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EVALUACIÓN DE LAS PROPIEDADES CARRIER Y ANTITUMORALES DE 

HEMOCIANINAS  ACOPLADAS A UN PÉPTIDO MIMÉTICO DE UN ANTÍGENO 

TUMORAL EN EL MODELO DE MELANOMA MURINO B16F10 

El melanoma es un cáncer de alta incidencia y mortalidad, que posee 
una inmunogenicidad suprimida por mecanismos de evasión propios, como la 

expresión aberrante del gangliósido GD2 en la superficie de las células 
tumorales. Entre las terapias experimentales, la hemocianina de Megathura 

crenulata, conocida como KLH, generó una respuesta inmune protectiva 
contra el tumor de melanoma al estar acoplada a un péptido que mimetiza a 

GD2 (péptido P10), induciendo anticuerpos anti-GD2 que dirigen la respuesta 
hacia el tumor. Así, se propuso que las hemocianinas de los moluscos del 

litoral chileno, Concholepas concholepas (CCH) y Fissurella latimarginata 
(FLH), acopladas a P10 generarían una respuesta inmune protectiva frente al 

desafío de ratones C57BL/6, con melanoma murino de la línea B16F10.  

 
Primero, los péptidos P10 y control (S266) fueron acoplados a las tres 

hemocianinas mediante el entrecruzador sulfo-SMCC. Luego, utilizando el 
adyuvante AddaVax, como potenciador inmunológico de los conjugados 

hemocianina-péptido, se inmunizó a los ratones encontrándose un elevado y 
similar título de anticuerpos contra las hemocianinas (de 1:2.500), y un 

menor título de anticuerpos específicos y predominantemente de clase IgG 
contra cada péptido (de 1:300). Posteriormente, se evaluó la terapia anti-

tumoral inducida por tres inmunizaciones con los conjugados y con 
hemocianinas no acopladas, en ratones desafiados con células B16F10 y 

previamente sensibilizados con cada antígeno. Se encontró que FLH indujo 
una mayor respuesta inmune protectiva contra el tumor que CCH, dado que 

inhibió la incidencia y la velocidad de crecimiento tumoral, similar al control 
positivo con KLH, estando o no conjugada, y sin efectos tóxicos colaterales. 

Con ello, y según se verificó por inmunofluorescencia y indirecta citometría 

de flujo, los anticuerpos anti-hemocianinas presentaron reacción cruzada con 
epítopos presentes en las células B16F10 y en líneas de melanoma humano. 

 
En conclusión, no se encontraron diferencias entre las hemocianinas al 

actuar como carrier de péptidos miméticos, pero sí hubo diferencias 
significativas en la respuesta inmune antitumoral inducida por FLH y KLH, 

respecto a los controles y a CCH, resultados que son promisorios para 
continuar los estudios preclínicos con FLH, que potencien su uso como 

adyuvante o inmunomodulador en la terapia del melanoma.  
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CAPÍTULO 1 
 

INTRODUCCIÓN 
 

 
 

1.1. ANTECEDENTES GENERALES 
 
 

Durante los últimos años, el desarrollo de vacunas para el tratamiento 
y prevención de enfermedades ha tomado un papel protagónico en la 

investigación científica, con un especial interés en la inmunoterapia del 
cáncer. Así, y dado que el cáncer de piel, conocido como melanoma maligno, 

es uno de los cánceres más agresivos a nivel mundial1,2, en las últimas 
décadas ha existido una gran dedicación por encontrar una terapia 

inmunológica contra el melanoma que sea igualmente efectiva y menos 
invasiva a los actuales tratamientos quirúrgicos y quimioterapéuticos. Tal 

investigación se ha visto fomentada por la importancia de la terapia 
sistémica en pacientes de melanoma en estado IV, la que incluye 

quimioterapia citotóxica, inmunoterapia, o una combinación de enfoques, 
tales como la bioquimioterapia3.  

 

En este sentido, se han desarrollado las vacunas dirigidas a antígenos 
asociados a tumores (AATs), debido a que la sobreexpresión de dichas 

moléculas en células tumorales, en relación a células normales, las hace un 
blanco idóneo para dirigir la respuesta inmunológica contra el tumor, sin 

afectar otros tejidos4–6. Un AAT de melanoma ampliamente reconocido es el 
disialogangliósido GD2, el cual presenta una mayor sobreexpresión en 

estadios avanzados de la enfermedad y en células metastásicas1,7. 
 

Debido a su naturaleza glicolipídica, GD2 presenta una baja 
inmunogenicidad8, por lo que se han diseñado diversas estrategias para 

lograr estimular la respuesta inmunológica contra el gangliósido(1), de modo 
que ésta sea efectiva como terapia contra el melanoma. Tales estrategias 

incluyen el acoplamiento de GD2 a moléculas transportadoras (carriers)9 y la 
generación de péptidos miméticos(2) capaces de inducir anticuerpos que 

reconozcan al epítopo del gangliósido4,8,10,11. En este contexto, el trabajo de 

título desarrollado se centró en la evaluación de las propiedades carrier y 
antitumorales de hemocianinas(3) de moluscos del litoral chileno como 

inmunoestimuladores en la terapia contra el cáncer de melanoma en un 
modelo murino, al acoplarles un péptido que mimetiza al gangliósido GD2.  



2 

 

Las hemocianinas son glicoproteínas cuya función más conocida es el 

transporte de oxígeno en la sangre de diversos artrópodos y moluscos. Éstas 

últimas tienen la particularidad de que al ser purificadas e inyectadas en 
mamíferos inducen una poderosa respuesta inmune12,13. Asimismo, se ha 

visto que son capaces de mejorar la inmunogenicidad de antígenos de 
diversa naturaleza química, ya sea como adyuvante inmunológico o como 

proteína carrier de haptenos y péptidos antigénicos, a la vez que estimulan y 
modulan el tipo de respuesta14.  

 
Tales propiedades de las hemocianinas han sido ampliamente 

estudiadas en KLH o Keyhole limpet hemocianyn, proteína proveniente de la 
lapa californiana Megathura crenulata, incentivando su uso en vacunas 

contra patógenos y antitumorales15,16. Por su parte, la empresa de 
biotecnología Biosonda S.A. y FUCITED han investigado las hemocianinas 

conocidas como CCH17 (Concholepas concholepas hemocianyn) y FLH18 
(Fissurella latimarginata hemocianyn). Dichas proteínas provenientes de los 

moluscos Concholepas concholepas y Fissurella latimarginata, 

respectivamente, han mostrado propiedades inmunológicas o estructurales 
comparables o superiores a KLH. FLH, por su parte, ha mostrado ser más 

inmunogénica18 y en el caso de CCH, se han visto diferencias estructurales 
que explicarían su mayor estabilidad15,18. 

 
Aun cuando las hemocianinas presentan un gran potencial 

inmunoestimulante, se ha visto que la inmunización de ratones con GD2 
unido a KLH produce mayoritariamente anticuerpos del tipo IgM, de corta 

vida y bajo título. No obstante, recientemente se describió un péptido 
mimético de GD2, denominado P10, que acoplado a KLH genera una 

respuesta inmune humoral y celular, protectiva contra el tumor de 
melanoma, en un modelo murino, puesto que es capaz de generar 

anticuerpos de clase IgG específicos contra el gangliósido11.  
 

Los péptidos miméticos de carbohidratos corresponden a secuencias 

cortas de aminoácidos desarrollados mediante la tecnología de despliegue de 
fagos, las que pueden obtenerse a partir de anticuerpos anti-idiotipo, que 

reconocen la región variable de otros anticuerpos19,20. A la fecha se ha visto 
la efectividad de estos péptidos miméticos en la inmunoterapia del cáncer en 

estudios preclínicos19. El principio de funcionamiento de estas vacunas se 
esquematiza en la Figura 1. 

 

 

[1]Gangliósido GD2: Glicolípido que posee una molécula de ceramida y dos residuos de 

ácido siálico. Se expresa en la superficie celular de células tumorales de origen 

neuroectodérmico, incluyendo melanoma, neuroblastoma y sarcoma8. 
[2]Péptido mimético: Posee una estructura o naturaleza distinta a la molécula original, 

imitan los epítopos de ésta para la inducción de anticuerpos que reconocen al original4. 
[3]Hemocianina: Glicoproteína que transporta el oxígeno en la hemolinfa de diversos 
moluscos y artrópodos12. 
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Finalmente, cabe destacar que la alta inmunogenicidad que ha 

mostrado FLH y la mayor estabilidad de CCH frente a KLH, en 

investigaciones previas realizadas por el equipo de investigadores en 
que se ejecutó este trabajo15,18,21, sugieren que dichas hemocianinas 

serían capaces de generar in vivo una respuesta inmune contra el 
tumor de melanoma, al actuar como carrier de AATs. 
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Figura 1: Principio de una vacuna antitumoral mimética19. Los péptidos miméticos son 

epítopos que mimetizan estructuras adecuadas para la vacunación. Ellos pueden ser 

péptidos lineares o circulares, o anticuerpos anti-idiotipos. En virtud del mimetismo 

molecular, estos péptidos pueden inducir anticuerpos no solo dirigidos contra el 

inmunógeno, sino también hacia epítopos naturales expresados o sobreexpresados en 

células cancerígenas. La respuesta del anticuerpo resulta policlonal y citotóxica contra las 

células tumorales, mediante la explotación de varias funciones efectoras del sistema 

inmune. CCDA: Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpo; CDC: Citotoxicidad 

Dependiente de Complemento. 
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1.2. DESCRIPCIÓN DEL PROYECTO 
 

 
El presente trabajo se enmarcó en el proyecto Fondecyt 1110651, de la 

profesora María Inés Becker Ph.D., cuyo título es “Immunological basis 
involved in the immunomodulatory effects of mollusk hemocyanins in the 

immune system of mammals”, el cual se desarrolló en FUCITED y la empresa 
Biosonda S.A. 

