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1.- TEORÍA DE LA INMUNOVIGILANCIA FRENTE AL DESARROLLO DE 

TUMORES 

 

1.1.- La Inmunovigilancia en modelos tumorales murinos 

 

La noción de que el sistema inmunológico podría proteger al 

huésped de una enfermedad neoplásica se propuso inicialmente por Erlich 

(Erlich P. 1909) y se estableció formalmente como la hipótesis de la 

inmunovigilancia 50 años más tarde por Burnet y Thomas (Thomas 1959; 

Burnet 1967; 1970; 1971). Ambos predijeron que los linfocitos eran los 

responsables de la eliminación de células transformadas. Años después, 

esta predicción no pudo ser confirmada experimentalmente cuando se 

utilizaron ratones nude, que carecen de células T. Específicamente, la cepa 

nude CBA/H, no desarrollaba mayor incidencia de tumores espontáneos o 

inducidos por MCA (metilcolantreno); ni mostraban menores tiempos de 

latencia tumoral al compararlos con los silvestres control (Stutman 1973; 

Stutman 1974; Rygaard & Povlsen 1974; Stutman 1979). De cualquier 

modo, pasaron algunas cuestiones desapercibidas en ese momento. En 

primer lugar, que los ratones nude son un modelo imperfecto de 

inmunodeficiencia ya que producen un bajo número de células T αβ 

funcionales y además pueden manifestar algún grado de inmunidad 

adaptativa (Ikehara et al. 1984; Maleckar & Sherman 1987). En segundo 

lugar, todavía no se había establecido muy bien la existencia de células 

natural killer (NK), presentes y funcionales en ratones nude, y se conocía 

muy poco acerca de su origen, acción y papel en la inmunidad innata 

(Herberman & Holden 1978). De hecho, no se conocía la profunda influencia 

de la inmunidad innata sobre la adaptativa (Janeway 1989). Además, la 

cepa de ratones utilizada en los experimentos de carcinogénesis por MCA 

de Stutman expresaba una isoforma activa de la enzima arilhidroxilasa que 

se requiere para metabolizar el MCA en su forma carcinogénica 

(Heidelberger 1975; Burke et al. 1977). De esta forma, es concebible que la 
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transformación celular inducida por MCA en estos ratones ocurría tan 

eficientemente que quedase enmascarado cualquier efecto protector de 

inmunidad. Además los tiempos de monitorización eran demasiado cortos 

para observar la formación de tumores espontáneos y el desarrollo de 

sistemas supresores intrínsecos. Por último, en las cepas de ratones 

utilizadas por Stutman, además de ser más sensibles a la formación de 

tumores inducidos por metilcolantreno, las dosis utilizadas en dichos 

ensayos eran únicas y elevadas. 

 En los años 90, se realizaron dos estudios que despertaron de 

nuevo el interés por la inmunovigilancia en el cáncer. El primero, 

demostraba que la producción endógena de IFN-γ protegía al huésped 

contra el crecimiento de tumores trasplantados y la formación de tumores 

espontáneos o inducidos químicamente (Dighe et al. 1994; Kaplan et al. 

1998). Los ratones 129/SvEv, que perdían el receptor de IFN-γ (IFNGR1) o 

STAT1 (Bach et al. 1997), eran entre 10 y 20 veces más sensibles que la 

cepa silvestre control al desarrollo de tumores inducidos por MCA (Kaplan et 

al. 1998). Las células tumorales Meth A, modificadas para ser insensibles al 

IFN-γ, por sobreexpresión de un mutante doble negativo para IFNGR1 

crecían agresivamente en cepas singénicas silvestres y eran resistentes al 

rechazo tumoral inducido por LPS  (Dighe et al. 1993; 1994). En el trabajo 

de Kaplan y cols emplearon una estrategia opuesta, se estudió el efecto 

sobre el crecimiento tumoral in vivo, tras la restauración de la sensibilidad a 

IFN-γ en células tumorales generadas en ratones deficientes en IFNGR1 

(Kaplan et al. 1998). Cuando estas células se trasplantaban en ratones 

silvestres, las células tumorales deficientes en el gen IFNGR1 eran muy 

tumorigénicas y formaban tumores incluso al ser inyectadas en bajo 

número. Por el contrario, cuando se las hacía respondedoras a IFN-γ, por 

transferencia del gen IFNGR1, las células tumorales eran incapaces de 

crecer en cepas silvestres aún cuando eran inyectadas a elevadas dosis.  

 Otros estudios han mostrado que fibrosarcomas trasplantados 

crecían más rapidamente y de forma más eficiente en ratones tratados con 
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anticuerpos monoclonales que bloqueaban la producción de IFN-γ (Street et 

al. 2001; 2002). Todos estos resultados constituyeron las bases para poder 

concluir que la célula tumoral es una diana fisiológica y relevante del IFN-γ 

en el proceso de rechazo tumoral.  

 El segundo estudio, se basó en el uso de ratones con pérdida del 

gen de la perforina (pfp-/-). Estos ratones eran más susceptibles a tumores 

espontáneos e inducidos por MCA (van den Broek et al. 1996; Smyth et al. 

2000). La perforina es un componente de los gránulos citotóxicos de las 

células T y NK, que juega un papel muy importante en la lisis dependiente 

de linfocitos (Russell & Ley 2002). Tras la inoculación de MCA, estos 

ratones dobles negativos para el gen de la perforina desarrollaban más 

tumores que los controles. Todas estas observaciones demostraron que el 

desarrollo de tumores en ratones estaba controlado por componentes del 

sistema inmunológico. 

 Varios estudios han puntualizado en cuáles son las propiedades del 

IFN-γ que podrían ser responsables de la eliminación tumoral:  

 

a. Efecto directo antiproliferativo (Chin et al. 1996; Bromberg et al. 

 1996)  

b. Efecto proapoptótico (Xu et al. 1998) sobre determinadas células 

 tumorales y actuando como un poderoso inhibidor de la 

 angiogénesis (Strieter et al. 1995; Sgadari et al. 1996; Sgadari et al. 

 1997; Coughlin et al. 1998) 

c. Aumento de los componentes del procesamiento antigénico y vía 

 de presentación del MHC de clase I que, se ha demostrado, es 

 suficiente para producir el rechazo tumoral (Shankaran et al. 2001). 

 

d. Las células del huésped pueden ser también la diana para el IFN-

 γ. En este caso, la polarización de células T CD4+ a Th1, facilita el 

 desarrollo de la apropiada respuesta celular necesaria para producir 

 el rechazo (Fallarino & Gajewski 1999; Kacha et al. 2000). 
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 Puede  incluso prevenir el desarrollo del tumor, tal y como se ha 

comprobado utilizando ratones deficientes para tres genes al mismo tiempo, 

GM-CSF, IL-3 e IFN-γ (Enzler et al. 2003). Son más susceptibles a la 

infección bacteriana y desarrollan una elevada incidencia de tumores 

espontáneos de origen linfoide y no linfoide. El desarrollo tumoral se 

previene por la administración a estos ratones de antibióticos de amplio 

espectro desde el nacimiento. Esto sugiere un papel del IFN-γ junto a GM-

CSF en el control de infecciones crónicas que pueden inducir a un estado 

de inflamación crónico y  desembocar finalmente en el desarrollo de cáncer.  

 El trabajo definitivo del papel del IFN-γ y linfocitos en el desarrollo 

de la inmunovigilancia, se basó en experimentos que empleaban ratones 

Knock-out para el gen RAG-2 o RAG-1 (Shankaran et al. 2001), que no 

pueden reordenar los genes del receptor antigénico por lo que carecen de 

linfocitos T, B y NKT  (Shinkai et al. 1992). Puesto que estos genes están 

limitados a las células del sistema inmunológico, estos ratones constituyen 

el modelo perfecto para estudiar los efectos de la inmunodeficiencia en el 

desarrollo tumoral. En estos ratones, al igual que en los estudios anteriores, 

se desarrollaban más tumores (sarcomas) y con mayor frecuencia que en 

los controles normales. 

 En cuanto al subgrupo de linfocitos implicados en la 

inmunovigilancia, numerosos estudios han demostrado que participan en el 

proceso los componentes de la inmunidad innata y de la adaptativa. Girardi 

y cols, examinaron las contribuciones relativas de diferentes subgrupos de 

células T en el bloqueo de la formación primaria del tumor en ratones 

Knock-out para células T αβ ó γδ (Girardi et al. 2001). El tratamiento con 

MCA de ambos ratones inducía  un incremento en la incidencia de 

fibrosarcomas al compararlos con los controles. En un modelo de 

tumorigénesis de piel inducida por TPA y DMBA, los ratones TCRγδ¯/¯ 
mostraron mayor susceptibilidad a la formación del tumor y una mayor 

incidencia de progresión de papiloma a carcinoma que los ratones control, 

mientras que no ocurrió así con los TCRαβ¯/¯.  Lo que sugiere que la 
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inmunovigilancia es un proceso complejo en el que participan diferentes 

efectores de manera dependiente sobre el tipo de célula tumoral de origen, 

mecanismo de transformación, localización anatómica y mecanismo 

inmunológico de reconocimiento. Lo mismo ocurre con la población celular 

de la inmunidad innata, NK y NKT, en las que también se ha demostrado un 

efecto protector en la formación del tumor. Los ratones C57BL/6 en los que 

se eliminan ambas células (con el uso de un anticuerpo bloqueante NK1.1), 

son entre 3 y 4 veces más susceptibles al desarrollo de tumores inducidos 

por MCA que los controles (Smyth et al. 2000). 

 Todos estos estudios y otros adicionales son recogidos en la tabla 1 

en los que se demuestra que los componentes del sistema inmunológico 

están implicados en el control del desarrollo tumoral y sugieren por tanto 

que la inmunovigilancia es un proceso heterogéneo que requiere diferentes 

efectores, y que implica que el sistema inmunológico es capaz de reconocer 

y eliminar tumores primarios. 

 Nuestro grupo de investigación también ha obtenido evidencias 

directas de la implicación del sistema inmunológico en el desarrollo de 

tumores. Se observó una mayor producción de metástasis en ratones 

atímicos (5-7 por ratón) al compararlo con animales inmunocompetentes (1 

por ratón), indicando que el sistema inmunológico puede actuar durante la 

evolución metastásica del tumor (García-Lora et al. 2001). Las metástasis 

generadas en nuestro modelo parecen ser seleccionadas en función del 

estado inmunológico del huésped. Un fibrosarcoma murino H-2 negativo 

generó metástasis espontáneas pulmonares H-2 negativas en ratones 

BALB/c inmunocompetentes mientras que en ratones atímicos nu/nu daba 

lugar a metástasis positivas H-2 (García-Lora et al. 2003). Estos resultados 

muestran que el sistema inmunitario es responsable de la selección de 

células tumorales con un fenotipo MHC de clase I específico, y que los 

cambios originados en las moléculas MHC de clase I durante la colonización 

metastásica no se originan al azar sino que pueden ser reproducidas en 

diferentes animales singénicos.  
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Tabla 1.- Susceptibilidad de ratones inmunodeficientes a la formación de tumores 

espontáneos e inducidos químicamente.- 

 
 
Fenotipo Inmunodeficiencia Susceptibilidad 

Tumoral 
Bibliografía 

RAG-2-/- Células B, T y NKT Sarcomas por MCA 
Neoplasias intestinales 

 (Shankaran et al. 
2001) 

RAG-2-/- 
x STAT-/- 
RkSk 

Células B, T y NKT 
No sensibles a INF-
γ y a IFN-α/β 

Sarcomas por MCA, 
neoplasia intestinal 
espontánea y mamaria 

 (Shankaran et al. 
2001) 

BALB/c 
SCID 

Células B, T y NKT Sarcomas por MCA (Smyth 2001) 

Perforina-/- Pérdida de 
perforina 

Sarcomas por MCA 
 
Linfomas diseminados 
espontáneos 

  
(Street et al. 2001) 
 (Smyth et al. 2000) 
  

TCR  
Jα281-/- 

Células NKT Sarcomas por MCA  (Street et al. 2001) 
 (Smyth et al. 2000) 
 (Smyth et al. 2001) 

Ac antisia-
lo GM1 

Células NK y 
macrófagos 
activados 

Sarcomas por MCA  (Smyth et al. 2001) 

Ac anti 
NK1.1 

Células NK y NKT Sarcomas por MCA  (Smyth et al. 2000) 
 (Smyth et al. 2001) 

Ac anti 
Thy-1 

Células T Sarcomas por MCA  (Smyth et al. 2000) 
 (Smyth et al. 2001) 

Cel T αβ-/- Células Tαβ Sarcomas por MCA  (Girardi et al.2001) 
Cel Tγδ -/- Células Tγδ  Sarcomas por MCA 

Tumores cutáneos 
inducidos por 
DMBA/TPA 

 (Girardi et al.2001) 
 (Girardi et al.2001) 

LMP2-/- Subunidad LMP2 Neoplasia espontánea 
en útero 

 (Hayashi & Faustman 
2002) 

STAT1-/- IFN-γ,-α,-β Sarcomas por MCA  (Shankaran et al. 
2001) 
 (Kaplan et al.1998) 

IFNGR1-/- 
 
 
 

Insensibilidad a 
IFN-γ 

Sarcomas por MCA  (Shankaran et al. 
2001) 
 (Kaplan et al.1998) 

GM-
CSF/IFN-γ-
/- 

GM-CSF, IFN-γ Linfomas espontáneos 
Cáncer sólido de origen 
no linfoide 

 (Enzler et al. 2003) 

Pfp-/-xIFN-
γ 

Perforina, IFN-γ Sarcomas por MCA 
Linfomas diseminados 
espontáneos 

 (Street et al. 2001) 
 (Street et al. 2002) 

TRAIL-/- TRAIL Sarcomas por MCA  (Cretney et al. 2002) 
Anti-TRAIL Bloqueo TRAIL Sarcomas por MCA 

Sarcomas espontáneos 
Linfomas diseminados 

 (Takeda et al. 2002) 
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Las metástasis generadas en ratones inmunodeficientes eran más 

inmunogénicas que las generadas en ratones normales, ya que cuando se 

inyectaban en ratones inmunocompetentes eran rechazadas, indicando que 

la interacción de las células tumorales con un sistema inmunológico intacto 

producía una disminución progresiva en la inmunogenicidad de las células 

tumorales. 

 Todos estos trabajos muestran evidencias experimentales del 

concepto de inmunovigilancia propuesto inicialmente por Thomas y Burnet. 

 

1.2.- Inmunovigilancia en humanos 

 

 Dada la existencia de inmunovigilancia en ratones se plantea la 

posibilidad de que exista un proceso similar en humanos. Existen evidencias 

que sugieren que la inmunovigilancia puede ocurrir en humanos:  

 

a. individuos trasplantados inmunodeprimidos presentan mayor 

incidencia de cáncer de origen no viral que en poblaciones control 

inmunocompetentes (Chen et al. 1997)  

b. los pacientes con cáncer pueden desarrollar respuestas 

inmunológicas innatas y adaptativas frente al tumor que presentan 

(Allison et al. 1991) 

c. la presencia de linfocitos infiltrantes en el tumor puede ser un 

indicador pronóstico positivo de supervivencia (Zhang  et al. 2003). 

  

 Existen datos que apoyan el concepto de que los pacientes con 

cáncer pueden desarrollar respuestas inmunológicas adaptativas 

específicas a antígenos tumorales. Debido a que las técnicas de trasplante 

utilizadas en ratones para demostrar la presencia de antígenos tumorales 

específicos no se pueden emplear en humanos, se han desarrollado 

técnicas in vitro para identificar las respuestas a antígenos tumorales en 

humanos. El seguimiento de las respuestas humorales y celulares de 
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pacientes frente a sus tumores se inició en los años 70 (Old 1981). La 

clonación de genes y el desarrollo de sistemas de expresión desarrollada 

por Boon y colaboradores han permitido identificar antígenos tumorales 

reconocidos por células T CD8+ (Traversari et al. 1992; van der Bruggen et 

al. 1991), y Pfreundschuh y colaboradores han desarrollado técnicas para la 

identificación de antígenos tumorales definidos por anticuerpos (Sahin et al. 

1995). También ha sido posible identificar antígenos tumorales restringidos 

por MHC de clase II renococidos por las células T CD4+ (Wang & 

Rosenberg 1999). 

Existen dos ejemplos característicos del desarrollo de una respuesta 

inmunológica espontánea a tumores humanos de origen no viral. El primer 

ejemplo se encuentra en la respuesta espontánea a NY-ESO1, identificado 

por la técnica SEREX (serological expresión cloning technique, para 

detectar la respuesta humoral frente a tumores humanos) en un carcinoma 

celular esofágico (Chen et al. 1997). Anticuerpos frente a este antígeno 

estaban presentes unicamente en pacientes con tumores positivos para NY-

ESO1. La presencia de estos anticuerpos está originada por el antígeno ya 

que tras la extirpación del tumor, por cirugía o tras quimioterapia, 

desaparecen. Se han detectado respuestas de células T CD4+ y CD8+ en 

pacientes con tumores NY-ESO1+, y se han definido un elevado número de 

epítopos NY-ESO1 restringidos por MHC de clase I y/o II (Jager et al. 2000; 

Zeng et al. 2000; Gnjatic et al. 2003). Las respuestas celulares están 

asociadas a una fuerte respuesta humoral a NY-ESO1, poniendo de 

manifiesto el desarrollo de una respuesta inmunológica espontánea 

integrada. 

 El segundo ejemplo procede del análisis de 

desórdenes/degeneraciones neurológicas paraneoplásicas (PNDs). Los 

PNDs son enfermedades neurológicas autoinmunes, raras, causadas por 

los efectos remotos de cáncer en el sistema nervioso, no están causadas ni 

por la invasión primaria del tumor ni por las metástasis, sino que se deben a 

la reactividad cruzada de una respuesta antitumoral con las células del 
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sistema nervioso (Posner & Furneaux 1990). Los PNDs pueden afectar 

cualquier parte del sistema nervioso y se asocian mayoritariamente con 

tumores de pulmón, mama y ovario. En los años 90, se estableció la 

relación entre la degeneración neuronal y la presencia de cáncer, tras el 

descubrimiento de elevados títulos de anticuerpos en el suero (Albert et al. 

1998) y fluído cerebroespinal (Albert et al. 2000) de estos pacientes, que 

reaccionaban con antígenos neuronales presentes en la población neuronal 

afectada y en los expresados por las células tumorales. Además, se han 

identificado CTLs en sangre periférica y fluído cerebroespinal de pacientes 

con PND que pueden reaccionar con péptidos de uno de estos antígenos. 

Sin embargo, no se ha demostrado la reactividad y citotoxicidad de estos 

CTLs frente a células neuronales intactas. Existen datos que demuestran 

que la presencia de autoanticuerpos reactivos neuronales está asociada con 

un peor pronóstico en pacientes con cáncer (Dalmau et al. 1990; Darnell & 

DeAngelis 1993; Graus et al. 1997). Estos estudios ponen de manifiesto la 

correlación positiva entre la presencia de anticuerpos y la extensión de la 

enfermedad, la respuesta a la terapia anticáncer y la supervivencia. 

 

Existen estudios que indican que el componente innato del sistema 

inmunológico humano puede también discriminar entre células tumorales y 

células normales, participando de este modo en la inmunovigilancia del 

cáncer. Estos estudios se han centrado principalmente en el receptor 

NKG2D y los linfocitos intraepiteliales (IELs). Los IELs representan un único 

subgrupo de linfocitos que se expresan en diversos tejidos epiteliales, la 

mayoría de los que se han estudiado residen en el intestino y la piel, aunque 

también se encuentran en otros órganos (Allison et al. 1991; Lefrancois et 

al. 1997). Presentan características del sistema inmune adaptativo e innato. 

El 50% de los IELs del intestino expresan el receptor TCR αβ y el 50% 

restante el receptor TCR γδ. Aunque sus ligandos no están bien definidos, 

parece que reconocen antígenos propios y su expresión está aumentada 

bajo condiciones inflamatorias o de estrés. La mayor evidencia del papel de 
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los IELs en la inmunovigilancia proviene de los trabajos de Girardi y Cols, 

que demostraron que tanto ratones Knock-out para TCR αβ como γδ eran 

mucho más susceptibles que las cepas silvestres para desarrollar cáncer de 

piel tras ser sometidos a la acción de carcinógenos (Girardi et al. 2001). A 

nivel molecular, es el receptor NKG2D el que juega un papel importante en 

la sensibilización inmunológica durante el evento carcinogénico en la piel, 

intestino y otros lugares posibles. NKG2D es un receptor activador de NK y 

se expresa, a diferencia de otros receptores que sólo se expresan en un 

subgrupo de NK, en todas las células NK y en una elevada proporción de 

células T αβ y γδ. Los IELs expresan elevados niveles de NKG2D. La 

primera evidencia del papel de NKG2D en la inmunovigilancia tumoral viene 

del hallazgo de que una elevada proporción de tumores expresan los dos 

ligandos para el receptor: MICA y MICB (Groh et al. 1996; 1998). Ambos 

ligandos se expresan diferencialmente sobre las células tumorales y 

funcionan también como ligando para NKG2D y el TCR de células T Vδ1 γδ. 

MICA y MICB son glicoproteínas de superficie, altamente polimórficas del 

MHC de clase I no clásico. No se asocian con β2-microglobulina ni 

requieren TAP para su expresión (Groh et al. 1996; Bahram 2000), y son 

inducidas por estrés. Los datos sobre la función de NKG2D en IELs, en 

combinación con la expresión inducida por estrés de sus ligandos, sugieren 

un sistema inmunológico intraepitelial de inmunovigilancia que puede ser 

relevante en la carcinogénesis y en las infecciones. El principal factor 

desencadenante de carcinogénesis en la piel, la luz UV, es una fuente 

importante de daño en el DNA o estrés genotóxico. Mientras que los 

guardianes del daño genómico son las vías autónomas celulares endógenas 

como la vía ATM-p53, es razonable pensar que el estrés genotóxico podría 

activar una vía supresora extrínseca a través de la expresión de los ligandos 

de NKG2D que rapidamente originaría la activación de IELs adyacentes 

(figura 1). 
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 Figura 1.- Papel potencial de los linfocitos intraepiteliales (IELs) en el reconocimiento y 

eliminación de células epiteliales transformadas. Existen dos tipos de IELs residentes en el 

tejido epitelial de la piel (epidermis), intestino, pulmón, vagina, y otros órganos. Muchos 

expresan el receptor TCR γδ  cuyo repertorio en la región V es a veces órgano específico, y 

otros expresan TCRs αβ. Estos IELs expresan el receptor NKG2D. Los ligandos para NKG2D 

(MICA, MICB y ULBP-3, en humanos, y Rae-1α-ε y H60 en el ratón), son proteínas de 

membrana expresadas por las células epiteliales y algunos tumores. La expresión de estos 

ligandos es inducida por varias formas de estrés, posiblemente también se incluyan los daños 

genotóxicos que llevan a la transformación de la célula epitelial. 
La unión del TCR y NKG2D en IELs es necesaria para activar la lisis. Así, además de 

representar una rápida respuesta a agentes infecciosos que intentan invadir la barrera epitelial, 

los IELs pueden representar un sistema de inmunovigilancia inmunológico intraepitelial para 

eliminar las células con daño en el DNA tras exposición carcinogénica. (Pardoll, D. 

Annu.Rev.Immunol. 2003, 21: 807-39) 
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 Varios estudios relacionan el reconocimiento MICA/B con la 

inmunovigilancia. El primero, de Groh y Cols, demostró que las células que 

expresaban MIC eran reconocidas y lisadas por el subgrupo de células T 

Vδ1 γδ, y observaron una fuerte correlación in vivo (p<0,0001) entre la 

expresión de MICA/B en tumores y la infiltración por células T Vδ1 γδ (Groh 

et al. 1998). El segundo, ha demostrado una correlación entre la baja 

expresión de NKG2D en los linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) y la 

expresión de MICA/B en el tumor (Groh et al. 2002). Comparado con la 

expresión de NKG2D en linfocitos de pacientes con tumores MIC-, la 

expresión de NKG2D se redujo en las células T CD8+ αβ, células T γδ, 

células NK y también sobre células mononucleares de sangre periférica 

(PBMCs) de individuos con tumores MIC+. También se ha observado una 

correlación entre la presencia de proteínas MIC solubles en la circulación de 

pacientes con cáncer y la baja expresión de NKG2D en los linfocitos (Salih 

et al. 2002). Estas observaciones establecen un mecanismo común de 

reconocimiento tumoral, y de potencial eliminación, por el sistema inmune 

innato y adaptativo. La presencia de las proteínas MIC solubles puede 

atenuar la función o expresión de NKG2D y de este modo proporcionar una 

posible explicación del escape del tumor al sistema inmunológico. 

La tercera línea de evidencia de que el proceso de inmunovigilancia 

de cáncer existe en humanos, proviene de varios estudios en los que se 

demuestra que la presencia de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) en 

pacientes con melanoma primario o metastásico, tiene mejor pronóstico 

clínico para el individuo (Clark et al. 1989; Clemente et al. 1996; Mihm et al. 

1996). Estudios más recientes, que implican pacientes con otro tipo de 

cáncer, determinan que la presencia o ausencia de TILs y la extensión del 

tumor residual son los únicos factores pronóstico independientes de 

supervivencia (Zhang et al. 2003). El mismo resultado se ha obtenido tras 

estudios que relacionan la presencia de NKs y la supervivencia de pacientes 

con carcinoma gástrico (Ishigami et al. 2000), carcinoma de pulmón 

(Villegas et al. 2002) y cáncer colorrectal (Coca et al. 1997). Por tanto, 
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existen muchos datos que reflejan la relación directa entre los diferentes 

subgrupos de TILs y el aumento de supervivencia de pacientes con cáncer. 

Puesto que los tumores pueden atraer a diferentes subgrupos de TIL 

dependiendo del tejido de origen (Balch et al. 1990), será importante 

clarificar qué grupo de células del sistema inmunológico son de valor 

pronóstico para cada tipo diferente de cáncer. 

Se puede concluir que tras varias décadas de controversia, existen 

suficientes datos experimentales en ratones, que junto a los obtenidos en 

humanos, permiten afirmar que las células de la inmunidad innata y 

adaptativa, pueden reconocer e interaccionar con la célula tumoral. 

 

2.- INMUNOVIGILANCIA, ESCAPE TUMORAL E INMUNOEDICIÓN 

 

El término de inmunovigilancia no es suficiente para describir las 

complejas interacciones que se producen entre el desarrollo del tumor y el 

sistema inmunológico del huésped. Tal y como se concebía originalmente, 

la inmunovigilancia es la función protectora del huésped llevada a cabo por 

el sistema inmunológico adaptativo sólo en estadíos tempranos de la 

transformación celular. Pero hemos visto que tanto la inmunidad innata 

como la adaptativa participan en el proceso y sirven no sólo para proteger al 

huésped del desarrollo tumoral sino también para esculpir o editar la 

inmunogenicidad de los tumores que finalmente se forman. Por este motivo 

se propuso el término de “cáncer inmunoediting” o inmunoedición del 

cáncer, para establecer el papel dual de la inmunidad no sólo en prevención 

sino también en el modelado de la enfermedad neoplásica (Shankaran et al. 

2001; Dunn et al. 2002).  

Este proceso está compuesto de tres fases que han dado lugar a lo 

que actualmente se denomina “las tres Es de la inmunoedición”: eliminación, 

equilibrio y escape (figura 2). 
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ELIMINACIÓN EQUILIBRIO ESCAPE

 
 

Figura 2.- Las tres Es de la inmunoedición: eliminación, equilibrio y escape. El sistema 

inmune puede eliminar el tumor en la fase de eliminación o equilibrio, volviendo el tejido a la 

normalidad. (Dunn et al. Annu.Rev.Immunol. 2004, 22: 329-60) 

 

La fase de eliminación representa el concepto original de inmunovigilancia 

(figura 2a y figura 3). 

Los componentes que participan en esta fase se han identificado aunque el 

papel preciso de cada uno no está del todo claro. El rechazo inmunológico 

del tumor, al igual que en la defensa de un patógeno, requiere la respuesta 

integrada del sistema inmunológico innato y adaptativo (Janeway 1989). Se 

inicia cuando las células del sistema inmunológico se alertan de la presencia 

de un tumor (figura 3a), que produce la alteración del tejido local como 

resultado de los procesos de modelado estromal propios de los procesos 

fisiológicos del desarrollo de un tumor sólido, entre ellos, la angiogénesis 

(Hanahan & Folkman 1996; Carmeliet & Jain 2000) y el crecimiento invasivo 

del tumor (Sternlicht & Werb 2001). El modelado estromal que se origina por 

el crecimiento invasivo del tumor produce moléculas proinflamatorias que 

junto a quimioquinas producidas por el propio tumor (Vicari et al. 2002), 

atraen a las células del sistema inmunológico a esta área de “daño” local 

(Matzinger 1994; Wrenshall et al. 1999). Una vez reclutadas las células 

NKT, NK, células Tγδ, y/o macrófagos, reconocen moléculas que se 

expresan en las células tumorales bien por la incipiente inflamación bien por 

el propio proceso de transformación. 
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Figura 3.- Modelo propuesto para la fase de eliminación del proceso de inmunoedición. Las 

células tumorales en azul; las células no transformadas en gris; linfocitos, células dendríticas 

(DC) y macrófagos (Mac) estan marcados y coloreados. Las células tumorales muertas se 

identifican con un gradiente de blanco a gris, y los antígenos tumorales como cuadros azules. 

En el panel A) se representa el inicio de la respuesta, las células de la inmunidad innata 

reconocen el tumor naciente. En B), el IFN-γ producido comienza la cascada de reacciones de 

inmunidad innata que dan lugar a la muerte de algunas células tumorales a través de 

mecanismos inmunológicos y no inmunológicos. En C) inicio de la respuesta inmune 

adaptativa; las células tumorales muertas por el incremento de la actividad citocida de las 

células NK y macrófagos activados son ingeridas por DCs, que migran al ganglio linfático y 

presentan el antígeno a células T vírgenes CD4+ y CD8+. En D) las células T CD4+ y CD8+ se 

dirigen al tumor a través de un gradiente de quimioquinas donde reconocen y destruyen a las 

células tumorales que expresan antígenos tumorales característicos. (Dunn et al. 

Annu.Rev.Immunol. 2004, 22: 329-60) 

 

En un segundo paso (figura 3b), se amplifican los efectos del 

reconocimiento inmune innato. El IFN-γ secretado en el lugar del tumor 

induce la producción local de quimioquinas que reclutan más células del 

sistema inmunológico innato al tumor. Los productos generados durante el 

modelado de la matriz extracelular pueden inducir la producción de IL-12  
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(Hodge-Dufour et al. 1997) por los macrófagos infiltrantes de tumor que 

estimulan a las células NK a producir IFN-γ, el cual a su vez activa a los 

macrófagos a producir más IL-12 incrementando la producción de IFN-γ por 

las NK. Este sistema de retroalimentación positiva (Bancroft et al. 1991) y la 

unión de los receptores activadores de NKs a sus ligandos en las células 

tumorales estimula aún más la producción de IFN-γ  (Diefenbach et al. 

2000), que puede ahora activar procesos dependientes del mismo, como 

efectos antiproliferativos (Bromberg et al. 1996), proapoptóticos (Kumar e al. 

1997) y angiostáticos, que darán lugar a la lisis de una elevada proporción 

de células tumorales (Coughlin et al. 1998; Qin & Blankenstein 2000). Los 

macrófagos activados además, expresan agentes tumoricidas, como son los 

intermediarios de oxígeno y nitrógeno reactivos, contribuyendo junto a las 

NK a la eliminación de células tumorales (Schreiber et al. 1983; MacMicking 

et al. 1997). 

En el tercer paso (figura 3c), se liberan antígenos tumorales al 

medio, por los efectos de la inmunidad innata, dirigiendo el desarrollo de 

respuestas inmunológicas específicas. Las células dendríticas inmaduras 

(DCs) reclutadas en el lugar del tumor se activan por la exposición al medio 

de citoquinas creado por el ataque al tumor o por la interacción con células 

NK infiltrantes de tumor (Gerosa et al. 2002). Estas DCs activadas pueden 

adquirir antígenos tumorales directamente por ingestión de desechos 

celulares del tumor. Las DCs maduras migran al ganglio linfático (Sallusto et 

al. 2000) para inducir la activación de células CD4+ Th1 vírgenes, 

específicas de tumor, que facilitan el desarrollo de células T CD8+ tumor-

específicas a través de la presentación cruzada de péptidos tumorales 

antigénicos en moléculas de MHC de clase I sobre las DCs (Albert et al. 

1998; Yu et al. 2003).  

En el cuarto paso (figura 3d), el desarrollo de la inmunidad 

adaptativa específica del tumor capacita al huésped a la eliminación 

completa del tumor. Las células T CD4+ y CD8+ participan en la lisis de las 

células tumorales positivas para el antígeno tumoral. Las CD4+ producen IL-
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2 que junto a la producción de IL-15 ayuda a mantener la función y 

viabilidad de las células T CD8+, que inducirán la muerte celular de forma 

directa (puesto que son citotóxicas) y de forma indirecta mediante la 

producción de IFN-γ tras la interacción con sus dianas. Estos dos 

escenarios no son mutuamente excluyentes y se producen de forma 

simultánea; sin embargo, la contribución relativa de cada uno varía 

dependiendo del tipo de tumor. La fase de eliminación es un proceso 

continuo que debe ser repetido frente a células neoplásicas 

antigénicamente distintas. Por esta razón, el cáncer es más prevalente en la 

población de edad avanzada donde la función del sistema inmunológico, y 

con ello la inmunovigilancia del cáncer, empieza a declinar. 

 En la fase de equilibrio (figura 2b), el sistema inmunológico del 

huésped y las variantes tumorales que han sobrevivido a la fase de 

eliminación entran en una dinámica de equilibrio, donde los linfocitos y el 

IFN-γ ejercen una potente presión selectiva sobre las células tumorales que 

es suficiente para mantener, no extinguir completamente, un tumor que 

contiene células tumorales inestables genéticamente y mutadas. Aunque 

muchas de las variantes del tumor original son destruídas, las nuevas 

variantes llevan mutaciones diferentes que les permiten aumentar la 

resistencia al ataque inmunológico. El resultado final de esta fase es una 

población nueva de variantes tumorales con inmunogenicidad reducida, 

originada de una población parental heterogénea tras ser modelada por el 

sistema inmunológico. Esta fase es probablemente la más larga de las tres y 

puede ocurrir en un periodo de varios años en humanos. De hecho, se ha 

estimado que para muchos tumores sólidos puede ser de un intervalo de 20 

años entre la exposición inicial al carcinógeno y la detección clínica del 

tumor (Loeb et al. 2003). Durante este periodo, la heterogeneidad e 

inestabilidad genética de las células tumorales que sobreviven a la fase de 

eliminación son posiblemente las principales fuerzas que capacitan al tumor 

a la resistencia frente al huésped. Se ha propuesto que el “fenotipo 

mutador” de la célula tumoral (Loeb 1991) es el resultado de los tres tipos 
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de inestabilidad genética observada en el cáncer: inestabilidad en la 

reparación por excisión de nucleóticos (NIN), inestabilidad de microsatélites 

(MIN), e inestabilidad cromosómica (CIN) (Lengauer et al. 1998). De las 

tres, las CIN parece ser el mecanismo predominante responsable de la 

desestabilización de la integridad genómica, fundamentalmente por la 

ganancia o pérdida de cromosomas completos asociado a la pérdida del 25-

50% de sus alelos.  

 El escenario clínico que puede ilustrar esta fase en humanos es la 

transmisión de cáncer por trasplante. Mackie y cols publicaron la aparición 

de melanoma 1-2 años post-trasplante en dos receptores que habían 

recibido los riñones desde un donante aparentemente sano (MacKie et al. 

2003). Los melanomas que surgieron en los pacientes trasplantados tenían 

la huella genética del donante. El donante se diagnosticó, 16 años antes, de 

un melanoma primario, pero fue considerado libre de tumor en el momento 

de su muerte. La supresión farmacológica del sistema inmunológico de 

estos receptores trasplantados facilitó el crecimiento rápido y progresivo de 

tumores ocultos que previamente se habían mantenido en fase de equilibrio 

por el sistema inmunológico competente del donante. 

