151). En la necropsia 

ide los animales se observó depósitos grandes de tumor sóli- . 
~ 
!do sobre mesenterio y bazo, sin embargo en todos los casos 

jhubo un predomini~ de crecimiento en fase ascitica. 

;7.2.- Características del crecimiento tumoral.- En el grupo 

~e ratones C-57BL/6 sacrificados el décimo cuarto dfa de la 

~inoculación de 40 x 106 células L-5178-Y por vfa l.P. se 

~observó un promedio de 254.4 x 10 6 ± 99.5 células tumorales 

~n la cavidad peritoneal. En la mayorfa de los animales se 

:.observó depósitos de tumor sólido sembrados superficialmen

~te en mesenterio; en todos predominó la fase ascitica obser 

;}.1ndose en mayor cantidad las formas tumorales; menos del-

5% de las células correspondió a leucocitos infiltrantes 

• (predominando polimorfonucleares neutrófilos). 
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7.3.- Cuantificación de subpoblaciones de linfocitos Ten -

el bazo de ratones C-57BL/6 inoculados con células del !in-

foma L-5178-Y.- No se observó una diferencia significativa-

en el número de esplenocitos totales de los ratones con tu

mor (99.38 x 10 6 ± 48.49 x 10 6 ) respecto a los testigos sin 

tumor (102.65 x 10 1; ± 35.05 x 10 6 ). 

En relación a las ~;ubpoblaciones de linfocitos T, los rato-

' nes con tumor mostraron una disminución de las células LyT-

1.2 y LyT-2.2 (p-: 0.015 y 0.036 respectivamente) al compa -

rarlos con los testigos (Cuadro 1). No se observó una dife

rencia significativa en las células L3T4 entre ambos gru -

pos. 

7.4.- Cuantificaci0n de macrófagos esplénicos en ratones -

C-57BL/6 inoculados con células del linfoma L-5178-Y.- El -

número de macrófagus (positivos a la esterasa inespeclfica) 

en el bazo de ratones con linfoma L-5178-Y, fue un poco ma-

yor al doble del observado en testigos sin tumor (Cuadro 11) 

con una p < 0.014. No se observaron diferencias en las ca -

racteristicas tintoriales, tamaño o morfologfa de las célu-

las positivas de ambos grupos . 

. :: .• :· 

,1 
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CUADRO 1.-

GRUPO 

NORMAL 

TUMOR 

n : 8 

P.t S. 

P.U M.W. 

* n : 7 

** n : 6 

· ..... _..:,.-

SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T DEL BAZO 
fE RATONES C-57BL/6 INOCULADOS O NO CON 
CELULAS L-5178-Y. 

"X DE CHULAS 

LyT -1.2+. 

12.27 ± 4.71 

5.40 :!: 5.03** 

p < 0.05 

p= 0.015 

± S X 106 1 BAZO 

lyT -2.2+ 

10.72 "!: 5.82* 

4.37 "!: 4.17* 

p < 0.05 

p= 0.036 

L3T4 + 

31 • 62 ! 21. 95 

24.13 :!: 12.35 

N.S. 

N.S. 
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CUADRO 11.- CUANTIFICACION DE MACROFAGOS ESPLENICOS DE 
RATONES C-57BL/6 INOCULADOS O NO CON CELU
LAS L-5178-Y. 

GRUPO n 

NORMAL 4 

TUMOR 4 

P. t S.: 

P.U M.W.: 

X DE CELULAS ESTERASA POSITIVAS± S x t06/BAZO 

p < 0.02 

p = 0.014 

2.88 + 1.23 

6.68 + 2.05 

.. ,·': ,' - : ::.· ... 

-~. '. 
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8.- DlSCUSION. 

En este estudio se demostró el crecimiento del llnfoma mur¡_ 

no L-5178-Y de haplotlpo original H-2&d en ratones incompa_ 

tibies C-57BL/6 H-2h~. El tumor se desarrolló en todos los -

animales C-57BL/6 inoculados con 40 x 106 células del linfo-

ma. Este hallazgo sugiere que la subllnea L-5178-Y de nues -

tro laboratorio no expresa moléculas de histocompatibilÍdad. 

la confirmación de esta hipótesfs requiere la búsqueda de e~ 

tas moléculas mediante anticuerpos monoclonales en la super

ficie de membrana de las células tumorales, estudios del ARN 

mensajero y ADN que codifican para ellas. La implicación se 

basa en que normalmente las células o tejidos de diferente -

haplotipo de histoc~mpatibilidad {como en este caso) son re-

conocidos como extraños y rechazados mediante mecanismos que 

involucran linfocitJs T citotóxicos e inductores/cooperado -

res, células accesorias y en menor grado anticuerpos (fija -

ción del complement0 y citotoxicidad celular mediada por an-

ti cuerpos) (26). 

Se ha descrito en 11 literatura que la inexpresión de las mo 

léculas de histocompatibilidad clase 1, es uno de.los princ! 

pales mecanismos mediante los cuales los tumores evaden al 

sistema inmune (20 ). A este respecto se ha reportado que la 

expresión relativa H-2K en relación a H-20 es importante en 

el reconocimiento celular. Se ha señalado que las clonas que 

no presentan ll-2K ( r~n densidad baja), con expresión ll-20 (de~ 

sidad alta) son m~s metast~sicas y no son reconocidas por el 
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sistema inmune (27). Las evidencias ex~erimentales apoyan -

la regulación de II-2K por el encogen fos (6). 

En relación a las células del sistema inmune celular y ma-

crófa~os esplénicos de ratones C-57BL/6 inoculados con el -

tumor "alogénico". se observó un incremento significativo-

de macrófagos al compararlos con los testigos sin tumor. Es 

te incremento tamt•ién se observa en el modelo singénico de 

ratones BALB/c cor• el mismo tumor; ~parentemente estos macrQ 

fagos presentan en el modelo del BALB/c, actividad inmunosu 

presora y son sen~ibles a 180 mgs/kg de peso de ciclofosfa-

mida en dosis única (28). También se apreció una disminu -

ción significative en las subpoblaciones LyT-1.2 y LyT-2.2-

Este fenómeno también se aprecia en el modelo BALB/c, aunque 

en este últi~o el decremento de estas células es més marca-

do (28). En las subpoblaciones de linfocitos inductores/coa 

peradores (L 3T4 ) no se observó ninguna diferencia signific~ 

tiva entre los ratones C-57BL/c con tumor o sin él. 

El promedio de sobrevida de ratones BALB/c inoculados con

la misma dosis de células L-5178-Y fué de 11.2! 2.1. mien

tras que en el modelo estudiado fue de X= 27.75 ± 19.11 el 

crecimiento en ambos es en forma ascltica, aunque con mayor 

tendencia de formar depósitos sólidos en ~-57BL/6. 

En conjunto los resultados sugieren que la sublinea L-5178-Y 

de nuestro laboratorio crece en los ratones alogénicos --

. 1 

. ' 
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C-57BL/6 en forma ~i'l'il·H (aunque con mayor sobrevida) al_

modelo singénico. lam~ién el tipo de respuesta del aparato-

inmune es parecido en ambos sistemas. 

El demostrar que nuestra subl rnea L-5178-Y, no expres·a mo -

léculas de histocompatibilid~d. la convierte en un instru -

mento útil para el estudio de mecanismos de regulación de -

esta molécula, innunologia de los tumores y agentes que pu~ 

dan inducir estas glucoproteinas a nivel de membranas . 

. ' 
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