 

El trabajo de título contempló el uso de animales de experimentación, 
bajo cuidados éticos apropiados y aprobados por el Comité en Cuidado 

Animal de CONICYT. Por esta razón, incluyó la realización de un curso de 
Cuidado y Manejo de los Animales por parte de la tesista, impartido por la 

empresa MEDICHI, de la Universidad de Chile. 
 

Se usó la cepa de ratones C57BL/6, los cuales fueron desafiados con 
células de melanoma murino de la línea B16F10. De esta forma se buscó 

evaluar la efectividad de CCH y FLH al estar acopladas a un péptido mimético 
del gangliósido GD2, para generar una respuesta inmune protectiva contra el 

tumor de melanoma, bajo un protocolo terapéutico que fue definido en base 
a estudios previos18,22. La secuencia del péptido mimético fue descrita por 

Wondimu et al.11, el péptido fue sintetizado por una empresa especializada 
(Operon, Alemania). 

 

La respuesta inmune dirigida hacia el tumor se logró gracias a las 
propiedades carrier e inmunoestimulatorias de las hemocianinas, al estar 

unidas al péptido P10, mimético de GD2. De esta forma, la inmunización de 
los animales tiene como consecuencia la producción de anticuerpos contra 

P10 que reconocen al epítopo de GD2, y por lo tanto reconocen una línea 
celular de melanoma que expresa GD211. La respuesta humoral se evaluó 

mediante ensayos inmunoenzimáticos en fase sólida (ELISA), al igual que la 
respuesta celular que induce el conjugado hemocianina-péptido, mediante 

una reacción de hipersensibilidad de tipo retardada (DTH, del inglés Delayed-
Type Hypersensitivity). 

 
Cabe destacar que el trabajo contempló el acoplamiento de los 

péptidos a las hemocianinas en cuestión, utilizando KLH como control 
positivo y el péptido S266 como control negativo, para las evaluaciones de la 

respuesta inmune anti-tumoral contra melanoma. La calidad de los 

conjugados hemocianina-péptido fue evaluada mediante el test de 
Ellman23,24. Asimismo, los resultados obtenidos en relación al título de 

anticuerpos, la inflamación inducida por DTH y el crecimiento del tumor y la 
sobrevida de ratones durante el protocolo terapéutico, fueron evaluados 

estadísticamente mediante un software computacional. 
 

 



6 

 

1.3. MOTIVACIÓN DEL PROYECTO 
 

 
Como consecuencia de la alta agresividad y recurrencia del cáncer de 

melanoma, los tratamientos actuales para combatir la enfermedad suelen 
afectar las condiciones de vida de los pacientes, a tal punto que en ocasiones 

estos optan por abandonarlo. A través del proyecto Globocan, la 
Organización Mundial de la Salud (OMS), estimó que en el año 2012 se 

diagnosticaron cerca de 232.130 pacientes de melanoma en el mundo (un 

1,6% de los casos de cáncer), lo que se traduce en una tasa de incidencia 
estandarizada por población mundial de 3,0 casos por cada 100.000 

habitantes, y una tasa de mortalidad estandarizada de 0,7 casos25. En Chile, 
en el mismo estudio, la OMS estimó tasas estandarizadas de incidencia y 

mortalidad de 1,3 y 0,6, respectivamente, por cada 100.000 habitantes. A su 
vez, el Gobierno de Chile, a través del Ministerio de Salud, estimó que entre 

2003 y 2007 las tasas de incidencia y mortalidad del melanoma fueron de 
2,6 y 1,0, respectivamente, por cada 100.000 habitantes, según el primer 

informe de Registros Poblacionales de Cáncer en el país26, en 2012. La Figura 
2 muestra las tasas de mortalidad debidas a melanoma de piel, 

estandarizadas según edad y sexo en Chile, por regiones, entre los años 
1990 y 200827. 

 
En este contexto, la inmunoterapia formulada en base a hemocianinas 

de moluscos resulta atractiva y prometedora, dado que se han destacado por 

ser inocuas en generar efectos colaterales tóxicos apreciables, tras reiteradas 
inmunizaciones12,16,28. Así, con el presente trabajo de título se buscó 

contribuir a la biomedicina en relación al estudio de la inmunoterapia del 
cáncer de melanoma, pudiendo generar proyecciones importantes al 

respecto, en pro de mejorar la calidad de vida de los pacientes y evitar la 
reaparición del cáncer. 

 
Por otra parte, y desde la perspectiva biotecnológica, la efectividad y 

seguridad de un tratamiento dado no dependen únicamente de la propiedad 
de la sustancia, sino está también relacionada a la dosis en que ésta es 

aplicada, puesto que existen ciertos límites dentro de los cuales va a resultar 
óptima para la salud del paciente. Así, la optimización de la dosis va a 

depender de una dinámica compleja en que la respuesta del paciente es 
clave. En este aspecto, el desarrollo experimental de la tesis puede dar pie 

para enmarcar criterios y definir aquellas variables que serían claves dentro 

de la etapa de dosificación vía modelamiento matemático y simulación, 
puesto que se tiene una relación directa con la terapia y sus efectos desde 

una perspectiva biológica.  
 

La importancia de esto radica en que la optimización de un agente y su 
indicación a estados tempranos de la investigación permiten disminuir el 

periodo de validación requerido por instituciones, como la FDA (del inglés 



7 

 

Food and Drug Administration), así como también permiten descartar ciertas 

formulaciones que podrían no ser efectivas ni seguras en fases clínicas 

avanzadas, como suele ocurrir con una serie de vacunas que resultan tener 
efectos tóxicos colaterales significativos en los pacientes, por lo que no son 

aprobadas, tras haber invertido una vasta cantidad de recursos en su 
desarrollo. 

 
Finalmente, mediante el estudio de las hemocianinas de moluscos 

chilenos, dotadas de cuantiosas propiedades inmunogénicas, será posible 
demostrar y exponer tales características y sus aplicaciones como moléculas 

transportadoras de haptenos y péptidos en la inmunoterapia del cáncer, 
incrementando el interés científico y biotecnológico en el mercado de 

sustancias naturales con potencial aplicación en vacunas terapéuticas para 
cáncer. 
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Figura 2: Tasas de mortalidad por melanoma estandarizadas por edad y sexo según 

regiones, Chile 1990-200827. 
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CAPÍTULO 2 
 

HIPÓTESIS, OBJETIVOS Y LIMITACIONES 
 
 

 

2.1. HIPÓTESIS 

 

 
La inmunización de ratones C57BL/6 con CCH o FLH, hemocianinas 

provenientes de los moluscos Concholepas concholepas y Fissurella 
latimarginata, respectivamente, acopladas al péptido P10, mimético del 

gangliósido GD2, generarán una respuesta inmune protectiva frente al 

desafío ortotópico con células de melanoma de la línea B16F10. 
 

 
 

2.2. OBJETIVOS 

 
 

2.2.1. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar las propiedades inmunológicas de hemocianinas provenientes 
de moluscos chilenos, CCH y FLH, como proteínas carrier de AATs y en 

consecuencia, como componente de potenciales vacunas terapéuticas para el 
cáncer, en el modelo de melanoma murino B16F10, usando un péptido 

mimético del gangliósido GD2, denominado P10 (secuencia 
GVVWRYTAPVHLGDG). 

 
 

2.2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Estudiar la respuesta inmune humoral y celular de animales de 

experimentación anti-GD2. 

 

i. Obtener los conjugados hemocianina-péptido mediante el 

acoplamiento de los péptidos P10, mimético de GD2, y S266, 
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como péptido control, a las hemocianinas CCH, FLH y KLH. Esta 

última se usó como control positivo. 

 

ii. Evaluar el efecto carrier de las hemocianinas en la cepa de ratón 

C57BL/6, comparando el título de anticuerpos anti-hemocianina, 

anti-conjugado, anti-péptido y anti-GD2 en el suero de los 

animales, mediante un ELISA contra las hemocianinas, los 

péptidos y GD2, y también evaluando su reactividad mediante 

inmunofluorescencia indirecta con líneas de melanoma murino y 

humano (BE, RQ y AK). 

 

iii. Evaluar la clase, IgM o IgG, de los anticuerpos anti-GD2 

producidos tras las inmunizaciones. 

 

iv. Analizar los resultados estadísticamente. 

 

 

2. Estudiar el efecto antitumoral del péptido P10 mimético de GD2, 

acoplado a hemocianinas, en el modelo de melanoma murino B16F10. 

 

i. Establecer un protocolo terapéutico con el péptido P10 acoplado a 

las hemocianinas, utilizando el péptido S266 como control. 

 

ii. Evaluar el protocolo terapéutico en torno al crecimiento del 

tumor, la ocurrencia de metástasis y la sobrevivencia de los 

animales. 

 
iii. Evaluar la respuesta humoral inducida por la terapia mediante 

ELISA contra las hemocianinas y los péptidos, y mediante 

inmunofluorescencia indirecta y citometría de flujo con la línea de 

melanoma murino. 

 
iv. Evaluar la respuesta de hipersensibilidad de tipo tardía, o DTH, 

en ratones contra los péptidos, inducida tras la terapia con los 

conjugados hemocianina-péptido. 

 

v. Analizar los resultados estadísticamente. 
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2.3. LIMITACIONES 
 

 
El tipo de cáncer sobre el cual se realizó la inmunoterapia es el cáncer 

de melanoma, ya que además de ser uno de los cánceres más agresivos a 
nivel mundial, en el laboratorio de FUCITED se cuenta con la línea celular de 

melanoma murino B16F10, cuyo crecimiento es visualmente detectable. Esta 
línea es MHC clase I y II negativo, y sobreexpresa gangliósidos29, por lo que 

es una buena representación del tumor desarrollado en seres humanos, 

dando sustento a proyecciones del estudio en humanos.  
 

Se utilizó el péptido S266 como péptido control de P10, dado que 
Wondimu et al.11 utilizaron dicho péptido de secuencia conocida como control 

negativo del mimetismo inmunológico de P10 con el gangliósido GD2, viendo 
que S266 conjugado a KLH no genera anticuerpos que reconozcan a GD2. 