 En la fase de escape (figura 2c), las variantes tumorales 

seleccionadas en la fase de equilibrio ahora pueden crecer en un ambiente 

inmunológicamente intacto. Se origina mayoritariamente cuando los 

cambios epigenéticos y genéticos de la célula tumoral confieren resistencia 

a la detección inmunológica y/o eliminación, permitiendo a los tumores 

expandirse y ser clínicamente detectables. Puesto que existen los 

compartimentos inmunológicos (tanto innato como adaptativo), las células 

que crecen deben evadirlos. Las células tumorales emplean múltiples 

estrategias inmunoevasivas para eludir la poderosa respuesta integrada 

innata y adaptativa desencadenada frente a sus progenitores 

inmunogénicos. 
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3.- INDUCCIÓN DE TOLERANCIA INMUNOLÓGICA FRENTE A LOS 

TUMORES 

 

 Otros estudios han mostrado que la respuesta inmunológica frente a 

antígenos tumorales induce, más que activación, tolerancia. Al considerar el 

concepto de tolerancia es importante distinguir entre la inducción de 

mecanismos que evitan la respuesta, como sería la inducción de anergia o 

deleción clonal, de los mecanismos de resistencia o escape al 

reconocimiento y lisis de las células tumorales por efectores inmunológicos 

activados. Contrariamente a la inducción de tolerancia, que implica un 

fracaso de la inmunoselección, la presencia de mecanismos de escape, que 

evitan el reconocimiento por las células T o inhiben la función efectora de 

las mismas, implican que el tumor fue seleccionado o adaptado a sobrevivir 

en un ambiente en el que se generaron respuestas inmunológicas 

específicas frente al tumor. 

Al contrario de lo que ocurre en los casos anteriores, donde existe 

una resistencia del tumor al desarrollo de una respuesta inmunológica, 

experimentos que emplean el uso de ratones transgénicos para TCR han 

proporcionado fuertes evidencias de la capacidad que tienen las células 

tumorales para inducir tolerancia a sus antígenos. La tolerancia parece 

operar predominantemente a nivel de las células T (Bogen et al. 1995); la 

tolerancia de células B es menos evidente puesto que hay varios datos que 

demuestran la inducción de anticuerpos en animales con tumores y en 

pacientes humanos. Sin embargo, la respuesta humoral, con excepción de 

los anticuerpos frente a miembros de la familia de receptores de TGF, es 

poco significativa o relevante. 

 La primera evidencia de la inducción de tolerancia en células T por 

los tumores se estableció por Bogen y Cols, que examinaron la respuesta 

de células T con TCR transgénico específicas de una inmunoglobulina 

expresada en un mieloma murino (Bogen 1996). Demostraron  la inducción 

de tolerancia central a la proteína del mieloma, seguido por tolerancia 



                                                                                                 INTRODUCCIÓN 

 - 22 - 

periférica. Usando la hemaglutinina de la influenza (HA) como modelo 

antigénico tumoral, Levitsky y Cols mostraron que la transferencia adoptiva 

de células T transgénicas para TCR y específicas de HA, se volvían 

anérgicas por linfomas que expresan HA y carcinomas renales que 

expresaban HA (Staveley-O'Carroll et al. 1998; Sotomayor et al. 2001). La 

inducción de tolerancia se ha demostrado tanto en células CD4 como en 

CD8. En general, se observa la activación inicial de las células T específicas 

de antígeno, sin embargo, este estadío de activación no se mantiene por lo 

que se origina el fracaso de la eliminación tumoral (Wick et al. 1997; Doan et 

al. 2000; den Boer et al. 2001). En la mayoría de casos, la inducción de 

tolerancia a través de células T específicas de antígeno, es un proceso 

activo que implica el reconocimiento antigénico. 

 Zinkernagel y Cols mostraron en un grupo de sistemas tumorales 

que la tolerancia de las células T a los tumores es una consecuencia de la 

ignorancia inmunológica, basada en el hecho de que la mayoría de los 

tumores nunca entran en el ganglio linfático por la existencia de una barrera 

física entre el tumor y el ganglio linfático (Speiser et al. 1997). En los casos 

en los que el tumor migra o metastatiza al ganglio linfático, existe activación 

inmunológica basada en el reconocimiento directo por las CD8+ de 

antígenos restringidos por MHC de clase I presentados directamente por el 

tumor. Otros investigadores han encontrado que la vía predominante de 

reconocimiento es a través de la presentación cruzada por células 

presentadoras de antígeno derivadas de médula ósea (Huang et al. 1994; 

Sotomayor et al. 2001; Nguyen et al. 2002). Las bases de la discrepancia 

entre Zinkernagel y otros investigadores en cuanto al papel de la 

presentación directa o cruzada de antígenos tumorales aún está vigente. 

 Una de las críticas de la conclusión de Zinkernagel de que los 

tumores evitan el reconocimiento por permanecer fuera de los órganos 

linfoides secundarios, es el hallazgo clínico de que las metástasis en  

ganglios linfáticos representan un pronóstico negativo en todos los tipos de 

cáncer. En respuesta a esta crítica, Ochsenbein y Cols mostraron que, 
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algunas pueden entrar en órganos linfoides secundarios de manera que 

previene directamente el reconocimiento directo de los linfocitos a través de 

la creación de un espacio fibroso alrededor del tumor. Estos tumores son 

capaces de entrar en tejido linfoide secundario sin activar respuestas 

inmunológicas específicas, mientras que los tumores que se entremezclan 

con los linfocitos que entran en los órganos linfoides secundarios se 

eliminan con la activación de células CD8 específicas (Ochsenbein et al. 

2001). 

 Ya sea por presentación directa o cruzada (siendo esta última la 

más frecuentemente observada), el mayor interés se encuentra en definir 

qué es lo que ocurre tras el reconocimiento de los antígenos tumorales por 

las células T. La consecuencia en estos trabajos parece ser la inducción de 

tolerancia, aunque se ha observado una activación inicial de células T 

específicas de tumor (Nguyen et al. 2002). Sin embargo, puesto que el 

tumor continúa progresando implica que la activación es insuficiente para 

originar su eliminación (Willimsky & Blankenstein 2005). En algunos casos, 

se ha demostrado que esta activación insuficiente no implica tolerancia 

puesto que las células se han podido estimular tras el uso de anticuerpos 

específicos para CD40 (aumenta la actividad de las APCs). Otros estudios 

demuestran la inducción de tolerancia (Huang et al. 2003). 

 Debido a la gran cantidad de estudios retomados sobre las células T 

reguladoras (Maloy & Powrie 2001; Shevach 2002), inicialmente 

denominadas supresoras, es necesario considerar su papel potencial en la 

tolerancia tumoral. Hay poca información sobre su papel en la inducción de 

tolerancia en condiciones normales, sin embargo, hay estudios muy 

importantes que han mostrado que estas células limitan la eficiencia de la 

respuesta antitumoral inducida por vacunación (Sutmuller et al. 2001; 

Machiels et al. 2001). En los próximos años, se establecerá el papel de las 

células Treg en el bloqueo de la inmunidad antitumoral, ya que son una 

consecuencia natural de la inducción de tolerancia. Representan por tanto 
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una diana de inhibición como parte de estrategias combinadas de 

inmunoterapia. 

Rosenberg y cols han mostrado mediante transfección de la citoquina IL-

1beta, en una línea de carcinoma de mama de ratón, que estos ratones 

presentaban elevados niveles de células supresoras (MSC) (Bunt et al. 

2006). Estas células también se encuentran en pacientes con cáncer e 

inhiben la activación de los linfocitos T CD4+ y CD8+. Este estudio sugiere 

que la inflamación promueve el desarrollo tumoral vía citoquinas 

proinflamatorias, como IL-1beta, que aumentan la supresión a través de la 

inducción de células supresoras (MSC), contrarrestando la inmunovigilancia 

y permitiendo la proliferación y crecimiento del tumor. 

 

4.- HIPÓTESIS UNIFICADORA: RESPUESTA INMUNOLÓGICA vs 

TOLERANCIA 

 

 En principio, los conceptos de inmunovigilancia a tumores junto con 

la capacidad de los mismos para inducir tolerancia a sus antígenos 

representan una paradoja fundamental en la inmunología del cáncer. 

Cualquier hipótesis unificadora debe tener en cuenta los cambios 

epigenéticos y genéticos que se originan durante los estadios progresivos 

de la transformación, crecimiento y metástasis del cáncer. De hecho, los 

signos característicos del cáncer son la invasión tisular y la metástasis. 

Ambos procesos alteran la arquitectura tisular, incluso el propio tumor 

representa un tejido alterado. Cualquier alteración genera la liberación de 

señales de peligro, proinflamatorias en la forma de citoquinas, lo que 

ocasiona un estímulo activador para los componentes de la inmunidad 

innata y células dendríticas que inducirán finalmente la activación de las 

células T. Además, la alteración de las barreras epiteliales como el intestino 

y piel, generará más señales proinflamatorias por el influjo de productos de 

patógenos (PAMPs: patrones moleculares asociados a patógenos como son 

el lipopolisacárido o LPS). Si en el curso de la invasión tisular, el tumor 
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genera un neoantígeno debido a la gran inestabilidad genética que 

presenta, es posible que el neoantígeno sea presentado al sistema 

inmunológico en el contexto del ambiente inflamatorio asociado al daño o 

alteración tisular. Este neoantígeno se vería como extraño, induciendo una 

fuerte respuesta de células T que junto a la respuesta innata elimininaría el 

tumor. Así, un proceso de transformación maligna sería eliminado en una 

fase muy temprana antes de su detección clínica en un individuo 

inmunocompetente. Es notable que el mayor lugar de tumorigénesis en 

ratones deficientes en RAG-1 y STAT-1 se da en el intestino, que es 

también la mayor fuente de PAMPs proinflamatorios como el LPS. Este es 

un modelo que no implica la existencia de un sistema de inmunovigilancia 

específico del tumor sino más bien sugiere que las respuestas antitumorales 

se deben al efecto proinflamatorio generado por la invasión del tumor, junto 

a la expresión de un neoantígeno. Al contrario, el sistema basado en 

NKG2D de los linfocitos intraepiteliales (IELs) puede representar un 

mecanismo más específico de detección de las consecuencias inmediatas al 

estrés genotóxico en las células epiteliales. Sería similar por tanto al sistema 

celular endógeno que induce apoptosis de las células cuyo DNA está 

dañado y no se ha reparado (Pardoll 2003). 

 Está establecido que para que los tumores progresen y adquieran 

ventajas de crecimiento, deben inactivarse los mecanismos intrínsecos de 

supresión mediante mutaciones o deleciones, consecuencia de la 

inestabilidad genética de estas células. Por analogía, es razonable imaginar 

que de la misma forma los tumores pueden desarrollar mecanismos 

específicos que inhiban la supresión extrínseca ejercida por el sistema 

inmunológico. De hecho, existen trabajos que sugieren que la vía 

oncogénica natural puede tener estas consecuencias inmunológicas 

específicas (Catlett-Falcone et al. 1999; Niu et al. 2002). 

 Se puede considerar que la progresión tumoral se realiza a través 

de interacciones con el sistema inmune de forma análoga a la respuesta 

celular de daño en el DNA, el último iniciador de carcinogénesis. Para que 
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pueda invadir el tejido y originar metástasis sin activar una repuesta 

inmunológica letal frente al tumor, el tumor necesita activar sistemas que 

disminuyan la producción de señales de peligro (citoquinas 

proinflamatorias). La consecuencia es la transición de la respuesta 

inmunológica desde la activación a la tolerancia (figura 4). Esto es porque 

en ausencia de señales proinflamatorias de peligro, las APCs derivadas de 

médula ósea, presentan antígenos a las células T de forma que inducen 

tolerancia, porque no expresan las moléculas coestimuladoras necesarias 

(Adler et al. 1998; Steinman et al. 2000; Legge et al. 2002). 

 

 
 

Figura 4.- La hipótesis integradora incorpora la noción de que el sistema inmunológico 

representa un mecanismo supresor extrínseco de tumorigénesis análogo a p53, el mayor 

mecanismo supresor intrínseco de tumorigénesis. La supresión por p53 se basa en su 

activación en respuesta a daño en el DNA y la siguiente inducción de apoptosis, terminando así 

el evento carcinogénico. La supresión tumoral por el sistema inmunológico se basa en el 

reconocimiento de neoantígenos que se expresan en el contexto de una respuesta 

proinflamatoria a la alteración tisular causada por la invasión y metástasis. Para que el tumor 

Vía intrínseca de supresión de tumor 

Vía extrínseca de supresión de tumor 

Transformación 

Transformación 

Estrés  
genotóxico 

Activación  
de p53 

Apoptosis 

Inactivación p53 
Expresión HPV-E6 

Alteración tisular 
Señales de peligro 
 proinflamatorias 

Activación de la  
inmunidad  
Innata y DCs 

Activación Stat3 
Inactivación Stat1 

Lisis 



                                                                                                 INTRODUCCIÓN 

 - 27 - 

pueda progresar debe inactivar genes supresores a través de mutaciones, deleciones o 

inducción de proteínas inactivadoras (como E6 del papilomavirus humano). Para que pueda 

sobrevivir a la supresión extrínseca del sistema inmunológico debe inhibir o disminuir la 

presencia de citoquinas proinflamatorias de daño (a través de Stat 3 por ejemplo). Los tumores 

que sobrepasan estas barreras pueden mover la balanza de la inmunidad desde la activación a 

la inducción de tolerancia (Pardoll  Annu. Rev. Immunol. 2003. 21: 807-39). 

 
 
5.- ANTÍGENOS ASOCIADOS AL TUMOR (TAAs) 

 

La base de la hipótesis de inmunovigilancia es que los tumores se 

originan con una frecuencia similar a las infecciones por patógenos y que el 

sistema inmunológico reconoce y es capaz de eliminar estos tumores 

basándose en la expresión de antígenos asociados al tumor (TAAs). El 

descubrimiento de estos TAAs se llevó a cabo mediante estudios de 

trasplante en modelos murinos. Se observó que los tumores inducidos en 

estos ratones eran rechazados cuando se trasplantaban en huéspedes 

singénicos, mientras que los trasplantes de tejido normal entre huéspedes 

singénicos eran aceptados totalmente (Gross 1943; Foley 1953; Baldwin 

1955; Prehn 1957). 

Los CTLs median el rechazo tumoral en varios modelos animales. 

En humanos, los inmunólogos están trabajando teniendo en cuenta que los 

linfocitos T son capaces de erradicar las células tumorales al igual que lo 

hacen con las células infectadas por virus. Se abre un campo excitante de 

identificación en las células cancerosas de antígenos específicos y diana de 

los CTLs, de forma que la manipulación de estos antígenos pueda conducir 

al inicio o a la amplificación de la respuesta nativa en el paciente, la cual es 

insuficiente.  

El cultivo de células tumorales irradiadas con linfocitos de sangre 

periférica del paciente (linfocitos autólogos) permite obtener poblaciones de 

células respondedoras que muestran una actividad lítica contra las células 

tumorales (Boon et al. 1994). Las células respondedoras se pueden aislar 

desde ganglios linfáticos o linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) y son una 
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fuente de clones CTLs específicos. De todos los CTLs anti-tumor obtenidos, 

se han generado muchos que son específicos de melanoma, a causa de 

que las metástasis de melanoma se adaptan fácilmente a cultivo, dando 

lugar a dianas potentes y estimuladoras de CTLs. De todos modos, en otros 

tumores también se han encontrado numerosos antígenos reconocidos por 

los CTLs. Un antígeno reconocido por un CTL CD8+ consiste en un 

complejo formado por un péptido, la β2-microglobulina y la cadena pesada 

de MHC de clase I: HLA-A, HLA-B, o C. Los péptidos antigénicos son 

producidos en el interior de la célula y proceden de la degradación de 

proteínas celulares. Son traslocados por transportadores específicos desde 

el citosol al retículo endoplásmico, donde se unen en una región específica 

de las moléculas HLA y una vez que se unen con la cadena invariante β2-

microglobulina, los complejos péptido-MHC se presentan en la superficie 

celular al TCR. Así, los péptidos procedentes de proteínas endógenas son 

continuamente expresados y preparados para ser analizados por los CTLs. 

 La caracterización de un antígeno potencialmente diana en las 

células tumorales requiere la identificación del péptido y su presentación por 

la molécula de HLA de clase I. Hay básicamente tres métodos que se han 

utilizado para identificar péptidos presentados a las células T tumor 

específicas. El primero es un método genético basado en la transfección de 

librerías de cDNA en células que expresan la molécula presentadora MHC, 

para aislar el gen que codifica la proteína de la que deriva el péptido (De 

Plaen et al. 1997) (figura 5). Una vez el gen ha sido aislado, el péptido 

antigénico es deducido desde la secuencia de la proteína teniendo en 

cuenta que debe tener de 8 a 9 aminoácidos y los puntos de anclaje 

específicos para la molécula HLA que lo presenta. 
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Figura 5.- Ensayo genético para la identificación de antígenos reconocidos por CTLs. El clon 

de CTL que reconoce el antígeno segrega TNF que se mide en el sobrenadante de los medios 

de cultivo.  

 

 El segundo método es mediante la purificación bioquímica de 

péptidos eluídos a partir de moléculas del MHC de clase I de la célula 

tumoral. Los péptidos tumorales son fraccionados por HPLC, y las diferentes 

fracciones son analizadas por su capacidad para sensibilizar las células 

diana mediante la lisis por los CTLs. La fracción positiva es entonces 

purificada y secuenciada. Normalmente se requieren métodos sofisticados 

de espectrometría de masas para llegar a la secuencia del péptido (Cox et 

al. 1994). Además cuando se originan modificaciones post-traducccionales 

en la proteína, la secuencia del péptido no se puede deducir de la secuencia 

de la proteína por lo que este método es la única vía de identificar el epítopo 

natural presentado en la superficie (Skipper et al. 1996). El tercer método de 

identificación es diferente a los dos anteriores y se ha utilizado para 
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identificar antígenos codificados por proteínas conocidas que son 

sobreexpresados o mutados en la célula tumoral. Los péptidos candidatos 

se identifican mediante los motivos de anclaje consenso para un 

determinado HLA. Tras comprobar su unión, se cargan sobre células 

presentadoras de antígeno y se utilizan para estimular los CTLs in vitro 

(Jung & Schluesener 1991).  

La lista de antígenos tumorales reconocidos por las células T que se 

han identificado está creciendo continuamente. Basándonos en el patrón de 

expresión de la proteína parental, los antígenos tumorales pueden ser 

clasificados en seis grupos principales. Debido a la relativa facilidad de 

generar células T humanas que reconocen melanomas, la mayoría de los 

antígenos tumorales, identificados hasta la fecha, derivan de este tipo de 

tumor, aunque también se han identificado en otros tipos de tumores. 

 

5.1.- Antígenos compartidos por distintos tumores y expresados en 

testículo, Cáncer-Testis (CTA)  

 

Codificados por genes que están silentes en tejido normal y 

activados en muchos tumores de diferente tipo histológico (tabla 2). La 

activación de genes específicos en tumores puede generar antígenos que 

son compartidos por tumores de distinto origen histológico. Los antígenos 

prototipo de este grupo son los codificados por los genes MAGE en 

humanos y P1A en ratón. Existen diferentes grupos: 

 

-Familia MAGE: El primer antígeno caracterizado en un tumor 

humano estaba codificado por un gen de función desconocida denominado 

MAGE-1 (de melanoma antigen) (van der Bruggen et al. 1991). MAGE-1 

pertenece a una familia de al menos 12 genes localizados en el brazo largo 

del cromosoma X, varios miembros de los cuales se expresan en una 

proporción de tumores de diferentes tipos histológicos (Rogner et al. 1995); 

(De Plaen et al. 1994). La presencia de regiones hidrofóbicas conservadas 
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en los miembros de la familia sugiere que la función de estas proteínas, 

todavía desconocida, pueda estar relacionada. Al contrario, los promotores 

de los 12 genes MAGE presentan variabilidad, sugiriendo que una función 

similar pueda estar regulada bajo diferentes controles transcripcionales, en 

diferentes tiempos y localizaciones. Cuatro genes adicionales relacionados 

con MAGE se localizan tambien en el cromosoma X pero en el brazo corto 

(Muscatelli et al. 1995; Dabovic et al. 1995; Lurquin et al. 1997). Las únicas 

células normales en las que se han detectado estos genes son en 

trofoblasto de la placenta y en células germinales testiculares (Takahashi et 

al. 1995). De este modo, estos antígenos pueden ser considerados 

específicos de tumor, ya que como las células normales, en las que estos 

genes se expresan, no presentan moléculas HLA de clase I no pueden por 

tanto presentar los antígenos (Haas et al. 1988). 

Varios péptidos codificados por genes MAGE que se unen a diferentes 

moléculas HLA son reconocidos por CTLs y se han identificado. 

Curiosamente, todos los CTLs que reconocen antígenos codificados por 

genes MAGE derivaron del mismo paciente, que había producido metástasis 

pero al mismo tiempo había mostrado un extraño curso clínico favorable. 

Otros pacientes que expresaban algunos de los genes MAGE fueron 

estudiados pero no se obtuvieron CTLs tras la estimulación de sus linfocitos 

con las células tumorales autólogas. 

Un interesante estudio, llamado SEREX, ha permitido la identificación de 

estos genes del tipo MAGE mediante anticuerpos (Sahin et al. 1997). Se 

basa en la observación de que el suero de pacientes a menudo contiene 

anticuerpos dirigidos contra proteínas intracelulares. El análisis de 

genotecas de expresión con los sueros de pacientes permitió aislar 

secuencias MAGE y también nuevas secuencias, NY-ESO-1 (Chen et al. 

1997) y el gen SSX2 (Tureci et al. 1996). 

La comparación de secuencias y análisis de todos los genes MAGE, 

permitió la clasificación en tres subgrupos de genes ácidos MAGEs, 

llamados A, B, y C; y un subgrupo de genes básico llamado MAGE-D, que 
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incluye la Necdina, Restina y otros (Zhao et al. 2002). Basándose en el 

patrón de expresión, los genes MAGE se clasificaron posteriormente en dos 

subgrupos: I y II. En el subgrupo I se encuentran los genes MAGE-A, -B y –

C, que se expresan en tumores y testis pero no en tejido normal, por lo que 

serían los genes específicos de tumor (CT, de cancer-testis). Al contrario, el 

subgrupo II se expresa en tejido normal adulto (Barrer et al. 2002; Chiba et 

al. 2002) 

-Familia BAGE (Boel et al. 1995) y GAGE (Van den Eynde et al. 

1995): la distribución histológica de ambos genes en tumores está 

relacionada con la expresión de MAGE. 

La familia BAGE (de antígenos de melanoma B) contiene 15 secuencias 

cercanas idénticas que se encuentran en las regiones yuxtacentroméricas 

de los cromosomas 9, 13, 18 y 21. Recientemente se ha descrito la 

hipometilación del loci BAGE como un nuevo marcador epigenético 

informativo en el diagnóstico del cáncer (Grunau et al. 2005).  

-Gen RAGE: la mayoría de antígenos de este grupo se han 

caracterizado en melanoma, pero también se expresa en otros tipos de 

tumores. RAGE codifica un antígeno reconocido por los CTLs en carcinoma 

renal (Gaugler et al. 1996). Este gen no se expresa en tejido normal. De 

manera interesante se expresa en retina que, como la mayoría del tejido 

intra-ocular, no expresa moléculas MHC de clase I (Abi-Hanna et al. 1988). 

Además el ojo es un lugar inmunoprivilegiado y contiene una gran cantidad 

de potentes agentes inmunosupresores que lo protegen de reacciones 

inflamatorias destructivas. 

-N-acetil glucosaminil transferasa V: En este caso, parece que la N-

acetil-glucosaminil transferasa V, un gen que se expresa de forma ubicua, 

contiene un intrón cerca del extremo del promotor que se activa 

exclusivamente en células de melanoma (Guilloux Y et al. 1996). Esta 

activación atípica, que ocurre en más del 50% de melanomas, da lugar a un 

mensaje conteniendo una nueva pauta de lectura abierta (ORF), que 

codifica para el péptido antigénico en su parte intrónica. 
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Recientemente, se ha descubierto que la presentación cruzada de la 

metaloproteinasa 2 de la matriz extracelular (MMP-2) por las células de 

melanoma, de manera dependiente de la integrina αvβ3, da lugar a un 

nuevo antígeno tumoral presentado por la molécula HLA-A*0201 (Godefroy 

et al. 2005). 

 

Tabla 2.- Antígenos humanos compartidos tumor-específicos 

 
 

 
 
 
 
 

Gen                HLA                    Péptido Posición Referencias 

MAGE-A1 A1 
A3 
A24 
A28 
B7 
B37 
B53 
Cw2 
Cw3 
Cw16 
DR13 
DR15 

EADPTGHSY         
SLFRAVITK 
NYKHCFPEI 
EVYDGREHSA 
RVRFFFPSL            
REPVTKAEML  
DPARYEFLW 
SAFPTTINF  
SAYGEPRKL  
SAYGEPRKL 
LLKYRAREPVTKAE  
EYVIKVSARVRF 
 

161-169 
96-104                         
135-143               
222-231                 
289-298             
127-136             
258-266 
62-70 
230-238             
230-238                
114-127                                       
281-292 

Traversari  et al. 1992 
Chaux  et al. 1999 
Fujie  et al. 1999 
Chaux  et al. 1999a 
b 

Tanzarella  et al. 1999 
Chaux  et al. 1999a 
“ 
“ 
van der Bruggen  et al. 1994 
Chaux  et al. 1999b 
b 

MAGE-A2      A2 
A24 
B37 
DR13 

YLQLVFGIEV 
EYLQLVFGIE 
REPVTKAEML 
LLKYRAREPVTKAE 

157-166                          
156-165                         
127-136             
121-134 

Kawashima  et al. 1998 
Tahara  et al. 1999 
Tanzarella  et al. 1999 
Chaux  et al. 1999b 

MAGE-A3      A1 
A2 
A2 
A24 
A24 
B37 
B40 
B44 
DR13 
DR13 
DR11 
DP*0401 

EVDPIGHLY            
FLWGPRALV          
KVAELVHFL           
IMPKAGLLI                 
TFPDLESEF                     
REPVTKAEML               
AELVHFLLL                 
MEVDPIGHLY               
AELVHFLLLKYRAR        
LLKYRAREPVTKAE        
TSYVKVLHHMVKISG     
TQHFVQENYLEY 

168-176            
271-279                       
112-120            
195-203                        
97-105 
127-136                 
114-122                 
167-176                       
114-127                       
121-134                       
281-295                       
247-258 

Gaugler  et al. 1994 
Van der Bruggen  et al. 1994 
Kawashima  et al. 1998 
Tanaka  et al. 1997 
Oiso  et al. 1999 
Tanzarella  et al. 1999 
b 

Herman et al. 1996 
Chaux  et al. 1999b 
“ 
Manici  et al. 1999 
b 
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MAGE-A4        A2 GVY D GR EH T V 230 -239 D u f f o u r  e t  a l .  1 999 
MAGE-A6                    A34  

B 37 
C w 1 6  
D R 1 3 

MVKI S GGP R                 
R EP VT KAEML             
I S GGP R I S Y                   
LLKY R AR EP VT KAE        

290 -298                  
1 27-1 36  
299-30 3                 
1 21 -1 34  

Z o r n   &   R e c e n d  .  1 999 
T a n z a r e l l a   e t  a l .  1 999 
b 

C h a u x   e t  a l .  1 999b  
MAGE-A1 0  A2 

B 53 
GLY D GMEH L                
D P AR Y EF LW  

254 -26 2                 
290 -298                  

H u a n g   e t  a l .  1 999 
C h a u x   e t  a l .  1 999a  

MAGE-A1 2 A2 
C w 7 
D R 1 3 

F LW GP R ALVd              
VR I GH LY I L                   
AELVH F LLLKY R AR  

271 -279 
1 70 -1 78                  
1 1 4 -1 27 

Va n  d e r  B r u g g e n   e t  a l .  1 994  
H e i d e c k e r   
C h a u x   e t  a l .  1 999b  

B AGE C w 1 6  AAR AVF LAL                       2-1 0                    B ö e l   e t  a l .  1 995 
GAGE-1 , 2, 8                              C w 6    Y R P R P R R Y  9-1 6                      Va n  d e n  Ey n d e   e t  a l .  1 995 
GAGE-3-7 A29 Y Y W P R P R R Y  1 0 -1 8  D e  B a c k e r   e t  a l .  1 999 
N Y -ES O -1         A2 

A31  
A31  
H LA-A2 

Q LS LLMW I T Q C e             
AS GP GGGAP R  
LAAQ ER R VP R                  
MLMAQ EALAF L 

1 55-1 6 5                  
53-6 2                    
a l t -O R F                  
a l t -O R F  

J ä g e r   e t  a l .  1 998  
W a n g   e t  a l .  1 998  
“ 
Aa r n o u d s e   e t  a l .  1 999 

Gn T Vf A2 VLP D VF I R C  38 -6 4  Gu i l l o u x  e t  a l .  1 996  
T R P 2-I N T 2g   A* 6 8 0 1 1                        EVI S C KLI KR  i n t r ó n  2               Gu i l l o u x   e t  a l .  1 996  
H ER V-K A2 MLAVI S C AV a l t -O R F  C o u l i e   
 
 
 
 
aVirus recombinante ALVAC se utilizó para infectar células dendríticas  
b P.Van der Bruggen, no publicado  
cAdenovirus recombinante con el gen completo para infectar células dendríticas 
dEl mismo péptido que MAGE-A3/A2 
eEl péptido efectivo más corto todavía no se ha definido 
fTránscrito aberrante de la N-acetil glusominil transferasa (GnTV) que sólo se encuentra en 
melanomas 
gTránscrito con splicing incompleto encontrado sólo en melanomas 
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5.2.- Antígenos de diferenciación  

 

Un gran número de clones de CTL generados contra melanomas 

autólogos y reconocedores de antígenos tumorales presentados por HLA-

A2 son capaces de reconocer melanocitos normales HLA-A2 positivos. Esta 

observación indica que estos antígenos son antígenos de diferenciación de 

melanocitos, también expresados por tanto en melanomas (tabla 3).  

Se conocen cuatro genes de diferenciación de melanocitos: 

tirosinasa, Melan-A/MART-1, gp100 y gp75 (Brichard et al. 1993; Wolfel et 

al. 1994; Coulie et al. 1994; Wang et al. 1996). La tirosinasa es una enzima 

implicada en la síntesis de melanina, mientras que el papel de las otras tres 

proteínas es desconocido. Estos cuatro genes no se expresan en tejido 

normal excepto en melanocitos, pero se expresan en todas las muestras de 

melanoma. La mayoría de los péptidos antigénicos identificados codificados 

por estos genes son presentados por HLA-A2, aunque también se han 

encontrado otras combinaciones péptido-HLA. El patrón de precursores de 

CTL dirigido contra estos antígenos de diferenciación es diferente del 

observado en los antígenos MAGE. La mayoría de los pacientes con 

melanoma tienen precursores de CTL que pueden ser reestimulados in vitro 

con células tumorales autólogas (Sensi et al. 1995; Brichard et al. 1996). 

Las poblaciones TIL también contienen estos CTLs (Robbins et al. 1994). 

 Pero, ¿qué hay de los posibles efectos colaterales de una 

inmunización pasiva o activa contra los antígenos de diferenciación de 

melanocitos?, el efecto colateral de mayor gravedad no es en la piel donde 

podría generar vitíligo debido a la destrucción de los melanocitos sino en la 

retina, donde los melanocitos están presentes en la capa coroidea. El vitíligo 

se ha asociado con un buen pronóstico en melanoma y también la 

transferencia adoptiva de TILs, sin lesiones en el ojo (Bystryn et al. 1987; 

Richards et al. 1992). Sin embargo, está más que justificada la cautela de 

los ensayos de inmunoterapia con estos antígenos. 
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Tabla 3.- Antígenos de diferenciación reconocidos por las células T sobre tumores humanos. 
 

 

 

Gen/proteína 
 

HLA Péptido 
 

 
Posición 
 

Referencias 

 
Tyrosinasa 

 
A2 
A2 
 
A24 
B35 
B44 
A1 
A1 
DR4 
 
DR15 

 
MLLAVLYCL 
YMNGTMSQV 
YMDGTMSQV 
AFLPWHRLF 
LPSSADVEF 
SEIWRDIDF 
KCDICTDEY 
SSDYVIPIGTY 
QNILLSNAPLGPQFP 
SYLQDSDPDSFQD 
FLLHHAFVDSIFEQW 
LQRHRP 

 
1-9 
369-377 
 
206-214 
312-320 
192-200 
243-251 
146-156 
56-70 
450-462 
386-406 

 
Wölfel et al. 1994 
“ 
Skipper et al. 1996 
Kang  et al. 1995 
Morel  et al. 1999 
Brichard  et al. 1996 
Kittlesen  et al. 1998 
Kawakami  et al. 1998 
Topalian  et al. 1996 
“ 
Kobayashi  et al. 1998 

 
 
 
 
 
 
gp100 
 
 
 
 
 
 

 
A2 
A2 
A2 
A2 
A2 
A2 
A2 
A2 
A2 
A3 
A3 
A24 
Cw8 

 
KTWGQYWQV 
(A)MLGTHTMEV 
ITDQVPFSV 
YLEPGPVTA 
LLDGTATLRL 
VLYRYGSFSV 
SLADTNSLAV 
RLMKQDFSV 
RLPRIFCSC 
LIYRRRLMK 
ALLAVGATK 
VIFFLPDHL 
SNDGPTLI 

 
154-162 
177(8)-186 
209-217 
280-288 
457-466 
476-485 
570-579 
619-627 
639-647 
614-622 
17-25 
Intrón 4 
71-78 

 
Kawakami  et al. 1995 
Tsai  et al. 1997 
Kawakami  et al. 1995 
Cox  et al. 1994 
Kawakami  et al. 1994 
Kawakami  et al. 1995 
Tsai  et al. 1997 
Kawakami  et al. 1998 
“ 
“ 
Skipper  et al. 1996 
Robbins  et al. 1997 
Castelli  et al. 1999 

 
MelanA/MAR
T-1 

 
A2 
A2 
B45 

 
(E)AAGIGILTV 
ILTVILGVL 
AEEAAGIGIL(T) 

 
26(27)-35 
32-40 
24-34(33) 

 
Kawakami  et al. 1994 
Castelli  et al. 1995 
Schneider  et al. 1998 

 
gp75 

 
A31 

 
MSLQRQFLR 

 
Alt.ORF 

 
Wang  et al. 1996a 

 
TRP-2 

 
A31/
33 
A2 
Cw8 

 
LLGPGRPYR 
SVYDFFVWL 
ANDPIFVVL 

 
197-205 
180-188 
387-395 

 
Wang  et al. 1996b 
Parkhurst  et al. 1998 
Castelli  et al. 1999 

 
PSA 

 
A2 
A2 

 
FLTPKKLQCV 
VISNDVCAQV 

 
141-150 
154-163 

 
Correale  et al. 1997 
“ 

 
CEA 

 
A2 
A2 

 
YLSGANLNL 
IMIGVLVGV 

 
571-579 
691-699 

 
Tsang  et al. 1995 
Kawashima  et al. 
1998 
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El papel de los CTLs contra antígenos de melanoma en el rechazo 

no está claro, pero está demostrado por la asociación entre el vitíligo y una 

mayor supervivencia y la regresión espontánea de melanomas (Rosenberg 

& White 1996). En un estudio reciente, utilizando ratones transgénicos MT-

ret (un modelo para el melanoma cutáneo humano), se investigó la 

respuesta antitumoral de células T. Se observó que una gran proporción de 

estos ratones desarrollaban vitíligo asociado al melanoma y se mostró una 

buena correlación entre el desarrollo de vitíligo y el control del melanoma 

(Lengagne et al. 2004). Las células que secretaban IFN-γ en respuesta a las 

células de melanoma, fueron estadísticamente más frecuentes en ratones 

con melanoma que desarrollaban vitíligo que en los que no lo presentaban, 

sugiriendo un papel crucial de las células T secretoras de IFN-γ en el control 

del tumor. Lo mismo ocurre en cuanto a los efectos colaterales de la 

aplicación del antígeno CEA, proteína oncofetal expresada en el epitelio 

normal de colon y en la mayoría de carcinomas intestinales (Tsang et al. 