 
El objetivo específico 1 se limita a la evaluación de la especificidad de 

los anticuerpos generados por las inmunizaciones con péptido P10 o el 
control, contra cada hapteno, GD2 puro y GD2 presente en la línea celular de 

melanoma, entendiendo que estos se encontrarían en el suero de los ratones 
inmunizados11. Igualmente se evaluará la clase IgG e IgM de tales 

anticuerpos, las cuales dan indicio del tipo de respuesta celular al que 
conduce la hemocianina y el péptido. 

 

Respecto a la respuesta celular inducida por los conjugados, ésta 
estará limitada a la evaluación de la reacción de hipersensibilidad generada 

al inyectar con el péptido y con la hemocianina carrier a modo de control. 
 

El objetivo específico 2 se limita al estudio terapéutico en un espectro 
de tiempo no mayor a 30 días para aquellos animales que incidencia tumoral, 

para evitar un mayor daño a los animales en estudio. A su vez, la toma de 
muestras fue desarrollada en la medida que ésta no afectase el bienestar de 

los ratones. 
 

Las limitaciones dadas en los objetivos específicos estuvieron sujetas al 
tiempo disponible para la realización del trabajo de título, dado que éste tuvo 

un carácter netamente experimental. Por lo mismo, se desarrolló un solo 
bioensayo para evaluar el efecto antitumoral de los conjugados hemocianina-

péptido, que permitió sentar las bases de los estudios posteriores que se 

requieren para determinar su reproducibilidad y también para afinar el 
protocolo terapéutico. 
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CAPÍTULO 3 
 

MARCO TEÓRICO 
 

 
 

3.1. MELANOMA MALIGNO 
 
 

El melanoma maligno, conocido comúnmente como cáncer de piel, es 
una enfermedad altamente agresiva e invasiva1,2. Este cáncer se desarrolla 

progresivamente en la capa basal de la epidermis2, desde células no dañinas, 
que conforman un nevos o lunar, a tumores malignos y metastásicos. En la 

Tabla 1 se indican los cinco estados secuenciales de la progresión del tumor 
en el sistema melanocítico1. Adicionalmente, se han descrito niveles de 

progresión del tumor de melanoma que permiten dar un pronóstico de la 
sobrevida de los pacientes en relación al espesor, según Breslow, y la 

invasión del tumor, según Clark30–32 (ver Figura 3). 
 

Se ha demostrado que la radiación UV genera supresión del sistema 
inmune, inestabilidad del DNA e inhibición de antioxidantes. Por tanto, la 

exposición a este tipo de radiación se señala como una de las principales 

causas del melanoma maligno, en tanto los factores genéticos implicarían 
entre un 5-10% de los casos7. Esto conlleva a una gran cantidad de 

polimorfismos en las células melanocíticas33. 
 

Es bien sabido que el sistema inmune no es capaz de erradicar el 
tumor de melanoma, aun cuando el tumor induce la secreción de mediadores 

como IFN-γ y TNF-α en linfocitos T CD4+. Esto se debe a que el melanoma 
maligno promueve mecanismos inmunomodulatorios para evadir la respuesta 

inmune2, entre los que se han descrito los siguientes: i) secreción de 
citoquinas inhibitorias, como IL-10 y TNF-β, que disminuyen la actividad 

citolítica de células T CD8+ y células NK; ii) inducción de la infiltración de 
Tregs y macrófagos en la localización del tumor para que secreten citoquinas 

inhibitorias; iii) expresión de moléculas inhibitorias de linfocitos T, como la 
glicoproteína PD-L1; iv) sobre-regulación de Tregs, células altamente 

inmunosupresivas que incrementan la progresión del tumor34 y v) la pérdida 

de expresión o expresión alterada de antígenos de histocompatibilidad de 
clase I (MHC clase I) en la superficie de células tumorales, haciéndolas 

invisibles a la respuesta inmune mediada por células presentadoras de 
antígenos (CPAs), entre los principales. 
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Tabla 1: Progresión del tumor en el sistema melanocítico. 

 

Estadío Lesión Melanocítica 

1 Nevo adquirido común y congénito (atipia no citológica) 

2 
Nevo displástico (atipia arquitectural persistente y no 

citológica) 

3 
Fase de crecimiento radial de melanoma primario (FCR, 

no competente para metástasis) 

4 
Fase de crecimiento vertical de melanoma primario 

(FCV, competente para metástasis) 

5 Melanoma metastásico 

 

 
 

 

 
 

Figura 3: Progresión del melanoma según los niveles de Clark y Breslow35. 

Pronóstico de sobrevida en pacientes con melanoma maligno según el nivel de invasión y el 

espesor del tumor. 
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3.1.1. INMUNOTERAPIA CONTRA MELANOMA 
 

Los mecanismos de evasión antes mencionados han conducido al 

desarrollo de inmunoterapias para atacar el cáncer, de modo que se logre 
mejorar el pronóstico y la sobrevida de los pacientes portadores del tumor de 

melanoma maligno5.  
 

Se han estudiado distintas estrategias entre las que destacan la 
activación de linfocitos T por administración de IL-2 y/o células dendríticas 

cargadas con lisados del tumor y el mejoramiento de la presentación 
antigénica con IFN-α36–38. Del mismo modo, se han desarrollado terapias en 

base a anticuerpos contra moléculas inhibitorias de linfocitos T, anticuerpos 

contra Tregs y contra CD40 (que se expresa en tumores sólidos o células 
metastásicas) y anticuerpos contra moléculas sobre-expresadas en células 

tumorales. Asimismo, se ha estudiado la generación de una respuesta 
citotóxica específica contra el tumor, ya sea por administración de vacunas 

de DNA o virus, que contienen la secuencia de uno o más epítopos 
específicos de antígenos asociados al tumor, o por administración del 

antígeno mismo3. En la Tabla 2 se muestran los agentes químicos e 
inmunológicos que han sido aprobados por la FDA para el tratamiento contra 

el melanoma2.  
 

Pese a las investigaciones realizadas y a los distintos tratamientos 
evaluados, no se ha desarrollado una terapia efectiva contra el melanoma, 

vale decir, que sea superior al tratamiento quimioterapéutico con 
dacarbazina, aprobado por la FDA3,33. Por otra parte, IFN-α2b ha llegado a 

ser el tratamiento estándar para individuos con melanoma en alto riesgo, 

después de la terapia quirúrgica7. No obstante, IFN-α2b es evitado por los 
médicos puesto que causa efectos colaterales como cansancio y depresión, 

en desmedro de la calidad de vida de los pacientes39
.  
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Tabla 2: Agentes químicos e inmunológicos aprobados por la FDA para el 

tratamiento del cáncer de melanoma2,3,39. 

 

Droga Naturaleza 
Fecha de 

Aprobación 
Indicación Mecanismo de Acción 

Dacarbazina40 Química 1975 
Melanoma 

Estado IV 

Detención del ciclo 

celular y apoptosis. 

IFN-α2β41 

Inmunológica: 

citoquina 

recombinante 

1995 
Melanoma 

Avanzado 

Mejora la presentación 

antigénica, y tiene 

propiedades 

antiproliferativas, 

antiangiogénicas y 

proapoptóticas. 

IL-242 Inmunológica 1998 
Melanoma 

Estado IV 

Proliferación y 

activación de linfocitos 

T. 

IFN-α2b43 

Inmunológica: 

citoquina 

humana 

recombinante 

2011 
Melanoma 

Avanzado 

Forma pegilada, con 

mayor eficacia 

terapéutica. 

Ipilimumab44 

Inmunológico: 

anticuerpo 

humano 

recombinante 

2011 
Melanoma 

Estado IV 

Anticuerpo contra 

CTLA-4, mejora la 

activación de células T. 

Verumafenib45 Químico 2011 
Melanoma 

Estado IV 

Inhibidor de proteína 

kinasa. 
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3.2. ANTÍGENOS ASOCIADOS A TUMORES  
 

 
Debido a los cambios metabólicos que ocurren en la transformación 

oncogénica, las células tumorales son capaces de sobre-expresar ciertas 
moléculas, en contraste a las células de tejidos normales46. Dichas 

moléculas, como se señaló anteriormente,  se denominan antígenos 
asociados a tumores, o AATs, y permiten dirigir una respuesta inmunológica 

contra el tumor, sin afectar otros tejidos4–6.  

 
En el tumor de melanoma y tumores de origen neuroectodérmico se 

han identificado diversos AATs, entre los que destacan los gangliósidos GD2, 
GD3, 9-O-acetil GD3, GM2 y GM2 acetilado, los cuales estarían involucrados 

en la adhesión celular, la supresión de linfocitos T y la regulación del 
crecimiento y la movilidad celular1,7,47,48. Los cambios en la composición 

glicolipídica y la síntesis de nuevos glicoesfingolípidos en dichas células 
tumorales, se producen debido a bloqueos en la vía de síntesis y activación 

de glicosiltransferasas que no se expresan normalmente en los 
melanocitos46.  

 
 

3.2.1. GANGLIÓSIDOS: DISIALOGANGLIÓSIDO GD2 
 

La mayor parte de los glicolípidos presentes en la superficie de células 

animales son los glicoesfingolípidos. Estos se caracterizan por tener una 
molécula de ceramida, y al poseer uno o más residuos de ácido siálico, se les 

denominan gangliósidos47. En la Figura 4 se muestra la estructura 
liposacarídica general de los gangliósidos, cuya porción hidrofóbica está 

embebida en la membrana fosfolipídica de las células, mientras que la 
cadena sacarídica se dispone hacia el exterior celular. De este modo, tales 

moléculas participan en distintas interacciones intra e intermoleculares47,48 y 
son idóneos como blancos de inmunoterapia contra el cáncer6. 

 
Los gangliósidos son ampliamente expresados en células tumorales y 

regulan las señales celulares transducidas a través de microdominios de la 

membrana plamática, denominados “lipid rafts”46,49. Dentro de las funciones 
en que están implicados los gangliósidos, son señalados como factores de 

inmunosupresión de células tumorales, puesto que suprimen la generación 
de linfocitos T citotóxicos y la activación y proliferación de linfocitos T 

ayudadores o helper46. Además, promueven una diferenciación alterada46 y 
maduración temprana de células dendríticas (CDs), lo que conduce 

finalmente a apoptósis50.  
 

En células melanocíticas, se ha visto que los gangliósidos GD2 y GD3 
promueven una mayor invasión, crecimiento y movilidad, a la vez que 

participan en la adhesión celular. Así, ambas moléculas estarían implicadas 
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en fenotipos tumorales metastásicos y agresivos49,51,52. Sin embargo, el 

disialogangliósido GD2 se asocia mayormente a melanoma7, dado que solo 

se expresa en células FCV y células metastásicas1. A su vez, GD2 se indica 
como el gangliósido con mayor inmunogenicidad en humanos, dada su 

capacidad de inducir anticuerpos contra el tumor53, y ha mostrado mejorar la 
respuesta de linfocitos T a IL-2, in vitro, lo cual es esencial para su 

proliferación y la generación de la respuesta inmune in vivo e in vitro54. 
 

 
 

3.2.2. INMUNOTERAPIA ANTI-GD2 CONTRA MELANOMA 
 

 

Ya sea por la ubicación del gangliósido en la célula, como por su 
expresión aberrante en estados avanzados de la enfermedad, se han 

desarrollado diversas vacunas para promover una respuesta inmunológica 
contra GD2 como tratamiento del cáncer. En este contexto, se ha 

considerado la inmunización pasiva o activa dirigida a GD2, con el objeto de 
eliminar las células malignas y/o restablecer la respuesta inmune en 

pacientes portadores del tumor46.  
 

Dentro de las terapias de inmunización pasiva contra GD2 que han sido 
investigadas, se encuentran las terapias de infusión de anticuerpos 

monoclonales (AMCs) de ratón anti-GD2, tales como los AMCs 3F8 y 14G2a. 
En estudios clínicos en humano de fase I y II, dichos anticuerpos han 

mostrado efectos colaterales que incluyen fiebre, dolor neuropático, urticaria 
e hipotensión, sin que se observe una respuesta positiva contra el tumor de 

melanoma en los pacientes55,56. La toxicidad y la reacción de 

hipersensibilidad inducidas por estas vacunas se deberían a la generación de 
anticuerpos humanos anti-idiotipo de ratón. Para reducir tales efectos, se 

desarrolló el anticuerpo quimérico Ch14.18, cuyas regiones Fc constantes 
son de origen humano. La terapia con este anticuerpo en pruebas clínicas de 

fase I con pacientes de melanoma, no mostró una respuesta inmune anti-
tumoral efectiva y los efectos tóxicos comunes fueron dolor, taquicardia, 

hipertensión, fiebre y urticaria10,57,58. 
 

Por otra parte, la inmunización activa con GD2 como antígeno ha 
demostrado que al ser administrado con adyuvantes resulta en una 

respuesta inmunológica de baja memoria, corta vida y bajo título de 
anticuerpos IgM9,19,20,59. Adicionalmente, pruebas de inmunoterapia con 

vacunas bivalentes de GM2 y GD2 acoplados a KLH, en pacientes con 
melanoma, no mostraron una producción de anticuerpos anti-GD2 capaces 

de unirse al gangliósido en la superficie de las células tumorales60. En tanto, 

los ratones que han sido desafiados con el tumor, han presentado un 
aumento significativo en la sobrevida, al ser tratados con GD2 acoplado a 

KLH. Aquí, aquellos animales con mayor título de anticuerpos anti-GD2 
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presentaron una mayor respuesta protectiva contra el melanoma, aunque la 

terapia resultó menos efectiva que la inmunización pasiva con anticuerpos9. 

 
La baja efectividad de los gangliósidos como inmunógenos tiene 

relación con su naturaleza glicolipídica. Dado que las células T helper no 
están involucradas en la respuesta inmune, GD2 induce un título de 

anticuerpos de clase IgM relativamente bajo y sin memoria. Por lo tanto, se 
ha buscado introducir el epítopo del antígeno en una molécula de naturaleza 

proteica, ya sea un péptido o una proteína mimética del gangliósido8, y así 
estimular la producción de anticuerpos de clase IgG61. 
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Figura 4: Ilustración esquemática de la estructura general de los 

glicoesfingolípidos6. Se muestra la mitad lipídica, ceramida (ácido graso más esfingosina), 

y la cadena sacarídica.  
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3.3. ANTICUERPOS ANTI-IDIOTIPO 
 

 
El idiotipo de un anticuerpo corresponde a la colección de las 

secuencias hipervariables del dominio variable de una inmunoglobulina, 
denominada paratodo, que corresponde a la región que une al antígeno. El 

idiotipo es, entonces, un epítopo capaz de inducir anticuerpos contra él, los 
que se denominan anticuerpos anti-idiotipo10,62. En linfomas no Hodgkin se 

usan tales regiones de las inmunoglobulinas presentes en los clones 

oncogénicos de linfocitos B, para desarrollar vacunas anti-idiotipo dirigidas al 
paciente12,63. De este modo, los anticuerpos anti-idiotipo tienen la 

particularidad de compartir epítopos de unión específicos con el antígeno del 
anticuerpo original8,10.  

 
 

3.3.1. MIMETISMO DE EPÍTOPOS DE CARBOHIDRATO 
 

El mimetismo molecular radica en las similitudes entre moléculas 
químicamente diferentes10. Y dado que los anticuerpos anti-idiotipo, de 

estructura proteica, generan interacciones intermoleculares con anticuerpos 

específicos de carbohidratos, estos mimetizan al epítopo del carbohidrato8. 
Bajo este concepto, se han generado moléculas anti-idiotipo de anticuerpos 

anti-GD2, que han sido aplicadas para tratar el melanoma, en ratones10. Así, 
se ha observado la inducción de reacciones DTH específicas contra GD2 y 

anticuerpos IgG que reaccionan con células que expresan GD24,11. No 
obstante, las dificultades para su producción, el alto costo, el gran tamaño y 

la formación de anticuerpos anti-anti-idiotipo, en el huésped, que no 
reconocen al antígeno original, condujeron al desarrollo de péptidos de 6 a 

20 residuos, que contienen al epítopo deseado. Estos se denominan péptidos 
miméticos, e inducen una respuesta humoral y celular específica4 al actuar 

como haptenos de proteínas carriers. 
 

Las librerías de fagos admiten hasta alrededor de 109 péptidos de 
secuencias diferentes y tamaños similares4. En ellas, los péptidos son 

expresados hacia el exterior del fago, dado que el gen que codifica al péptido 

se inserta al extremo 5’ terminal del gen que codifica las proteínas de la 
cápside, en el plasmidio viral64. Mediante la tecnología de despliegue de 

fagos es posible amplificar y seleccionar péptidos miméticos de carbohidratos 
introducidos a una librería. Primero, un cultivo bacteriano, como E. coli, es 

infectado con la librería, donde los fagos, que trasportan regiones 
hipervariables de inmunoglobulinas humanas, proliferan. Luego, se 

seleccionan aquellos fagos que expresan péptidos de mayor avidez al 
anticuerpo original, el cual actúa como molécula diana10,64. Al realizar este 

ciclo 3 a 4 veces, la solución de fagos resultante se enriquece por péptidos 
que se unen con mayor especificidad a la molécula de interés y, finalmente, 

los péptidos miméticos son aislados10. 
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3.3.2. PÉPTIDOS MIMÉTICOS DE GD2 
 

Los péptidos miméticos, como xenoantígenos de antígenos de 
carbohidrato asociados a tumores (ACATs), presentan una serie de ventajas 

frente a la terapia activa con ACATs, las cuales son4,8: i) están definidos 
químicamente y son más fáciles de producir a gran escala; ii) son estables, y 

pueden ser almacenados como pellets liofilizados por periodos prolongados; 
iii) son seguros, dado que su manufactura no implica material infeccioso, 

oncogénico o tóxico; iv) gracias a su naturaleza y estructura, exhiben un tipo 
predeterminado de respuesta inmune y se evitan epítopos no deseados; v) 

pueden ser acoplados a moléculas carriers para mejorar su inmunogenicidad 
y vi) proveen una estrategia para superar la tolerancia inmunológica hacia 

ACATs59.  

 
Se han descrito diversos péptidos miméticos de GD2, aislados con 

anticuerpos específicos contra GD2 mediante la tecnología de despliegue de 
fagos. Estos se mencionan en la Tabla 3. 

 
La inmunización de ratones BALB/c con los péptidos GRL y DGG 

acoplados a KLH indujeron anticuerpos capaces de unirse a células de 
melanoma de la línea M21 y, por tanto, capaces de reconocer epítopos 

nativos de GD2. Los anticuerpos fueron detectados por inmunofluorescencia 
y KLH sola no generó anticuerpos que reaccionen cruzado contra la línea, tal 

como se observa en la Figura 5. Aquí se observa reacción positiva con los 
antisueros GRL-KLH y DGG-KLH. Adicionalmente, el título de anticuerpos 

anti-KLH resultó similar para sueros de ratones inmunizados con los 
conjugados y con KLH sola, lo cual indicaría una inmunización exitosa.8 

 

Los péptidos P9 y P10 fueron aislados de una biblioteca de despliegue 
de fagos con péptidos de 15 residuos de largo, generados en forma aleatoria. 

Su selección se realizó por reconocimiento al anticuerpo ME361, que es 
específico contra GD211, aunque se ha descrito que también reacciona con 

GD359. Dichos péptidos fueron capaces de inhibir la unión entre el anticuerpo 
monoclonal ME361 y el antígeno GD2, en comparación al péptido control 

S266, derivado de VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana). 
 

Tanto P9 como P10, acoplados a KLH, indujeron una respuesta inmune 
humoral, celular y protectiva del tumor de melanoma en un modelo murino. 