1995). 

 

5.3.- Antígenos generados por mutaciones  

 

 Los trabajos iniciales realizados en ratones revelaron que las 

mutaciones puntuales también generan antígenos reconocidos en el tumor 

por los CTLs autólogos (tabla 4) (De Plaen et al. 1988; Lurquin et al. 1989). 

Las mutaciones se localizan en regiones que codifican péptidos antigénicos 

y originan el cambio de un aminoácido con dos posibles consecuencias: el 

nuevo aminoácido puede ser capaz de unirse a la molécula de HLA de clase 

I (nuevo agretopo) o bien constituir un nuevo epítopo reconocido por un 

CTL. La mayoría de los antígenos tumorales en ratón identificados hasta la 

fecha son resultado de mutaciones, las cuales pueden ser debidas a que 

muchos de los tumores de ratón estudiados estaban inducidos con radiación 

u otros carcinógenos. Sin embargo, antígenos de la misma categoría han 

sido encontrados en humanos. Dos de estas mutaciones que afectan a los 
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genes humanos CDK4 y β-catenina pueden estar implicadas en la 

oncogénesis, ya que se encontraron en tumores independientes y se ha 

demostrado el efecto sobre la actividad de las proteínas que codifican 

(Wolfel et al. 1995; Robbins et al. 1997; Rubinfeld et al. 1997). La mutación 

en CDK4 previene la unión de la proteína a su inhibidor p16. Esto altera la 

regulación del ciclo celular, favoreciendo el crecimiento descontrolado de las 

células tumorales. La mutación en β-catenina origina la estabilización de la 

proteína, lo cual favorece la formación constitutiva de complejos con 

factores de transcripción, como son Lef-1. Los complejos β-catenina/Lef-1 

originan la transactivación persistente de genes diana todavía no 

identificados que estimulan la proliferación celular o inhiben la apoptosis. 

 Otra mutación que puede inhibir la apoptosis se identificó con CTLs 

específicos de un carcinoma de células escamosas (Mandruzzato et al. 

1997). El antígeno está codificado por una forma mutada del gen CASP8, 

que codifica para la proteasa caspasa 8, FLICE o MACHα1. Esta proteasa 

se requiere para la inducción de apoptosis a través de los receptores del 

Fas y TNFR1, y la actividad de la proteína mutada está disminuída. Estos 

estudios junto con las observaciones establecidas de las mutaciones en 

CDK4 y β-catenina, sugieren que el proceso de mutaciones puntuales 

generadoras de antígenos tumorales juega un papel importante en la 

transformación tumoral y la progresión del mismo. 

 Antígenos tumorales pertenecientes a esta categoría fueron 

encontrados en melanoma inicialmente pero también se han identificado en 

otros tipos de tumor. Las leucemias mieloides a menudo expresan la 

proteína quimérica bcr-abl, originada por la traslocación t (9,22). Las células 

CD4+, activadas in vitro contra un péptido procedente de la región de fusión 

de bcr-abl, reconocen blastos leucémicos HLA-DR4 que expresan bcr-abl 

(Bosch et al. 1996). Esto indica que otra fuente de antígenos tumor-

específicos es la que codifica proteínas quiméricas procedentes de 

traslocaciones cromosómicas, estos antígenos pueden ser compartidos por 

muchas leucemias. 
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Tabla 4.-Antígenos tumorales procedentes de mutaciones. 

 

¹ el residuo modificado por la mutación está en cursiva                                                            

² la mutación afecta al propio gen HLA-A2 

 

  

  

 Es razonable asumir que los antígenos producidos por mutaciones 

puntuales son específicos del tumor y que los precursores de CTLs dirigidos 

 
 
 

Tumor HLA Péptido¹ Posición Referencias 

MUM-1 Melanoma B44 EEKLIVVLF 30-38 Coulie  et al. 1995 
CDK4 Melanoma A2 ACDPHSGHF

V 
23-32 Wölfel  et al. 1995 

β-catenina Melanoma A24 SYLDSGIHF 29-37 Robbins  et al. 1996 
HLA-A2² Carcinoma 

renal 
- - - Brändle  et al. 1996 

bcr-abl Leucemia 
mieloide 
crónica 

DR4 ATGFKQSSKA
LQRPVAS 

- Ten Bosch  et al. 
1996 

CASP-8 Carcinoma 
de cabeza 
y cuello 

B35 FPSDSWCYF 476-484 Mandruzzato  et al. 
1997 

KIAA0205 Tumor de 
vejiga 

B44 AEPINIQTW 262-270 Guéguen  et al 1998 

K-ras Adenocarc
inoma 
pancreátic
o 

B35 VVVGAVGVG 7-15 Gjertsen  et al. 1997 

hsp70-2 Carcinoma 
renal 

A2 SLFEGIDLT 286-295 Gaudin  et al. 1999 

MUM-2 Melanoma B44 
Cw6 

SELFRSGLDS
Y 
FRSGLDSYV 

- Chiari   et al. 1999 

EF-2 Carcinoma 
de pulmón 

A68 ETVSEQSNV 581-589 Hogan  et al. 1998 

Triosafostafo 
isomerasa 

Melanoma DR1 GELIGILNAAK
VPAD 

23-37 Pieper  et al. 1999 

Proteína de 
fusión 
(receptor 
LDL/fucosiltra
nsferasa AS) 

Melanoma DR1 GGAPPVTWR
RAPAPG 

 Wang  et al. 1999 

Cdc27 
(mutación 
fuera del 
epítopo) 

Melanoma DR4 FSWAMDLDP
KGA 

 Wang  et al. 1999 
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contra estos antígenos no estarán sometidos ni a la depleción ni a la 

anergia que acompaña a los mecanismos de tolerancia natural. Sin 

embargo, el hecho de que sean únicos para un tumor individual o restringido 

a unos pocos, hace más difícil el desarrollo de vacunas. Los antígenos 

codificados por el gen B-Raf, un miembro de la cascada de proteínas MAP 

activado por mitógenos, son prometedores candidatos porque son 

antígenos mutados y compartidos. La misma mutación activadora de B-Raf 

se encuentra en más del 60% de melanomas (Davies et al. 2002). 

Recientemente, se ha mostrado que las células T CD4+ reconocen el 

péptido B-Raf codificado por la región mutada (Sharkey et al. 2004). 

 

5.4.- Mucinas: 

 

Tras la estimulación de células de ganglio linfático, de pacientes con 

cáncer pancreático, con células tumorales pancreáticas alogénicas, se 

obtuvieron CTL CD8+ con el receptor αβ que lisaban la mayoría de células 

tumorales de páncreas y mama (Barnd et al. 1988; 1989). Sin embargo, 

funcionaban sin restricción MHC. Las mucinas pancreáticas y de mama 

están ambas codificadas por el gen MUC-1 (Gendler et al. 1988; Lancaster 

et al. 1990). Estas moléculas tienen un núcleo protéico glicosilado con un 

motivo repetido de 20 aminoácidos. En tumores de mama y células 

tumorales pancreáticas, las mucinas están poco glicosiladas, y esto parece 

que origina epítopos de péptidos de los motivos repetidos que pueden ser 

reconocidos tanto por anticuerpos específicos como por CTLs. Las células 

transfectadas con una construcción que contiene sólo dos repeticiones en 

tándem de los motivos de las mucinas estimulan a los CTL de forma muy 

eficiente ya que no están glicosiladas del todo (Magarian-Blander et al. 

1993). 

 La inmunización contra mucinas no glicosiladas ofrece una 

posibilidad interesante de inmunoterapia. En un estudio clínico, un péptido 

de 105 aminoácidos, conteniendo cinco epítopos de motivos de repetición 
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de mucinas, fue inyectado con BCG a 67 pacientes con cáncer de mama, 

colon y cáncer pancreático. No se observaron beneficios clínicos. Sin 

embargo, se observó un aumento en la frecuencia de CTL mucina-

específicos en los PBLs de la mayoría de los pacientes (Barratt-Boyes 

1996). 

 

5.5.- Antígenos sobreexpresados en tumores  

 

Un elevado número de CTLs dirigidos contra células tumorales 

autólogas reconocen antígenos codificados por genes expresados tanto en 

tejidos normales como en tumores, aunque los CTL lisan específicamente el 

tumor (tabla 5). 

 
Tabla 5.- Antígenos sobreexpresados en tumores humanos. 

 

Ge n  Ex p r e s i ó n  e n  
t e j i d o  n o r m a l  

H LA P é p t i d o  P o s i c i ó n  R e f e r e n c i a s  

H ER -
2/ n e u  

U b i c u a  ( b a j o  
n i v e l )  
 

A2 
A2 
A2 
A2 

KI F GS LAF L 
I I S AVVGI L 
ALC R W GLL
L 
I LH N GAY S L 
 

36 9-377 
6 54 -6 6 2 
5-1 3 
4 35-4 4 3 

F i s k   e t  a l .  1 995 
B r o s s a r t   e t  a l .  1 998  
Ka w a s h i m a   e t  a l .  1 998  
“ 

p 53 U b i c u a  ( b a j o  
n i v e l )  

A2 LLGR N S F E
V 

26 4 -272 R ö p k e   e t  a l .  1 996  

P R AME¹  T e s t i s ,  o v a r i o ,  
e n d o m e t r i o ,  
a d r e n a l e s  

A24  LY VD S LF F L 30 1 -30 9 I k e d a   e t  a l .  1 997 

C a r b o x i l e
s t e r a s a  
i n t e s t i n a l  

H í g a d o ,  i n t e s t i n o ,  
r i ñ ó n  

B 7 S P R W W P T
C L 

Al t . O R F  R o u s i n   e t  a l .  1 999 

R U 2AS  T e s t i s ,  r i ñ ó n ,  
v e j i g a  

B 7 LP R W P P P Q
L 

An t i s e n t i d o  Va n  d e n  Ey n d e   

M-C S F  R i ñ ó n ,  h í g a d o  B 35 LP AVVGLS P
GEQ EY  

Al t . O R F  P r o b s t -Ke p p e r  

T e l o m e r a
s a  

T e s t i s ,  t i m o ,  
m é d u l a  ó s e a ,  
g a n g l i o s  l i n f á t i c o s  

A2 I LAKF LH W L 54 0 -54 8  Vo n d e r h e i d e   e t  a l .  1 999 

 

¹ El antígeno es reconocido por CTLs que llevan un receptor inhibidor de las NK y previene la 

lisis de células que expresan determinadas moléculas de HLA-C 
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 El oncogen HER-2/neu se encuentra a elevados niveles en 

aproximadamente el 30% de carcinomas de mama y ovario. Se encontró un 

péptido derivado de este gen que era la diana de linfocitos infiltrantes de 

tumor en algunos carcinomas de ovario HLA-A2 (Fisk et al. 1995; Lustgarten 

et al. 1997). De la misma forma, un clon CTL estimulado in vitro contra un 

péptido wild-type de p53 lisó células tumorales HLA-A2 que sobrexpresaban 

p53 (Ropke et al. 1996; Gnjatic et al. 1998). La concentración de la proteína 

p53 está aumentada en muchas células tumorales, principalmente debido a 

una mayor vida media de las formas mutadas comparado con las silvestres. 

Es muy difícil saber si la inmunización contra antígenos como son 

HER2/neu o p53 inducen daño autoinmune en tejido normal, donde el 

mismo antígeno se expresa a bajos niveles. El reconocimiento de epítopos 

por CTL ha demostrado que requiere la expresión de genes con un 

determinado umbral (Lethe et al. 1997). En algunos casos, este umbral 

puede no encontrarse en tejido normal. Esto no es fácil de comprobar, 

debido principalmente a la escasez de líneas derivadas de tejido normal. En 

otros casos, la baja expresión medida a nivel de RNA en un tipo de tejido 

normal puede de hecho reflejar una alta expresión por sólo un subtipo de 

células las cuales entonces superarían el umbral. Dos estudios llevados a 

cabo in vivo en modelos de ratón sugieren que la transferencia adoptiva de 

CTLs dirigidos contra un antígeno tumoral que está presente a bajo nivel en 

tejido normal, no causa toxicidad autoinmune. Este estudio implicaba 

ratones transgénicos que expresaban un antígeno retroviral en todos sus 

tejidos (Hu et al. 1993). Otro estudio usaba CTLs dirigidos contra un péptido 

p53 wild-type, que fue aislado desde ratones knock-out p53 y transferidos 

en ratones normales (Vierboom et al. 1997). En otro estudio, ratones 

inmunizados contra péptidos HER2/neu desarrollaron CTLs y el rechazo del 

tumor sin toxicidad aparente en tejidos normales que expresan HER2/neu 

(Nagata et al. 1997). 

 El gen PRAME se expresa a elevados niveles en la mayoría de 

melanomas y en otros tipos de tumor (Ikeda et al. 1997; Kessler et al. 2001). 
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 La survivina, una proteína antiapoptótica de la familia de proteínas 

inhibidoras de apoptosis (IAP), está sobreexpresada en muchos tipos de 

tumor, y se ha observado que las células de melanoma son lisadas por 

CTLs antisurvivina (Schmitz et al. 2000; Schmidt et al. 2003). 

 La enzima telomerasa también se ha sugerido como una buena 

diana de inmunoterapia ya que su presencia es esencial para la 

proliferación de las células tumorales. Un péptido codificado por la 

telomerasa se reconoció por CTLs (Vonderheide et al. 1999). Sin embargo, 

también se han publicado trabajos en los que los CTL obtenidos de 

pacientes vacunados con el péptido antigénico eran capaces de reconocer 

células cargadas con el péptido pero no podían reconocer las células 

tumorales que expresaban la telomerasa (Ayyoub et al. 2001; Parkhurst et 

al. 2004). 

 Los antígenos codificados por estos genes son compartidos entre 

muchos tumores pero no son tumor-específicos, por los que existe el riesgo 

potencial en la vacunación con estos antígenos de generar procesos 

autoinmunes. 

 

5.6.- Antígenos virales 

 

Los antígenos derivados de virus oncogénicos constituyen otra 

categoría de antígenos tumorales interesante. Un número de antígenos 

virales han sido estudiados en detalle en tumores de ratón inducidos con 

virus y muestran ser importantes para el rechazo tumoral (Klarnet et al. 

1989; Kast & Melief 1991). En humanos, el mejor ejemplo es la 

oncoproteína E7 del virus 16 del papiloma humano, el cual está presente en 

la mayoría de carcinomas de cervix. Los CTLs específicos de tumor se han 

obtenido por sensibilización in vitro con péptidos E7 presentados por HLA-

A2 (Ressing et al. 1995). Ocho pacientes con cáncer cervix en estado 

terminal fueron vacunados con el virus vaccinia recombinante que 

expresaba las proteínas E6 y E7 del HPV16 y 18. No se observaron efectos 
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clínicos colaterales ni tampoco beneficio clínico. Cada paciente desarrolló 

anticuerpos contra la vacuna. Esta respuesta de anticuerpos se midió en 

tres pacientes y se observó respuesta de CTLs específicos de HPV en un 

solo paciente (Borysiewicz et al. 1996). 

 

6.- INMUNOTERAPIA ANTÍGENO-ESPECÍFICA 

 

 La identificación molecular de antígenos asociados al tumor, en esta 

última década, ha facilitado la generación in vitro de células T anti 

tumorales, que pueden ser expandidas y utilizadas para terapia adoptiva 

(Rosenberg et al. 1998), y el desarrollo de una inmunoterapia activa 

específica  de antígeno (AASIT). 

 

 6.1.- Inmunoterapia pasiva o adoptiva 

 

 La inmunoterapia adoptiva se caracteriza por la expansión in vitro 

“activa” de CTLs específicos de antígeno y su reinfusión en pacientes con 

enfermedad neoplásica. Los primeros estudios en humanos, antes de la 

identificación de antígenos asociados al tumor, implicaban la transferencia 

de células líticas activadas por linfocinas (LAK) con capacidad para 

reconocer y lisar células cancerosas in vitro, no restringida por HLA 

(Rosenberg 1987). A pesar del éxito del uso de estas células en el 

tratamiento de las micrometástasis en modelos murinos, los resultados 

clínicos en humanos fueron decepcionantes. Las técnicas de crecimiento de 

linfocitos infiltrantes de tumor (TILs), de tumores rechazados, permitieron la 

obtención de células T específicas de tumor en pacientes de melanoma. La 

transferencia adoptiva de estas células junto a IL-2 originó la regresión 

tumoral en el 35% de pacientes con melanoma metastásico (Rosenberg et 

al. 1988; 1994).  

 La inmunización de pacientes contra TAAs definidos no sólo crea 

nuevas posibilidades para la inmunoterapia pasiva sino que también permite 
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identificar la característica celular exacta, requerida para mediar el rechazo 

tumoral (Walter et al. 1995; Dudley et al. 2000). En melanoma metastático 

se aplicó la transferencia adoptiva de células T policlonales, específicas de 

antígeno, junto a IL-2. Se obtuvo una respuesta clínica en 6 de 13 pacientes 

pero también se observó toxicidad, relacionada con la elevada dosis de IL-2, 

y el desarrollo de vitíligo y uveítis (Dudley et al. 2002). Estos resultados 

junto al tedioso cultivo de células T, que se requieren en un número 

elevado, limitan la aplicabilidad de esta tecnología. 

 

6.2.- Inmunoterapia activa (AASIT) 

 

 La identificación de antígenos tumorales ha permitido el desarrollo 

de nuevas vacunas contra el cáncer. Los antígenos mutados, resultado de 

la inestabilidad genética de la célula tumoral, serán específicos de paciente, 

no inducirán tolerancia y serían potentes antígenos de rechazo tumoral. 

Como la identificación de antígenos propios mutados de cada paciente, 

aunque técnicamente es posible, no es práctica, la alternativa es la 

vacunación con mezclas antigénicas derivadas de tumores autólogos. En 

modelos animales se observó que, a pesar de la baja proporción de 

antígenos en la mezcla, es un poderoso método para estimular la inmunidad 

antitumoral (Fields et al. 1998). El principal obstáculo de la vacunación con 

mezclas antigénicas autólogas es que el perfil antigénico del tumor que 

progresa está unido a cambios con el tiempo (Lengauer et al. 1998; Loeb 

2001) y de este modo, la respuesta inmunológica que se origina durante la 

inmunización puede ir dirigida contra antígenos que se han perdido. Por 

tanto, la vacunación con antígenos compartidos es el método de elección. 

Estos antígenos, con algunas excepciones como hemos visto anteriormente, 

se corresponden con productos génicos normales y muchos inducirán 

tolerancia. Este problema puede solventarse con el desarrollo de potentes 

protocolos de vacunación que puedan activar y expandir el remanente de 
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células T de baja avidez por el antígeno y/o por vacunación con mezclas de 

antígenos tumorales (Gilboa 2004). 

 Los métodos de inmunización activa son varios y la mayoría han 

sido empleados en estudios clínicos de melanoma metastático. Los 

antígenos reconocidos por los CTLs, ya sean TAAs o antígenos virales, se 

originan normalmente en el interior de las células, cuyos epítopos son 

expresados en la superficie celular en la gruta de unión de la molécula de 

HLA de clase I. Por esta razón, la mimetización de la vía fisiológica sería lo 

más recomendable. Con este objetivo se han utilizado virus recombinantes, 

capaces de infectar las células presentadoras de antígeno (APCs), y varios 

estudios clínicos se han publicado utilizando diferentes vectores (Rosenberg 

et al. 1998; Zajac et al. 2003). Los virus recombinantes son los 

inmunógenos más efectivos, pero la inactivación de la capacidad replicativa 

de los vectores (por su bioseguridad) puede originar una baja expresión de 

los genes recombinantes. Además, la respuesta inmunológica específica de 

vector puede limitar su eficiencia. Alternativamente, las APCs pueden ser 

cargadas con el péptido ex vivo. Inicialmente se utilizaban DCs (células 

dendríticas) inmaduras obtenidas a partir del cultivo con IL-4 y GM-CSF de 

las CD14+ del  PBMC o de células CD34+ derivadas de médula ósea 

(Nestle et al. 1998; Banchereau et al. 2001). Actualmente la mayoría de 

estudios utilizan DCs maduradas en presencia de citoquinas por su mayor 

capacidad en inducir respuestas de CTLs (Thurner et al. 1999). El principal 

inconveniente es la estandarización de un protocolo. También se han 

inyectado los péptidos directamente, en presencia (Jager et al. 1996; Weber 

et al. 2003; Schaed et al. 2002) o ausencia (Marchand et al. 1999) de 

adyuvantes o citoquinas, y la principal desventaja es la baja 

inmunogenicidad y los efectos colaterales relacionados con el uso de 

citoquinas y/o adyuvantes. 
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6.3.- Factores limitantes en inmunoterapia 

 

 La identificación en los tumores que progresan de TILs con 

capacidad de reconocer específicamente antígenos tumorales y destruir las 

células tumorales in vitro, junto con la capacidad de inmunizar pacientes 

para alcanzar elevados niveles de estas células T antitumorales circulantes, 

nos plantea un gran problema, ¿cómo es posible que los tumores sigan 

creciendo ante la presencia de estas potentes reacciones inmunológicas?. 

Los factores limitantes de una inmunoterapia eficaz podrían dividirse en 

aquellos generados por el tumor y los correspondientes a los linfocitos. La 

mayoría de las células T que se encuentran en los tumores son células 

CD8+. En modelos murinos, y también en estudios preliminares en 

humanos, se ha observado que la supervivencia y efectividad de las células 

CD8+ depende de factores derivados de las células T CD4+ helper (Walter 

1995). Así, el éxito de la inmunoterapia dependerá de la generación de 

células CD4+ y CD8+. Aunque las células T pueden reaccionar con el 

tumor, pueden encontrarse a unos niveles inadecuados para mediar la 

destrucción tumoral. Es posible que las células T generadas no tengan 

suficiente avidez por las células tumorales o bien, que no produzcan 

citoquinas apropiadas o no tengan suficiente actividad lítica. Para estudiar 

este fenómeno, se están llevando a cabo estudios de clonación de linfocitos 

T con elevada avidez por el antígeno tumoral o una única función 

inmunológica que nos ayude a conocer los tipos de células inmunológicas 

implicadas en el desarrollo de una adecuada respuesta inmunológica 

antitumoral (Dudley et al. 2000). 

Hay una gran variedad de mecanismos activos que pueden limitar la 

efectividad de la estimulación inmunológica. Estos mecanismos incluyen la 

inducción de tolerancia o anergia de células T y la resistencia tumoral. 
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7.- MECANISMOS DE ESCAPE TUMORAL 

 

Se puede establecer que la inmunovigilancia es la encargada de la 

eliminación de un grupo de tumores en un estadío temprano, pero los 

tumores que realmente nos interesan, son los que se encuentran en un 

estado avanzado y producen metástasis (clínicamente detectables), es 

decir, aquellos que han desarrollado mecanismos activos para romper el 

balance de la inmunidad desde la inmunovigilancia a tolerancia o escape. 

Los mecanismos de escape tumoral al sistema inmunológico se 

pueden clasificar en dos grupos, aquellos que inhiben directa o 

indirectamente la activación de las células del sistema inmunológico y los 

mecanismos desarrollados por las células tumorales para evadir el control 

del sistema inmunológico, funcionalmente activo (figura 6). 

 

 

Figura 6.- Mecanismos de escape tumoral. 
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7.1.- Mecanismos que inducen tolerancia y/o anergia 

 

 Los mecanismos que inducen la anergia o tolerancia de las células 

T son varios. Las células tumorales o el estroma influenciado por las células 

tumorales pueden inducir la anergia de células T directa o indirectamente. 

Así podemos definir como mecanismos de anergia: 

 

  7.1.1.- Células T reguladoras (Treg) 

 

Durante años, el papel de las células Tregs, inicialmente llamadas 

células T supresoras, ha sido revisado en varios trabajos (Sakaguchi et al. 

1985; 2004). En humanos, las células T CD4+CD25+ pueden ejercer un 

efecto inhibidor in vitro sobre las células T CD4+CD25- (Dieckmann et al. 

2001; Levins et al. 2001; Jonuleit et al. 2001). Clones de células T derivados 

de TILs y dirigidos contra un antígeno mutado LAGE tenían un perfil de 

células Treg (Wang et al. 2004). Estos hallazgos han permitido establecer 

que la respuesta inmunológica tumoral puede ser bloqueada por estas 

células Treg. 

 Las células Treg son críticas en el mantenimiento de la tolerancia, 

se originan en el timo y representan entre el 5-10% de las células T CD4+ 

en la periferia, expresan constitutivamente la cadena α para el receptor de 

IL-2 (CD25), el antígeno 4 asociado a los linfocitos T citotóxicos (CTLA-4) y 

un gen relacionado con la familia del receptor de TNF inducido por 

glucocorticoides (GITR) (Takahashi et al. 2000; Shimizu et al. 2002). 

También expresan un regulador transcripcional necesario para su desarrollo 

y función denominado Foxp3 y no producen IL-2 (Shevach 2002). Cuando 

se estimulan, suprimen la proliferación y producción de citoquinas de células 

CD4+CD25-, CD8+ y las células T establecidas como Th1 y Th2 (Suvas et 

al. 2003; Stassen et al. 2004). Estas células además producen citoquinas 

inmunosupresoras como IL-10 y TGF-β. Existen otros dos grupos de células 
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Treg, las Tr1, secretoras de elevadas cantidades de IL-10 (Levings et al. 

2001); y las TH3, que secretan grandes cantidades de TGF-β (Weiner 2001). 

 

  7.1.2.-  Ausencia de coestimulación 

 

La mayoría de tumores crecen en un microambiente no-inflamatorio 

en donde no se produciría la activación inmunológica. El reconocimiento de 

los antígenos tumorales por parte de las células dendríticas (DCs) en estas 

condiciones no daría lugar a la activación y maduración de las mismas. 

Además, la ausencia de expresión de moléculas coestimuladoras por parte 

de las células tumorales puede conducir a la anergia de células T (Schwartz 

1990) y/o a una activación subóptima de las células de las mismas. 

 

  7.1.3.- Citoquinas inmunosupresoras 

 

 Las células tumorales pueden secretar citoquinas y/o quimioquinas 

que alteran la maduración y función de las células del sistema inmunológico. 

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) es una citoquina 

secretada por muchos tumores (Toi et al. 1996). Estudios in vitro han 

demostrado que VEGF inhibe la diferenciación y maduración de las células 

dendríticas (DCs) a través de un factor supresor de la transcripción, NF-kB, 

en las células madre hematopoyéticas (Oyama et al. 1998). Estudios 

inmunohistoquímicos en tejidos con carcinoma gástrico mostraron una 

relación inversa entre la densidad de las DCs y la expresión de VEGF. Este 

hecho se asoció a un peor pronóstico de la enfermedad (Saito et al. 1998). 

En pacientes con cáncer de pulmón, cabeza, cuello y mama, se encontró 

una disminución en la función y en el número de DCs maduras, que se 

asoció con un incremento de las concentraciones plasmáticas de VEFG 

(Almand et al. 2000). Además, elevadas concentraciones de otra 

interleuquina, IL-10, se encuentran frecuentemente en suero de pacientes 

con cáncer. La IL-10 puede ejercer un efecto inhibitorio de la diferenciación 
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de las DCs desde sus precursores en las células madre (Girolomoni & 

Ricciardi-Castagnoli 1997). Esta citoquina también inhibe la presentación 

antigénica, la producción de IL-12 y la inducción de las respuestas in vivo a 

células T helper (De Smedt et al. 1997; Sharma et al. 1999). La IL-10 

también potencia la apoptosis espontánea de las DCs (Ludewig et al. 1995), 

así como la susceptibilidad a la lisis por células NK (Carbone et al. 1999). La 

IL-10 puede ejercer un efecto protector en las células tumorales frente a los 

CTLs mediante una falta de expresión de las moléculas HLA de clase I y II e 

ICAM-1 (molécula intracelular de adhesión tipo 1) (Yue et al. 1999). La 

pérdida de expresión de las moléculas HLA de clase I también puede ser 

debida a una falta de expresión de las proteínas TAP1 y TAP2 en las 

células tumorales mediada por la IL-10 (Salazar-Onfray et al. 1997; Zeidler 

et al. 1997). El factor proinflamatorio prostaglandina E (PGE2) es otra 

citoquina que se expresa en tumores como resultado de un aumento de 

expresión de la enzima ciclooxigenasa-2 en diversos tumores humanos 

(Ristimaki et al. 1997; Wolf et al. 1998). La PGE2, incrementa la producción 

de IL-10 por los linfocitos y macrófagos e inhibe la producción de IL-12 por 

los macrófagos (Huang et al. 1998).También se encuentran elevadas 

concentraciones de TGF-β en pacientes con cáncer y se ha asociado a la 

progresión de la enfermedad (Gorsch et al. 1992) y a respuestas pobres en 

inmunoterapia (Doran et al. 1997). TGF-β inhibe la activación, proliferación y 

actividad de los linfocitos in vivo (Fontana et al. 1989). De hecho, en un 

estudio reciente se ha mostrado que la presencia de células CD8+ 

insensibles a TGF-β  infiltrantes en tumores establecidos, originan apoptosis 

de las células tumorales mediante la secreción de citoquinas (Zhang et al. 

2006). También se ha descrito la secreción de galectina-1 por parte de las 

células de melanoma, que inhibe la activación de células T (Rubinstein et al. 

2004). 
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 7.1.4.- Degradación enzimática del triptófano 

 

 El sistema inmunológico tiene como principal función eliminar 

cualquier célula que considera como extraña. Sin embargo, durante el 

embarazo, el feto expresa péptidos antigénicos y moléculas HLA que son 

extrañas para la madre, pero en este caso no ocurre el ataque por parte de 

los CTLs. Munn, Mellor y colaboradores aportaron evidencias sobre este 

hecho que contribuye a la protección de la barrera materno-fetal. Así, la 

administración de 1-metiltriptófano (1MT) a ratones preñados mostró que se 

producía abortos en los fetos. Esta reacción dependía de las células T y de 

las disparidades antigénicas entre la madre y el feto (Munn et al. 1998; 

Mellor & Munn 2001). 1-MT es un inhibidor competitivo de la indolamina 2,3-

dioxigenasa (IDO), enzima citosólica que cataliza la degradación del 

triptófano y que se expresa en las células fetales y en la interfase mateno-

fetal. Estos datos indican que la expresión de IDO protege al feto de las 

células T maternas. 

 Van den Eynde y colaboradores han mostrado que las células 

tumorales utilizan el triptófano para evitar la activación del sistema 

inmunológico (Van den Eynde 2003). La IDO es una enzima metabólica que 

degrada el triptófano intracelular. Como el triptófano puede atravesar 

fácilmente la membrana plasmática mediante transportadores específicos, la 

bajada de concentración del triptófano intracelular se compensa por la 

entrada del mismo en la célula. Así, se va generando el agotamiento del 

triptófano del medio por las células que expresan IDO, que es el caso de 

muchas células tumorales, y se permite su crecimiento. Los linfocitos T 

dejan de crecer en estas condiciones, puesto que tienen un sistema de 

control (poco conocido todavía) que bloquea el ciclo celular en la fase G1,  

cuando la concentración de triptófano es inferior a 0,5-1 µM (la 

concentración sérica normal es de 50 µM) (Munn et al. 1999). Otros 

estudios han propuesto que este efecto en la bajada de la concentración de 

triptófano más que influir en el ciclo celular, origina la apoptosis de linfocitos 
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T por la generación de los catabolitos producidos por la IDO (Terness et al. 

2002; Fallarino et al. 2002). 

 Van den Eynde y colaboradores han mostrado también que la 

expresión de IDO por células tumorales de ratón inmunogénicas, previene 

su rechazo en ratones pre-inmunizados. Este efecto se acompañó de la 

pérdida de células T en el lugar del tumor y pudo ser revertido, 

parcialmente, tras tratamiento de los ratones con un inhibidor de IDO (1-

MT), en ausencia de una toxicidad notable (van den Eynde 2003). 

 

 7.1.5.- Señalización defectiva a través de los receptores de 

muerte 

 

 Los dos ligandos de receptores de muerte que intervienen en el 

proceso de inmunovigilancia frente al desarrollo tumoral son Fas-ligando 

(Fas-L) y TRAIL (Straus et al. 2001; Takeda et al. 2001). La señalización 

defectuosa a través de estos receptores es un mecanismo que puede 

contribuir a la supervivencia y proliferación de las células tumorales. 

Presentan secuencias citoplásmicas denominadas “dominios de muerte”, 

imprescindibles para la transmisión de señales apoptóticas a través de la 

cascada de las caspasas (Salvesen & Dixit 1999). El inhibidor de la caspasa 

8 (cFLIP) se expresa en diversos tumores y puede hacer a las células 

tumorales resistentes a la apoptosis mediada por los receptores de muerte 

(Irmler et al. 1997). La elevada expresión de cFLIP en las células tumorales 

puede contribuir a una inmunoresistencia a las células T in vivo (Medema et 

al. 1999). 

 La pérdida o falta de expresión de Fas en los tumores puede 

contribuir también a una resistencia a la apoptosis. Se han descrito 

mutaciones de pérdida  de los genes que codifican Fas en mieloma múltiple 

(Landowski et al. 1997), linfoma de tipo no-Hodgkin (Gronbaek et al. 1998) y 

melanoma (Shin et al. 1999). Estas mutaciones dan lugar a la pérdida de 

función del receptor de muerte. En el caso de la apoptosis mediada por 
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TRAIL, puede darse una pérdida de expresión de los mismos por diversos 

mecanismos originando la resistencia a apoptosis mediada por TRAIL 

(Hersey & Zhang 2001). 

 Un estudio reciente in vitro ha mostrado la pérdida o ruptura de Fas 

por la metaloproteinasa 7 (MMP-7). Los resultados obtenidos ponen de 

manifiesto el papel de MMP-7 como mecanismo de escape al sistema 

inmunológico. La baja expresión de Fas y el aumento de la resistencia a la 

apoptosis mediada por FasL, se originó como consecuencia de una elevada 

expresión de MMP-7 por las células tumorales, en células de carcinoma 

colorectal. Los pacientes con elevada expresión de MMP-7 y baja expresión 

de Fas tenían una supervivencia más corta (Wang et al. 2006).   

 

 7.1.6.- Apoptosis de linfocitos T activados 

 

 Uno de los mecanismos más controvertidos de escape tumoral es la 

expresión de ligandos de receptores de muerte por parte de las células 

tumorales. Así una amplia variedad de tumores expresan Fas-L, induciendo 

apoptosis sobre las células diana susceptibles Fas+. Entre ellos, carcinoma 

de pulmón (Niehans et al. 1997),  melanoma (Hahne et al. 1996), carcinoma 

de colon (O'Connell et al. 1998) y carcinoma hepatocelular (Strand et al. 

1996). Tras la activación de los linfocitos T como resultado del 

reconocimiento de antígenos tumorales, las células tumorales expresan 

niveles altos de Fas-L, induciendo la apoptosis de las propias células T 

(“suicida”) y entre las propias células T (“fraticida”) (Chappell et al. 1999; 

Zaks et al. 1999). 

 

 7.2.- Mecanismos de evasión 

 

 Son los mecanismos desarrollados por las células tumorales para 

evitar el reconocimiento y lisis por parte de un sistema inmunológico 

funcionalmente activo. 
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  7.2.1.- Pérdida de antígenos tumorales e inmunodominancia 

  

 La expresión de antígenos en tumores es heterogénea, incluso en el 

mismo tumor. Se puede originar la pérdida de expresión de antígenos 

tumorales independientemente de que exista una alteración en la expresión 

de moléculas HLA de clase I. Se ha definido el déficit en la expresión de 

antígenos de diferenciación de melanocitos (MDAs), tales como gp100, 

MELAN-MART1 y la tirosinasa, y se ha asociado a la progresión tumoral (de 

Vries et al. 1997). El mecanismo exacto que controla la pérdida de 

expresión de estos antígenos tumorales, no se conoce en la mayoría de los 

casos. Sin embargo, la propagación de estas variantes tumorales con 

pérdida antigénica se facilita por el fenómeno de inmunodominancia 

(Schreiber et al. 2002). La inmunodominancia sería el proceso por el que se 

detecta preferencialmente un epítopo entre todos los expresados en la 

célula tumoral diana. 

 Existen muchos estudios que demuestran que la pérdida de TAAs 

(antígenos asociados al tumor) es un mecanismo para escapar 

inmunoterapeuticamente a la respuesta antitumoral inducida (especialmente 

en melanoma). 

 

 7.2.2.- Alteraciones en la expresión de moléculas HLA de 

clase I 

 

De entre todos los mecanismos que explican el escape de las 

células tumorales de la inmunovigilancia, las alteraciones en la expresión de 

moléculas HLA de clase I quizás sea el que se detecta con una mayor 

frecuencia y el que tiene una gran repercusión funcional, puesto que modula 

la susceptibilidad de las células tumorales a las lisis por CTLs y NKs  

(Garrido et al. 1993). Según la hipótesis de “pérdida de lo propio”, estas 

pérdidas hacen más susceptibles a las células tumorales a la lisis por 

células NK, ya que las NK monitorizan la expresión en superficie de 
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moléculas HLA de clase I a través de sus receptores KIRs y eliminan 

aquellas células que presentan una baja expresión de moléculas en 

superficie (Moretta et al. 1996). Sin embargo, a pesar de la existencia de un 

sistema inmunológico funcional, las células tumorales continúan creciendo, 

invadiendo y produciendo metástasis en el huésped inmunocompetente 

(Boon et al. 1994). Existen datos proporcionados por varios laboratorios que 

indican que se debe a una selección (todavía no entendida) de variantes de 

escape tumorales deficientes en estas moléculas de clase I (Festenstein & 

Garrido 1986; Garrido et al. 1997). 

 

8.- EL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC) 

  

 El descubrimiento de los antígenos del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC) en humanos en los años 50, se debió a la 

reacción de aglutinación originada al enfrentar suero de pacientes 

politransfundidos con leucocitos extraños. Existen dos grandes grupos de 

moléculas: las del MHC de clase I, representado en el hombre por las 

moléculas HLA-A, -B y -C; y las del MHC de clase II, que incluye las 

moléculas HLA-DP, -DQ y –DR. Las moléculas HLA de clase I se expresan 

en todas las células nucleadas de los vertebrados, mientras que las de 

clase II tienen una expresión más restringida a células especializadas en la 

presentación de antígenos.  

 

 8.1.- Moléculas HLA de clase I 

 

Los antígenos de histocompatibilidad de clase I están constituídos 

por las moléculas clásicas (clase Ia) HLA-A, -B, -C (Bjorkman & Parham 

1990) y las no clásicas (clase Ib) HLA-E, -F, -G (Shawar et al. 1994).  

 La molécula de HLA de clase I es un trímero constituído por una 

cadena polipeptídica α o cadena pesada, de 45 KD, unida de forma no 

covalente a una cadena ligera soluble no polimórfica denominada β2-
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microglobulina, de 12 KD, (Jones 1997) y un péptido formado por unos 8-10 

aminoácidos, que participa en el ensamblaje de la molécula de clase I y 

proporciona estabilidad al complejo. De manera que las moléculas HLA 

vacías son inestables (Townsend et al. 1990).  

La cadena pesada contiene aproximadamente 340 aminoácidos 

organizada en tres regiones: extracelular, transmembrana e 

intracitoplasmática. La región extracelular se divide en tres dominios (α1, α2 

y α3) de unos 90 aminoácidos cada uno. La cadena pesada presenta un 

elevado polimorfismo, localizado a lo largo de los dominios α1 y α2. En 

estos dominios existe una región hipervariable que constituye la gruta a la 

que se une el péptido antigénico (figura 7) 

 

 

 

 
 

Figura 7.-Estructura de la molécula HLA de clase I. (Garland, Science 2005). 
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La gruta formada por los dominios α1 y α2, donde se ancla el péptido, es la 

zona reconocida por el receptor de las células T (TCR). 

 

8.2.- Moléculas HLA de clase II 

 

Son heterodímeros compuestos por dos subunidades glicoproteicas, 

una cadena α de 33-35 kD de peso molecular, y una cadena β de 25-30 kD, 

asociadas de forma no covalente (Kappes & Strominger 1988). Cada una de 

ellas consta de tres regiones: una región extracelular, una transmembrana y 

un segmento intracitoplasmático. La gruta de unión al péptido presenta las 

mismas características que la de clase I, pero es algo más amplia por lo que 

los péptidos presentados por las moléculas de clase II tienen mayor longitud 

(Rudensky et al. 1991). 

 

 8.3.- Genética del sistema HLA 

 

 Los genes de MHC están localizados en el brazo corto del 

cromosoma 6 en humanos, en la porción distal de la banda 6p21.3, 

ocupando un espacio aproximado de 4 Mbp (aproximadamente el 1% del 

genoma humano) (Campbell & Trowsdale 1993). La región genética 

formada por el sistema HLA se organiza en diferentes subregiones o locus 

estrechamente ligados entre sí, heredándose de forma mendeliana 

codominante, dando origen al sistema antigénico más polimórfico existente 

en humanos. Esta región contiene múltiples genes expresados y no 

expresados ordenados en tres grupos: la región de clase I, la de clase II y la 

de clase III (Aguado & Campbell 1999). 

 En la región de clase I se encuentran los genes que codifican la 

cadena pesada de las moléculas de clase I. Dentro de esta región, además 

de los genes HLA clásicos (HLA-A, -B y –C), se encuentran los genes no 

clásicos (HLA-E, -F, -G) y un grupo de genes MIC (MIC A-E). Estos genes 

presentan una expresión reducida y restringida a ciertos tejidos como el 
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timo, hígado, intestino o placenta. Además presentan bajo grado de 

polimorfismo. De los cinco genes MIC, sólo MIC A y MIC B (localizados 

entre el factor de necrosis tumoral o TNF y el locus HLA B) se expresan. 

Existen también pseudogenes (HLA-H, -J, -K, -L, -X), genes incompletos o 

truncados y genes de los que no se conoce su función (Beck et al. 1997). 

 En la región II (1000-1200 kb), a diferencia de la anterior, si se 

encuentran los genes que codifican las dos cadenas polipeptídicas (α y β) 

que constituyen las moléculas HLA de clase II. Estos genes se encuentran 

localizados en la región HLA-D, que se subdivide en tres regiones 

funcionales ordenadas por su proximidad al centrómero: HLA-DP, HLA-DQ y 

HLA-DR (Trowsdale et al. 1985). Otros genes localizados en esta región son 

los que codifican las proteínas transportadoras de los péptidos de las 

moléculas de clase I, TAP1 y TAP2 (Trowsdale et al. 1990); los genes 

relacionados con el proteosoma, LMP2 y LMP7 (Glynne et al. 1991; Kelly et 

al. 1991). 

 En la región de clase III (680 kb), que ocupa una posición central, no 

se localizan genes que codifican moléculas HLA sino otras proteínas 

relacionadas con el sistema inmunológico como son las proteínas del 

complemento, Factor B, C2 y C4; el TNF y los genes HSP70 (Aguado & 

Campbell 1999). También se localizan los genes BAT2 (G2) y BAT3 (G3), 

asociados a células B y otros genes no relacionados con el sistema 

inmunológico. 

 El gen de la β2-microglobulina se localiza en el cromosoma 15, 

independiente por tanto del complejo MHC (Goodfellow et al. 1975). 

 El sistema HLA es altamente polimórfico debido a los múltiples 

alelos presentes para cada uno de los genes conocidos. Mediante ensayos 

celulares y serológicos se ha podido determinar la existencia de 

aproximadamente 150 alelos  distintos, pero actualmente mediante el tipaje 

genómico están encontrándose muchas especificidades nuevas que 

multiplican esa cifra inicial. 
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8.4.- Procesamiento antigénico, transporte y ensamblaje de las 

moléculas HLA de clase I 

 

Los péptidos presentados por las moléculas HLA-I tienen unas 

características propias: presentan en el extremo C-terminal residuos 

hidrofóbicos o básicos, y diferentes residuos de anclaje que son los que 

interaccionan con aminoácidos polimórficos de moléculas HLA-I. El cambio 

de residuo de anclaje puede ocasionar que un determinado péptido se una 

a un alelo particular HLA y no a otro. La mayoría de los péptidos que unen 

las moléculas MHC-I son derivados de proteínas sintetizadas en el 

citoplasma celular (Pamer & Cresswell 1998). Siempre se había 

considerado que estos péptidos procedían de proteínas celulares 

degradadas en el citoplasma en virtud del proceso de recambio celular de 

estructuras deterioradas o envejecidas. Sin embargo, estudios recientes 

indican que la principal fuente de péptidos presentados por MHC-I procede 

de proteínas nuevas recién sintetizadas (Reits et al. 2000; Schubert et al. 

2000). Entre el 30-80% de las proteínas recien sintetizadas se degradan 

rápidamente. Estos sustratos han sido denominados productos defectivos 

ribosomales o DRiPs, y representan polipéptidos sintetizados 

prematuramente que no tienen la longitud correcta o proteínas mal 

plegadas. Estos productos generan una fuente rica de péptidos para la 

presentación antigénica por parte de moléculas MHC-I, y al mismo tiempo 

este sistema permite una rápida detección de productos virales o bien de 

células alteradas. 

Gran parte de la actividad proteolítica del citoplasma está mediada 

por el proteosoma (Hershko & Ciechanover 1992). La mayoría de los 

sustratos del proteosoma se encuentran modificados covalentemente 

mediante la unión a ubiquitina. Tanto los polipéptidos como las proteínas 

mal plegadas y los DRiPs pueden unirse a ubiquitina para ser degradados 

por este complejo. Por lo tanto, es normal que el proteosoma genere la 

principal fuente de péptidos presentados por el MHC-I (Rock & Goldberg 
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1999). El proteosoma es un complejo constituído por 28 subunidades con 

estructura cilíndrica. Las diferentes subunidades se ordenan en cuatro 

anillos apilados formados cada uno por 7 de ellas, con un núcleo hueco 

recubierto por los centros activos de las subunidades catalíticas 

(Rechsteiner 2005), (figura 8). 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.-Proteosoma. El proteosoma 20s está constituído por 28 subunidades dispuestas en 

cuatro anillos heptaméricos. Los anillos externos contienen las subunidades α y los internos las 

β. Hay seis sitios activos en el core o núcleo de los cuales tres lo constituyen las subunidades 

β1, β2, β5. El complejo regulador 19s se compone de seis subunidades ATPasa, dos no 

ATPasa y el extremo, compuesto por seis subunidades ATPasa. Las subunidades LMP2, 

MECL1 y LMP7 se inducen con IFN, se incorporan al núcleo y forman el inmunoproteosoma 

junto al resto de subunidades. (Rechsteiner. Hill, Trends Cell Biol, 15:27–33, 2005).  
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Tres unidades constitutivas y sus correspondientes subunidades 

inducibles por IFN-γ constituyen los centros catalíticos del 

immunoproteosoma. Las subunidades inducibles LMP2 (β1i) y LMP7 (β5i) 

están codificadas en la región del MHC cerca de los genes TAP, y la tercera 

MECL-1 (β2i), se codifica en una región diferente del MHC. La sustitución 

de las subunidades constitutivas (β1, β2, β5) por las inducibles cambia la 

especificidad del proteosoma hacia sus sustratos generándose péptidos con 

extremos C-terminales de residuos hidrofóbicos y básicos; que son los 

péptidos preferidos para la presentación por moléculas MHC-I y que 

también son los péptidos preferentemente transportados por los 

transportadores de péptidos TAP. De este modo, existen dos tipos de 

proteosomas, el proteosoma constitutivo (c20S) que se expresa 

constitutivamente en todas las células y el inmunoproteosoma (i20S) que se 

origina tras la exposición de las células a IFN-γ.  

La función del proteosoma está controlada a varios niveles. El core 

o núcleo (constituído por las 28 subunidades) o proteosoma 20s es inactivo. 

Se debe a que sus centros catalíticos están localizados dentro del “lumen 

ahuecado” de su estructura cilíndrica, y por tanto, físicamente es imposible 

que los sustratos puedan acceder al interior del cilindro donde se 

encuentran los centros activos (Bochtler et al. 1999; Baumeister et al. 1998). 

Esta restricción se solventa a través de la unión de proteínas activadoras 

específicas que inducen un cambio conformacional en el proteosoma 

creándose poros estrechos a través de los cuales los sustratos pueden 

acceder al interior del mismo (Larsen & Finley 1997).  

Las moléculas de MHC-I no solamente presentan péptidos 

derivados de proteínas citosólicas sino también de proteínas de membrana 

y secretadas, como por ejemplo proteínas de la envoltura vírica (Weissman 

et al. 1998; Brodsky & McCracken 1999). Las glicoproteínas de membrana y 

las secretadas se translocan normalmente al lumen del retículo 

endoplásmico (RE) durante su biosíntesis. Sin embargo, los péptidos 

presentados por moléculas HLA de clase I indican que estas proteínas son 
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degradadas en el citosol. Las proteínas del RE pueden regresar al citosol 

mediante el mismo sistema de translocación por el que fueron inicialmente 

transportadas a través de la membrana del retículo (Wiertz et al. 1996). Esta 

translocación inversa sería el procedimiento normal por el que proteínas mal 

plegadas en el RE son degradadas. Una vez en el citosol, los polipéptidos 

son degradados vía utibiquitina-proteosoma y los péptidos resultantes 

pueden ser transportados de nuevo al lumen del RE mediante los 

transportadores de péptidos TAP (Fiebiger et al. 2002). 

La mayor parte de los péptidos que se generan se degradan 

completamente en el citosol y solamente unos pocos consiguen llegar al 

borde del RE, se transportan al interior gracias a un sistema ATP 

dependiente, constituído por las proteínas TAP1 y TAP2 (transportadores 

asociados con el procesamiento antigénico), que permiten el transporte 

selectivo de péptidos de 8 a 15 aminoácidos. Dentro del RE, las moléculas 

MHC-I vacías esperan a cargarse con estos péptidos. Los péptidos con una 

mayor longitud que entran en el RE parece que son procesados por una 

aminopeptidasa, identificada en estos últimos años, del lumen del RE que 

parece ser esencial en la producción de péptidos presentados por 

moléculas MHC-I. Se denomina ERAAP- de aminopeptidasa del RE 

asociada al procesamiento antigénico. La ERAAP rompe residuos N-

terminales de Lys (K), Leu (L), Tyr (Y) y Asn (N) pero es incapaz de romper 

residuos X-Pro y supone una fuerte evidencia de que muchos de los 

péptidos presentados por las moléculas de clase I tengan la secuencia “X-

Pro-Xn” (Serwold et al. 2002). 

Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la proteolisis de 

precursores antigénicos en el citoplasma raramente produce el péptido final 

(Cascio et al. 2001; Toes et al. 2001). Si los péptidos en el RE son 

demasiado largos, sus extremos N-terminales son acortados por la enzima 

ERAAP hasta que adquieren la longitud óptima. La actuación de esta 

enzima explicaría por qué los péptidos presentados por las moléculas MHC-

I poseen la longitud precisa. Los péptidos que no son capaces de unirse a 
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moléculas MHC-I son completamente destruídos por ERAAP y por esta 

razón no se encuentran extractos en células intactas (Falk et al. 1990).  

La mayoría de oligopéptidos que se generan por acción del 

proteosoma son posteriormente degradados por aminopeptidasas y 

endopeptidasas en el citoplasma celular, siendo empleados los aminoácidos 

resultantes como fuente metabólica para la biosíntesis de proteínas o bien 

para el catabolismo celular (Hershko et al. 2000). Sin embargo, una fracción 

de estos péptidos son translocados al interior del lumen del RE mediante los 

transportadores TAP. TAP, es una proteína integral del RE formada por dos 

subunidades TAP1 y TAP2 codificadas dentro del MHC, próximas a LMP2 y 

LMP7. Al igual que éstos, la expresión de TAP1 y TAP2 es inducida tras la 

exposición de las células a IFN-γ. No se conoce cómo se realiza el 

transporte de péptidos a través del complejo TAP, tal vez la unión del 

péptido origine un cambio conformacional responsable de la hidrólisis de 

ATP, que provocaría la apertura del poro, liberación del péptido de TAP y 

difusión hacia el interior del RE (Reits et al. 2000). En células deficientes en 

TAP, los heterodímeros de clase I no pueden ensamblarse con los péptidos 

(Van Kaer et al. 1992; de la Salle et al. 1994). En estas circunstancias las 

cadenas pesadas de clase I no ensambladas son posteriormente 

translocadas hacia el citosol y degradadas por el proteosoma. Por lo tanto, 

células deficientes en TAP no presentarían expresión de moléculas de clase 

I en superficie, exhibiendo una baja respuesta frente a linfocitos T 

citotóxicos (CTLs). Sin embargo, se han descrito rutas independientes de 

TAP y del proteosoma para la presentación de péptidos, que generan 

respuestas de CTLs. Aunque probablemente tengan un pequeño papel en la 

expresión de péptidos por parte de las moléculas MHC-I, pueden tener 

importancia en la generación de una respuesta efectiva de CTLs in vivo. 

La carga de moléculas MHC-I con péptidos en el RE es un proceso 

altamente regulado que implica a varias proteínas accesorias (Cresswell 

2000; Van Kaer 2001). Los pasos iniciales del ensamblaje de moléculas de 

clase I están controlados por chaperonas con dominios tipo lectina, como 
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son la calnexina y la calreticulina, ambas reconocen proteínas N-

glicosiladas. Tras su síntesis, MHC-I se une a la proteína calnexina. La 

unión de β2m a cadena pesada induce el intercambio de calnexina por 

calreticulina en células humanas. Aunque la asociación de calnexina con 

cadena pesada de clase I es indispensable, su importancia para el 

ensamblaje de MHC-I no está clara, así se ha descrito que este proceso se 

produce normalmente en una línea celular humana deficiente para calnexina 

(Sadasivan et al. 1995). Una posible explicación para este fenómeno es que 

en células humanas, otras chaperonas como la proteína BiP (proteína de 

unión a cadena pesada tipo inmunoglobulina) realicen la función de la 

calnexina. Hay evidencias de que en humanos la proteína BiP se une a la 

cadena pesada de clase I durante los pasos tempranos del ensamblaje 

(Nossner & Parham 1995). La calreticulina en cambio, sí que juega un papel 

crítico en el ensamblaje de clase I, las células de ratón deficientes en 

calreticulina presentan un profundo defecto en la carga de péptidos a las 

moléculas de clase I (Gao et al. 2002). 

Los heterodímeros de clase I que se encuentran unidos a 

calreticulina se asocian con otras proteínas residentes del RE, incluyendo la 

óxido-reductasa tiol-dependiente, ERp57/ER60, las dos subunidades de 

TAP y la tapasina (glicoproteína asociada a TAP) (Grandea & Van Kaer 

2001). Este complejo proteico multifactorial se denomina “complejo de carga 

peptídico de MHC-I” (figura 9). 

La tapasina forma un enlace físico entre las dos subunidades de 

TAP y los heterodímeros de clase I (Ortmann et al. 1994; Suh et al. 1994). 

El dominio N-terminal de la tapasina interacciona con los dominios α2 y α3 

de la cadena pesada de clase I, mientras que la región citoplasmática C-

terminal y el dominio transmembrana interaccionan con TAP. 

 La calreticulina interacciona directamente con N-glicanos de cadena 

pesada de clase I (Sadasivan et al. 1996), y parece ser que se une de forma 

no-covalente con ERp57 (Frickel et al. 2002). Ésta interacciona 
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covalentemente con la tapasina a través de un puente disulfuro 

intercatenario. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.- Formación del complejo de carga peptídico. Las cadenas pesadas se asocian con 

calnexina o BiP. La asociación con β2-microglobulina desplaza a la calnexina generando el 

complejo de carga. Los péptidos degradados en el citosol vía proteosoma se transportan por 

los TAP hacial el lumen del RE de manera dependiente de ATP. En el complejo de carga 

peptídico los péptidos subóptimos se intercambian por péptidos óptimos mediante la tapasina. 

(Grandea & van Kaer. Trends in immunology, 2001, 22:194-199). 

Cln: calnexina, HC: cadena pesada, crt: calreticulina, tpn: tapasina, 2: LMP2, 7: LMP7. 

 

 La tapasina es un componente crítico del complejo de carga 

peptídico. En su ausencia, la calreticulina y ERp57 tienen una menor 

asociación con los heterodímeros de clase I (Grandea et al. 2000). El orden 

preciso del ensamblaje de los diferentes componentes del complejo no está 

claro. Parece ser que inicialmente los heterodímeros TAP interaccionan con 
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la tapasina y ERp57, el cual se encuentra unido no covalentemente a 

calnexina (Diedrich et al. 2001). Este complejo posteriormente se uniría a 

los heterodímeros clase I/β2m, con liberación de la calnexina y 

reclutamiento de la calreticulina, para generar el complejo de carga maduro. 

En ratones deficientes en tapasina (Garbi et al. 2000), la mayoría de las 

moléculas MHC-I están cargadas con péptidos de baja afinidad, que son 

inestables a temperaturas fisiológicas. Estas células por tanto expresan 

pocas moléculas de clase I en superficie y son defectivas en la presentación 

antigénica restringida a MHC-I. Como resultado, una de las funciones de la 

tapasina es editar el repertorio de péptidos catalizando el reemplazamiento 

de péptidos de baja afinidad por péptidos de alta afinidad (Androlewicz 

1999; Cabrera et al. 2005). 

La unión covalente entre la tapasina y ERp57 se ha observado que 

tiene una gran importancia para la completa oxidación de la cadena pesada 

(Dick et al. 2002). Así, mutaciones en la tapasina que impiden su unión con 

ERp57 no solamente impiden la completa oxidación de las moléculas de 

clase I sino que también previenen la carga de moléculas MHC-I con 

péptidos de alta afinidad. Este hallazgo sugiere que la tapasina influye en el 

repertorio de péptidos de las moléculas MHC-I al facilitar la formación de los 

puentes disulfuro de la cadena pesada de clase I. 

 
9.- FENOTIPOS ALTERADOS HLA DE CLASE I  

 

La pérdida del antígeno MHC asociado a la molécula de clase I, H-

2Kk , se describió por primera vez en un linfoma murino en 1976 y un año 

más tarde se describieron las pérdidas de moléculas HLA en tumores 

humanos (Garrido et al. 1976; Pellegrino et al. 1977). En los años siguientes 

se ha detectado una elevada proporción de tumores con estas alteraciones 

(Garrido et al. 1993; Hicklin et al. 1999). La pérdida total o selectiva de 

antígenos HLA de clase I se ha descrito en diferentes tipos histológicos de 

tumor (Garrido et al. 1997). Estas alteraciones se han puesto de manifiesto 
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mediante estudios que implican técnicas inmunohistoquímicas o de 

inmunofluorescencia de células tumorales mediante el uso de anticuerpos 

monoclonales que reconocen específicamente determinantes HLA de clase 

I, locus específicos (HLA-A, HLA-B) o alelo específicos (Garrido et al. 1997; 

Koopman et al. 2000). Las cifras de pérdidas de moléculas HLA de clase I 

son cercanas al 100% en algunos tumores: en carcinomas cervicales se 

presentan en un 96% (Koopman et al. 2000), en un 96% de cáncer de 

mama (Cabrera et al. 1996), en un 87% de carcinomas colorrectales 

(Cabrera et al. 1998), en un 97% de carcinomas de laringe (Cabrera et al. 

2000) y en un 72% de carcinoma de vejiga (Cabrera et al. 2003). Debido a 

la heterogeneidad de poblaciones celulares en los tejidos tumorales, es 

importante definir de forma precisa el déficit de las moléculas HLA de clase I 

en estas células tumorales. 

Garrido y colaboradores han agrupado estas alteraciones en la 

expresión de moléculas HLA de clase I en siete grupos (Garcia-Lora et al. 

2003) o fenotipos (figura 10). De este modo, se encuentran: 

 

-Fenotipo I: pérdida total o bajada de expresión de todos los alelos 

HLA. 

 -Fenotipo II: pérdida de un haplotipo HLA. 

 -Fenotipo III: pérdida de un locus HLA de clase I. 

 -Fenotipo IV: pérdida de un alelo HLA de clase I. 

-FenotipoV: fenotipo compuesto. Resultado de la combinación de 

dos alteraciones diferentes como por ejemplo, la pérdida de 

haplotipo más pérdida de locus, dando lugar a la expresión de un 

solo alelo HLA.  

 -Fenotipo VI: falta de respuesta al IFN-γ.  

-Fenotipo VII: baja expresión de moléculas HLA clásicas (Ia) con 

expresión aberrante de moléculas HLA no clásicas (Ib).  
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FENOTIPOS  HLA CLASE I EN TUMORES
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Figura 10.- Alteraciones en la expresión de moléculas HLA. Las células normales expresan 6 

alelos HLA de clase I (HLA-A1,-2, HLA-B1,-2, HLA-Cw1,2). Las moléculas HLA pueden estar total o 

parcialmente ausentes en las células tumorales (fenotipoI a V). Puede que las células 

tumorales no respondan a tratamiento con IFN (fenotipo VI) o  que expresen moléculas HLA-E 

aberrantes en células con baja expresión de HLA-A, -B o –C (fenotipo VII). 

 

 

Existen diferentes mecanismos moleculares que pueden llevar a la 

pérdida total o parcial de la expresión de las moléculas MHC de clase I. 

Estas pérdidas pueden producirse en cualquiera de los pasos que se llevan 

a cabo en los procesos de síntesis, ensamblaje, transporte o expresión en la 

superficie celular de las moléculas de clase I (Garrido et al. 1997; Ruiz-

Cabello & Garrido 1998). En el fenotipo I, se origina la pérdida total de HLA 

de clase I, que se puede asociar a la pérdida en la síntesis de β2-

microglobulina. Existen datos que establecen la presencia de mutaciones, 
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como ocurre en carcinomas colorrectales (Browning et al. 1996), 

melanomas (Benitez et al. 1998; Perez et al. 1999), adenocarcinoma de 

pulmón (Chen et al. 1996) y linfoma de Burkitt (Rosa et al. 1983). Otra de las 

alteraciones implicadas en este fenotipo radica en la maquinaria de 

procesamiento antigénico (APM). Estas alteraciones pueden ocasionar el 

defecto en el transporte de los péptidos desde el citoplasma al retículo 

endoplásmico (Restifo et al. 1993; Cabrera et al. 2003). En otros casos se 

origina la falta de expresión coordinada de varios componentes del APM 

(Ritz et al. 2001; García-Lora et al. 2003; Romero et al. 2005) y defectos 

estructurales en los genes del MHC que inducen una pérdida total de las 

moléculas HLA de clase I. 

 En el fenotipo II se produce la pérdida de un haplotipo, alteración 

que se encuentra en diferentes tejidos histológicos (Torres et al. 1996; 

Mendez et al. 2001). Se ha observado, mediante el uso de marcadores 

microsatélites que flanquean la región del MHC, que existen LOH de la 

región HLA del cromosoma 6 en el 46% de los carcinomas de cervix, el 36% 

de carcinoma de cabeza y nuca, en el 17% de carcinomas colorrectales y el 

17% de carcinoma de mama (Koopman et al. 2000; Maleno et al. 2004). 

 En el fenotipo III, la falta de expresión de un locus (A, B o C), se 

asocia con alteraciones en la transcripción de los genes MHC de clase I 

(Soong & Hui 1992). En melanoma se ha observado una falta de expresión 

selectiva de HLA-B con un incremento en la transcripción de c-myc, que 

interfiere con la transcripción del gen HLA-B a nivel del promotor 

(Peltenburg & Schrier 1994).  

 El fenotipo IV se manifiesta con pérdida alélica, resultado de 

mutaciones puntuales, deleciones parciales de los genes HLA de clase I o 

recombinación genética (Brady et al. 2000; Serrano et al. 2000). 

Recientemente se ha establecido la pérdida selectiva del alelo HLA-B44 en 

carcinoma colorrectal como consecuencia de un defecto en la tapasina 

(Cabrera et al. 2005). 
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 En el fenotipo V coexisten un conjunto de fenotipos por lo que se 

requiere al menos la combinación de alteraciones (Real et al. 1998). 

 El fenotipo VI engloba a los tumores que no responden a interferón, 

resultado de la falta de expresión del factor transcripcional que se une al 

interferón (IRSE) (Abril et al. 1996) y de una expresión alterada de las 

moléculas TAP1 y LMP2 por una ruta defectiva de IFN-γ (Dovhey et al. 

2000). 

 El último fenotipo descrito es el fenotipo VII, consistente en la 

pérdida de expresión de HLA de clase Ia y la expresión aberrante de clase 

Ib. Se origina cuando el tumor reduce drásticamente la expresión de 

moléculas HLA A, B, C y al mismo tiempo expresan HLA-E, que produce la 

inhibición de las células NK tras interaccionar con el receptor CD94/NKG2a  

(Marin et al. 2003). 

La pérdida completa de moléculas HLA de clase I debería fracasar 

como mecanismo de escape debido a un aumento de la susceptibilidad a la 

lisis por las células NK, consecuencia directa de las pérdidas (Porgador et 

al. 1997). Se plantea la pregunta de por qué las variantes defectivas para 

HLA de clase I continúan creciendo y no son destruídas por las células NK. 

Las células NK expresan receptores activadores como NKG2D que se unen 

a ligandos que pueden estar expresados en células tumorales, MICA y 

MICB. La activación de las NK por esta vía podría contrarrestar el efecto 

inhibidor de la unión de HLA-I con los receptores KIRs (Bauer et al. 1999; 

Groh et al. 1999) en aquellas células tumorales con expresión parcial de 

moléculas HLA de clase I. Así, a pesar de que los tumores negativos para 

HLA de clase I pueden ser susceptibles de la lisis por NKs, la ausencia de 

expresión de MICA o MICB permitíria tener a los tumores una ventaja de 

crecimiento, representando una estrategia potencial de escape. Esto no se 

ha demostrado en humanos (Garrido & Algarra 2001). 

Otra posible explicación de por qué las células tumorales HLA-I 

negativas no son destruídas por las NK, puede derivarse del modelo 

activación-inhibición (figura 11). Las células NK son rápidamente activadas 
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en presencia de factores estimuladores como IL-12, IL-2, IL-15 o IFNs tipo I 

en respuesta a condiciones inflamatorias asociadas con una infección 

microbiana. En ambientes “estériles” estos efectos estimuladores pueden no 

originarse (Gerosa et al. 2002). Además, la ausencia de expresión de 

moléculas coestimuladoras, como B7-1, B7-2, CD40 y CD70 por parte de 

los tumores, puede impedir una activación adecuada de las células NK a 

través de la ruta de coestimulación CD28 y CD27 (Galea-Lauri et al. 1999; 

Takeda et al. 2000). Es posible que en algunas situaciones los tumores 

puedan producir citoquinas inmunomoduladoras, como el factor de 

crecimiento transformante-β (TGF-β) o el factor inhibidor de la migración de 

macrófagos (MIF) (Apte et al. 1997), que inhibe directamente la activación 

de las células NK. 
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Figura 11.-Modelo de activación/inhibición durante el progreso tumoral. La activación 

inmunológica se origina en los estadíos iniciales de la progresión tumoral, como consecuencia 

de la expresión de neoantígenos por ejemplo. Otros factores que pueden producir la activación 

incluyen la generación de Hsps (heat shock protein) que resultan del estrés celular e 

intermediarios de oxígeno reactivos (ROI). Sin embargo, puede impedirse la activación por la 

ausencia de coestimulación adecuada, presencia de citoquinas inmunosupresoras (TGF-β), 

etc. El desarrollo del tumor sería el resultado del balance entre la activación y la resistencia o 

inhición del sistema inmunológico. (Khong et al. Nature 2002, 999-1005). 
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 En este trabajo se plantea la hipótesis de que las variantes 

tumorales con defectos en la expresión de moléculas HLA de clase I se 

generan al azar y posteriormente se seleccionan porque escapan a la 

respuesta celular mediada por linfocitos CD8+. Las moléculas HLA que se 

pierden durante la progresión tumoral, presentan péptidos antigénicos 

inmunodominantes que de ser reexpresados, originarían la eliminación por 

el sistema inmunológico de estas células tumorales. Si esta hipótesis es 

cierta, en el huésped de un tumor, la respuesta celular de linfocitos T CD8+ 

restringida por las moléculas HLA de clase I que se han perdido, ha debido 

generar clones de linfocitos T CD8+ memoria que pueden ser reestimulados 

si se recupera en el tumor la expresión de las moléculas HLA. Con esta 

hipótesis nos planteamos los siguientes objetivos: 

 

1. Caracterizar las lesiones moleculares, en la línea de melanoma 

ANDO-2, que condicionan la pérdida irreversible de la expresión de 

moléculas HLA de clase I 

 

2. Recuperar de forma estable la expresión de las moléculas HLA de 

clase I, que se han perdido, mediante transfección génica.  

 

3. Valoración de la respuesta inmunológica celular in vitro mediada por 

los linfocitos T CD8+ autólogos frente a la línea ANDO-2 

transfectada para HLA de forma comparativa con la línea original 

mediante la determinación de la frecuencia de precursores de CTLs. 

 

4. Estudio de las modificaciones fenotípicas HLA in vivo, al pasar la 

línea de melanoma ANDO-2 por ratones atímicos. 

  

5. Influencia de la expresión de moléculas HLA en el comportamiento 

in vivo en ratones atímicos: ensayos de crecimiento local y potencial 

tumorigénico. 
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1.- CULTIVOS CELULARES 

 

 1.1.- LÍNEAS CELULARES 

 

  1.1.1.- Obtención de  ANDO-2 

 

 El paciente LB-41 o ANDO presentó un melanoma primario en la 

oreja izquierda que fue extirpado en 1987. En enero de 1990 se 

detectaron metástasis en la parótida izquierda y ganglio linfático cervical 

izquierdo que fueron extirpadas. En Julio de ese mismo año, se detectó 

una metástasis en el ganglio linfático supraclavicular izquierdo que tras 

ser extirpada se adaptó a cultivo. Esta línea se denominó ANDO-2 (figura 

12). 

El paciente ANDO ha estado sometido a vacunaciones hasta mayo de 

2002 consistentes en la inyección de la línea tumoral autóloga  ANDO-2 

más IL-2. La línea ANDO-2 fue preincubada con IFN-γ. Desde que la 

metástasis surgida en julio de 1990 fuera extirpada, no han existido 

evidencias de enfermedad en el paciente. 
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Figura 12.- Evolución del paciente  ANDO-LB41 
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  1.1.2.- Obtención de  ANDO-EBV 

 

 La línea productora de EBV es bT6 transfectada con CD40L. 

Tras despegar con PBS-EDTA, las células se resuspenden en 1 ml de 

medio de  cultivo Iscove completo a una concentración de 1 x 10⁵ células 

/ml y se siembran en un pocillo (placa de 24 pocillos). A continuación se 

procede a descongelar el PBL de ANDO, se resuspende en 10 ml de 

medio de cultivo y se centrifugan a 1800 rpm durante 5 minutos. Tras la 

centrifugación, los linfocitos se cuentan con trypan blue (V/V) y se 

resuspenden en 1 ml de medio de cultivo completo.  Se mezclan en el 

pocillo en  el que previamente se ha añadido la línea productora de virus 

y se añade ciclosporina A (1 µg/ml), para impedir la proliferación de los 

linfocitos T.  

El medio se cambia cada dos días. Se extrae 1ml del sobrenadante y se 

añade 1 ml de medio completo con ciclosporina A. 

 

Tanto la línea ANDO-2 como ANDO-EBV fueron mantenidas en medio 

de cultivo ISCOVE (Gibco, Pisley, UK) suplementado con el 10% de 

suero fetal bovino (Life technologies, Milan, Italy), glutamina 2mM, 

ampicilina 500µg/ml y gentamicina (Genta-Gobens) 40µg/ml. 

 

 1.2.- MÉTODOS DE CULTIVO CELULAR 

 

 El cultivo de las líneas celulares se realizó en condiciones de 

esterilidad en campana de flujo laminar, usando material y soluciones 

estériles. Todas las líneas fueron cultivadas en medio Iscove completo. 