P10 resultó más efectivo que P9, dada la capacidad del antisuero en inhibir la 
unión del anticuerpo ME361 a células tumorales GD2+, al estar diluido en un 

factor igual a 3, y también por inducir una reducción en el crecimiento del 
tumor de melanoma en ratones C57BL/6. La velocidad de crecimiento del 

tumor fue menor en ratones inmunizados con P10-KLH, en comparación al 

control con el péptido S266, lo cual se muestra en la Figura 6. Por su parte, 
en ensayos de DTH la respuesta fue significativa entre líneas tumorales que 

expresan GD2 (GD2+) y que no lo expresan (GD2-), tanto para P10 y P9. En 
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el caso de P10-KLH, la respuesta celular sería dependiente de linfocitos T 

CD4+11. 
 

Así también, se ha evaluado que la pérdida de tres residuos  del 
extremo aminoterminal (GVV) del péptido P10 (péptido denominado P10s) 

mejora la afinidad de la unión de los anticuerpos inducidos a GD2, 
incrementando su inmunogenicidad, en un estudio preclínico contra el cáncer 

de pulmón y melanoma4,59. Además, Monzabi-Karbassi et al. encontraron 

que los residuos del anticuerpo ME361 por medio de los cuales el GD2 se une 
por puentes de hidrógeno coinciden con ciertos enlaces formados por los 

péptidos P10 y P10s con el mismo anticuerpo, lo que da cuenta de la avidez 
de la unión59.  

 
Cabe destacar que en tales estudios preclínicos, tanto P10 como P10s 

no generaron daño en tejidos normales que expresan el antígeno, incluyendo 
cerebro y riñón, aun cuando se observó una leve inflamación en el hígado y 

leve hepatitis, con ambos PMCs (péptidos miméticos de carbohidrato). Esto 
resultó consistente con la carencia de signos clínicos y la ganancia normal de 

peso en los ratones.59 
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Tabla 3: Ejemplos de péptidos miméticos aislados con anticuerpos monoclonales 

anti-GD210. 

 

Anticuerpo 
Nombre del 

Péptido 
Secuencia del Péptido 

ME361 

P9 LDVVLAWRDGLSGAS 

P10 GVVWRYTAPVHLGDG 

P10s WRYTAPVHLGDG 

Ch14.18 

MD CDGGWLSKGSWC 

MA CGRLKMVPDLEC 

C3 CGRLHLVPDLEC 

GRL C-DGGWLSKGSW-C 

DGG C-GRLKMVPDLE-C 

14.G2a 

47 EDPSHSLGLDVALFM 

47-LDA EDPSHSLGLDAALFM 

94 RCNPNMEPPRCF 

 

 
 

 
 

 
Figura 5: Inmunofluorescencia de GD2 en células de melanoma M218. Anticuerpos de 

ratón IgG anti-GD2 fueron detectados indirectamente por anticuerpos de cabra anti-IgG de 

ratón conjugados a FITC (fluorocromo fluoresceína). El núcleo fue teñido con Hoechst. Las 

células fueron vistas con un microscopio de fluorescencia Zeis Axioplan 2. A) AMC Anti-GD2 

ch14.18 (control positivo). B) Suero de ratón inmunizado con GRL-KLH. C) Suero de ratón 

inmunizado con DGG-KLH. D) Suero de ratón inmunizado con KLH sola no reacciona 

específicamente con GD2. 
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Figura 6: Efecto de la inmunización con P10-KLH en el crecimiento de células 

tumorales D142.34, en un estudio terapéutico11. Ratones C57BL/6 (7 por grupo) fueron 

inoculados de manera subcutánea (sc) con  células tumorales GD2+. Diez días 

después del desafío, los ratones fueron inmunizados sc cuatro veces, en un intervalo de 2 

semanas, con 50 μg de P10-KLH o S266-KLH, mezclado con 10 μg del adyuvante QS21. El 

crecimiento de tumor fue medido semanalmente. Se muestra el porcentaje de ratones libres 

de tumor en el tiempo, hasta el día 160 de medición. 
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3.4. HEMOCIANINAS  
 

 
Las hemocianinas son glicoproteínas cuya función principal es 

trasportar oxígeno en la hemolinfa de diversos moluscos y artrópodos, de 
modo tal que el oxígeno es fijado mediante un grupo prostético que contiene 

cobre, y que al estar en estado oxidado es responsable del tinte azul de la 
proteína. La poderosa respuesta inmunológica que induce la hemocianina al 

ser inyectada en mamíferos es atribuible a su xenogenocidad, a su enorme 

tamaño (entre 4 y 8 MDa), a los residuos oligosacáridos que posee y a su 
estructura cuaternaria con múltiples epítopos repetidos12. 

 
Se ha visto que las hemocianinas no solo mejoran la inmunogenicidad 

de antígenos, dadas sus propiedades carrier o como adyuvante 
inmunológico, sino que son claves para modular la magnitud, el tipo y el 

perfil de la respuesta inmune, por lo que aumentan la calidad protectiva de 
una vacuna14,18. Las hemocianinas desencadenan una respuesta inmune 

celular y humoral sin efectos tóxicos colaterales, lo que las hace ideales para 
un tratamiento repetitivo a largo plazo18. 

 
Desde la década de los años 60 la KLH (keyhole limpet hemocianyn), 

proveniente de la lapa californiana Megathura crenulata, ha sido investigada 
en diversas aplicaciones tales como12: i) proteína carrier para la generación 

de anticuerpos contra péptidos y haptenos, acoplados a ella químicamente; 

ii) vacunas para patógenos, mediante antígenos acoplados a KLH; iii) 
vacunas antitumorales, usando la KLH como inmunomodulador en vacunas 

de CDs65, como inmunoestimulante unida a antígenos tumorales4,9,11,12 y iv) 
por sí sola, como inmunoestimulante no específico en la terapia del cáncer 

superficial de vejiga, una vez que éste se ha extirpado21,22. 
 

Como consecuencia del amplio uso de KLH, dada las diversas 
aplicaciones biomédicas antes señaladas, su biodisponibilidad se ha visto 

afectada, conduciendo a la búsqueda de nuevas proteínas 
imunoestimulantes. En este contexto, se descubrió e investigó la CCH, 

hemocianina proveniente del molusco chileno loco (Concholepas 
concholepas)17 y, más recientemente la FLH, proveniente de la lapa negra 

(Fissurella latimarginata)18. Ambas proteínas han demostrado tener 
propiedades inmunológicas comparables a KLH, lo que ha fomentado el 

interés por ellas12. 

 
 

3.4.1. CARACTERÍSTICAS ESTRUCTURALES E INMUNOLÓGICAS DE 

KLH, CCH Y FLH 
 

Las hemocianinas de moluscos poseen una estructura cuaternaria con 

forma de cilindro hueco, apreciable por microscopía electrónica. Tal como se 
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ve en la Figura 7, tanto KLH, CCH y FLH tienen una estructura didecamérica, 

puesto que están compuestas por dos decámeros formados por 10 

subunidades unidas no-covalentemente. KLH posee dos isoformas que 
coexisten en la circulación del animal, denominadas KLH1 y KLH216. En 

tanto, los decámeros y didecámeros de FLH están compuestos de una sola 
subunidad18. En el caso de CCH, también posee dos subunidades, 

denominadas CCH1 y CCH2, que están entremezcladas en el decámero y, 
por ende, en el didecámero17. Desde el punto de vista estructural, KLH es 

más inestable que CCH, ya que la estructura cilíndrica de la proteína es 
dependiente de la presencia de los cationes Mg+2 y Ca+2 en los medios de 

mantención, mientras que CCH no los requiere12,28. 
 

Las tres hemocianinas ya mencionadas presentan propiedades 
inmunoestimulatorias elevadas por sí solas, al ser inyectadas en mamíferos. 

Es así que KLH y CCH han mostrado títulos de anticuerpos cercanos a 
1:1.000 en ratones BALB/c y C57BL/6, luego de la segunda inmunización, 

mientras que FLH presentó títulos mayores, en torno a 1:10.000. Tal efecto 

se debería a que FLH estimula una rápida producción de citoquinas pro-
inflamatorias en células presentadoras de antígeno, como células 

dendríticas18 y macrófagos66, provocando un ambiente pro-inflamatorio.  
 

En cuanto a los mecanimos inmunológicos que dan cuenta de las 
propiedades inmunomoduladores de las hemocianinas señaladas, se ha visto 

que KLH, CCH y FLH son lentamente procesadas por las células dendríticas, 
lo cual mejoraría la respuesta inmunológica al aumentar el tiempo de su 

presentación antigénica a linfocitos T, en los ganglios regionales periféricos. 
Además, estas proteínas modulan la respuesta inmune hacia una respuesta 

celular de perfil Th1, caracterizado por la producción de linfocitos T CD4+ y 
de IFN-γ22. 

 
 

3.4.2. HEMOCIANINAS KLH, CCH Y FLH EN LA INMUNOTERAPIA DEL 

MELANOMA 
 

KLH ha sido utilizada como adyuvante en el desarrollo de vacunas de 
células dendríticas65 y como proteína carrier de diversos TAAs de melanoma, 

entre los que se cuentan principalmente los gangliósidos GM2, GD3 y GD2, 
resultando en una baja efectividad60,67,68. De igual forma, KLH ha sido 

utilizada para evaluar la respuesta inmune antitumoral de péptidos 

miméticos de gangliósidos, como se mencionó con anterioridad, resultando 
un efectivo agente inmunogénico para tales antígenos5,8,11,59. 

 
Por su parte, CCH ha mostrado una actividad antitumoral significativa 

en ratones C57BL/6 desafiados con células de melanoma B16F10, retrasando 
el crecimiento del tumor y aumentando la sobrevida de los ratones tratados 
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con la hemocianina, en comparación al control con PBS. Adicionalmente, no 

genera reacciones alérgicas o efectos tóxicos en los animales15.  