Para el cultivo se utilizan frascos estériles y la incubación se lleva a cabo 

en una estufa a 37ºC, en atmósfera de 5% de CO� y 90% de humedad. 

  En el caso de células adherentes al frasco de cultivo, el medio 

de cultivo fue cambiado de acuerdo con su acidificación, al menos una 

vez a la semana, para lo que se deben despegar las células adheridas al 
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plástico del frasco de cultivo añadiendo una solución de PBS-EDTA. Se 

incuban las células 10 min a 37ºC, se golpea el frasco y las células se 

despegan debido a que el EDTA secuestra el Ca⁺ ⁺  que es necesario 

para que las células permanezcan adheridas. A continuación se pasa la 

suspensión celular a frascos universales estériles y se centrifugan a 

200xg durante 5 minutos. Se desecha el sobrenadante y el botón de 

células se resuspende en medio de cultivo nuevo, pasándolo 

posteriormente a un frasco de cultivo nuevo. Cuando el frasco presenta 

una confluencia del 80-90%, las células se duplican en dos frascos de 

cultivo nuevos siguiendo el procedimiento anterior. 

 Las células que crecen en suspensión se cambiaron también de 

acuerdo a la acidificación del medio. Para ello, las células se vierten a un 

tubo universal y se centrifugan a 300xg durante 5 minutos. Se deshecha 

el sobrenadante y el pellet se resuspende en medio de cultivo nuevo, 

pasándolo entonces a un nuevo frasco de cultivo. 

 

 1.3.- CONGELACIÓN DE LAS CÉLULAS 

 

 Para conservar líneas celulares durante un largo período de 

tiempo, se congelan las células en nitrógeno líquido. El proceso consiste 

en centrifugar las células a 300xg en frascos universales durante 5 

minutos y se resuspenden en suero fetal bovino inactivado más el 10% 

de DMSO. Se distribuyen en criotubos y se introducen rápidamente en el 

congelador de -80ºC, pasándose a las 24 horas a nitrógeno líquido. 

Para descongelarlas se introducen en un baño a 37ºC y posteriormente 

se lavan dos veces con PBS estéril, para eliminar los restos de DMSO. 

Por último, son resuspendidas en medio de cultivo y depositadas en 

frascos de cultivo. 
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 1.4.- LAVADO DE LAS CÉLULAS 

 

 Esta operación se realiza para retirar los restos de medio de 

cultivo cuando las células van a ser sometidas a algún experimento 

posterior, cuando se van a extraer ácidos nucleicos o proteínas o cuando 

las células van a ser congeladas. Se centrifugan las células a 300xg 

durante 5 minutos y al botón celular se le añaden 20 ml de PBS estéril, 

volviéndose a centrifugar. 

 

 1.5.- TRATAMIENTO DE LAS CÉLULAS CON  IFN-γ 

 

 La inducción de la expresión de las moléculas HLA de clase I y II 

se realizó por incubación durante 48 horas con 800 U/ml de IFN-γ 

humano (Boehringer Manheim, Manheim, Germany). 

 

2.- ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO 

  

 2.1.- ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS HLA DE 

CLASE I Y II EN SUPERFICIE 

 

  2.1.1.- Material 

 

-PBS y PBS-EDTA (0,2g/l de EDTA en PBS) 

-FACScan (Becton-Dickinson, Mountain View, CA) 

-Anticuerpos primarios monoclonales locus o alelo específicos: anti-HLA-

locusA (A131), anti-HLA-locusB (Q6/64), anti-HLA-Bw4 (116-5-28), anti-

HLA-Bw6 (126.39), anti-HLA-claseI (W6/32), anti-HLA-DR (GRB1), anti-

HLA-DP (B7-21), anti-HLA-A2 (0475HA), anti-HLA-A32 (0136HA), anti-

HLA-B13 (BIH0261, marcado con biotina), anti-HLA-B60 (0831HA) (ONE 

LAMBDA INC, USA); anti-HLA-G, anti-HLA-E, anti-CD117 y anti-CD146 

(BD Biosciences pharmigen, Europe). 
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-Anticuerpo secundario marcado con isotiocianato de fluoresceína (FITC) 

(DakoA/S, Glostrup, Denmark). 

-Estreptavidina-Phycoeritrina (BD Pharmingen, Europe). 

 

  2.1.2.- Método 

 

 Las células a estudiar son despegadas del frasco de cultivo con 

PBS-EDTA, y posteriormente son lavadas dos veces con PBS frío, con el 

fin de eliminar los restos de medio de cultivo. Posteriormente, las células 

son incubadas con el primer anticuerpo anti-HLA-clase I y o clase II, a 

concentración saturante durante 30 minutos a 4ºC. Tras un lavado con 

PBS se incuban con el segundo anticuerpo FITC a dilución 1/40 durante 

30 minutos a 4ºC. Por último, se lavan de nuevo y se analizan por 

citometría de flujo mediante FACScan. Se utilizaron como controles 

negativos, las células incubadas con un isotipo control y células 

incubadas sólo con el segundo anticuerpo FITC. Los parámetros del 

instrumento fueron chequeados y la calibración se llevó a cabo por el 

FACScomp Software. Los histogramas se obtuvieron por amplificación 

logarítmica de la fluorescencia emitida por las células. Cada muestra 

analizada constó de un mínimo de 10⁴ células. 

 

3.- EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLÉICOS 

 

 3.1.- EXTRACCIÓN DE DNA 

La extracción del DNA  se llevó a cabo con el kit comercial 

(QIAmp DNA Mini Kit, Qiagen, Inc. USA). 

 

  3.1.1.- Material 

- PBS 

- Proteinase K 

- Buffer AL (buffer de lisis) 

- Etanol 70% 
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- Buffer de lavado (AW1, AW2) 

- Buffer de elución (AE) 

 

  3.1.2.- Método 

 

En primer lugar 5 x 10⁵ células se resuspenden en 200µl de 

PBS. Se mezcla en cada ependorf  20µl de proteinasa K (lisis), 200µl de 

células resuspendidas en PBS y 200µl de buffer AL (buffer de lisis). Esta 

mezcla se incuba a 56º durante 10 min. Tras la incubación, se añaden 

200µl de etanol y se homogeniza. Posteriormente se centrifuga a 

8000rpm durante 1 min. El sobrenadante se vierte a una columna de 

silica-gel y se centrifuga a 8000rpm durante 1min. Se desecha  el tubo y 

se añade a la columna 500 µl de buffer AW1. Se centrifuga de nuevo a 

8000rpm durante 1 min. Se desecha de nuevo el tubo y se pasa la 

columna a un nuevo tubo al que se añade 500µl de buffer AW2. Se 

centrifuga a 13000rpm durante 3 min. Los dos buffers de lavado 

utilizados, AW1 y AW2, aumentan la pureza del DNA extraído. Las 

condiciones de lavado también aseguran la completa eliminación de 

cualquier contaminante residual sin afectar a la unión del DNA. La 

columna se pasa a un ependorf y se añade 200 µl de tampón de elución. 

Se centrifuga a 8000rpm durante 1 min y el DNA obtenido se almacena a 

4ºC. 

 

 3.2.- EXTRACCIÓN DE mRNA 

 

  3.2.1.- Fundamento 

 

El método utilizado se fundamenta en que la subpoblación de 

mRNA contiene una “cola” constituída por una secuencia poliadenílica 

(poliA) formada por unos 200 nucleótidos que posteriormente se acortan 

a unos 40-45 residuos de adenina. La existencia de estas colas de poliA 

permite la extracción de mRNA (desechando el tRNA y rRNA) ya que 
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estas colas hibridan con oligodT y se unen a streptavidina sobre un 

soporte sólido (bolitas magnéticas). El tRNA y rRNA que no contienen 

estas “colas”, se pierden con el lavado. Posteriormente, el mRNA se 

eluye del soporte sólido y es almacenado para su uso posterior. 

 

  3.2.2.- Material 

 

- PBS-EDTA 

- mRNA Isolation Kit (Roche) que incluye las siguientes 

soluciones: 

o tampón de lisis 

o partículas magnéticas unidas a Streptavidina 

o Biotina-oligo(dT) 

o Tampón de lavado 

o Agua libre de RNAasa 

o Tampón de almacenamiento 

 

  3.2.3.- Método 

 

Se utilizaron 2 x 10⁶ células que se lavaron con tampón PBS y se 

pusieron en un tubo eppendorf. Seguidamente se añade 500µl de 

tampón de lisis y se hace pasar 6 veces por una jeringa 21-G. Se hibrida 

el lisado con 50pmol de oligo(dT) unido a biotina y se procede a la 

inmovilización del RNA + oligo(dT) con las partículas magnéticas unidas 

a streptavidina incubando a 37º durante 5 minutos. Posteriormente se 

procede al lavado del mRNA unido a las partículas magnéticas mediante 

200µl de tampón de lavado y utilizando un separador magnético (imán) 

durante 3 minutos, desechando el sobrenadante en cada lavado. Por 

último, se eluye el mRNA con 15µl de tampón de elución durante 2 

minutos a 65ºC y se transfiere el sobrenadante a un eppendorf limpio 

para estudios posteriores. 
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4.- CUANTIFICACIÓN DE DNA, RNA y OLIGOS 

 

 Para la cuantificación se utiliza un espectrofotómetro ultravioleta 

a una longitud de onda de 260nm. Se realiza una dilución 1/20 y 

medimos la absorbancia o densidad óptica (D.O) de la muestra. 

Conocemos que 1 D.O corresponde a 50 µg/ml. La absorbancia a 260nm 

corresponde a DNA, mientras que la absorbancia a 280nm corresponde 

a la concentración de proteínas. La relación de la D.O. a 260nm/ D.O. a 

280nm es el índice de pureza de la muestra, aconsejándose que sea 

superior a 1.5; mientras que la lectura inversa, 280/260 debe ser de 0.5. 

Se obtiene la concentración de DNA directamente en µg/µl, y lo hace 

multiplicando la lectura obtenida a 260nm por 50 (ya que una unidad de 

absorbancia a 260nm se corresponde con una solución de DNA de 

50µg/ml) y por la dilución. La concentración de RNA se obtiene del 

mismo modo pero multiplicando la lectura por 40, ya que una unidad de 

absorbancia a 260nm se corresponde con una solución de RNA de 40 

µg/ml, y por el factor de dilución. 

 

5.- SÍNTESIS DE cDNA 

 

 5.1.- Método 

 

El cDNA fue sintetizado con 100 nanogramos de mRNA, con el 

kit de RT-PCR (SuperScript III Reverse Transcriptase, Invitrogen 

Corporation, California), en un volumen total de 20µl.  

En un tubo de PCR se añade: 

 -1µl de oligo(dT) (50µM) 

 -1µl 10mM dNTPs 

 -100ng de mRNA 

 - Agua destilada estéril, hasta un volumen de 13µl 

Se calienta a 65ºC durante 5 minutos y se incuba en hielo 1 minuto. Se 

añaden: 



                                                                    MATERIALES Y MÉTODOS 

 - 90 - 

 -4µl de buffer 5X First-Strand 

 -1µl de DTT 0,1M 

 -1µl de RNAsa Out (inhibidor de Rnasa) 

 -1µl de SuperScript III RT (200 unidades/µl) 

Se mezcla bien por pipeteo y se incuba a 50ºC durante 60 minutos. 

Posteriormente se inactiva la reacción a 70ºC durante 15 minutos. 

Este cDNA fue diluído posteriormente hasta un volumen final de 100µl. 

 

6.- ESTUDIO DE LOH 

 

 6.1.- Fundamento 

 

Para estudiar el cromosoma 6 en 6p21.3, región HLA, se 

utilizaron 7 microsatélites, y uno para 6q. Las  características de todos 

ellos se detallan a continuación en la tabla 6.  

Cada uno de estos marcadores se escogió en base a dos 

criterios básicos, su localización y el grado de heterocigosidad que 

presentan. 

La amplificación de cada marcador de microsatélites se realizó 

mediante PCR, utilizando parejas de oligonucleótidos situados a ambos 

lados de la secuencia de los microsatélites marcando una de las 

secuencias (5´-end) con 6-FAM (azul)/TET (verde) fluorescente (PE 

Biosystems®). 

Aprovechando los diferentes tamaños de los microsatélites y los 

diferentes colores-fluorescencias de los marcadores-primers (6-FAM-

azul, TET-verde), hacemos mezclas de los primers. Cada primer se 

ajustó a 1pmol/µl y de la mezcla cogemos 1.00µl/muestra. 

  

MIX.1: D6S105, D6S276 

 MIX 2: D6S291, D6S265, D6S273 

 MIX 3: D6S311 y D15S209 

 MIX 4: C:1.2.C y C:1.2.5 
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Tabla 6.- Características de los primers utilizados en el estudio de LOH. 

 

 
 6.2.- Método 

 

La PCR  se hizo de acuerdo con el Gene Scan® Reference 

Guide (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) con las siguientes 

modificaciones: 

 -5µl de DNA (10-20 ng/µl) 

 -1.00µl de primer mix, (5µM  cada primer) 

 -0.12µl de Taq Gold DNA polymerasa (5U/µl) (Applied 

biosystems, USA) 

 -1.50µl de 10X PCR buffer incluyendo MgCl� (Applied 

Biosystems, USA) 

 L u g a r  T a l l a  A l e l o s  % H e t  M a r c a j e  S e c u e n c i a          

D6S311 6q 2 4  2 30 -
2 7 6 

    18  0 . 9 1 6-F AM  C A: 5 ´ AT G T C C T C AT T G G T G T T G T G 3´  
G T : 5 ´ G AT T C AG AG C C C AG G AAG AT 3´  

D6S2 9 1 6p 2 1. 3 
r e g i ó n  
c l a s e  I I  

19 8 -
2 10  

     7  0 . 7 0  6-F AM  C A: 5 ´ C T C AG AG G AT G C C AT G T C T AAAAT A3´  
G T : 5 ´ G G G G AT G AC G AAT T AT T C AC T AAC T 3´  

D6S2 7 3 6p 2 1. 3 
r e g i ó n  
c l a s e  I I I  

12 0 -
14 0  

     8  0 . 7 6 T E T  C A: 5 ´  G C AAC T T T T C T G T C AAT C C A3´  
G T : 5 ´ AC C AAAC T T C AAAT T T T C G G 3´  

C . 1. 2 . C  R e g i ó n  A 
t e l  M I C B  
( 62 K b )  

2 60 -
2 34  

    14  0 . 8 4  6-F AM  C A: 5 ´ G G AT C C T AG G AAC T C C C T C T G 3´  
G T : 5 ´ G AG C AG AAG G G AG AT G AAAT G 3´  

C . 1. 2 . 5  R e g i ó n  A 
t e l  H L A-B  
( 62 K b )  

17 8 -
2 2 0  

    2 0  0 . 8 9  6-F AM  C A: 5 ´ C AG T AG T AAG C C AG AAG C T AT T AC 3´  
G T : 5 ´ AAG T C AAG C AT AT C T G C C AT T T G G 3´  

D6S2 65  C e n t r :  
H L A-A 

118 -
14 0  

    12  0 . 7 8  6-F AM  C A: 5 ´ AC G T T C G T AC C C AT T AAC C T 3´  
G T : 5 ´ AT C G AG G T AAAC AG C AG AAA3´  

D6S10 5  
 

T e l . H L A-A 
 

116-
138  

    12  
 

0 . 8 2  
 

6-F AM  
 

C A: 5 ´ G C C C T AT AAAAT C C T AAT T AAC 3´  
G T : 5 ´ G AAG G AG AAT T G T AAT T C C G 3´  

D6S2 7 6 T e l  H L A-A 19 8 -
2 30  

    14  0 . 8 3 T E T  C A: 5 ´ T C AAT C AAAT C AT C C C C AG AAG 3´  
G T : 5 ´ G G G T G C AAC T T G T T C C T C C T 3´  



                                                                    MATERIALES Y MÉTODOS 

 - 92 - 

 -1.50µl de dNTPs mix (250µl de cada dNTP) 

 -agua desionizada destilada hasta un volumen final de 15µl 

 

El programa del termociclador (PTC-100 Cycler, MJ Research) 

fue el siguiente: 

 -95ºC durante 12 minutos 

 -10 ciclos incluyendo: 94ºC durante 30s, 55ºC durante 30s, 72ºC 

durante 30s); 

 -20 ciclos que incluyen: 89ºC durante 30s, 55ºC durante 30s, 

72ºC durante 30s, y una extensión final a 60ºC durante 45 min. 

 

 6.3.- Gel de poliacrilamida 

 

 La electroforesis se realiza durante 2 horas en el gel de 

poliacrilamida 5% Long-Ranger®-6M urea, utilizando el secuenciador 

ABI PRISM 377 DNA con 36 calles a 2400 scan/hr. y 3000 v, el tamaño 

de los fragmentos es determinado automáticamente utilizando el 

software Gene Scan (PE Biosystems). 

 

 6.4.- Análisis de los fragmentos de PCR 

 

El software Genotyper® interpreta los resultados del Gene Scan 

respecto al tamaño, altura o área de los fragmentos generados en la 

PCR y asigna el valor a los alelos que se encuentran dentro de unos 

parámetros previamente establecidos para un microsatélite en particular, 

además de proporcionar diferentes representaciones gráficas. Los alelos 

se definen por el tamaño de los fragmentos, que se estiman por la 

capilaridad de los productos de la PCR en la electroforesis. 

 

Se ha decidido asignar como LOH cuando existe una reducción 

del 25% del tamaño de un alelo en el DNA obtenido del tumor 

comparado con los del control normal de la misma muestra. 
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El primer alelo es el fragmento más corto, el 2º alelo es más largo. Se 

considera para el cálculo de LOH que la altura y el área de los alelos da 

resultados comparables, utilizamos la altura como representación de la 

intensidad de la fluorescencia de cada alelo, porque el área es de más 

difícil cálculo por la presencia de stutters. 

 

                  Altura del 2º alelo tumoral/ Altura del 1º 

                  Altura del 2º alelo normal/ Altura del 1º 

 

Cuando la LOH se produce en el alelo más corto, la reducción de 

la señal debe ser calculada como la inversa de X, le llamamos Y= 1/X 

Se considera que existe una pérdida de haplotipo cuando existe LOH de 

tres o más marcadores de los estudiados para cromosoma 6.  

 

7. TIPAJE HLA 

 

 7.1.- Análisis con oligonucleótidos específicos de secuencia 

(SSO) 

 

  7.1.1.- Fundamento 

 

El análisis con oligonucleótidos específicos de secuencia (SSOr) 

se realizó con el kit DYNAL RELI®SSO HLA-A, B, C, DR y DQ Typing kit.  

Para genotipar una muestra en HLA se realiza una amplificación del 

exón 2 y exón 3 para los genes de clase I, y el exón 2 para los genes de 

clase II, que codifican la región más polimórfica de estos genes. 

 

  7.1.2.- Método 

 

Utilizamos 7.5µl de DNA, 15µl de la mezcla de primers, dNTPs y 

Taq polimerasa termorresistente, y 7.5µl de MgCl� incluídos en los 

distintos kits para cada uno de los locus o regiones del HLA (Dynal 

   LOH (x)= 
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RELI®) y son amplificados por PCR. El amplificado, se desnaturaliza 

para separar la doble cadena de DNA, y se añade a una bandeja donde 

se han colocado, inmersas en una solución astringente, las tiras 

reactivas (Dynal RELI®SSO Typing Trays) que contienen fijados por una 

membrana de nylon las distintas secuencias específicas de 

oligonucleótidos, al añadir el producto de PCR, van a capturar las 

secuencias complementarias. 

Los primers están marcados con biotina. Se añade estreptavidina 

marcada con peroxidasa, que se fijará a la biotina. Y finalmente se añade 

TMB (tetrametilbencidina) y peróxido de hidrógeno para colorear el 

complejo. En los distintos pasos seguidos en el proceso de detección 

seguimos el protocolo y los reactivos incluídos en el kit de detección 

(Dynal RELI® SSO Strip Detection Reagent Kit) 

En la tira reactiva se observa un patrón de bandas que se interpreta con 

un programa informático (Dynal RELI® SSO Pattern Matching Program 

5.1). 

 

 7.2.- Tipaje basado en la secuenca (SBT) para los genes HLA de 

clase I 

  7.2.1.- Reacción de amplificación: 

 

La reacción de amplificación se realiza en las siguientes condiciones: 

 

a) Locus A.  

1- Preparar las siguientes mezclas: 

MIX 1: 5 µl dNTPs x nº de muestras +1 

  1 µl del primer A 5.4 x nº de muestras +1  

  1 µl del primer A 3.2 x nº de muestras +1 

  17 µl de agua bidestilada x nº de muestras +1 

MIX 2:  0,70 µl de Taq polymerase (Boehringer Mannheim) x nº de 

muestras +1 
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  5 µl de Buffer enzima 10 x (con Cl2Mg) x nº de muestras 

+1  

  19,30 µl de agua bidestilada x nº de muestras +1 

2- Alicuotar 1µl de DNA (0,3 µg/µl) en cada tubo de PCR 

3- Añadir 24 µl de la MIX 1 a cada tubo de PCR (puede pipetearse en 

pared para no tener que cambiar de punta por cada tubo de PCR) 

4- Añadir 25 µl de MIX2 a cada tubo de PCR. 

5- Colocar en el ciclador con el siguiente programa de amplificación: 

98º C 20 s 

98º C 5 s; 65º C 30 s, 68º 120 s [8 ciclos] 

96º C 5 s; 60º C 30 s; 68º C 120 s [32 ciclos] 

4º C  

b) Locus B. 

- Preparar las siguientes mezclas: 

MIX 1:  10 µl dNTPs x nº de muestras +1 

  1 µl del primer BX1 x nº de muestras +1 

  1 µl del primer BINT3 x nº de muestras +1 

  37 µl de agua bidestilada x nº de muestras +1 

MIX 2: 0,75 µl de Taq polymerase (Boehringer Mannheim) x nº de 

muestras +1 

  10 µl de Buffer enzima 10 x (con Cl2Mg) x nº de muestras 

+1  

  39,25 µl de agua bidestilada x nº de muestras +1 

2- Alicuotar 1µl de DNA (0,3 µg/µl) en cada tubo de PCR 

3- Añadir 49 µl de la MIX 1 a cada tubo de PCR (puede pipetearse en 

pared para no tener que cambiar de punta por cada tubo de PCR) 

4- Añadir 50 µl de MIX2 a cada tubo de PCR. 

Colocar en el ciclador con el siguiente programa de amplificación: 

98º C 20 s 

98º C 5 s; 65º C 30 s, 72º 120 s [8 ciclos] 

96º C 5 s; 60º C 30 s; 72º C 120 s [32 ciclos] 
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4º C  

c) Locus C 

- Preparar las siguientes mezclas: 

MIX 1:   5 µl dNTPs x nº de muestras +1 

  1 µl del primer DMEX1 x nº de muestras +1 

  1 µl del primer DMEX4 x nº de muestras +1 

  17 µl de agua bidestilada x nº de muestras +1 

 

MIX 2:  0,70 µl de Taq polymerase (Boehringer Mannheim) x nº 

de muestras +1 

  5 µl de Buffer enzima 10 x (con Cl2Mg) x nº de muestras 

+1  

  19,30 µl de agua bidestilada x nº de muestras +1 

2- Alicuotar 1µl de DNA (0,3 µg/µl) en cada tubo de PCR 

3- Añadir 24 µl de la MIX 1 a cada tubo de PCR (puede pipetearse en 

pared para no tener que cambiar de punta por cada tubo de PCR) 

5- Añadir 25 µl de MIX2 a cada tubo de PCR. Volumen final de la 

reacción 50 µl. 

Colocar en el ciclador con el siguiente programa de amplificación: 

98º C 20 s 

98º C 5 s; 65º C 30 s, 72º 120 s [8 ciclos] 

96º C 5 s; 60º C 30 s; 72º C 120 s [32 ciclos] 

4º Cr 

La reacción de amplificación dura aprox. 3 horas en un ciclador PE 9600 

(para el que están ajustados los tiempos y temperaturas aquí señaladas). 

 

  7.2.2.- Purificación en columnas: 

 

Se utilizan columnas MICROCON Microconcentrators (Amicon). 
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1- Se añaden a la columna el producto de PCR junto con 410 λ 

de agua b.d. Colocar la columna sobre un eppendorf 

colector. 

2- Se tapa la columna y se centrifuga a 3.000 rpm 8 min. 

Desechar el eppendorf. 

3- Dar la vuelta a la columna y añadir 25µl de agua y colocar 

sobre un nuevo tubo eppendorf. 

4- Centrifugar nuevamente 3.000 rpm 2 min. El tubo eppendorf 

contiene el producto de PCR purificado. 

 

  7.2.3.- Reacción de secuenciación: 

 

4 µl de BigDye (Perkin Elmer) 

5 µl del producto de PCR antes obtenido 

5 µl de agua bidestilada 

1 µl de primer de secuenciación. 

 

Para el locus A esta mezcla debe realizarse con cada uno de los 6 

primers descritos, de manera que serán 6 reacciones diferentes para 

secuenciar los exones 2,3 y 4 del locus A tanto en sentido directo 

(forward) como reverso (backward). En el locus B se emplean hasta 4 

primers diferentes (4 reacciones independientes) para secuenciar los 

exones 2 y 3. De igual manera se procede para el locus C. 

La PCR de secuenciación se llevó a cabo con las siguientes condiciones: 

20 ciclos a 96ºC durante 15sg, 55ºC durante 10s, 60ºC durante 4 min. 

 

  7.2.4.- Purificación de la reacción de secuenciación: 

 

Se utilizan columnas CentriSep Spin Columns (Applied Biosystems): 
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1- Abrir las columnas y añadir 800 µl de agua b.d. Disolver el gel 

que incluye la columna sin que se formen burbujas. Incubar 30 

min. 

2- Quitar la tapa inferior de la columna y dejar gotear el agua sobre 

un tubo colector. Drenar la columna. 

3- Centrifugar 3.000 rpm 2 min 

4- Desechar el tubo colector 

5- Transferir 20 µl del producto de reacción de secuenciación. 

Echar en el centro de la columna. 

6- Colocar un eppendorf en la parte inferior de la columna 

7- Centrifugar 3.000 rpm 2 min. En el eppendorf se recoge la 

muestra ya purificada 

8- Secar la muestra. 10-15 min en bomba de vacío. 

9- La muestra puede almacenarse liofilizada a –20 º C hasta su uso 

posterior. 

 

La muestra así obtenida está preparada para ser sometida a 

electroforesis en un gel de acrilamida. Esta muestra para ser cargada en 

el gel debe resuspenderse en 5 µl de formamida más 1 µl de buffer de 

carga por cada muestra. Se carga en el gel 1,75 µl de la mezcla. 

 

  7.2.5.- Electroforesis y Análisis 

 

 El software ABI PRISM Collection dispone una electroforesis a 

3.000 v durante 3 horas (también puede realizarse a 7 horas). 

Con el software MATCH TOOLS, MATCH MAKER y NAVIGATOR 

(Perkin Elmer) incorporados al secuenciador automático se compara la 

secuencia obtenida con la de los alelos descritos en los loci A, B, C. En 

ocasiones, si la secuencia tiene algo de fondo o en casos particulares, es 

preferible realizar una lectura manual de las secuencias.  

Los primers utilizados en cada una de las reacciones de amplificación y 

secuenciación son: 
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a) Locus A 

 

Cebadores Localiz Secuencia Reacción 

A 5.4-Fw Exón 1 5´CGC.CGA.GGA.TGG.CCG.TC 3´   Amplificación 

A 3.2-Bw Exón 5 5´GGA.GAA.C(C/T)A.GGC.CAG.CAA.TGA.TGC

.CC 3´ 

Amplificación 

A 5.9-Fw Exón 2 5´CA.GGA.TCG.GGC.(A/G)GG.TCT.CAG.CC 3´ Secuenciación 

exón 2 

B 3.6-Bw Exón 2 5´CA.GGA.GAG.GCG.CCC.CGT.GGC 3´ Secuenciación 

exón 2 

A 5.10-Fw Exón 3 5´CA.GGA.GGG.CTC.GGG.GGA.C(C/T)G.GG 

3´ 

Secuenciación 

exón 3 

A 3.4-Bw Exón 3 5´CA.GGA.CAC.TCA.CCG.GCC.TCG.CTC.TGG 

3´ 

Secuenciación 

exón 3 

A 5.11-Fw Exón 4 5´CA.GGA.ATG.ACA.GAT.GC(C/A).AAA.TGC.C

T 3´ 

Secuenciación 

exón 4 

A 3.8-Bw Exón 4 5´CA.GGA.AC.ACC.CCC.(A/T)TC.TCC.CTC.C 

3´ 

Secuenciación 

exón 4 

 

b) Locus B 

 

Cebadores Locali. Secuencia Reacción 

BX1-Fw Intrón 

1 

5´GGG.AGG.AGC.GAG.GGG.ACC.(G/C)CA.G 

3´   

Amplificación 

BINT3-Bw Intrón 

3 

5´GGA.GGC.CAT.CCC.CGG.CGA.CCT.AT 3´   Amplificación 

BEX2-Fw Intrón 

1 

5´GGG.CGC.AGG.ACC.(T/C)G(A/G).GGA 3´ Secuenciación 

exón 2 

BEX2-Bw Intrón 

2 

5´GGT.CAC.TCA.CCG.(G/T)CC.TCG 3´ Secuenciación 

exón 2 

BEX3-Fw Exón 3 5´GGG.GCC.AGG.GTC.TCA.CA 3´ Secuenciación 

exón 3 

18CIN3-

Bw 

Intrón 

3 

5´CCC.ACT.GCC.CCT.GGT.ACC 3´ Secuenciación 

exón 3 
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c) Locus C 

 

Cebadores Locali. Secuencia Reacción 

DMEX1-

Fw 

Intrón 

1 

5´CTC.(C/A)TC.CTG.CTG.CTC.TCG.GGA 3´ Amplificación 

DMEX4-

Bw 

Intrón 

3 

5´CCA.TCT.CAG.GGT.GAG.GGG.CTC 3´ Amplificación 

DLF-Fw Intrón 

1 

5´GAG.GGT.CGG.GCG.GGT.CTC.AG 3´ Secuenciación 

exón 2 

DLR-Bw Intrón 

2 

5´GGG.CCG.TCC.GTG.GGG.GAT.G 3´ Secuenciación 

exón 2 

DLF-Fw Intrón 

2 

5´GTT.TAG.GCC.AAA.ATC.CCC.GC 3´ Secuenciación 

exón 3 

DLR-Bw Intrón 

3 

5´CTC.CCA.CTG.CCC.CTG.GTA.CC 3´ Secuenciación 

exón 3 

 

 

8.- RT-PCR  

 

8.1.- RT-PCR semicuantitativa 

 

Los cDNAs fueron amplificados por PCR en presencia de 

primers específicos para los genes siguientes: β2-microglobulina, HLA-A, 

HLA-B, β-actina, TAP1, TAP2, Tapasina, LMP2 y LMP7 (Tabla 7). Las 

amplificaciones semicuantitativas se realizaron utilizando diferentes 

cantidades de cDNA y un número limitado de ciclos. Se llevaron a cabo 

en el termociclador Perkin Elmer con las siguientes condiciones: un ciclo 

de 94ºC durante 9 minutos, seguido por 30 ciclos de 94ºC durante 30 

segundos, 65ºC durante 30s, 72ºC durante 3 minutos; finalmente un ciclo 

de 72ºC durante 10 minutos. La PCR se realizó en un volumen de 50µl 

con 5µl de cDNA, 5µl de 10X PCR buffer, 50mM de MgCl2 , 10mM de 

cada deoxinucleótido trifosfato, 10µM de cada primer y 2U de 

AmpliTaqGold DNA Polimerasa (Applied Biosystems, Branchburg, New 

Jersey, USA). Se analizaron 10µl de cada producto amplificado sobre un 
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gel de agarosa al 2%, teñidos con bromuro de etidio y fotografiados bajo 

la luz ultravioleta. Los amplificados se confirmaron por secuenciación. 

 

OLIGONUCLEÓTIDOS SECUENCIA (5´- 3´) 

AS-Fw GACAGCGACGCCGCGAGCCA 

ANSA-Bw GGCAGCGACCACAGCTCCAG 

BSA-Fw GACAGCGACGCCGCGAGTCC 

BNSA-Bw AGTAGCGACCACAGCTCCGA 

HLA-ABC-Fw GATTCTCCCCAGACGCCGAG 

HLA-CO1-Bw TCAGAGCCCTGGGCACTGTT 

TAP1-Fw GCAGAATCTGTACCAGCCCAC 

TAP1-Bw GGCTGTTTGCATCCAGGG 

TAP2-Fw AGGTGGTTTCAGTTGGGCAGG 

TAP2-Bw CTGCAGCCTGTGAGCAATCACC 

TAPASINA-Fw CTGATGCCAGCAACCCTTGC 

TAPASINA-Bw CCTGAAAGACCTGCTACCTCCAG 

Β-ACTINA-Fw GTGGGGCGCCCCAGGCACCA 

B-ACTINA-Bw CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC 

B2-MICROGLOBULINA-Fw GGGCATTCCTGAAGCTGACA 

B2-MICROGLOBULINA-Bw TGCGGCATCTTCAAACCTCC 

LMP2-Fw CACCATGCTGCGGGCGGGAGAAGT 

LMP2-Bw TCACTCATCATAGAATTTTGGCAGTT 

LMP7-Fw CACCATGGCGCTACTAGATGTATGCG 

LMP7-Bw ATTATTGATTGGCTTCCCGGTACTG 

 

Tabla 7.- Primers utilizados en RT-PCR semicuantitativa 
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8.2.- RT-PCR cuantitativa 

 

Los análisis de RT-PCR para los genes de β2-microglobulina, HLA-A, 

HLA-B, HLA-C, TAP1, TAP2, LMP2, LMP7, Tapasina y Her2/neu se 

llevaron a cabo utilizando el ciclador SmartCycler II System y analizado 

con el software Cepheid. Los genes de GADPH y de la β-actina se 

utilizaron como control. El nivel de expresión de los genes de interés se 

determinó en relación al gen control, GADPH y/o β-actina, para 

normalizar las variaciones en la calidad del mRNA y la cantidad de cDNA 

utilizado. Para cada muestra, la cantidad de gen diana y control se 

determinó con una curva estándar. La curva estándar de cada gen se 

construyó con diluciones seriadas del cDNA de la línea de carcinoma 

celular Hela (100000 a 10pg), positiva para la expresión de HLA. La 

cantidad del gen diana se dividió por la del control para obtener un valor 

normalizado. Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado, y el 

valor obtenido se expresó con su correspondiente desviación estándar 

(SD). La PCR cuantitativa se realizó con el kit de PCR QuantiTect SYBR 

green (Qiagen). Los primers, el tamaño del amplificado y las condiciones 

de PCR se especifican en la tabla 8. 
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CEBADOR SECUENCIA (5'→3') SIZE 

(bp) 

Annealing 

T(ºC) 

Melting 

T(ºC) 

Beta2-m Fw: 

TGACTTTGTCACAGCCCAAGATA 

Bw: AATCCAAATGCGGCATCTTC 

 

85 55 78 

GAPDH Fw: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

Bw: GAAGATGGTGATGGGATTTC 

 

265 55 81 

HLA-A Fw: TCCTTGGAGCTGTGATCGCT 

Bw: AAGGGCAGGAACAACTCTTG 

 

197 55 83 

HLA-B Fw: TCCTAGCAGTTGTGGTCATC 

Bw: TCAAGCTGTGAGAGACACAT 

 

130 55 84 

HLA-C Fw: TCCTGGTTGTCCTAGCTGTC 

Bw: CAGGCTTTACAAGTGATGAG 

 

151 55 83 

TAP1 Fw: CGCCTCACTGACTGGATTCTAC 

Bw: TCCGTCTCCTGGCGCAGGAC 

 

194 60 84 

TAP2 

 

Fw: GTCGTGTCATTGACATCCTG 

Bw: TCAGCTCCCCTGTCTTAGTC 

 

228 55 85 

TAPASINA Fw: AGTGTACACGACCCCGCGGG 

Bw: CAGGCCGCTGGCCCATTTCG 

 

120 58 89 

LMP2 Fw: TTGTGATGGGTTCTGATTCCCG 

Bw: CCATGTCGGCCACGGCTTGGG 

 

141 60 86 

LMP7 Fw: TCGCCTTCAAGTTCCAGCATGG 

Bw: 

GCTGCACAGCCAGACATGGTGCC 

 

139 60 82 

HER2 Fw: CCAGGACCTGCTGAACTGGT 

Bw: TGTACGAGCCGCACATCC 

 

72 55 85 
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Tabla 8. Las condiciones de PCR fueron: 40 ciclos de 15 segundos de desnaturalización 

a 95ºC, 30 segundos  a la temperatura de annealing de cada gen  y 35 segundos de 

extensión a 72ºC. 