 
Posteriormente, Arancibia et al.18 evaluaron la propiedad carrier de las 

hemocianinas unidas al antígeno DNFB, como hapteno modelo, reportando 
que los niveles de anticuerpos anti-DNFB en ratones C57BL/6 inmunizados 

con CCH-DNFB fue cercano a 1:10.000, mientras que con FLH-DNFB y KLH-
DNFB fue de 1:1.000. Así, CCH presentó un mayor efecto como carrier. Por 

otra parte, Arancibia et al.18 reportó que FLH induce un mayor efecto anti-
tumoral en el modelo de melanoma murino B16F10, dado que los ratones 

sujetos a la terapia con FLH tuvieron un alto porcentaje de sobrevivencia 
frente al desafío del tumor, en comparación a la terapia con CCH y KLH. 
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Figura 7: La microscopía electrónica usando tinción negativa de moléculas de 

hemocianinas de molusco purificadas, mostrando su característica forma de 

cilindro hueco28. A) Hemocianina de la lapa ojo de cerradura (Megathura crenulata), 

conocida como KLH. B) Hemocianina de Concholepas concholepas, conocida como CCH. C) 

Hemocianina de Fissurella latimarginata, conocida como FLH. Las imágenes muestran vistas 

desde arriba (círculos) y laterales (rectángulos) de las moléculas. Las vistas laterales 

muestran la característica forma didecamérica de la proteína, con subunidades dispuestas en 

capas. La flecha muestra decámeros. La barra de escala representa 100 nm. 
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3.5. BIOCONJUGACIÓN DE PROTEÍNAS  
 

 
En el marco de la inmunología, los péptidos o proteínas asociados a 

patógenos o tumores que son poco inmunogénicos suelen ser acoplados a 
moléculas carrier altamente inmunogénicas, para así mejorar la respuesta 

contra el antígeno69. Existen diversas estrategias para generar tales 
conjugados, dependiendo de la naturaleza química de las moléculas 

involucradas. En este aspecto, el agente acoplante o entrecruzador debe ser 

seleccionado de acuerdo a los grupos funcionales disponibles de las proteínas 
o péptidos, entre otros, para mantener al complejo proteico en su estructura 

nativa70. 
 

En el caso de KLH como carrier, destaca el entrecruzador sulfo-SMCC 
(sulfo-succinimidil-4-N-maleimidometil-ciclohexano-1-carboxilato), que se 

usa para enlazar haptenos de estructura proteica, tales como péptidos 
miméticos, a la proteína carrier, a fin de preservar los epítopos de las 

moléculas y mejorar así la respuesta inmune69–71.  
 

 

3.5.1. CONJUGACIÓN MEDIANTE SULFO-SMCC 
 

El sulfo-SMCC es un agente heterobifuncional que contiene un grupo 
maleimida, el cual es capaz de enlazarse libremente al grupo sulfhidrilo de la 

cisteína terminal de un péptido, y un grupo éster N-hidroxisuccinimidil, el 
cual reacciona específicamente con las aminas primarias del carrier70,71.  

 
De esta forma, la conjugación mediante el entrecruzador sulfo-SMCC 

consta de dos pasos. En primera instancia, el agente se deja reaccionar con 
la proteína carrier, de modo que ésta se activa con el grupo maleimida. 

Posteriormente, el complejo se deja reaccionar con el péptido, el cual 
contiene un grupo sulfhidrilo reducido, aportado por un residuo de cisteína. 

Lo anterior se encuentra esquematizado en la Figura 8, para la conjugación 
de péptidos a hemocianinas69,71. 

 

Cabe mencionar que se ha visto que el uso de sulfo-SMCC como agente 
de acoplamiento de KLH con un AAT de linfoma, en un modelo murino in 

vivo, mejora la eficacia antitumoral del conjugado induciendo una respuesta 
inmune mediada por células T CD8+ y anticuerpos69,71. Además, los 

conjugados se mantuvieron estables al estar almacenados a 4°C en un 
periodo de 6 meses71.  
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Figura 8: Esquema del principio de acoplamiento hemocianina-péptido vía sulfo-

SMCC69,71. A) Primer paso de conjugación, enlace a lisina. B) Segundo paso de conjugación, 

enlace a grupo sulfhidrilo (-SH). 

+ 

+ 

Conjugado Hemocianina-Péptido 

Hemocianina Maleimida-Activada 

Sulfo-SMCC 

A 

B 

Conjugado Hemocianina-Péptido Conjugado Hemocianina-Péptido 
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CAPÍTULO 4 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 
 

4.1. MATERIALES BIOLÓGICOS 

 
 

4.1.1. HEMOCIANINAS 

 

Las hemocianinas de los moluscos Concholepas concholepas (CCH; en 
tampón PBS) y Fissurella latimarginata (FLH; en tampón PBS) fueron 

obtenidas desde la hemolinfa de dichos moluscos y fueron purificadas bajo 
condiciones de esterilidad y libres de pirógeno según lo establecido por 

Herskowitz et al.72, y modificado por De Ioannes et al.17, para CCH, y por 
Espinoza et al.73, para FLH. Por otra parte, la hemocianina de Megathura 

crenulata (Keyhole limpet hemocyanin, KLH; reconstituida en PBS) fue 

adquirida en Thermo Scientific (USA). 
 

 

4.1.2. ADYUVANTE 

 
El adyuvante AddaVax, de grado preclínico, fue proveído por InvivoGen 

(USA) y consiste en una nanoemulsión estéril de aceite en agua a base de 
escualeno. Además, está basado en la formulación del adyuvante MF59, el 

que ha sido aprobado en Europa para ser usado en vacunas contra la 
influenza74. 

  
 

4.1.3. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 

 

Los ratones de la cepa C57BL/6, proveídos por ADG (Chile) y por 
GrupoBios S.A. (Chile), fueron mantenidos a temperatura ambiente entre 

22° y 24°C, con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas cada uno y 
suministrándoles agua y alimento ad libitum. Cabe destacar que los 

experimentos se realizaron acorde a las guías institucionales para el cuidado 
y tratamiento de los animales, según las normas éticas establecidas por 

CONICYT.  
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4.1.4. LÍNEAS CELULARES 

 
La línea celular de melanoma murino B16F10 y las líneas celulares de 

melanoma humano BE, AK y RQ, fueron donadas por el Dr. Flavio Salazar-

Onfray, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad 
de Chile. Las líneas fueron crecidas a 37°C en condiciones de 100% de 

humedad, con aire al 5% de CO2 y en medio RPMI (Thermo), suplementado 
con un 10% de SFB (Suero Fetal Bovino, Hyclone, USA; inactivado a 56°C 

durante 30 min), 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina 
(Sigma-Aldrich, USA) y 0,1 mM de aminoácidos no esenciales (Gibco, USA). 

Los cultivos confluentes fueron cosechados con tripsina al 0,25% en EDTA 
(Thermo) y sembrados a razón de 2x106 células/ml, aproximadamente.  

 
 

 

4.2. REACTIVOS Y MATERIALES 

 

 

4.2.1. ACOPLAMIENTO DE PÉPTIDOS A HEMOCIANINAS 

 
Se utilizó el entrecruzador heterobifuncional sulfo-SMCC y las columnas 

de desalación  Zeba Spin Desalting Columns, ambos adquiridos de Thermo 

Scientific. Los péptidos P10 y S266, ambos con grado de pureza mayor al 
95%, fueron suministrados por Eurofins MWG Operon (Alemania). Ver 

propiedades de los péptidos en sección C de Anexo.  
 

 

4.2.2. TEST DE ELLMAN PARA HEMOCIANINAS ACTIVADAS 

 
Tanto el reactivo de Ellman (Ellman’s Reagent) como la cisteína 

monohidratada (Cysteine-HCl) usados para el test, fueron suministrados por 
Themo Scientific. 

 
 

4.2.3. CULTIVO CELULAR 

 

Se emplearon los siguientes reactivos obtenidos de Thermo (USA): 
medio de cultivo RPMI 1640 con 25 mM de HEPES, SFB caracterizado y 

solución de tripsina 0,25% de páncreas porcino y formulada en EDTA. Por 
otro lado, aminoácidos no esenciales (100x MEM NEAA) se adquirieron de 

Gibco (USA), los antibióticos penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 
mg/mL) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (USA) y se utilizó agua libre de 

pirógenos (Baxter, USA). 
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4.2.4. REACCIÓN DE ELISA 

 
Se utilizaron los anticuerpos comerciales anti-GD2 11H3 y Q259 

(Abcam, USA), el gangliósido GD2 puro (Sigma-Aldrich, USA) y como 

anticuerpos secundarios los conjugados a fosfatasa alcalina (FAL) anti-IgG 
(H+L) de ratón, anti-IgG (γ) de ratón y anti-IgM (μ) de ratón (Thermo 

Scientific). Cabe destacar que se utilizaron placas de poliestireno de 96 
pocillos y, para los péptidos, placas preactivadas con maleimida (Reacti-Bind 

Maleimide Activated Clear Strip Plates, Thermo Scientific). 
 

 

4.2.5. REACCIÓN DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI) 

 
Se usaron los siguientes materiales de Thermo Scientific: placas Lab-

Tek Chamber Slide de 8 pocillos, antisuero de cabra conjugado a fluoresceína 
anti-IgG (H+L) de ratón y solución de 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) a 

concentración 1 mg/mL.  
 

 

4.2.6. MEDICIÓN DEL TAMAÑO DEL TUMOR 

 
Para medir el tamaño del tumor se usó un caliper digital y electrónico, 

el cual mide entre 0 y 150 mm.  
 

 

4.2.7. REACCIÓN DE DTH 

 
Para anestesiar a los animales se usó Ketamina de uso veterinario, 

proveída por Agroland. Para medir el grosor, y la hinchazón, del pie de los 
animales se utilizó un medidor de espesor (Thickness Gage) proveído por 

Mitutoyo (Japón). 

 
 

 

4.3. SOLUCIONES 

 

 

4.3.1. ACOPLAMIENTO DE PÉPTIDOS A HEMOCIANINAS 

 
- Solución de conjugación: solución de tampón fosfato salino (PBS; 

fosfato de sodio 100 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 7,2). 