 

 

9.- ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

 

 En geles de agarosa se separan fragmentos de DNA de acuerdo 

con su tamaño y conformación. Dependiendo del tamaño de los 

fragmentos a separar debemos escoger el % del gel: 

 >1Kb………………0,8-1% 

 0,5-1Kb……………1-2% 

 <0,5Kb…………….2-3% 

 

 9.1.- Material 

 

 -Agarosa 

 -Solución TAE 50X (0,4 M Tris-acetato, 0,01M EDTA pH 8.0) 

 -Solución de Bromuro de Etidio (10mg/ml) 

 -Tampón de carga 6X (0,25% azul de bromofenol, 0,25% Xileno 

Cyanol, 15% Ficoll 400) 

 -Marcador de peso molecular (Boehringer Mannheim) 

 

 9.2.- Preparación del gel 

 

 Para el caso de un gel del 1% y un molde de 250ml se pesan 

2,5g de agarosa y se enrasa hasta 250 ml con agua bidestilada, se 

calienta hasta ebullición, posteriormente se deja enfriar hasta 65ºC y se 

le añade 5 ml de TAE 50X y 7,5 µl de solución de bromuro de etidio. A 

continuación se vierte sobre el soporte del gel con peine. Debido a la 

toxicidad de los vapores de bromuro este procedimiento se lleva a cabo 

en campana de extracción de gases hasta que esté solidificado. 
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 9.3.- Electroforesis 

 

 Se lleva a cabo en cubeta de electroforesis horizontal, en la cual 

se introduce el gel. De los productos de PCR se analizan de 10 a 20 µl a 

los que se les añade tampón de carga. La muestras en los pocillos del 

gel se someten a una diferencia de potencial de 50-100 V en solución 1X 

TAE. La electroforesis se analiza en un transiluminador UV, donde se 

visualiza el DNA por el bromuro de etidio intercalado entre las bases. 

Comparando la movilidad de nuestros fragmentos con los del marcador 

del peso molecular podremos conocer el tamaño de nuestros 

fragmentos. 

 

10.- CLONACIÓN DEL GEN HLA-A2 EN EL VECTOR pCDNA3.1v5His-

TOPO 

 

 10.1.- Fundamento 

 

El vector pcDNA 3.1D/V5-His-TOPO® es un vector de expresión 

de 5.5 kb diseñado para facilitar una clonación direccional rápida de 

productos de PCR para la expresión en células de mamífero. El vector 

permite un elevado nivel de expresión y contiene los siguientes 

elementos (figura 13): 

- El promotor temprano del citomegalovirus humano (CMV) para 

obtener una elevada expresión del gen de interés en un amplio rango de 

células de mamífero (Andersson et al. 1989; Boshart et al. 1985; Nelson 

et al. 1987). 

 - Péptido carboxi-terminal que contiene el epítopo V5 y una cola 

de polihistidina (6xHis) para la detección y purificación de proteínas 

recombinantes. 

 - Gen de resistencia a la neomicina para la selección de líneas 

celulares de forma estable usando Geneticin® (Southern & Berg, 1982). 
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Figura 13.- Vector de expresión pcDNA3.1V5His-TOPO. 

 

 

En este vector es posible realizar la clonación del producto de 

PCR en un solo paso, en muy poco tiempo, con una elevada eficiencia, y 

direccionalmente. La estrategia diseñada consiste en la adición de 4 

nucleótidos al producto de PCR y adaptarlo a un vector. Los productos 

de PCR son clonados direccionalmente por la adición de cuatro bases al 

primer forward (CACC). El extremo libre en el vector de clonación 

(GTGG) invade el extremo 5´ del producto de PCR, hibrida con las bases 

añadidas, y estabiliza el producto de PCR en la orientación correcta. Los 

insertos se pueden clonar en la orientación correcta con una eficiencia 

similar o superior al 90% (figura 14). 
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Figura.-14.- Estrategia de clonación en el vector pcDNA3.1v5His-TOPO. 

 

 

 10.2.- Método 

 

El gen HLA-A*0201 fue amplificado desde el vector pLNCX 

(IHW10003 A*0201, Gene Bank), con los primers vcHLAFw (con una 

cola CACC- en el extremo 5´) y vcABw.  

 

vcHLA-Fw:      5´ CACCGGACTCAGAATCTCCCCAGACGCCGAG 3´  

vcA-Bw:           5´ TTGGGGAGGGAGCACAGGTCAGCGTGGAAG 3´ 

 

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: - un ciclo de 95ºC durante 

2 minutos, seguido por 30 ciclos de 95ºCdurante 30 segundos; 65ºC 

durante 30 segundos; 72ºC durante 2 minutos; y finalmente un ciclo de 

72ºC durante 10 minutos. 
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Tras comprobar la amplificación por electroforesis en gel de agarosa al 

2X, se procedió a su secuenciación con los primers utilizados en la 

clonación y dos primers internos, As (situado en el exón 2) y ANSA 

(situado en el exón 5), figura 15. 

 

 

 
 AS-Fw:   5´GACAGCGACGCCGCGAGCCA 3´ 

ANSA-Bw:   5´GGCAGCGACCACAGCTCCAG 3´ 

 

Figura 15.- Estrategia seguida para la secuenciación del gen HLA-A*0201. Las 

condiciones de Secuenciación fueron las siguientes: un ciclo de 96ºC durante 10 s, seguido 

por 20 ciclos de 96ºC 10s, 50ºC 10s y 60ºC 2min. 

 

 

La secuenciación confirmó que el gen amplificado era el HLA-

A*0201.  

Posteriormente se procedió a la reacción de clonación del gen A2 en el 

vector pcDNA3.1. Aproximadamente 2µl de amplificado se mezcló con 

1µl de solución salina y 1µl de vector y se incubó durante 20 minutos a 

temperatura ambiente. La mezcla se utilizó para transformar 

químicamente bacterias TOP10 (Invitrogen). Las células se sembraron 

en placas de LB agar con 100µg/ml de ampicilina y se incubaron toda la 

noche a 37ºC. Se subcultivaron diferentes colonias en 5ml de medio LB 

con 100µg/ml de ampicilina y los plásmidos fueron purificados con un kit 

de extracción (QIAprep, QIAGEN Companies).  

 

 

 

 

Ex1 Ex2  Ex3  Ex4  Ex5  6 7 8 

v c H L A F w  A s  A N S A  v c A B w  
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11.- EXTRACCIÓN DE PLÁSMIDOS 

 

 En primer lugar, se centrifuga el cultivo en medio LB-ampicilina a 

3000rpm. El pellet bacteriano se resuspende en 200µl de solución de 

resuspensión y se añade 200µl de solución de lisis. Se añade solución 

neutralizante y se centrifuga a 13000rpm durante 15 minutos. Se hace 

pasar el lisado a través de una columna, y se lava para eliminar restos 

de sales y otros contaminantes. Finalmente se eluye el DNA con agua 

bidestilada y se almacena a -20ºC.  

Antes de la centrifugación inicial, 850µl de cultivo bacteriano se 

mezclaron con 150µl de glicerol y las bacterias fueron criopreservadas a 

-80ºC. 

 

12.- SECUENCIACIÓN DE PLÁSMIDOS 

 

 Cada reacción de secuenciación contiene: 

 -400ng de DNA plasmídico 

 -8µl de Big dye® terminador v.1.1 

 -3.1pmol de Primer 

 -20µl de Agua destilada estéril 

Las condiciones de PCR utilizadas en el ciclador fueron: 

 -96ºC 10s 

 -25 ciclos a 50ºC 5s 

 -60ºC 4min 

Posteriormente, las muestras fueron purificadas en columnas (Centri-sep 

Columns, Applera) tal y como se ha descrito previamente. 

 

Los primers utilizados fueron: 

   5´                                           3´ 

 

T7-Fw:   TAATACGACTCACTATAGGG 

BGH-Bw:  TAGAAGGCACAGTCGAGG 
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13.- TRANSFECCIONES CELULARES 

 

Para obtener células transfectadas de forma estable, dos días 

antes de la transfección, las células tumorales fueron plaqueadas en 

placas de 6 pocillos, cuando se alcanzó el 80% de confluencia las 

células fueron lavadas con medio de cultivo y cambiadas a 2 ml de 

OPTIMEM sin suero fetal bovino. Posteriormente se transfectaron 

utilizando 10µl de Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) y 3µg de 

vector de expresión por pocillo (digeridos previamente con la enzima de 

restricción ScaI, Roche). Tras 8 horas el medio fue reemplazado por 

medio selectivo ISCOVE con 1mg/ml de geneticina  y se seleccionaron 

en cultivo los clonos resistentes. 

 Como control de transfección se utilizaron los vectores de 

expresión vacíos. 

 

 13.1.- Digestión de plásmidos con ScaI 

 

 Esta enzima reconoce la secuencia AGT/ACT y genera 

fragmentos con extremos romos. 

Las condiciones de esta reacción son: 

 -DNA 1µg/25µl 

 -10X SuRE/Cut Buffer H 2.5µl 

 -Agua estéril hasta un volumen de 25µl 

 -Enzima de restricción 1 unidad (es la actividad de enzima que 

rompe completamente 1µg de DNA en 1 hora a 37ºC en un volumen total 

de 25µl de buffer). 

 

14.- CLONACIÓN DE CÉLULAS 

 

 Todas las clonaciones celulares se han realizado por dilución 

límite. Las células fueron distribuídas en placas de 96 pocillos, con fondo 
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en V, partiendo de una concentración inicial de 1000 células por pocillo 

(1). Desde esta concentración se hicieron las sucesivas diluciones: 

(2)- 100 células por pocillo, (3)- 10 células por pocillo, (4)- 1 célula por 

pocillo. 

Las células fueron sembradas en medio IScove completo con o sin 

geneticina en función del tipo de célula a clonar. 

 

 

15.- PREPARACIÓN DE SUERO HUMANO 

 

El suero humano se preparó a partir de un pool de plasma de 

donantes no  seleccionados ABO. El plasma se suplementó con CaCl� y 

trombina bovina (ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA)  para permitir la 

coagulación durante 3 horas a 37ºC. Tras la centrifugación, el suero fue 

descomplementado (30 min a 56ºC), filtrado con filtros de un tamaño de 

poro de 0,22-µm, e inactivado con UV (Viralex procedures, PAA 

Laboratories, Linz, Austria). 

 

16.- ESTIMULACIÓN DE CTLs MEDIANTE CULTIVO DE CÉLULAS 

TUMORALES Y LINFOCITOS (MLTC) POR DILUCIÓN LÍMITE (LDA) 

  

El PBMC (células mononucleares de sangre periférica) del 

paciente ANDO fue aislado mediante centrifugación por gradiente de 

densidad, Lymphoprep (Nycomed, Oslo, Norway), y criopreservado en 

medio Iscove suplementado con el 10% de suero humano (HS) y el 10% 

de DMSO. 

El PBMC del paciente ANDO se descongela y se añade en 20ml de 

medio Iscove más el 10% de suero humano (HS) junto a 20µl de DNAsa 

(10µg/µl). Las células se incuban a 37ºC durante 5 minutos, tiempo 

requerido para la actuación de la enzima. Posteriormente se cuenta el 

número de células mediante tripan blue (V/V). Se centrifugan a 1300rpm 

durante 5min y se procede al marcaje con el anticuerpo CD8+FITC 



                                                                    MATERIALES Y MÉTODOS 

 - 112 - 

(1/10). Para ello se resuspenden las células en PBS y se añade el 

anticuerpo. Incubación durante 20min a 4ºC en oscuridad. 

Las células son lavadas con PBS y centrifugadas a 1300rpm durante 5 

min. A continuación se resuspenden en 750 µl de PBS y se  analizan en 

el sorted del citómetro FACScan. Tras seleccionar las células CD8+ se 

recogen en un tubo con 10ml de medio Iscove completo. 

Las células son centrifugadas de nuevo a 1300 rpm durante 5 min y 

resuspendidas en 4ml de medio Iscove completo para proceder de nuevo 

a determinar el número de células CD8+ obtenidas. 

Se toma una alícuota (50000 células) de estas células CD8+ y otra de las 

obtenidas como CD8- para realizar el control de la selección. Para ello 

ambas células son marcadas con el anticuerpo CD3+PE (1/30). 

 

 A continuación se preparan las sucesivas diluciones de células 

CD8+. De este modo se comienza con una primera dilución de 

3000c/pocillo (48 pocillos), y de ésta se prepara el resto de diluciones: 

1500c/p, 750c/p, 375c/p, 187c/p. Todas las diluciones se llevan a cabo 

en medio Iscove completo más IL-2 (20U/ml) e IL-7 (10ng/ml). 

Tras añadir los CTLs a la placa (100 µl/pocillo), se preparan las células 

tumorales. Aproximadamente 1 x 10⁶ células tumorales ANDO-2-T1E3 

se irradian a 10000rads durante 32 min. 

Posteriormente, las células irradiadas se despegan con PBS-EDTA y se 

centrifugan a 1300rpm durante 5 min. Se resuspenden en medio Iscove 

completo más IL-2 (20U/ml) e IL-7 (10ng/ml).  

Las células tumorales ya pueden añadirse a las placas en las que 

previamente hemos añadido los linfocitos CD8+, a razón de 3860 células 

por pocillo, y se incuban en la estufa a 37ºC. Este será el día 0. 

 

 Durante los días 9, 16 y 27 se realizaron reestimulaciones. Para 

ello se extrajeron 100 µl de cada pocillo (del sobrenadante) y se 

reemplazaron por 100 µl de medio fresco (Iscove completo más IL-2 e IL-
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7, junto a las células tumorales irradiadas, 3000 células por pocillo, tal y 

como se hizo en el día 0). 

 

Todos los ensayos de MLTC se han realizado con medio de cultivo 

ISCOVE completo tal y como se describió anteriormente pero con el 10% 

de suero humano (HS) en lugar de FCS y con metiltriptófano (100µM). 

 

17.- ENSAYO DE CITOTOXICIDAD MEDIANTE LIBERACIÓN DE Cr⁵¹ 

 

 Célula efectora: MLTC-ANDO-2-T1E3 

Célula diana: ANDO-2-T1E3 

   ANDO-2 

   ANDO-EBV 

   K-562 

  

 17.1.-Preparación células diana: 

  

Para el marcaje con ⁵¹Cr, se necesitan 2 x 10⁶ células. Tras 

centrifugar las células a 1300rpm durante 5 min, se resuspenden en 50µl 

de medio Iscove con el 50% de suero humano. 

Para un volumen de 50µl se necesitan 250µCi de ⁵¹Cr. Tras el marcaje, 

las células se incuban a 37ºC durante 1 hora, con agitaciones cada 10 

min. 

Tras la incubación, las células marcadas son lavadas con 10 ml de 

medio Iscove con el 2% de suero humano. Se centrifugan a 1300 rpm 

durante 5 min. Este lavado se repite dos veces.  

Posteriormente se cogen las células necesarias, 1000 células por pocillo 

y se resuspenden en medio Iscove con el 10% de suero humano. Se 

siembran 50µl (1000 células) por pocillo. Tras añadir las células 

efectoras (50µl) y la línea K-562 (50000 células por pocillo, 50µl) sin 
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marcar, las placas se centrifugan a 1300 rpm durante 1 min para que las 

células se depositen al fondo. 

Se incuban a 37ºC durante 4 horas. A continuación se transfieren 50µl 

de sobrenadante a placas de fondo plano (Lumaplate 96, TOP Seal –A). 

Se deja secar 24 horas. 

  

 17.2.-Preparación de células efectoras: 

  

Se extrae de cada pocillo, de las placas con MLTC, 50µl y se 

transfieren a placas correctamente rotuladas, tal y como se muestra en la 

figura. 

A continuación se añade la línea K-562 sin marcar, 50000 células por 

pocillo. Esta línea se pone en exceso para impedir la lisis de la célula 

tumoral por las células NK. 

 

 

 17.3.-Preparación del control min/Max: 

  

Se divide la placa por la mitad y se añaden 50µl/pocillo de medio 

Iscove con el 10% de suero humano, en la primera mitad (lisis mínima), y 

50µl/pocillo de medio Iscove con el 10% de suero humano más tritón 

(0,5%) en la otra mitad de la placa (lisis máxima). 

Se añade a cada pocillo las células K-562 sin marcar, 50000 células por 

pocillo. Y por último se añaden las células diana. Para cada célula diana 

se necesitan al menos 12 pocillos.  

Un esquema representativo de este ensayo se muestra en la figura 16. 
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Figura 16.- Esquema de Test de lisis. 
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 17.4.-Medición de liberación de ⁵¹Cr: 

  

En primer lugar, se mide la liberación de cromo en un contador 

de centelleo de ⁵¹Cr, 1 o 2 min por muestra. 

Posteriormente se calcula el porcentaje corregido de lisis para cada 

concentración de células efectoras: 

     

                                         

Secreción de ⁵¹Cr en muestra – secreción control 

%lisis corregido:100 x  

              Secreción máxima – secreción control 

 

 Donde la secreción en la muestra se refiere a las células 

efectoras con actividad CTL y los controles se refieren a las células no 

líticas o al medio libre de células. La secreción de células en medio sólo 

se refiere a menudo a la “lisis espontánea”. 

 

18.- CÁLCULO DE LA FRECUENCIA DE PRECURSORES DE CTLs 

POR DILUCIÓN LÍMITE (LDA) 

 

 Los ensayos de dilución límite, se requieren para proporcionar 

una estimación cuantitativa de células T presentes en una población de 

células mononucleares periféricas (PBMC) que son específicas de un 

antígeno particular. Estos ensayos nos proporcionan una estimación de 

la “frecuencia de precursores” de un tipo determinado de célula. Los 

resultados positivos en este ensayo (obtenidos a partir de ensayos de 

citotoxicidad) indican la presencia de células precursoras específicas de 

antígeno en el PBMC inicial, que ha sido activado y duplicado durante el 

periodo de cultivo celular. La función de estas células se mide por tanto 

mediante ensayos de citotoxicidad. En las condiciones de cultivo 

descritas, en las que el único factor limitante es el número de células 
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respondedoras específicas de antígeno presentes en la población inicial, 

y asumiendo una cinética de primer orden, el número de células no 

respondedoras sigue la distribución de Poisson. Representando en una 

escala semilogarítmica el porcentaje de cultivos no respondedores frente 

al número de células añadidas se obtiene una línea recta, y el número de 

células en el inicio que contienen un precursor específico se puede 

calcular desde el término cero de la distribución de Poisson.  

 

19.- ENSAYOS CELULARES IN VIVO 

 

 19.1.- Ratones 

  

 Se han utilizado ratones atímicos nu/nu  procedentes de Charles 

River (Barcelona), de 6 a 8 semanas de edad y con un peso medio 

aproximado de 20g por ratón. Los ratones fueron manipulados en 

condiciones libres de patógenos y conforme a las normas aprobadas por 

nuestra institución. 

 

 19.2.- Crecimiento y potencial oncogénico de las líneas 

tumorales utilizadas 

  

Para los estudios de crecimiento y determinación del potencial 

oncogénico de las líneas tumorales obtenidas, se determinó la dosis 

mínima de células capaz de inducir el crecimiento del tumor. Se 

seleccionaron tres grupos de ratones atímicos, con 5 ratones en cada 

grupo, a los que se inyectó a nivel subcutáneo en la pata tres dosis 

distintas de células tumorales: 1 x 106, 2,5 x 106 y 5 x 106. Sólo se 

observó crecimiento en los ratones que habían recibido 5 x 106 células 

tumorales. Cuando el tumor local alcanza los 8-12 mm el tumor es 

extirpado y se adapta a cultivo. Todas las líneas se cultivaron en medio 

Iscove completo y crecían presentando adherencia al plástico. Su 

población se dobla en un tiempo de 56-72 horas. 
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I) MECANISMOS MOLECULARES QUE CONDICIONAN LAS 

ALTERACIONES DE LA EXPRESION DE LAS MOLECULAS HLA EN 

EL MODELO EXPERIMENTAL ANDO-2 
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1.- LA LINEA ANDO-2 PRESENTA UN FENOTIPO II POR DELECIÓN 

DE UN CROMOSOMA 6 

 

1.1 FENOTIPO HLA 

 

La línea tumoral ANDO-2 fue establecida en 1990 en el 

laboratorio del Dr. Pierre Coulie en Bruselas, a partir de  una metástasis 

de melanoma maligno en el ganglio supraclavicular izquierdo del 

paciente ANDO o LB-41. Este paciente fue sometido a vacunaciones 

periódicas hasta mayo del 2002,  consistentes en la inyección de la línea 

tumoral autóloga, ANDO-2 más IL-2. Desde que la metástasis surgida en 

julio de 1990 fuera extirpada, no han existido evidencias de enfermedad 

en el paciente. La línea  transformada con el Virus de Epstein-Barr se 

obtuvo a partir de los linfocitos B autólogos. 

El tipaje HLA de clase I del paciente ANDO por serología era: 

HLA-A2, 30; B13, B40. La línea ANDO-2 fue catalogada en Bruselas 

como que había perdido la expresión de HLA-A2. El estudio fenotípico 

para HLA de la línea de melanoma ANDO-2 realizado mediante 

inmunofluorescencia indirecta, utilizando anticuerpos monoclonales 

monomórficos, locus específicos y polimórficos confirmó la pérdida de 

expresión de HLA-A2 pero además se detectó también la pérdida 

simultánea de HLA-B13 (figura 17a). La expresión de HLA-A32 era 

inferior a la de HLA-B40 así como la del locus HLA-A frente al locus HLA-

B. La línea ANDO-2 no expresaba las moléculas HLA de clase I no 

clásicas, HLA-G y HLA-E ni tampoco moléculas HLA de clase II (figura 

17b).  

El tratamiento con interferón gamma aumentó el nivel de 

expresión de HLA-A32 y de HLA-B40 e indujo la neoexpresión de las 

moléculas HLA de clase II (HLA-DR y HLA-DP) pero no recuperó la 

expresión de las moléculas HLA-A2 o HLA-B13 (Figura 17c).  
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Figura 17.- Fenotipo HLA de la línea ANDO-2. a) La línea ANDO-2 pierde la expresión 

de HLA-A2 y HLA-B13 y retiene la de HLA-A32 y HLA-B40. b) La línea ANDO-2 no expresa 

HLA-G, HLA-E ni HLA de clase II (HLA-DR y HLA-DP). c) La expresión de HLA-A32 y HLA-

B40 aumenta y la de HLA de clase II se induce tras el tratamiento con interferón gamma (i). 
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1.2.- TIPAJE HLA GENÓMICO Y ANÁLISIS CON 

MICROSATELITES DE LA REGIÓN 6p21.3 

 

Los datos fenotípicos sugerían que se había producido la pérdida 

de un haplotipo HLA que contenía los genes que codifican para las 

especificidades HLA-A2 y HLA-B13. Esta posibilidad fue confirmada por 

tipaje HLA genómico por PCR-SSO y secuenciación. Mientras la línea 

autóloga presentaba un tipaje HLA normal : HLA-A*0201, 3201; HLA-

B*1302, 4001; HLA-Cw*0304, 0602; HLA-DRB1*0101, 1501; HLA-

DQB1*0501, 0602; la línea de melanoma ANDO-2  tenía un tipaje 

hemicigoto: HLA-A*3201, HLA-B*4001, HLA-Cw*0304, HLA-DRB1*1501, 

HLA-DQB1*0602 que se correspondía con las moléculas HLA de clase I 

expresadas y había perdido un haplotipo HLA completo que incluía los 

genes HLA-A*0201 y HLA-B1302.  

Para determinar la extensión de la deleción genómica, se llevó a 

cabo el estudio con microsatélites (STR secuencias repetidas en 

tándem) localizados en la región 6p21.3, lugar donde se encuentra el 

conjunto de genes HLA. La pérdida de heterocigosidad (LOH) en esta 

región se analizó con seis marcadores. DS6276 era el marcador más 

telomérico y DS291 el más centromérico. En la linea ANDO-2 al 

compararla con la línea EBV autóloga, se observó la pérdida de señal de 

uno de los dos alelos en cinco de los microsatélites (figura 18). El 

marcador c.1.2 no fue informativo por ser homocigoto en el paciente 

ANDO. Estos datos indican que la deleción genómica afecta a toda la 

región 6p21.3 en el brazo corto del cromosoma 6, que incluye el sistema 

HLA. El marcador STR situado en 6q también presenta una LOH lo que 

sugiere  que se ha producido la deleción completa de un cromosoma 6 

(figura 18). 
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Figura 18.-El análisis con marcadores STR de la región 6p21.3 muestra un patrón de 

LOH al comparar la línea tumoral ANDO-2 con la línea autóloga ANDO-EBV. El marcador 

de la región 6q también presenta LOH, tal y como muestra la pérdida de uno de los alelos 

(flechas), sugiriendo la deleción de un cromosoma 6 completo. 

 

 

 

2.- PÉRDIDA TOTAL DE LA EXPRESIÓN DE LAS MOLÉCULAS HLA 

DE CLASE I EN LA LÍNEA ANDO-2 TRAS EL PASE POR RATONES 

ATÍMICOS 

  

            2.1.- OBTENCION DE LA LINEA ANDO-NUDE 

 

Para analizar la capacidad oncogénica de la línea ANDO-2, se 

llevaron a cabo ensayos de crecimiento local en ratones atímicos nu/nu. 

Los ratones fueron distribuídos en tres grupos (5 ratones por grupo), y se 

inyectó una dosis diferente de células tumorales a cada grupo: 1 x 106, 

2,5 x 106 ó 5 x 106, a nivel subcutáneo en la pata. El crecimiento tumoral 

fue vigilado 3 veces por semana. Sólo se observó crecimiento de la línea 

ANDO-2 en los ratones que habían recibido una dosis de 5 x 106 células 

tumorales (figura 19). Cuando los tumores alcanzaron unos 8-12 mm de 

diámetro, se extirparon y adaptaron a cultivo, denominando a estas 

líneas ANDO-NUDE-1, -2, -3 y -4 (figura 19).  
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Figura 19.-Crecimiento local y potencial oncogénico de la línea ANDO-2 en ratones 

atímicos. Se inyectaron de 1 x 106 a 5 x 106 células tumorales ANDO-2 a nivel subcutáneo 

en la pata de ratones inmunodeficientes. Se observó crecimiento tumoral en los ratones 

que habían recibido 5 x 106 células tumorales ANDO-2.  
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2.2- LA LINEA ANDO-NUDE1 PRESENTA UN FENOTIPO I 

 

  Al estudiar la expresión en superficie de las moléculas HLA de 

clase I mediante inmunofluorescencia se observó que la línea ANDO-

NUDE1  había perdido la expresión de todas las moléculas HLA de clase 

I tal y como se mostró con el anticuerpo monoclonal W6/32, los 

anticuerpos locus específicos (HLA-A y B) y los alelo-específicos anti-

HLA-A32 y anti-HLA-B40 (Figura 20a). La línea ANDO-2 de la que deriva 

presentaba un fenotipo HLA II porque solo expresaba el haplotipo HLA-

A32-B40; sin embargo, tras su pase por el ratón atímico sufrió la pérdida 

completa de expresión de las moléculas de HLA clase I, siendo por tanto 

la línea ANDO-NUDE1 de fenotipo HLA  I. 

Cuando la línea ANDO-NUDE1 se incubó con IFN-γ durante 48 

horas, se observó la reexpresión de los alelos HLA-A32 y HLA-B40. 

(Figura 20b).  

 Para obtener el fenotipo HLA completo de la línea ANDO-NUDE1 

se realizó una inmunofluorescencia indirecta utilizando anticuerpos locus 

específicos para HLA de clase II. La expresión de las moléculas de clase 

II, HLA-DR y HLA-DP fue positiva en la línea ANDO-NUDE1, a diferencia 

de la línea ANDO-2. La línea tumoral ANDO-NUDE1, al igual que la línea 

ANDO-2, fue negativa para la expresión en superficie de las moléculas 

no clásicas, HLA-E y HLA-G (Figura 20c).  

 La línea ANDO-NUDE1 tiene el mismo tipaje HLA hemicigoto por 

PCR-SSO e idéntico patrón de LOH  para microsatélites de 6p21.3 que 

la línea ANDO-2 (datos no mostrados).  
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Figura 20.- Fenotipo HLA de la línea ANDO-NUDE1. a) La línea ANDO-NUDE1 no 

expresa moléculas HLA de clase I. b) Tras el tratamiento con IFN-γ se reexpresaron las 

moléculas HLA-A32 y HLA-B40. c) Expresión de HLA-DR y HLA-DP pero no de HLA-E ni 

de HLA-G. 
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2.3.- EXPRESION DE LAS MOLECULAS c-Kit y MCAM  

 

 El c-Kit (CD117) es una glicoproteína de la superficie celular con 

actividad tirosina-quinasa que se encuentra en varios grupos de 

progenitores hematopoyéticos. Es esencial para el crecimiento normal y 

diferenciación de los melanoblastos embrionarios pero además se ha 

demostrado que la pérdida de este receptor contribuye al crecimiento 

tumoral y metástasis en la transición del melanoma desde su fase de 

crecimiento radial (RGP) a la fase de crecimiento vertical (VGP, fenotipo 

metastático).   

La molécula MCAM (CD146) es una glicoproteína de membrana 

que se expresa en las células de melanoma, entre otras, y el aumento de 

su expresión se ha relacionado con la progresión tumoral y generación 

de metástasis ya que está implicada en mediar la interacción célula-

célula o célula-matriz extracelular. 

La línea ANDO-2 presentó niveles de expresión de ambos 

marcadores que aumentaron en la línea ANDO-NUDE1 (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21.- Expresión en superficie de las moléculas CD117 y CD146 en las líneas 

tumorales ANDO-2  y ANDO-NUDE1. 
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2.4.- EL FENOTIPO I DE LA LINEA ANDO-NUDE1 SE DEBE A 

UN DESCENSO EN LOS NIVELES DE TRANSCRIPCION DE LOS 

GENES DE LA MAQUINARIA DE PROCESAMIENTO ANTIGENICO 

 

La línea ANDO-2 tenía un fenotipo II y tras ser inyectada en 

ratones atímicos dió lugar a la línea ANDO-NUDE con un fenotipo I. La 

reversibilidad de este cambio tras la incubación con IFN-γ, indujo a 

pensar en dos posibles mecanismos responsables de dicha alteración: 

defecto en la transcripción de la cadena pesada de los genes HLA de 

clase I y/o defecto en la maquinaria de procesamiento antigénico.  

 

2.4.1.-  TRANSCRIPCION DE LOS GENES HLA DE CLASE I Y 

DE BETA 2 MICROGLOBULINA 

 

 Mediante RT-PCR semicuantitativa se analizaron los niveles de 

transcripción de los genes para las cadenas pesadas, A, B y C, y de la 

β2-microglobulina. En la figura 22 se muestran los resultados obtenidos, 

no observándose diferencias apreciables entre la línea ANDO-2 y la línea 

ANDO-NUDE. Como control se utilizó el gen de la β-actina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22.- Transcripción de los genes de HLA de clase I (A,B y C),  β2-microglobulina y 

Beta-actina en las líneas tumorales ANDO-2, ANDO-NUDE1  y en una línea de melanoma  

FM55, utilizada como control (Ct). 
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2.4.2.- TRANSCRIPCIÓN DE LOS GENES DE LA 

MAQUINARIA DE PROCESAMIENTO ANTIGÉNICO 

 

 La ausencia de expresión de las moléculas de HLA de clase I no 

puede explicarse por un defecto en la transcripción de los genes de las 

cadenas pesadas. Por tanto, el siguiente paso fue el estudio de varios de 

los componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico puesto 

que juegan un papel esencial en el ensamblaje y expresión en la 

superficie celular de los complejos péptido-HLA-I. 

 Se realizó RT-PCR semicuantitativa de varios de los 

componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico: TAP-1, 

TAP-2, LMP2, LMP7 y Tapasina mediante cebadores específicos, en las 

líneas tumorales ANDO-2 y ANDO-NUDE1, antes y después del 

tratamiento con IFN-γ. Como control interno se analizó la expresión del 

mRNA del gen de la β-actina. Los niveles de expresión de estos genes 

en condiciones basales no se detectaron en la línea ANDO-NUDE1 

(figura 23). Tras la inducción con IFN-γ, el nivel de expresión aumentó y 

esto se acompañó de la reexpresión de las moléculas de HLA de clase I. 

La pérdida de expresión de moléculas de HLA clase I en la línea ANDO-

NUDE1 se debía por tanto a un descenso en los niveles de transcripción 

de los genes que constituyen la maquinaria de procesamiento antigénico: 

TAP1, TAP2, LMP2, LMP7 y Tapasina. En la línea ANDO-2 los niveles 

de transcripción de estos genes fueron normales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                             RESULTADOS 

 - 133 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23.- Transcripción de los genes LMP2, LMP7, TAP1, TAP2 y TAPASINA en 

condiciones basales (ANDO-2 y ANDO-NUDE1) y tras la inducción con IFN-γ (Nudei). En 

condiciones basales no se detecta mRNA para los genes del APM en la línea ANDO-

NUDE1 que se correlaciona con la falta de expresión de las moléculas HLA de clase I. Tras 

la inducción con IFN-γ, se recupera  de forma coordinada la transcripción de los genes que 

forman parte del APM y en consecuencia las moléculas de HLA de clase I se detectan en la 

membrana de la línea ANDO-NUDE1. 
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2.5.- LA PÉRDIDA DE EXPRESIÓN DE HLA DE CLASE I DE 

LA LÍNEA ANDO-NUDE1 GENERADA EN RATONES ATÍMICOS ES 

UN FENÓMENO REPRODUCIBLE  

 

Con el objetivo de analizar si el cambio fenotípico producido en 

la línea ANDO-NUDE1 tras el pase por ratones atímicos era un 

fenómeno reproducible, se analizó la expresión de las moléculas HLA de 

clase I en las líneas ANDO-NUDE-2, -3 y -4 obtenidas tras la inyección 

de ANDO-2 en ratones atímicos. 

 Las tres líneas ANDO-NUDE 2, 3 y 4 habían perdido la expresión 

de moléculas HLA de clase I tal y como se mostró con el anticuerpo 

monoclonal W6/32 (figura 24). Como la línea ANDO-NUDE1, todas las 

líneas obtenidas de los ratones atímicos presentaron el fenotipo I, e 

igualmente recuperaron la expresión de las moléculas HLA de clase I 

cuando se trataron durante 48 horas con IFN-γ (Figura 24). 
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Figura 24.- Fenotipo HLA de las líneas ANDO-NUDE 2,3 y 4. a) Las tres líneas ANDO-

NUDE 2, 3 y 4 son negativas para el anticuerpo monoclonal W6/32. b) Recuperación de la 

expresión  de las moléculas HLA de clase I tras el tratamiento con IFN-γ. (i) inducción con 

interferón gamma 
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2.6.- LA CUANTIFICACIÓN DE mRNA MEDIANTE PCR A 

TIEMPO REAL REVELA QUE EL FENOTIPO I EN LAS LÍNEAS ANDO-

NUDE SE DEBE A UN DESCENSO COORDINADO DE LA 

TRANSCRIPCIÓN DE LOS GENES HLA DE CLASE I Y LOS DE LA 

MAQUINARIA DE PROCESAMIENTO ANTIGÉNICO. 

 

2.6.1. TRANSCRIPCIÓN DE LOS GENES HLA DE CLASE I Y 

DEL GEN DE LA  β2-MICROGLOBULINA 

 
    En la línea ANDO-2 se observó un desequilibrio en los niveles 

de transcripción de los genes HLA de clase I por PCR cuantitativa a 

tiempo real. Los locus B y C alcanzaron un nivel, en relación a la β-

actina, superior a 2,5 mientras el locus A presentaba un descenso 

importante en su mRNA que no alcanzó el nivel de 0,5 (Figura 25). 

En las líneas ANDO-NUDE (1-4), se apreció un descenso 

importante en el nivel de transcripción de los genes HLA de clase I (A, B 

y C), que fue más acusado para los locus B y C que para el locus A. La 

reducción para los locus B y C oscilaba entre el 73% para el locus C de 

la línea ANDO-NUDE3 hasta el 95% para el locus B de la línea ANDO-

NUDE4, al compararlos con la línea ANDO-2. En cuanto al locus A 

presentó una reducción menor, entre el 33-59% en las líneas ANDO-

NUDE (1-3) y del 86% en la línea ANDO-NUDE4 (Figura 25, Tabla 9).  

Para el gen de la β2-microglobulina, el nivel de transcripción 

aumentó para las líneas ANDO-NUDE (2-4) cuando se compararon con 

la línea original ANDO-2. Este aumento sólo fue estadísticamente 

significativo para la línea ANDO-NUDE3. La línea ANDO-NUDE1 

presentó un descenso del nivel de mRNA para β2-microglobulina que no 

era significativo (Figura 26). 
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Figura 25.- Transcripción de los genes de HLA de clase I (A,B y C) en las líneas 

tumorales ANDO-2 y ANDO-NUDE. Se observa un descenso en los niveles de 

transcripción en las líneas ANDO-NUDE en relación a la línea original ANDO-2, p< 0,05 (t-

test). (*) Las diferencias en los niveles de transcripción no son estadísticamente 

significativas. Se representa la media y desviación típica de los datos obtenidos en tres 

ensayos diferentes, en relación con el nivel de transcripción del gen de la beta actina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26.- Transcripción del gen de la β2-microglobulina en relación con el gen de la β-

actina en la línea tumoral ANDO-2 y en las líneas ANDO-NUDE. 
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2.6.2.- TRANSCRIPCIÓN DE LOS GENES DE LA 

MAQUINARIA DE PROCESAMIENTO ANTIGÉNICO 

 

En la línea ANDO-2, el nivel de transcripción de los genes de la 

maquinaria de procesamiento antigénico fue sensiblemente inferior al de 

los genes HLA-B y HLA-C. El gen TAP1 alcanzaba un nivel de 0.7 

mientras que para los genes TAP2, LPM2, LMP7 y Tapasina la 

transcripción de mRNA aún fue más baja oscilando sus niveles entre 

0.077 y 0.048 (Figura 27a).  

En las líneas ANDO-NUDE se produjo un descenso importante 

en el nivel de transcripción de los genes de la maquinaria de 

procesamiento antigénico en relación con la línea original ANDO-2 que 

oscilaba entre el 96% de reducción de TAP1 y el 69% para TAP2 en la 

línea ANDO-NUDE1. Estas diferencias fueron estadísticamente 

significativas salvo en el caso de TAP2 en la línea ANDO-NUDE2 (53% 

de reducción).  Sólo en el caso de TAP2 y en la línea ANDO-NUDE3 se 

produjo un aumento del 39% en relación a la línea ANDO-2 que no 

alcanzó significación estadística. (Figura 27b  y Tabla 9)  

   

2.7 TRANSCRIPCIÓN DEL ONCOGEN HER2/neu 

 

  La línea ANDO-2 mostraba transcripción de mRNA  del oncogen 

HER/neu, aunque a un nivel bajo, inferior a 0.2. Las líneas ANDO-

NUDE1, 3 y 4 presentaron una reducción considerable de los niveles de 

transcripción de HER/neu al compararlas con la línea original ANDO-2, 

que oscilaba entre el 55% y el 87%. Estas diferencias fueron 

estadísticamente significativas. La línea ANDO-NUDE2 mostró una 

disminución solo del 40% que no alcanzó significación estadística (figura 

27c).  
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Figura 27.- Transcripción de los genes del APM y del oncogen HER/neu. a).- 

Transcripción del gen TAP1.  En todas las líneas ANDO-NUDE  se observa un descenso de 

los niveles de transcripción de TAP1 en relación a ANDO-2 (p<0,005). b).- Transcripción de 

los genes TAP2, LMP2, LMP7 y Tapasina. Todas las líneas ANDO-NUDE presentan una 

reducción para LMP2, LPM7 y Tapasina como ANDO-NUDE1 y ANDO-NUDE4 para TAP2  

p(<0.05). La línea ANDO-NUDE4 sufre un aumento de transcripción para TAP-2. c).- 

Transcripción del gen HER2/neu. Las líneas ANDO-NUDE presentan una menor 

transcripción de HER2/neu que la línea ANDO-2  (p<0,05, t-test). Se representa la media y 

desviación estándar de los datos obtenidos en 3 ensayos diferentes (*La diferencia no es 

estadísticamente significativa). 
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Genes 

 

NUDE1 

C 

 

S 

NUDE2 NUDE3 NUDE4 

HLA-A ↓44%  + ↓59% ↓33% ↓86% 

HLA-B ↓88%           + ↓89% ↓80% ↓95% 

HLA-C ↓89%           + ↓85% ↓73% ↓86% 

TAP1 ↓97%            - ↓96% ↓94% ↓96% 

LMP2 ↓99% - ↓95% ↓91% ↓91% 

TAP2 ↓69% - ↓53% ↑39% ↓82% 

LMP7 ↓99% - ↓88% ↓91% ↓92% 

TAPASINA ↓85% - ↓87% ↓74% ↓94% 

Exp.HLA-I Negativa Negativa Negativa Negativa 

 

Tabla 9.- Porcentajes de reducción de los niveles de transcripción de los genes del APM 

y  HLA de clase I (A, B y C) en las líneas ANDO-NUDE referidos a la línea original ANDO-2 

C: RT-PCR cuantitativa. S: RT-PCR semicuantitatIva. 
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II) RESPUESTA INMUNOLÓGICA MEDIADA POR LINFOCITOS CD8+ 

CITOTÓXICOS FRENTE A LA LÍNEA ANDO-2 DESPUÉS DE 

RECUPERAR LA EXPRESIÓN DE LA MOLÉCULA  HLA-A2 POR 

TRANSFECCIÓN GÉNICA 
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1.- RECUPERACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LA MOLÉCULA HLA-A2 

EN LA LINEA ANDO-2 MEDIANTE TRANSFECCION GENICA 

 

1.1.-  AMPLIFICACION DEL cDNA PARA HLA-A*0201 

 

El cDNA para HLA-A*0201 fue amplificado a partir del inserto 

contenido en el vector pLNCX del plásmido IHW10003-HLA-A*0201 

proporcionado por  Gene Bank (Efi). Se utilizó un cebador situado en la 

región 5´ no codificante al que añadimos una cola de cuatro pares de 

bases, CACC, que permite la clonación direccional del amplificado en el 

vector pcDNA3.1. En la figura 28 se muestra el amplificado del cDNA 

para HLA-A*0201. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28.-Amplificación del gen HLA-A*0201 desde el vector pCLNX. 

 

 

1.2.-  CLONACION DEL cDNA  PARA HLA-A*0201 EN EL 

VECTOR pcDNA3.1 

 

   El amplificado de cDNA para HLA-A*0201  fue ligado  en el vector de 

expresión pcDNA3.1 que contiene el promotor del citomegalovirus (CMV) 

que induce un elevado nivel de expresión del inserto en células de 

mamífero y el gen de resistencia a neomicina para su selección. Para 

determinar la orientación y secuencia del inserto, se utilizaron dos 

   c-         c+    A2 
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cebadores situados en el vector, T7 en el sentido 5´, y BGH en 3´. Para 

obtener la secuencia completa del gen HLA-A*0201 utilizamos  cuatro 

cebadores: AS-Fw, situado en el exón 2;  ANSA-Bw, situado en el exón 

5; vcHLA-Fw, en la región 5´no codificante (5´-UTR) y vcA-Bw, en la 

región 3´no codificante (3´-UTR) (figura 29).  

Los cinco plásmidos obtenidos contienen el inserto del cDNA para 

A*0201 sin errores en la secuenciación y con la orientación correcta. 

Se seleccionó uno de ellos del que se obtuvo la cantidad necesaria para 

la transfección celular. 

 

 

 
 

Figura 29.- Estrategia utilizada para la secuenciación de los plásmidos clonados. 

 

1.3.- TRANSFECCION DEL cDNA PARA HLA-A*0201 EN LA 

LINEA DE MELANOMA ANDO-2 

 

Mediante el uso de liposomas se realizó la transfección estable 

de la línea tumoral ANDO-2 con el vector de expresión, pcDNA3.1-A2. 

Las células transfectadas se clonaron mediante dilución límite para evitar 

la heterogeneidad en cuanto a morfología celular y expresión del gen 

transfectado. Se obtuvieron varios clones (figura 30a) de los cuales el 

clon ANDO-T1E3 expresó en superficie niveles altos de la molécula HLA-

A2 con un patrón similar al de la línea autóloga ANDO-EBV (figura 30b). 

La expresión de HLA-A2 aumentó después del tratamiento con IFN-γ y 

con TNF-α en el clon ANDO-T1E3 (Figura 30b). Este clon fue 

seleccionado para los ensayos de respuesta celular mediada por 

linfocitos CD8+ citotóxicos. 
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a) 

 
b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30.-a) Expresión de HLA-A2 en varios clonos derivados de la transfección con 

pcDNA3.1-A2. b) La expresión de HLA-A2 aumenta en el clon ANDO-T1E3 con el 

tratamiento de TNFα e IFN-γ.  
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2.- LA TRANSFECCION DE HLA-A2 EN LA LINEA ANDO-2 INDUCE 

UNA RESPUESTA MEDIADA POR LOS LINFOCITOS CD8+ 

AUTÓLOGOS   

 

2.1.- SELECCIÓN DE LOS LINFOCITOS CD8+ DEL PACIENTE 

ANDO 

Los linfocitos CD8+ del paciente ANDO fueron purificados   por 

selección positiva en un citómetro a partir de 30 x 106 células 

mononucleares de sangre periférica (PBMC), obtenidas en el año 1994.  

Se descartaron los linfocitos  con expresión débil de CD8 (células NK). 

Se obtuvo un rendimiento del 71.34% en la población CD8+ (Figura 31) 

quedando solo un 5.88% en la población CD8 negativa sin seleccionar 

(Figura 32). 

 

 

Figura 31.- Selección de CTLs desde los PBMCs. Se obtuvo un elevado porcentaje de 

las células CD8+ totales (71,34%). 

CD8+ CD8+ 
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Figura 32.- Selección de CTLs desde los PBMCs. Como se observa en la imagen, en la 

población de células que no fueron seleccionadas, sólo había un 5,88% de células CD8+. 

 

 

2.2 ESTIMULACION DE LOS CTLs FRENTE AL CLON ANDO-

T1E3 

  

Los linfocitos CD8 + se sembraron en placas de 96 pocillos con 

fondo de V (Nunc) en relación “linfocito:célula tumoral” de 1:1, 1:2, 1:4, 

1:8 y 1:16 (desde 3000 a 180 linfocitos por pocillo)  y estimulados con la 

adición de las células tumorales (3600 en cada pocillo), transfectantes 

para el gen A*0201 (ANDO-T1E3), irradiadas (10000 rads-32 min) en un 

volumen final de 200µl de medio Iscove suplementado con el 10% de 

suero humano, 100µM de 1-metil-triptófano, 20U/ml de IL-2 y 10ng/ml de 

IL-7. Un esquema del ensayo se representa en la figura 33. Los 

microcultivos fueron reestimulados cada semana por la adición del 

mismo número de células tumorales transfectantes irradiadas y la misma 

mezcla de citoquinas en 100 µl, retirando previamente 100 µl de 

sobrenadante.  
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Figura 33.- Esquema de MLTC (mezcla de linfocitos con la célula tumoral). 

 

 2.3.- FRECUENCIA DE PRECURSORES DE CTLs FRENTE AL 

CLON ANDO-T1E3  

 

 El primer ensayo de lisis se realizó con los linfocitos CD8 + el día 

22 post-estimulación. Como células diana  se utilizaron (a razón de 1000 

células/pocillo), la línea  tumoral ANDO2, la línea transfectada con HLA-

A*0201, ANDO-T1E3 (estimuladora de los CTLs), la línea autóloga 

ANDO-EBV y la línea K562, todas marcadas con 51Cr. A todos los 
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pocillos se añadió también la línea K562 en exceso (50000 células / 

pocillo) y sin marcar para bloquear la actividad NK. En este primer 

ensayo se obtuvieron 11 microcultivos que lisaban específicamente al 

clon ANDO-T1E3 y uno que reconocía simultáneamente a las líneas 

ANDO2 y ANDO-T1E3. 

El día 29 post-estimulación se repitió el ensayo de lisis. Se 

confirmaron los resultados del primer ensayo pero además se detectó un 

microcultivo adicional específico para ANDO-T1E3 con lo que su número 

final fue de 12 y surgieron 4 microcultivos específicos solo para la línea 

ANDO2 (Figura 34 Tabla 10). 

 

 
   CD8+ Células Diana Lisis de microcultivos por dilución límite (%)

C1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 D1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

3192 Ando2cB6.2-t1E3 5 0 0 0 27 3 20 1 1 5 5 6 0 0 0 7 0 0 8 12 4 7 7 1

Ando2cB6.2 6 0 10 9 7 8 15 9 3 21 5 6 4 6 6 4 5 10 5 6 20 6 13 1

Ando2-EBV 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 2 3 0 0 0

K-562 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

G1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 H1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1596 Ando2cB6.2-t1E3 0 0 16 2 0 1 5 2 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 12 2 0

Ando2cB6.2 7 0 5 12 5 2 8 2 7 8 3 0 4 3 3 0 1 0 5 4 1 2 2 0
Ando2-EBV 3 0 1 0 0 0 0 0 4 1 0 2 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0

K-562 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0

C1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 D1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

798 Ando2cB6.2-t1E3 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ando2cB6.2 6 4 3 1 3 8 5 1 0 2 5 1 1 1 2 3 9 2 3 0 3 4 0 3

Ando2-EBV 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0 99 0

K-562 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

G1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 H1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

399 Ando2cB6.2-t1E3 0 0 1 2 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ando2cB6.2 6 1 1 0 2 1 0 4 3 3 2 0 0 1 2 9 1 0 1 1 0 1 2 0

Ando2-EBV 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

K-562 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

A1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 B1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

3192 Ando2cB6.2-t1E3 18 0 0 1 2 7 6 1 9 40 22 1 0 2 0 0 0 0 8 1 0 3 5 4

Ando2cB6.2 2 9 3 9 3 2 6 0 15 11 4 1 5 8 5 9 6 6 12 9 0 9 10 6

Ando2-EBV 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

K-562 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

E1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 F1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1596 Ando2cB6.2-t1E3 1 0 1 2 0 0 0 0 16 0 17 12 0 0 3 0 0 0 0 0 2 1 0 0

Ando2cB6.2 4 0 0 4 0 0 1 3 3 6 2 3 1 4 10 2 4 5 7 2 2 7 2 0

Ando2-EBV 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0

K-562 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

A1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 B1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

798 Ando2cB6.2-t1E3 0 0 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Ando2cB6.2 0 1 0 1 8 0 0 1 0 4 1 1 2 5 1 1 2 4 3 2 8 6 3 1

Ando2-EBV 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

K-562 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

E1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 F1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

399 Ando2cB6.2-t1E3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0 0 30 0 5 0 0 0 0 0

Ando2cB6.2 0 0 0 3 2 1 6 1 6 3 12 2 0 0 0 3 11 0 2 2 2 2 3 2

Ando2-EBV 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

K-562 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Figura 34.- Ensayo de lisis de los linfocitos CD8+ estimulados con el clon ANDO2-T1E3.   

En recuadros de color naranja aparecen los porcentajes de lisis de los microcultivos 

específicos frente a ANDO2-T1E3 que cumplen los tres criterios de lisis de ANDO-T1E3 

>10%, relación de lisis de ANDO-T1E3/  lisis de ANDO-2 igual o superior a 3 y lisis inferior 

al 5% frente a las líneas ANDO-EBV y K562. En azul se marcan los porcentajes de lisis del 

pocillo donde existe lisis simultánea para ANDO2 y ANDO-T1E3. Se analizaron 250 

microcultivos en cada ensayo y se muestran los resultados obtenidos en 192 pocillos 

contiguos.  

 

 

 

 

 

Tabla 10.- Resultados obtenidos en los dos ensayos de lisis. Los microcultivos en los 

que hubo lisis específica para la línea transfectante fueron considerados positivos. Se 

consideraron negativos los pocillos donde la lisis no fue específica para la línea 

transfectante, en los que hubo lisis de la línea transfectante y de la línea parental ANDO-2. 

 

 

 

 

 

 

 

Ensayo microcultivos 
células 
efectoras 

microcultivos 
positivos 

microcultivos 
negativos 

%lisis 
negativa 

1 48 3192 5 43 43/48 
2 48 3192 5 43 43/48 
1 48 1596 5 43 43/48 
2 48 1596 5 43 43/48 
1 48 798 0 48 48/48 
2 48 798 1 47 47/48 
1 48 399 1 47 47/48 
2 48 399 1 47 47/48 
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La frecuencia de precursores de CTL (CTLp) anti-T1E3 (Figura 35) fue 

de 1/16154 (6,2 x 10¯⁵) de los linfocitos CD8 recogidos en mayo de 1994.  

 

 

 

 

 

 

Figura 35.- Análisis de CTLp anti-ANDO-T1E3. A partir de la proporción de pocillos 

negativos frente a cada concentración de célula respondedora se puede determinar el 

número de precursores CTLs en la población original, de acuerdo al método estándar 

(Taswell et al. 1981). Los valores de frecuencia se determinaron desde el número de 

células en el cual el 37% de los pocillos fue negativo, usando el método del máximo de 

verosimiltud (khanna R et al. 1998). 
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III) RELACION ENTRE LA CAPACIDAD ONCOGENICA Y LA 

EXPRESION DE MOLECULAS HLA TRAS LA INYECCIÓN DE LA 

LINEA ANDO2 EN RATONES ATÍMICOS (NU/NU) 
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1.- ENSAYO DE CRECIMIENTO EN RATONES NUDE (NU/NU) DE 

LAS  LÍNEAS TUMORALES ANDO-2, ANDO-NUDE Y ANDO-T1E3 

 

 En el modelo experimental ANDO-2 hay tres tipos de líneas 

diferentes en cuanto a la expresión de moléculas HLA de clase I. La 

línea ANDO-2 que presenta un fenotipo II, por la ausencia de un 

cromosoma 6 completo, la línea ANDO-2 transfectada con el gen A*0201 

(ANDO-T1E3) y la línea ANDO-NUDE que presenta un fenotipo I, por la 

falta global de expresión de moléculas HLA de clase I. Para valorar la 

influencia de la expresión en superficie de moléculas HLA en la 

capacidad oncogénica de las líneas tumorales, se seleccionaron 3 

grupos de 5 ratones atímicos, nu/nu y se inyectaron a nivel subcutáneo 5 

x 106 células ANDO-2, ANDO-T1E3 y ANDO-NUDE. El crecimiento 

tumoral fue seguido cada dos días y cuando alcanzaron 7-10 mm de 

diámetro, los tumores se extirparon. 

La línea ANDO-NUDE, aunque comenzó a crecer más tarde, a 

los 15 días post-inyección ya había alcanzado unos 4 mm de diámetro y 

a los 40 días post-inyección presentaba un diámetro de 9 mm (figura 36). 

La línea ANDO-2 dio origen a un tumor a los 10 días de la 

inyección que alcanzó un tamaño máximo de unos 4 mm a los 15 días, a 

partir del cual se observó un período de unos 10 días, entre el día 15 y 

25 post-inyección en el que crecía lentamente. Tras este período de 

adaptación creció rapidamente, alcanzando los 9 mm de diámetro en el 

día 58 post-inyección (figura 36). 

La línea ANDO-T1E3 durante los 10 primeros días dió origen a 

una tumoración que llegó a tener un tamaño de 4 mm de diámetro, pero 

después de forma progresiva y lenta empezó a regresar, siendo 

totalmente rechazada a los 60 días post-inyección (figura 36). 
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Aunque la línea ANDO-NUDE tardó más tiempo en empezar a 

crecer no presentó el periodo de adaptación, de unos 10 días, observado 

en las líneas ANDO-2 y ANDO-T1E3, por lo que su progresión fue más 

rápida, alcanzando en tan solo 40 días 9mm de diámetro. La línea 

ANDO-NUDE presentó mayor capacidad oncogénica que ANDO-2 y 

ANDO-T1E3.  

La expresión de moléculas HLA implica una menor capacidad 

oncogénica, tal y como se observa en la figura 36. 
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Figura 36.- Crecimiento de la línea ANDO-NUDE comparado con el de las líneas 

tumorales ANDO-2 y ANDO-T1E3. La línea ANDO-NUDE empieza a crecer más tarde que 

las otras dos líneas tumorales pero la progresión del tumor es mucho más rápida por lo que 

esta línea es más tumorigénica que las otras.  
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El desarrollo y establecimiento de un tumor sigue un proceso de 

varias etapas en las que a partir de una célula con mayor capacidad 

proliferativa, se van generando variantes, por acúmulo de lesiones 

moleculares, que presentan mayor capacidad invasiva y resistencia a la 

respuesta del sistema inmunológico (Vogelstein & Kinzler 1993). Las células 

tumorales durante su progresión presentan alteraciones en la expresión de 

las moléculas HLA de clase I siendo éste uno de los mecanismos de escape 

al sistema inmunológico más frecuentes (Garrido et al. 1993). Las pérdidas 

de expresión de las moléculas HLA de clase I se relacionan con un proceso 

de inmunoselección por parte de los linfocitos T CD8+ que eliminan a 

aquellas células tumorales que presentan péptidos antigénicos 

inmunodominantes a través de alelos HLA de clase I (Garrido et al. 1997). 

Las alteraciones en la expresión de moléculas HLA suponen una barrera 

para las vacunas antitumorales basadas en péptidos antigénicos 

presentados por las moléculas HLA de clase I al TCR de los linfocitos CD8+. 

En nuestro estudio, la línea ANDO-2 derivada de una metástasis en 

ganglio supraclavicular izquierdo, fue hemicigota para los genes HLA de 

clase I y clase II mediante tipaje genómico, al compararla con la línea 

autóloga ANDO-EBV. Mediante el uso de 7 marcadores microsatélites que 

mapean en el cromosoma 6, tanto en 6q como 6p, se ha mostrado que la 

línea ANDO-2 ha perdido un cromosoma 6 completo (figura 18). La línea 

ANDO-2 expresa en superficie las moléculas HLA de clase I 

correspondientes al haplotipo retenido mientras que la expresión de las 

moléculas HLA de clase II fue negativa (figura 17). La retención de un 

haplotipo HLA y la pérdida de otro es un marcador de clonalidad en un 

elevado porcentaje de tumores (Schreiber et al. 2002).  

La pérdida de haplotipo de los genes HLA de clase I es una de las 

alteraciones más frecuentes de genes relacionados con la función 

inmunológica y representa el principal mecanismo por el cual las células 

tumorales escapan al control del sistema inmunológico (Bodmer et al. 1993; 

Torres et al. 1996; Cabrera et al. 2003). La LOH en la región HLA de clase I 
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que da lugar al fenotipo II (Garrido et al. 1997), se encuentra en un elevado 

porcentaje de tumores de diferente histología: en el 46% de carcinomas de 

cervix, 36% de carcinomas de cabeza y cuello, 24% de carcinoma 

colorrectal, el 14% de carcinomas de mama y el 10% de melanomas 

(Feenstra et al. 1999; Jiménez et al. 1999; Maleno et al. 2002; Maleno et al. 

2004; Rodríguez et al. 2005). Este fenotipo está causado por la pérdida de 

fragmentos de DNA genómico debido a la segregación cromosómica, la no-

disyunción o la recombinación mitótica en el brazo corto del cromosoma 6 

(Feenstra et al. 1999). 

La pérdida de un haplotipo HLA en la línea ANDO-2, generada en 

este caso por la deleción de un cromosoma 6 completo supone una lesión 

molecular irreversible y tiene varias consecuencias biológicas. El repertorio 

de péptidos antigénicos presentados por las moléculas HLA de clase I 

quedaría reducido a la mitad y por tanto también su capacidad para 

estimular a los linfocitos T CD8 citotóxicos. La pérdida de expresión  de las 

moléculas HLA de clase I induciría una menor activación de las células 

CD8+, facilitando de este modo el crecimiento del tumor. Los genes TAP1, 

TAP2, LMP2 y LMP7 se encuentran en la región HLA de clase II y también 

son polimórficos (McCluskey et al. 2004). La deleción de un haplotipo HLA 

tambien supondría una reducción en la capacidad de procesamiento y 

transporte de péptidos antigénicos desde el citosol al retículo endoplásmico 

que afectaría al reconocimiento de los linfocitos CD8+.   

Los genes MICA y MICB se localizan también en la región  6p21.3 

dentro del sistema HLA. Estas moléculas son ligandos de receptores 

activadores en células NK (Bauer et al. 1999), células T γδ (Groh et al. 

1998) y células T CD8+ αβ (Groh et al. 2001). En modelos murinos, se ha 

mostrado que la expresión ectópica de la proteína RAE-1 (el homólogo en 

ratón de la familia de genes MIC) activa a las células NK para lisar las 

células tumorales que expresan las moléculas MHC de clase I en superficie 

(Cerwenca et al. 2001; Lanier 2001). La ausencia de expresión de los genes 

MICA y MICB de un haplotipo HLA en células tumorales con fenotipo II, 
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disminuye la capacidad para activar a las células del sistema inmunológico 

en situaciones de estrés. 

Teniendo en cuenta el polimorfismo del sistema HLA se planteó la 

hipótesis de “la ventaja del individuo heterocigoto” que establece que en 

individuos heterocigotos se genera una respuesta inmunológica más 

efectiva frente a las infecciones, cuando se compara con la respuesta 

generada en individuos homocigotos. Este hecho se muestra en individuos 

infectados por VIH, en los que se observó una rápida progresión a SIDA en 

pacientes homocigotos para HLA (Dean et al. 2002).  

El estudio de pérdida de heterocigosidad (LOH) en tumores 

humanos ha permitido identificar zonas calientes que sufren deleciones con 

elevada frecuencia y en las que se ha comprobado la existencia de genes 

supresores de tumor. La LOH podría ser utilizada como un mecanismo 

general para eliminar estos genes como paso previo al desarrollo del tumor 

(Atkin 1989). En el melanoma maligno se ha establecido un esquema de 

progresión tumoral basado en las pérdidas de material genómico en los 

cromosomas 1, 6, 9 y 10 (Poetsch  et al 2003). La lesión más precoz y más 

frecuente que se encuentra en todas las etapas del melanoma es la 

deleción de la región 9p21 que aparece en los nevus común y displásico 

(Casorzo et al 2005). En los melanomas en fase de crecimiento radial junto 

a la LOH de 9p21 se detectan también pérdidas genómicas en 6q24.1 y 

10q23.1 y en los melanomas en fase de crecimiento vertical se incrementan 

los porcentajes de LOH para estas tres regiones cromosómicas y surge la 

LOH para la región 1p36. Tambien se ha encontrado una polisomía para el 

cromosoma 7 tanto en la fase radial como en la vertical del melanoma 

maligno (Casorzo et al. 2005).  

La capacidad metastásica de los melanomas se ha relacionado con la 

pérdida de un cromosoma 6 o de la región del brazo largo comprendida 

entre 6q11 y 6q25. Varios genes han sido propuestos como candidatos de 

la acción supresora de las metástasis: el gen SOD2 que codifica para la 

manganeso superóxido  dismutasa, localizado en 6p25 (Church et al. 1993), 
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el gen THW que pertenece a la familia de PMP22/gas3 de proteínas 

plasmáticas (Hidebrandt et al. 2001) y sobre todo el gen CRSP3 también 

denominado DRIP130 (receptor de vitamina D que interacciona con una 

proteína de 130Kd). Este gen se localiza en la región 6p16.3-q23 junto al 

marcador D6S457 y fue aislado tras la introducción de un cromosoma 

normal en líneas de melanoma lo que provocaba una reducción en su 

potencial metastático (Goldberg et al. 2003). El gen CRSP3 es un factor de 

transcripción que regula los niveles de expresión de TXNIP/VDUP1 

(Thioredoxin binding protein) y de KISS1. El gen KISS1 codifica para un 

precursor de un neuropéptido  denominado metastina que es el ligando del 

receptor unido a proteína G hGPR54 y que reduce la producción de 

metástasis de las líneas de melanoma. En la región 6p se localiza el gen 

AP2 alfa que también se considera como un gen supresor de tumor 

(Goldberg et al. 2003). 

La línea ANDO-2 obtenida a partir de una metástasis ganglionar ha 

perdido un cromosoma 6 lo que le confiere capacidad invasiva, al perder  

genes supresores de metástasis y además reduce su potencial antigénico al 

perder alelos de HLA de clase I, de la maquinaria de procesamiento 

antigénico y de MICA y MICB. 

El desgaste de los telómeros es la alteración genética más 

temprana y es la responsable de la inducción de aneuploidía, característica 

principal de todos los tumores sólidos. Los telómeros protegen a los 

cromosomas de la desintegración, fusión de los extremos y mantienen la 

integridad genómica durante las divisiones de células somáticas, ejerciendo 

un papel clave en el envejecimiento celular. El desarrollo de cáncer y la 

senectud están ligados ya que el cáncer se constituye como un conjunto de 

alteraciones genéticas complejas que se originan en las células 

senescentes en las que está implicado el desgaste de los telómeros. Los 

telómeros no funcionales son susceptibles de recombinación induciendo a la 

generación de cromosomas dicéntricos. Durante las divisiones celulares, las 

alteraciones cromosómicas originan la ruptura de los puentes de fusión y 
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pueden dar lugar a la pérdida de heterocigosidad (LOH) y a la amplificación 

génica (Pathak & Multan 2006).  

 

En este estudio hemos caracterizado el crecimiento y la capacidad 

oncogénica de la línea de melanoma humano ANDO-2 tras la inyección 

subcutánea en la pata de ratones atímicos. La línea ANDO-2 fue 

oncogénica, sin dar lugar a metástasis, tras la inyección subcutánea. 

Cuando el tumor alcanzó unos 10mm de diámetro, se extirpó y adaptó a 

cultivo denominando a estas nuevas líneas, ANDO-NUDE1, -2, -3 y -4. Se 

estudió la expresión de las moléculas HLA de clase I y clase II en las líneas 

ANDO-NUDE y se observaron dos diferencias fenotípicas al compararlas 

con la línea de melanoma ANDO-2: a) las líneas tumorales ANDO-NUDE 

expresaban en superficie las moléculas HLA de clase II (figura 20); b) las 

líneas ANDO-NUDE mostraron una pérdida completa de antígenos HLA de 

clase I en superficie (figura 20). Es la primera vez que se describe el cambio 

de fenotipo, en cuanto a la expresión de moléculas HLA en superficie, de 

una línea tumoral tras su paso por ratones nude. 

 La expresión de antígenos HLA de clase II es una característica 

fenotípica de las células de melanoma maligno tanto en los tumores 

primarios (Broker et al. 1984) como también en las metástasis (Ruiter et al. 

1984) y se ha considerado un marcador de mal pronóstico (Ostmeier et al. 

2001). En condiciones fisiológicas y en células normales la expresión de 

HLA de clase II está restringida a células presentadoras de antígeno (APC) 

como células dendríticas, macrófagos y linfocitos B (Glimcher et al. 1992). 

Las moléculas HLA de clase II presentan péptidos procedentes del 

procesamiento exógeno de antígenos realizado en el fagolisosoma a los 

linfocitos CD4+. Durante un proceso inflamatorio las moléculas HLA de 

clase II se pueden inducir en células tisulares y en fibroblastos del 

mesénquima por la acción del interferón gamma. 

La expresión constitutiva de HLA de clase II en líneas de melanoma 

maligno humano se debe a la presencia de dos isoformas del  
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transactivador de HLA de clase II, la isoforma de los linfocitos B (B-CIITA) 

que alcanza un nivel muy elevado (Deffrennes et al. 2001) y la isoforma de 

los fibroblastos (F-CIITA) (Barbieri et al. 2002). La actividad de los  

transactivadores de clase II en líneas de melanoma se reduce a la expresión 

de HLA de clase II y no está implicada en la progresión tumoral de forma 

directa (Baton et al. 2004).  

Las células de melanoma presentan por las moléculas HLA de clase 

II péptidos antigénicos a los linfocitos CD4+ (Manici et al. 1999; Zeng et al. 

2000) pero al carecer de moléculas coestimuladoras (CD80 o CD86) 

inducen anergización de las células CD4+ efectoras y por tanto tolerancia 

(Becker et al. 1993; Takahashi et al. 1995). 

La expresión de HLA de clase II (HLA-DR y HLA-DQ) se produce de 

forma estable en la línea ANDO-NUDE y coincide con la pérdida de 

expresión de HLA de clase I. La línea ANDO-2 con fenotipo II, que implica la 

pérdida de haplotipo, pasó a fenotipo I por la pérdida total de expresión en 

superficie de las moléculas HLA de clase I. Este fenómeno ocurrió in vivo ya 

que la línea de melanoma ANDO-2 mantenida in vitro tras múltiples pases 

no mostró ninguna disminución de la expresión en superficie de las 

moléculas HLA de clase I.  

La pérdida total de antígenos HLA de clase I en tumores humanos o 

líneas celulares se ha correlacionado con la pérdida de expresión y/o 

función de la β2-microglobulina, debido a mutaciones que afectan al gen de 

la β2-microglobulina (Benítez et al. 1998; Perez et al. 1999) y que afectan a 

la expresión de todas las moléculas HLA de clase I (Seliger et al. 2002; 

Paschen et al. 2003). Otro de los mecanismos implicados en la ausencia de 

expresión de moléculas HLA de clase I es la supresión de la transcripción 

de genes HLA ya sea por la presencia de silenciadores (Coral et al. 1999) o 

fenómenos epigenéticos como la hipermetilación (Serrano et al. 1996) y/o 

alteración de la estructura de la cromatina nuclear y de los promotores de 

los genes de la cadena pesada de HLA de clase I (Nie et al. 2001). Estas 

alteraciones se caracterizan por su resistencia a IFN-γ. El descenso de la 
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expresión de los genes de la maquinaria de procesamiento antigénico es 

otro de los mecanismos que ocasionan la pérdida total de expresión de 

moléculas HLA de clase I, que se caracteriza por la reversibilidad de la 

alteración tras tratamiento con IFN-γ (Ritz et al. 2001; Cabrera et al. 2003; 

Romero et al. 2005). 