- Solución de DMSO al 50% en agua libre de pirógenos. 
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4.3.2. TEST DE ELLMAN PARA HEMOCIANINAS ACTIVADAS 

 
- Solución de reacción: tampón PBS a pH 8,0 y EDTA 0,1 mM. 

- Solución de reactivo de Ellman: solución de reacción con reactivo de 

Ellman en concentración de 4 mg/mL. 

 
 

4.3.3. CULTIVO CELULAR 

 

- Medio de cultivo RPMI suplementado con penicilina (100 U/mL) al 1%, 

estreptomicina (100 mg/mL) al 1%, aminoácidos no esenciales al 1% y 

SFB caracterizado y descomplementado al 10%. 

 

 

4.3.4. REACCIÓN DE ELISA 

 
- Solución de PBS-caseína 1%-azida 0,05%. 

- Solución de PBS-Tween al 0,02%. 

- Solución tampón FAL: Na2CO3 y NaHCO3 a 0,2 M y pH 9,6. 

- Solución tampón de reacción: tampón PBS pH 7,2 suplementado con 

EDTA 0,01 M. 

- Solución de cisteína a concentración 10 μg/mL en tampón de reacción. 

 
 

4.3.5. REACCIÓN DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA  

 

- Solución de tampón PBS suplementado con p-formaldehído al 4%. 

 

 

4.3.6. ANÁLISIS DE CITOMETRÍA DE FLUJO (ACF) 

 

- Solución de tampón PBS con EDTA 0,02%. 

- Solución de tampón PBS suplementado con p-formaldehído al 2%. 

 

 

4.3.7. REACCIÓN DE DTH 

 

- Solución de anestesia: Ketamina 10% a dilución 1:5 en suero 

fisiológico. 
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4.4. EQUIPOS 

 
 

4.4.1. ÁREA DE CULTIVO CELULAR 

 

- Cámara de Neubauer (Fisher Scientific, USA). 

- Campana de flujo laminar (Clean Room Products Inc., USA). 

- Centrífuga refrigerada Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Alemania). 

- Microcentrífuga 5417C (Eppendorf, Alemania). 

- Esterilizador Steri 250 (Keller, Suiza). 

- Propipeta eléctrica Powerpette Plus (Jencons, UK). 

- Estufa de cultivo de c lulas con regulaci n de temperatura y 

CO2 (Nuaire, USA). 

 
 

4.4.2. OTROS EQUIPOS 

 

- Balanza granataria eléctrica (Sartorius, Alemania). 

- pHmetro Orion 3 start (Thermo Electron Corporation, USA). 

- Agitador magnético termorregulado Nuova II (Thermolyne, USA), 

Agitador magnético termorregulado Nuova (Thermolyne, USA), 

Agitador magnético tremorregulado Equilab (Velp Scientifica, Italia). 

- Vortex Type 37600 Mixer (Thermolyne, USA). 

- Lector de ELISA 7520 con filtros  de  absorción  a  405 

nm,  450  nm,  480 nm,  570 nm y  600  nm  (Cambridge Technology 

Inc., USA). 

- Micropipetas 20, 100, 200, 1.000, 10.000 µl (Gilson, Francia; Axygen 

USA), Multicanales 10, 100 μl (Costar, USA). 

- Cámara Digital Nex-C3 16 Megapixels (Sony, Japón). 

- Vitrina Refrigerada (Mimet, Chile), Refrigerador (Fensa, Chile). 

 
 

 

4.5. MÉTODOS 

 

 

4.5.1. ACOPLAMIENTO DE PÉPTIDOS A HEMOCIANINAS 

 
 CCH, FLH y KLH fueron conjugadas a los péptidos P10 y S266 usando 

el entrecruzador sulfo-SMCC, el cual actúa en dos pasos de acoplamiento. 
Primero, las hemocianinas, a concentración 10 mg/mL, fueron incubadas con 
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el sulfo-SMCC durante 1 hora, a temperatura ambiente y en oscuridad. 

Posteriormente, el exceso de sal de las soluciones se eliminó mediante 

columnas de desalación. Las columnas fueron previamente equilibradas con 
PBS, para así evitar la precipitación de las proteínas. Finalmente, las 

hemocianinas activadas con maleimida fueron incubadas con cada péptido a 
razón 1:1 en masa, durante 30 minutos, a temperatura ambiente y en 

oscuridad. Los conjugados se guardaron a 4°C. 
 

El protocolo de acoplamiento se estableció según modificaciones de 
Kafi et al.71 y del protocolo general señalado por Hermanson24, y de acuerdo 

a pruebas experimentales con CCH y FLH, las cuales incluyeron la activación 
con sulfo-SMCC y la eliminación del exceso de sal por columnas de 

desalación.  
 

 
4.5.1.1. Test de Ellman para hemocianinas activadas con 

maleimida 

 
El Test de Ellman es un test de colorimetría que mide la cantidad de 

cisteína en solución (con el grupo tiol reducido) en términos de molaridad. 
Para ello se realiza una curva estándar de cisteína, con muestras de 

concentración conocida, de 0 a 1,5 mM, en relación a la absorbancia 
observada a 412 nm de longitud de onda23,75, tras dejar reaccionar por 15 

minutos con el reactivo de Ellman. Así, es posible calcular la cantidad de 
cisteína que se une al grupo maleimida de hemocianinas activadas con sulfo-

SMCC, como la diferencia entre la concentración de cisteína en solución de 
muestras de CCH, FLH y KLH no activadas y CCH, FLH y KLH activadas con 

maleimida.  
 

Luego de activar las hemocianinas con sulfo-SMCC, según el protocolo 
de acoplamiento antes descrito, se tom  una muestra de 100 μL de cada 

hemocianina activada y se incubó con cisteína durante 30 minutos, a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Una misma cantidad, en masa, de 
hemocianina no activada se incubó con cisteína, en iguales condiciones 

experimentales. Luego, se prepararon las muestras para la curva estándar 
de cisteína en la soluci n de reacci n y se agregaron 250 μL de cada muestra 

a 2,5 mL de la soluci n de reacci n con 50 μL de reactivo de Ellman. Tras 15 
minutos de reacción se midió absorbancia a 405 nm75. 

 
Una vez determinada la curva de regresión lineal de la curva estándar, 

la concentración de cisteína en las muestras de hemocianina se calculó como 
el cuociente entre la absorbancia medida y la pendiente de la curva. La 

diferencia entre hemocianinas activadas y no activadas corresponde a la 
cisteína que se une a la maleimida de las hemocianinas incubadas con sulfo-

SMCC, con lo que es posible predecir el porcentaje de SMCC que se unió a la 
proteína. Ver Anexo, sección B.1. 
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4.5.2. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL 

 
4.5.2.1. Inmunización de ratones C57BL/6 

 

Ratones de la cepa C57BL/6 fueron designados en grupos de 3 
animales cada uno para ser inmunizados con los conjugados CCH-P10, FLH-

P10, KLH-P10, o por sus respectivos conjugados control CCH-S266, FLH-
S266 y KLH-S266. Adicionalmente, un grupo de ratones fue inmunizado con 

PBS, vehículo de las hemocianinas conjugadas, como control negativo. 
 

Los ratones recibieron una inmunización primaria y, 15 días después, 
otra secundaria, mediante inyecciones intraperitoneales (ip). De acuerdo a 

Wondimu et al.11, las inyecciones consistieron en 50 μg de conjugado en 100 
μL de PBS, y AddaVax como adyuvante a razón 1:1 en volumen. A los 15 

días tras la segunda inmunización se sangró a los ratones y se colectó 
alrededor de 100 μL de suero por rat n. Se guardó congelado hasta su uso a 

-20°C. 
 

 

 
4.5.2.2. Ensayo inmunoenzimático en fase sólida de los sueros 

 
De acuerdo a lo reportado por Arancibia et al.18, placas de 96 pocillos 

fueron activadas a 4°C, el día previo al ensayo, con 50 l/pozo de una 

solución de antígeno a 10 μg/mL. Luego de bloquear los sitios libres de la 

placa durante 1 hora y a temperatura ambiente con 200 μL/pozo de PBS-
Caseína 1%, se agregaron 100 uL de suero inmune (pool de 3 ratones) en 

diluciones seriadas en base 2, los cuales se dejaron incubando por 1,5 horas 
en baño húmedo a 37°C. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 0,02% y 

se agregaron 100 uL de antisuero de cabra anti-IgG (H+L) de ratón unido a 
FAL, en dilución 1:2.500. Finalmente, tras tres lavados con PBS-Tween 

0,02%, se agregaron 100 μL de p-nitrofenilfosfato (pNPP) en tampón FAL, se 
dejó reaccionar por al menos 15 minutos a 37°C y se midió absorbancia a 

405 nm.  
 

I. ELISA contra la proteína carrier: Se usó hemocianina (CCH, FLH y KLH) 

como antígeno para sueros de ratones inmunizados con el conjugado 
respectivo. Las proteínas fueron diluidas en PBS para obtener una 

concentraci n de 10 μg/mL y seguir el protocolo ya mencionado.  
 

II. ELISA contra el conjugado hemocianina-péptido: Se utilizaron los 
conjugados hemocianina-péptido como antígeno, de tal modo que el 

suero de ratones tratados con el conjugado en cuestión fue titulado 
mediante ELISA. Se siguió el ensayo de la forma descrita con 

anterioridad. ELISA contra el gangliósido GD2: El gangliósido GD2 se 
usó como antígeno, el cual se diluyó en etanol para obtener una 
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concentraci n de 10 μg/mL. La placa fue activada por evaporaci n del 

etanol a temperatura ambiente. Se evaluó el título de los sueros de 

ratones tratados con los conjugados y de los anticuerpos monoclonales 
comerciales anti-GD2 11H3 y Q259, contra el gangliósido GD2.  