Para estudiar el mecanismo implicado en la pérdida completa de 

expresión de moléculas HLA de clase I, comenzamos con el análisis del 

nivel transcripcional de los genes de β2-microglobulina y de los genes para 

las cadenas pesadas de HLA de clase I. Por RT-PCR semicuantitativa, el 

nivel de transcripción de la β2-microglobulina en la línea ANDO-NUDE1 fue 

similar al observado en la línea ANDO-2 (figura 22). Mediante el análisis por 

RT-PCR cuantitativa a tiempo real, se observó que los niveles de mRNA de 

la β2-microglobulina fueron similares en las líneas tumorales, ANDO-2  y 

ANDO-NUDE, incluso la línea ANDO-NUDE3 mostró niveles superiores de 

expresión (figura 26). Sólo la línea ANDO-NUDE1 mostró una reducción del 

nivel de transcripción aunque no fue significativa, indicando que la ausencia 

de expresión en superficie de las moléculas HLA de clase I no se debía a un 

defecto en la transcripción del gen de la β2-microglobulina. El estudio del 

nivel de mRNA de los genes para las cadenas pesadas en la línea ANDO-

NUDE1 no mostró diferencias apreciables respecto al nivel de transcripción 

observado en la línea ANDO-2 por RT-PCR semicuantitativa (figura 22). Sin 

embargo, el estudio de los niveles de transcripción por RT-PCR a tiempo 

real mostró una nueva alteración en la línea ANDO-2, que consistía en un 

desequilibrio entre los distintos locus de HLA de clase I (figura 25). La línea 

original ANDO-2 presentó un descenso importante en el nivel de 

transcripción de mRNA del gen HLA-A en relación a los niveles mostrados 

por los genes HLA-B y HLA-C. Sin embargo, el nivel tan débil de 

transcripción del gen HLA-A en la línea ANDO-2 no impidió su expresión en 

la membrana celular, aunque fue también más baja que la mostrada por los 

otros genes, HLA-B y HLA-C. Este desequilibrio en el patrón de expresión 

de los distintos locus HLA de clase I se ha observado en otros modelos 
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experimentales. HLA-B se expresa a elevados niveles en células B de 

cordón umbilical transformadas con EBV, HLA-C se expresa a un nivel 

superior que los genes HLA-A y HLA-B, en células de linfoma Raji, leucemia 

K562, células de carcinoma HeLa y en células normales endoteliales en 

cultivo, y HLA-A se expresa a elevados niveles en líneas linfoblastoides B, 

JY y Pala (Jonson 2000). Los diferentes patrones de expresión de los genes 

HLA de clase I pueden deberse a que cada locus se transcribe en 

proporciones distintas o a que la estabilidad de los tránscritos es también 

variable. Se han descrito promotores locus-específicos  y el procesamiento 

de mRNA de cada locus está regulado de forma independiente 

(McCutcheon et al. 1995; Girdlestone et al. 1993). La expresión en 

superficie de las moléculas HLA de clase I no se correlaciona con el nivel de 

transcripción de cada locus individual HLA de clase I (Jonson 2000). La 

relación entre el nivel de mRNA de HLA de clase I y la expresión de proteína 

es específica de cada alelo, y está condicionada por su interacción con los 

péptidos generados por los componentes de la maquinaria de 

procesamiento antigénico (APM) (Peh et al. 1998; Cabrera et al. 2005). 

Dependiendo de la fase funcional de la célula, los péptidos pueden controlar 

la maduración y estabilidad (vida media) de las moléculas de HLA de clase I 

(Benham et al. 1998). 

Las líneas tumorales ANDO-NUDE, presentaron un descenso en los niveles 

de transcripción de los genes HLA-B y HLA-C, estadísticamente 

significativa, al compararlos con los niveles transcripcionales de dichos 

genes en la línea de melanoma ANDO-2. El nivel de los genes HLA-A no 

mostró un descenso tan acusado en las líneas ANDO-NUDE al compararlo 

con los niveles de transcripción en la línea ANDO-2. Sólo las líneas ANDO-

NUDE2 y ANDO-NUDE4 presentaron una disminución estadísticamente 

significativa del nivel de expresión del gen HLA-A (figura 25).  

 A pesar de que existe un descenso en los niveles transcripcionales 

de los genes para las cadenas pesadas en las líneas ANDO-NUDE, este 

descenso no explica la ausencia de expresión en superficie de las 
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moléculas HLA de clase I o al menos no debe ser el único mecanismo 

responsable de la ausencia de expresión. 

Debido a la reversibilidad del fenotipo en las líneas ANDO-NUDE 

tras el tratamiento con IFN-γ, que permitió la recuperación en superficie de 

las moléculas HLA de clase I (figura 20 y 24), decidimos analizar si los 

genes de la maquinaria de procesamiento antigénico estaban implicados. 

Mediante RT-PCR semicuantitativa no se detectó expresión de los 

componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico: TAP1, TAP2, 

LMP2, LMP7 y Tapasina en la línea ANDO-2-NUDE1 en condiciones 

basales (figura 23). Tras el tratamiento con IFN-γ, se observó transcripción 

de todos los genes del APM analizados y se acompañó de la expresión de 

las moléculas HLA de clase I en superficie (figura 23). Por tanto, el cambio 

fenotípico de ANDO-2 tras su pase por ratones atímicos, de fenotipo II a 

fenotipo I, se debía principalmente a un descenso coordinado de los genes 

que forman parte de la maquinaria de procesamiento antigénico, genes que 

son esenciales para el transporte y ensamblaje en la membrana celular de 

los complejos péptido-HLA-I. El análisis de los genes de la maquinaria de 

procesamiento antigénico, a nivel cuantitativo permitió establecer diferencias 

significativas en los niveles de expresión (figura 27). TAP1 presentaba 

elevados niveles de expresión en la línea de melanoma ANDO-2 pero en las 

líneas tumorales ANDO-2-NUDE presentó un fuerte descenso, 

estadísticamente significativo (p<0,005), del  nivel de transcripción. También 

se observó una disminución de los niveles de transcripción del resto de 

componentes del APM analizados aunque el nivel de mRNA de estos genes 

en la línea ANDO-2 era menor que el del gen TAP1. 

Las alteraciones en la expresión de los componentes de la 

maquinaria de procesamiento antigénico (APM) se han identificado en 

varios tumores humanos: carcinoma de cervix (Ritz et al. 2001), melanoma 

cutáneo (Kageshita et al. 1999), carcinoma de mama (Kaklamanis et al. 

1995), cáncer de pulmón (Korkolopoulou et al. 1996), cáncer de colon 

(Kaklamanis et al. 1994; Cabrera et al. 2003) y cáncer de vejiga (Romero et 
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al. 2005) y están asociadas normalmente con un descenso en los niveles de 

transcripción de las cadenas pesadas de los genes HLA de clase I y β2-

microglobulina,. A diferencia de lo descrito en los casos anteriores, en el 

modelo ANDO-2, el descenso del APM y de las cadenas pesadas no se 

acompaña de la disminución del gen de la β2-microglobulina. También se 

ha observado en líneas tumorales humanas de origen epitelial en las que se 

mostró la disminución de los componentes TAP, LMP y cadenas pesadas 

sin detectarse el descenso de los niveles de β2-microglobulina (Delp et al. 

2000). El mismo resultado se ha observado en tumores murinos inducidos 

por carcinógenos químicos en los que la ausencia de expresión de 

moléculas de MHC de clase I se debía a la disminución coordinada de 

varios de los genes de la maquinaria de procesamiento antigénico pero no 

se observó la disminución en los niveles de β2-microglobulina (Seliger et al. 

2000; García-Lora et al. 2003).  

 Las variaciones detectadas entre los distintos tumores para los 

componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico se pueden 

deber a la inmunobiología de cada tumor y al estado de proliferación de los 

tumores analizados (Seliger et al. 2000). En nuestro estudio, mostramos que 

una disminución coordinada del nivel de transcripción de todos los 

componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico y de las 

cadenas pesadas HLA de clase I se traduce en la ausencia de expresión en 

superficie de las moléculas HLA de clase I en las líneas tumorales ANDO-

NUDE. El tratamiento con IFN-γ originó el aumento en los niveles de 

transcripción de los genes permitiendo la recuperación de la expresión de 

las moléculas HLA de clase I. Se ha postulado que la proteína geranilgeranil 

transferasa (GGT), está implicada en el control negativo de la vía de 

activación génica, incluyendo a TAP1 (Cramer et al. 2000), iniciada tras la 

unión del IFN-γ a sus receptores en la membrana celular (Tilkin-Mariamé et 

al. 2005). 

En las líneas ANDO-NUDE la disminución en el nivel de TAP1 fue 

más acusada que la del resto de genes que constituyen la maquinaria de 
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procesamiento antigénico. La disminución o pérdida de la expresión del gen 

TAP1 se ha encontrado en muchos tumores con frecuencias que van desde 

el 10 al 84% (Restito et al. 1993). El carcinoma de cervix (Cromme et al. 

1994) y el melanoma (Seliger et al. 2001) son los tumores que pierden con 

mayor frecuencia TAP1 (>50%). Los mecanismos que originan la 

disminución de TAP1 en los tumores no se conoce bien. En un estudio 

reciente se ha mostrado que la deficiencia de TAP está causada por la 

pérdida de activación o expresión de activadores transcripcionales de TAP1, 

necesarios para la unión óptima del complejo de la RNA pol II al promotor 

de TAP1, o por la presencia de inhibidores transcripcionales que impiden su 

unión, y por la disminución de la estabilidad del mRNA de TAP1 (Setiadi et 

al. 2005). Se ha descrito también la relación entre deficiencias de TAP1 y 

LMP2 en carcinoma de mama, melanoma y carcinoma renal (Vitale et al. 

1998; Kageshita et al. 1999a; Seliger et al. 2003); esta asociación se puede 

explicar porque ambos genes comparten el mismo promotor. Este promotor 

es bidireccional, se localiza entre los dos genes e incluye cinco regiones 

reguladoras en cis: SP1, ICS-1, ICS-2, GAS y CREB (Wright et al. 1995). En 

nuestro trabajo también observamos esta asociación, en todas las líneas 

ANDO-2-NUDE se produce una fuerte disminución, estadísticamente 

significativa, en los niveles de transcripción de LMP2, aunque el nivel de 

transcripción de LMP2 en la línea ANDO-2 es menor que el de TAP1 (figura 

27). A diferencia de TAP1, el nivel de expresión del gen TAP2 aunque 

disminuyó en todas las líneas tumorales ANDO-NUDE, sólo en dos de ellas 

se mostró una disminución significativa en relación a la línea ANDO-2. TAP2 

se ha estudiado en carcinoma de mama y en melanoma con un patrón 

heterogéneo de expresión y una frecuencia de baja expresión que oscila 

entre el 13 y 64% (Vitale et al. 1998). 

El descenso en la expresión de componentes del APM en lesiones 

malignas, y la frecuente relación con la ausencia de expresión en superficie 

de las moléculas HLA de clase I, tiene implicaciones clínicas. El descenso 

en la expresión de TAP en carcinoma de mama, carcinoma cervical y 



                                                                                                 DISCUSIÓN 

 - 170 - 

melanoma se ha asociado con la progresión de la enfermedad (Khanna 

1998; Hicklin et al. 1999). También en melanoma se ha asociado con un 

menor tiempo de progresión de la enfermedad y una menor supervivencia 

(Kageshita et al. 1999). 

Existen varios trabajos en los que se establece una relación entre 

los componentes del APM y la expresión de HER2/neu en tumores. Nijman 

y colaboradores han mostrado un descenso de expresión de los genes de 

HLA de clase I y β2-microglobulina en pacientes con carcinoma de ovario, 

positivo para HER2/neu, pero no pudieron establecer una correlación entre 

el nivel de HLA y la expresión de HER2/neu (Nijman et al. 2001). Hermann y 

colaboradores observaron la pérdida de actividad de los genes TAP en 

carcinoma de mama que expresaba HER2/neu y postularon una posible 

asociación entre la expresión del oncogen HER2/neu y una deficiente 

función y expresión del APM (Herrmann et al. 2004). En otro estudio se 

observó el aumento de expresión en superficie de los genes HLA de clase I 

tras el tratamiento de dos líneas tumorales, de pulmón y ovario, con 

HER2siRNA (small interfering RNA), sugiriendo que HER2/neu estaba 

directa o indirectamente implicado en la expresión en superficie de los 

genes HLA de clase I (Choudhury et al. 2004). De esta forma, los tumores 

con expresión de HER2/neu podrían escapar al control del sistema 

inmunológico por la ausencia de expresión de moléculas HLA de clase I. 

Nuestros resultados fueron opuestos a los observados por estos autores. 

HER2/neu se expresaba en la línea ANDO-2 pero disminuyó su expresión 

en las líneas ANDO-NUDE. Sólo una línea ANDO-NUDE no mostró una 

bajada en el nivel de mRNA estadísticamente significativa al compararla con 

la línea ANDO-2. Existió una correlación directa entre la expresión en 

superficie de las moléculas HLA de clase I y HER2/neu, no observándose la 

sobreexpresión de HER2/neu en estas líneas de melanoma ANDO-2-NUDE 

(figura 27). Los melanocitos humanos no expresan HER2/neu, pero existe 

una gran controversia en la literatura en cuanto a la expresión del oncogen 

HER2/neu en melanomas (Fink-Puches et al. 2001; Eliopoulos et al. 2002; 
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Inman et al. 2003); con una expresión de entre el 2,5% (Persons et al. 2000) 

al 75% (Natali et al. 1994) en muestras de melanoma. Parece ser que 

HER2/neu se sobreexpresa en líneas de melanoma pero su prevalencia en 

tumores sólidos es muy baja, siendo más frecuente en tumores cutáneos 

primarios que en muestras metastásicas (Kluger et al. 2004). 

 También se ha mostrado en carcinoma de mama (Gee et al. 1999), 

carcinoma de colon (Ropponen et al. 2001) y en melanoma (Karjalainen et 

al. 1998) que la pérdida del gen supresor de tumor AP2α se relaciona con la 

progresión tumoral. En carcinoma de mama AP2α suprime la expresión de 

HER2/neu e induce la del receptor de estrógenos (ERα) (Perissi et al. 2000; 

Newman et al. 2000). La pérdida de expresión de AP2α en melanoma 

maligno condiciona la transición de la fase de crecimiento radial a la de 

invasión vertical que se asocia al aumento de expresión de MCAM y al 

descenso de c-Kit (Bar-Eli 2001). En las líneas ANDO-NUDE no pudimos 

observar ninguna diferencia significativa de expresión en superficie de estos 

dos receptores al compararla con la expresión en la línea ANDO-2. Aunque 

el nivel de expresión de MCAM fue ligeramente superior en la línea ANDO-

NUDE, no se observó una disminución de c-Kit en relación a la línea tumoral 

ANDO-2 (figura 21). El factor transcripcional AP2-α podría ser otro de los 

reguladores responsable de la expresión de los componentes de la 

maquinaria de procesamiento antigénico. La proteína codificada por este 

gen, se une a una secuencia consenso palindrómica GCCNNNGGC, que se 

ha localizado en las regiones reguladoras de genes de la cadena pesada 

murina H-2 de clase I y el oncogen HER2/neu entre otros. El hecho de que 

las regiones promotoras de los genes HLA de clase I y de los componentes 

de la maquinaria de procesamiento antigénico contengan la región 

consenso palindrómica y de que el gen AP-2α se encuentre próximo a la 

región HLA, podría facilitar la interacción con los mecanismos reguladores 

de la expresión de HLA de clase I o de los componentes del APM. En 

nuestro laboratorio se ha desarrollado un modelo murino donde un tumor  

que no expresa las moléculas H-2 de clase I, debido al defecto en la 
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transcripción de los componentes del APM, al ser inyectado en ratones 

atímicos da lugar a metástasis que reexpresan las moléculas H-2 de clase I 

en la membrana celular y esta recuperación es estable y se mantiene in vitro 

(García-Lora et al. 2003). En el modelo de la línea de melanoma maligno 

ANDO-2 sucede lo contrario ya que al ser inyectada en ratones atímicos 

pierde la expresión de moléculas HLA de clase I. 

Mediante hibridación sustractiva entre el tumor H-2 de clase I 

negativo y las metastasis H-2 negativas se definieron dos genes como 

posibles candidatos a ser reguladores de la expresión coordinada de los 

componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico (observaciones 

no publicadas). El gen FHIT, se encuentra en la región 3p14.2, en una 

región denominada frágil por la elevada susceptibilidad que presenta a la 

generación de deleciones. La pérdida o inactivación de este gen en muchos 

tumores se asocia con la disminución de la proteína FHIT y se traduce en 

una mayor tumorigenicidad, capacidad invasiva y peor pronóstico de los 

tumores (Ishii & Furukawa 2004). No existe en la bibliografía ningún dato 

acerca de la relación entre este gen y la maquinaria de procesamiento 

antigénico o la expresión de moléculas HLA de clase I pero sería 

interesante determinar si esta relación existe. El otro gen es el factor 

transcripcional Glis1 que actúa como un oncogen, transformando células en 

cultivo y se ha observado su sobreexpresión en varios tumores (Green et al. 

1998; Grachtchouk et al. 2002; Ruiz i Altaba et al. 2002). La secuencia 

consenso de unión a DNA es GACCACCCA y se han encontrado 

secuencias similares en los promotores de los genes TAP1, TAP2, LMP2 y 

LMP7 que podrían interaccionar con el factor transcripcional Glis1. El 

descenso en la expresión de Glis1 en metástasis desarrolladas en ratones 

inmunocompetentes (datos obtenidos en nuestro laboratorio, no publicados) 

podría explicar la disminución de la expresión de los componentes de la 

maquinaria de procesamiento antigénico y en consecuencia, la falta de 

expresión de moléculas HLA de clase I. 
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En resumen, pocos datos concluyentes existen acerca de cómo se 

regulan de forma coordinada los genes de las cadenas pesadas de HLA de 

clase I, β2-microglobulina y los componentes de la maquinaria de 

procesamiento antigénico para que todas las células diferenciadas expresen 

en su membrana las moléculas HLA de clase I. Los genes HLA de clase I se 

encuentran separados de los de TAP1, TAP2, Tapasina, LMP2 y LPM7 que 

se localizan en la región HLA de clase II por una extensa región 

cromosómica que es la región HLA de clase III, e incluso otros genes se 

encuentran en otros cromosomas como la β2-microglobulina que está en el 

cromosoma 15. Los genes en los eucariotas están controlados por 

elementos reguladores en cis, que pueden estar separados por varias pares 

de bases de la región codificante. Sin embargo, la existencia de una 

regulación común en cis para diversos genes localizados en el mismo 

cromosoma o en cromosomas distintos es poco probable y sugiere la 

existencia de un mecanismo regulador que actúe en trans. Se ha observado 

que genes activos de distintos cromosomas se localizan en lugares 

transcripcionales compartidos debido a la conformación adquirida por los 

cromosomas (Osborne et al. 2004), incluso se establecieron las llamadas 

“fábricas de transcripción” (Cook 1999). En un estudio reciente se ha 

encontrado la colocalización de genes de diferentes cromosomas. En 

células T helper naïve, el locus del IFN-γ se encuentra en el cromosoma 10 

y se localiza junto al grupo de genes que codifican las citocinas Th2 en el 

cromosoma 11 (IL-4, IL-15, IL-13) (Spilianakis et al. 2005). Esta interacción 

se da en células T naïve que tienen la capacidad potencial de expresar 

bajos niveles de IFN-γ o citocinas Th2 tras activación. Al contrario, las 

células Th1 o Th2 expresan IFN-γ o citocinas Th2 pero no ambas, y las 

interacciones entre los locus se pierden porque adquieren modificaciones de 

histonas que son transcripcionalmente favorables. 

El concepto de “fábrica transcripcional” se puede aplicar a la 

regulación de la expresión de HLA de clase I y plantear la posibilidad de 

interacciones intracromosómicas en 6p21.3 que permitan la aproximación 
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de los genes de las cadenas pesadas de HLA de clase I a los genes de los 

componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico y de 

interacciones intercromosómicas que aproximen la región de la beta 2 

microglobulina en el brazo largo del cromosoma 15 (15q21) a la de HLA en 

6p21.3. Además de la acetilación y metilación de las histonas que 

estabilizan las interacciones cromosómicas para fijar el complejo genético 

serán necesarias moléculas de enlace y factores de transcripción, lo que 

permite suponer que existan interacciones intercromosómicas adicionales. 

Durante la progresión tumoral las interacciones cromosómicas se rompen 

produciendose una inactivación simultánea de todos los genes del complejo 

relacionado con la expresión de moléculas HLA dando lugar a un fenotipo I. 

La pérdida de un cromosoma 6 o de la región 6p21.3 podría facilitar este 

proceso de ruptura de las interacciones cromosómicas. En tumores como el 

carcinoma de colon (Maleno et al. 2004), carcinoma de laringe (Maleno et al. 

2002) y carcinoma vesical (Maleno et al. 2006) se ha encontrado una 

pérdida de haplotipo HLA por deleción de 6p21.3 o pérdida de un 

cromosoma 6 en casos con un fenotipo I.    

 

La conversión de fenotipo II a fenotipo I en las líneas tumorales 

obtenidas tras el crecimiento de ANDO-2 en ratones atímicos, no tiene 

antecedentes en la bibliografía. Los ratones atímicos (nu/nu) se utilizan 

fundamentalmente para el establecimiento de líneas tumorales humanas y 

la determinación del potencial oncogénico de líneas tumorales establecidas 

in vitro. El mecanismo responsable del cambio fenotípico en las líneas 

ANDO-NUDE no se conoce, pero la pérdida de expresión de moléculas HLA 

de clase I en la línea ANDO-2 plantea dos cuestiones: 
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- ¿es el resultado de la acción de factores intrínsecos de la propia 

línea ANDO-2, que permiten o mejoran su capacidad adaptativa 

al medio? 

- ¿está condicionada por la interacción con el sistema 

inmunológico del huésped? 

 

Los ratones atímicos carecen de células T pero tienen células NK, sin 

embargo, no existen datos sobre la interacción entre células NK murinas y 

líneas tumorales humanas. Para discernir el mecanismo responsable del 

cambio fenotípico en ANDO-2, sería necesaria la inyección de la línea 

tumoral en ratones SCID, en los que al carecer de células NK, el mismo 

cambio fenotípico permitiría descartar la interacción del sistema 

inmunológico. Para concluir que se trata de un fenómeno reproducible, sería 

necesario además analizar la expresión de moléculas de HLA de clase I en 

más líneas tumorales tras su pase por ratones atímicos. 

  

 Actualmente existe una gran controversia en cuanto al papel que 

desempeña el sistema inmunológico frente a la progresión tumoral, los 

tumores surgen y progresan en individuos inmunocompetentes. La 

presencia de linfocitos en el ambiente tumoral no es necesariamente un 

indicador de reacción inmunológica específica antitumoral. Si se asume la 

intervención activa de un sistema inmunológico frente al desarrollo y 

progresión tumoral, necesariamente los tumores deben generar 

mecanismos que los hagan resistentes. La gran inestabilidad genética y 

epigenética que experimentan las células cancerosas junto a la intervención 

activa del sistema inmunológico, podría explicar la generación de variantes 

tumorales que escapan del sistema inmunológico y progresan 

indefinidamente. 

Uno de los principales mecanismos de escape de las células tumorales se 

basa en la alteración de la expresión en la superficie celular de las 
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moléculas HLA de clase I. Se pueden plantear dos hipótesis para explicar la 

generación de fenotipos HLA alterados en tumores: 

 -la primera hipótesis sería que desde el inicio del tumor existe una 

tolerancia inmunológica que impide el ataque del sistema inmunológico. Las 

alteraciones en la expresión de moléculas HLA de clase I estarían ligadas al 

proceso intrínseco de adaptación y progresión tumoral y serían por tanto, 

independientes del sistema inmunológico. 

 -la segunda hipótesis estaría fundamentada en el concepto de 

inmunoedición e implicaría que las alteraciones en la expresión de las 

moléculas HLA de clase I se generarían al azar y posteriormente serían 

seleccionadas porque escaparían a la respuesta celular mediada por los 

linfocitos CD8+. Las moléculas HLA de clase I que se han perdido durante 

la progresión tumoral presentan péptidos antigénicos inmunodominantes 

que originan la eliminación por el sistema inmunológico de las células 

tumorales que las expresan. Las moléculas HLA de clase I retenidas 

presentan péptidos antigénicos débiles que son tolerados y por tanto los 

tumores que las expresan no son eliminados. Si esta hipótesis es cierta, en 

el huésped de un tumor, la respuesta celular de linfocitos T CD8+ restringida 

por las moléculas HLA de clase I que se han perdido ha debido generar 

clones de linfocitos T CD8+ memoria que pueden ser reestimulados si se 

recupera en el tumor la expresión de las moléculas HLA. 

 Para determinar si el sistema inmunológico ha seleccionado a la 

línea ANDO-2, se llevó a cabo la reexpresión del gen HLA-A*0201 por 

transfección génica. La reexpresión del gen A2 permite valorar la existencia 

de células T CD8+ memoria restringidas por este gen en el paciente ANDO 

y determinar la frecuencia o proporción de células efectoras específicas 

frente a la línea ANDO-T1E3, transfectante para el gen HLA-A2. Los 

linfocitos se pueden obtener de sangre periférica o de TILs, los linfocitos 

infiltrantes de tumor. Son estas células T las que permiten la caracterización 

de antígenos tumorales que se utilizan actualmente para la vacunación y 

generalmente estas células T antitumorales son inefectivas in vivo para 
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mediar el rechazo del tumor porque se encuentran en una frecuencia 

demasiado baja (Khong et al. 2002), o porque los linfocitos son 

funcionalmente deficientes ya sea por la inducción de anergia o tolerancia, o 

porque el péptido antigénico frente al que van dirigidos con mayor afinidad 

ha desaparecido por la pérdida de moléculas HLA en el tumor (Lee et al. 

1999; Zippelius et al. 2004).  

Los linfocitos obtenidos desde sangre periférica del paciente ANDO se 

reestimularon in vitro durante varias semanas con la célula tumoral ANDO-

T1E3. Los linfocitos utilizados en el ensayo fueron obtenidos en mayo de 

1994, y habían sido estimulados in vivo mediante 16 inmunizaciones 

consistentes en la línea tumoral ANDO-2 e IL-2. En los ensayos de 

citotoxicidad se obtuvieron más microcultivos positivos frente a la línea 

transfectante que frente a la línea tumoral parental (12:4) (figura 34). La 

frecuencia de precursores frente a la línea ANDO-2-T1E3, del orden de 6 x 

10-5 (figura 35) aunque baja tiene gran relevancia. El paciente ANDO había 

estado sometido a vacunación durante 12 años, en los cuales no se produjo 

recidiva. Estas vacunaciones consistían en las células tumorales ANDO-2 

junto a IL-2. Los linfocitos del paciente se estimularon in vivo con una línea 

que presentaba una pérdida de haplotipo y que probablemente había sido 

inmunoseleccionada. A pesar de no existir recidiva en el paciente ANDO en 

el periodo de vacunación la proporción de células efectoras frente a la línea 

ANDO-2 fue mucho menor que la encontrada para la transfectante. Este 

resultado podría indicar que la ausencia de enfermedad en este paciente no 

se debe a la vacunación. Previamente a la extirpación del tumor primario, se 

podrían haber generado micrometástasis en las que se encontraban 

diferentes variantes tumorales. Sólo las metástasis generadas por las 

variantes con la pérdida de haplotipo, la línea obtenida ANDO-2, fueron 

inmunoseleccionadas por su baja inmunogenicidad, progresaron y se 

hicieron clínicamente detectables. Las metástasis generadas por variantes 

con una expresión normal de moléculas HLA en superficie fueron 

controladas por los linfocitos CD8+. De ahí que se encuentre mayor 
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proporción de células efectoras frente a la línea transfectante que expresa 

HLA-A2. La LOH en la línea ANDO-2 puede ser el resultado de un proceso 

de inmunoselección por el cual la pérdida de haplotipo de moléculas HLA de 

clase I podría haber ocurrido en una pequeña población de células ANDO-2 

en un estadío temprano de la carcinogénesis, en el que las células que 

presentaban una expresión normal de moléculas HLA en superficie pudieron 

ser atacadas y erradicadas por los linfocitos T CD8+ permitiendo a las 

células ANDO-2, con una pérdida de haplotipo, progresar en el paciente 

ANDO. 

 El grupo de investigación de Slingluff ha descrito un caso de 

melanoma en que el paciente sobrevivió durante 16 años al tumor y falleció 

por otras causas diferentes al proceso tumoral (Slingluff et al. 2005). A los 

cinco años de la extirpación del melanoma primario localizado en la espalda 

se detectaron 12 metástasis ganglionares que fueron tratadas 

quirúrgicamente quedando el paciente libre de enfermedad hasta la 

aparición de otra metástasis ganglionar aislada después de otros seis años 

que también fue extirpada. El paciente no recibió ningún otro tratamiento. 

En la primera oleada metastásica el melanoma había perdido un haplotipo 

HLA-A11, -B44 y –Cw7, y mantenía la expresión de HLA-A2. La respuesta 

celular en ese momento iba dirigida frente a un epítopo de MART-1 

presentado por HLA-A2, en la segunda metástasis la mayoría de las células 

tumorales (88%), habían perdido la expresión de todas las moléculas HLA 

de clase I por una mutación del gen de la β2-microglobulina y el resto era 

reconocido por linfocitos específicos de un péptido de la tirosinasa 

presentado también por la molécula HLA-A2. En este caso, se aprecia que 

las alteraciones en la expresión de HLA se van acumulando de forma 

progresiva durante el desarrollo de las metástasis y que al mismo tiempo la 

respuesta inmunológica se va adaptando a los cambios fenotípicos del 

tumor. Pero lo más importante y lo que se asemeja este caso al nuestro de 

ANDO es que la extirpación de la segunda metástasis, donde la mayoría de 

las células tumorales escapaban al control de los linfocitos CD8+ por perder 
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la expresión de HLA, fue suficiente para la curación del paciente sin ningún 

tratamiento adicional. El paciente ANDO continuó libre de enfermedad 

después de la extirpación de la segunda metástasis que había perdido la 

expresión de HLA-A2 y había por tanto escapado al control de los linfocitos 

T CD8+ que reconocían antígenos inmunodominantes como los demuestra 

el ensayo de precursores de CTL. La vacuna con las células autólogas de la 

línea ANDO-2 no generó una respuesta inmunológica importante, pero 

después de la extirpación quirúrgica de la segunda metástasis el paciente 

quedó libre de enfermedad por la existencia probablemente de otros 

mecanismos de control de la expansión tumoral distintos a la acción de los 

linfocitos CD8+. 

 En un estudio reciente, de características similares al nuestro, se ha 

mostrado que en la línea de cáncer de pulmón A904L, con una pérdida de 

haplotipo HLA, al ser transfectada con el gen HLA-B*3901 era reconocida y 

lisada por un clon específico de CTL (G3b) de forma restringida por este 

alelo. El alelo B*3901 presentaba un antígeno, procedente de una proteína 

implicada en la regulación del ciclo celular, que era reconocido por un clon 

de CTL incapaz de lisar a la célula tumoral parental con la pérdida de 

haplotipo. Sugiriendo que la pérdida de haplotipo en la línea A904L fue 

inmunoseleccionada in vivo (So et al. 2005). 

Nuestro estudio es un paso previo para la caracterización del 

antígeno tumoral presentado por HLA-A2 que requiere la clonación de los 

microcultivos. Los cuatro microcultivos (figura 34) que lisaban 

específicamente a la línea parental ANDO-2 y no mostraron lisis frente a la 

transfectante de A2 podrían explicarse por un procesamiento del antígeno 

distinto entre ambas líneas. Algunos péptidos antigénicos son procesados 

mejor por el inmunoproteosoma y otros por el proteosoma estándar (Van 

den Eynde  & Morel. 2001; Schultz et al. 2002). Las endopeptidasas de 

estos proteosomas difieren en su especificidad, el inmunoproteosoma corta 

mejor detrás de residuos hidrofóbicos y el estándar tras residuos ácidos. 

Esto puede afectar no sólo al extremo C-terminal sino también al grado de 
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destrucción del péptido antigénico por sus cortes internos. En un ambiente 

no inflamatorio, las células tumorales expresan solamente proteosomas 

estándar y por tanto, sólo antígenos tumorales procesados por estos 

proteosomas. La propia transfección del gen HLA-A2 podría acompañarse 

de modificaciones en la preferencia de los cortes proteolíticos del 

proteosoma. Se ha observado que la transfección de la molécula de clase I 

murina, H-2K, en células de melanoma B16BL6 modificaba la especificidad 

del proteosoma. Las células deficientes en la molécula H-2K tenían una 

actividad proteosomal como la quimiotripsina, implicada en el recambio 

dinámico de proteínas de vida media corta, que se perdía tras la 

transfección induciéndose la expresión de los componentes del 

inmunoproteosoma (Tsory et al. 2006). Los microcultivos que lisan a la línea 

tumoral ANDO-2 podrían contener algún CTL que reconociese un antígeno 

procesado por el proteosoma estándar de la célula tumoral ANDO-2, que 

podría ser diferente del procesado en el inmunoproteosoma de la célula 

transfectante ANDO-T1E3.  

La línea ANDO-T1E3 estimularía linfocitos CD8+ con baja afinidad 

por péptidos presentados por los alelos del haplotipo HLA retenido que no 

serían capaces de lisarla  pero sí a la línea original ANDO-2 que presentaría 

diferentes péptidos de idénticos antígenos tumorales que serían 

reconocidos con mayor afinidad por los linfocitos CD8+ provocando su 

activación y la lisis celular. La identificación de antígenos restringidos por las 

moléculas HLA de clase I perdidas o delecionadas después de recuperar su 

expresión por transfección génica, nos puede ayudar a entender los 

mecanismos de escape tumoral y permitir el desarrollo de una 

inmunoterapia frente al cáncer más efectiva. 

 

Por último, se ha comparado el crecimiento de las líneas tumorales 

ANDO-2, ANDO-NUDE1 y ANDO-T1E3 en ratones atímicos. La línea 

ANDO-NUDE1 no mostró ningún período de adaptación y en sólo 15 días se 

observó en el ratón un tumor de unos 4mm de diámetro en el lugar de la 
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inyección. La línea ANDO-2 mostró un período de adaptación de unos 15 

días durante los cuales podría estar produciéndose el paso de fenotipo II a 

fenotipo I, tras el cual comenzó a progresar.  

La línea ANDO-T1E3 mostró crecimiento inicialmente seguido de un 

periodo, similar al periodo de adaptación mostrado por la línea ANDO-2, a 

partir del cual comenzó a regresar hasta llegar a desaparecer. En la gráfica 

de crecimiento tumoral (figura 36) se observa que la línea tumoral con 

fenotipo I, que carece de expresión de moléculas HLA de clase I, es la que 

mayor capacidad oncogénica presenta, seguida por la línea tumoral con 

fenotipo II, que expresa un haplotipo HLA. La línea tumoral con menor 

capacidad oncogénica fue la transfectante, que expresaba un alelo más que 

la línea con capacidad oncogénica intermedia ANDO-2. Este resultado 

sugeriría que la expresión de moléculas HLA disminuye la capacidad 

oncogénica del tumor. Un resultado similar se ha encontrado en la línea de 

melanoma murino B16, en la que la transfección de la molécula H-2K, de 

clase I, aumentó su inmunogenicidad y atenuó su capacidad para formar 

tumores cuando se trasplantaban en animales singénicos (Tsory et al. 

2006). 
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1. La línea de melanoma ANDO-2 presenta un fenotipo II por deleción 

de un cromosoma 6, perdiendo de forma irreversible la expresión de 

los alelos HLA-A2, -B13,-Cw6 y mantiene la de HLA-A32, -B40, -

Cw3. Además la expresión de HLA-A32 es inferior a la de HLA-B40. 

 

2. La transfección del gen HLA-A*0201 en la línea ANDO-T1E3 induce 

una mayor respuesta inmunológica mediada por linfocitos T CD8+ in 

vitro que la línea original ANDO-2. Estos datos sugieren la 

existencia de linfocitos T CD8+ memoria que reconocen péptidos 

inmunodominantes presentados por la molécula HLA-A2 y que 

eliminarían a las células tumorales que expresaran esta molécula. 

 

3. El pase de la línea ANDO-2 por ratones atímicos induce la 

conversión de fenotipo HLA II a fenotipo I, con pérdida total de la 

expresión de moléculas HLA de clase I y neoexpresión de  

moléculas HLA de clase II. 

 

4.  La perdida total de la expresión de moléculas HLA de clase I se 

debe a un descenso importante en la transcripción de los genes de 

cadena pesada de HLA de clase I y de los genes de la maquinaria 

de procesamiento antigénico: TAP1, TAP2, LMP2, LMP7 y 

Tapasina.  

 

5. La pérdida de expresión de moléculas HLA de clase I se 

correlaciona con la capacidad oncogénica en ratones atímicos: la 

línea ANDO-NUDE, que tiene un fenotipo I, crece con mayor 

rapidez, mientras la línea ANDO-2 requiere un período de 

adaptación hasta realizar la conversión a fenotipo I para continuar 

de forma acelerada su crecimiento. La linea celular transfectante 

para HLA-A2, ANDO-T1E3, comienza creciendo, para 

posteriormente regresar y ser finalmente rechazada.  
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6. Este trabajo es un paso previo para la caracterización de CTLs que 

puedan definir antígenos tumorales inmunodominantes, que 

facilitarían la inducción de una potente respuesta inmunológica 

celular. 
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