 
III. ELISA contra los haptenos: Se usó a los péptidos P10 y S266 como 

antígenos del ensayo, los cuales fueron diluidos en tampón de reacción 
para tener una concentraci n de 35 μg/mL. Las placas de 96 pocillos, 

preactivadas con maleimida, fueron cubiertas con 50 μL del antígeno y 
se dejó incubando a 4°C durante toda la noche, tal como lo indica el 

productor. Posteriormente, las placas fueron lavadas con PBS-Tween 
0,02% y se bloque  con 100 μL/pozo de cisteína monohidratada a 

concentraci n 10 μg/mL en tamp n de reacci n, durante 1 hora y a 
temperatura ambiente. Luego se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 

0,02% y se siguió el protocolo de la forma descrita previamente, sin 
considerar el bloqueo con PBS-Caseína 1%.  

 

IV. Determinación de la clase IgM e IgG de los anticuerpos contra los 
péptidos: Se realizó un ELISA contra los péptidos P10 y S266, 

utilizando placas preactivadas con maleimida. Se usaron como 
anticuerpos secundarios los sueros de conejo anti-isotipo de ratón IgG 

(γ) y IgM (μ), ambos unidos a FAL. Se agregaron 100 μL/pozo de 
dichos antisueros, diluidos a razón de 1:10.000. 

 
 

4.5.2.3. Ensayo de inmunofluorescencia indirecta de los sueros 
 

Se realizó un ensayo IFI del pool de sueros de ratones inmunizados con 
CCH-P10, FLH-P10, KLH-P10, CCH-S266, FLH-S266 y KLH-S266 contra la 

línea de melanoma murino B16F10 y células de melanoma humano de las 
líneas BE, RQ y AK, para evaluar la presencia de anticuerpos contra el 

gangliósido GD2, molécula que se ubica en la superficie de las células 

mencionadas. Se usaron como control positivo los anticuerpos comerciales 
anti-GD2 11H3 y 2Q59.  

 
Primero, las células de melanoma fueron cultivadas en placas de 8 

pocillos, en las condiciones descritas en el punto 4.1.3. Tras 2-3 días de 
cultivo se eliminó el medio, se agregó 300 μL de fijador PBS-

Paraformaldehido 4% por pozo y se dejó por 30 minutos a temperatura 
ambiente8. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con 200 μL/pozo de PBS-

Tween 0,02 % y se agregó el suero (pool de 3 ratones por grupo) diluido en 
PBS-Caseína 1% a razón de 1:50 y 1:100, además de los AMCs 11H3 y 

2Q59, y se incubó durante toda la noche a 4°C. Nuevamente se realizaron 3 
lavados con PBS-Tween 0,02% y se agregó el anticuerpo secundario, 

antisuero de cabra anti-IgG (H+L) de ratón unido al fluorocromo FITc, diluido 
a 1:100 en PBS-Caseína 1%, y se dejó por 1 h a temperatura ambiente. Se 
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volvió a lavar la placa con PBS-Tween 0,02%, se agreg 100 μL/pozo de la 

solución de contraste para teñir núcleos (DAPI) y se incubó por 7 minutos a 

temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS pH 7,2, se desarmó 
el aparato Chamber Slide, con lo que quedó el portaobjetos con las células 

fijadas. Con la placa seca, se puso una gota de medio de montaje DABCO 
(1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano) y un cubreobjeto sobre las células tratadas. 

Finalmente, las muestras se observaron en un microscopio de luz Nikon 
equipado con epifluorescencia de la Unidad de Microscopía de la Pontificia 

Universidad Católica de Chile, donde se procesaron las imágenes mediante el 
software computacional NIS-Elements Microscope Imaging (Nikon, USA). 

 
4.5.2.4. Análisis por citometría de flujo 

 
Se realizó un ACF del pool de sueros de ratones inmunizados con CCH-

P10, FLH-P10, KLH-P10, CCH-S266, FLH-S266 y KLH-S266 contra la línea de 
melanoma murino B16F10, para evaluar la presencia de anticuerpos contra 

el gangliósido GD2, molécula que se ubica en la superficie de las células 

mencionadas. Se usaron como control positivo los anticuerpos comerciales 
anti-GD2 11H3 y 2Q59. El procedimiento se siguió de acuerdo a lo reportado 

por Arancibia et al.18 y Monzavi-Karbassi et al.59, con modificaciones. 
Las células fueron cosechadas con PBS-EDTA 0,02% 10 minutos y con 

tripsina EDTA por 5 minutos adicionales. Luego de centrifugar por 10 
minutos y a temperatura ambiente, las células se resuspendieron por suave 

pipeteo con PBS-FSB 2% y se dispuso un volumen de 300 uL, con 5x105 
células, en tubos Eppendorff. Las células se centrifugaron a 3.000 rpm, por 3 

minutos y a 4°C, se descartó el sobrenadante, se resuspendió el pellet de 
c lulas en 300 μL de PBS-FSB 2% y se volvió a centrifugar en iguales 

condiciones. El pellet de células se resuspendi  con 300 μL de PBS-FSB 2% y 
sueros a dilución 1:50 y 1:100, dejándose incubar por 1,5 horas a 4°C. 

Posteriormente las células se centrifugaron, se descartó el sobrenadante y se 
realizaron 2 lavados con 300 μL de PBS-FSB 2% por centrifugación de las 

células en las mismas condiciones descritas anteriormente. El pellet de 

c lulas fue resuspendido con 300 μL de PBS-FSB 2% y anticuerpo de cabra 
anti-IgG (H+L) de ratón asociado al fluorocromo FITc, diluido a razón 1:100. 

Las células se incubaron por 20 minutos a 4°C, luego fueron centrifugadas y 
lavadas con PBS-SFB 2%. El pellet se resuspendi  en 300 μL de PBS-

Paraformaldehido 2% y se pasaron a tubos Khan, donde las células se 
incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente8. El AFC se realizó en el 

Laboratorio de Inmunología dirigido por la Dra. María Rosa Bono, Facultad de 
Ciencias, Universidad de Chile. Los resultados se analizaron en el programa 

FCS Express 4 Flow Citometry (De Novo, USA). 
 

 
 

 

http://www.nikoninstruments.com/Products/Software/NIS-Elements-D-Microscope-Imaging-Software
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4.5.3. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE PROTECTIVA CONTRA 

EL TUMOR DE MELANOMA MURINO DE LA LÍNEA B16F10 

 

Inicialmente se estableció un protocolo terapéutico para evaluar la 
respuesta inmune protectiva contra el tumor de melanoma murino de la línea 

B16F10, en ratones de la cepa C57BL/6, el cual fue tomado y modificado de 
Wondimu et al.11 y Arancibia et al.15,18. El protocolo se encuentra ilustrado en 

la Figura 9, donde se observa que consta de una primera sensibilización de 

los ratones con el antígeno utilizado en la terapia, seguida de la inoculación 
del tumor y una terapia compuesta por tres inyecciones subcutáneas 

espaciadas por una semana. Para el experimento se consideraron 12 grupos, 
integrados por 5 animales cada uno, los que fueron numerados de 1 a 5 

mediante una clave basada en cortes en las orejas. En la Tabla 4 se muestra 
el tratamiento que recibió cada grupo. 
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Figura 9: Diagrama del curso temporal del bioensayo y sus hitos.  

 
 

 
Tabla 4: Condiciones terapéuticas evaluadas en cada uno de los grupos de 

animales del bioensayo. 

 

Jaula/Grupo Condición 

J01 Sham 

J02 Control: AddaVax 

J03 Control: PBS 

J04 Control CCH en PBS 

J05 Control FLH en PBS 

J06 Control KLH en PBS 

J07 Conjugado CCH-P10 en PBS 

J08 Conjugado FLH-P10 en PBS 

J09 Conjugado KLH-P10 en PBS 

J10 Conjugado control CCH-S266 en PBS 

J11 Conjugado control FLH-S266 en PBS 

J12 Conjugado control KLH-S266 en PBS 
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4.5.3.1. Sensibilización de los ratones C57BL/6  

 

La sensibilización de los animales de experimentación consistió en una 
inmunización mediante una inyección subcutánea (sc) en la pared costal 

derecha del cuerpo, previamente rasurada, de 40 μL del adyuvante AddaVax 
y 40 μL de soluci n PBS con 50 μg de hemocianina o conjugado, según la 

terapia. Cabe destacar que el grupo control sham no fue inyectado, aunque 
los animales fueron manipulados simulando la inyección sc, y el grupo 

Addavax solo fue inyectado con 40 μL del adyuvante. 
 

4.5.3.2. Inoculación del tumor de melanoma 
 

La inoculación de la línea de melanoma murino B16F10 consistió en 
una inyección sc de 1,5x105 c lulas en 100 μL de medio DMEM en la pared 

costal derecha del animal, tal como se determinó con anterioridad para 
asegurar el desarrollo del tumor en ratones de la cepa C57BL/615,18. 

 

4.5.3.3. Terapia  
 

La terapia consisti  en inyecciones s.c. intralesionales de 50 μg de 
hemocianina o de conjugado hemocianina-p ptido en 40 μL de PBS y 

adyuvante AddaVax a razón 1:1 en volumen. Al igual que en la 
sensibilización, los ratones sham no fueron inyectados, pese a que se simuló 

la manipulación, y los ratones AddaVax solo fueron inyectados con el 
adyuvante. 

 
4.5.3.4. Estudio de la respuesta inmune protectiva contra el 

tumor 
 

Durante el experimento terapéutico se examinó el peso de los ratones, 
la presencia de tumor de melanoma en el sitio de inoculación, las 

dimensiones de largo y ancho del tumor a lo largo del bioensayo y la 

presencia de enrojecimiento y/o necrosis en la zona corporal de 
experimentación, cada 3 días aproximadamente. Asimismo, se registró la 

sobrevida de los ratones durante el periodo del bioensayo y se evaluó la 
existencia de metástasis en pulmones, bazo, riñones e hígado en aquellos 

ratones portadores de tumor que fueron sacrificados el día 29 del bioensayo. 
Cabe destacar que el volumen del tumor fue calculado según la ecuación del 

elipsoide que se indica a continuación18.  
 

Volumen Tumor = 0,52 · Largo · Ancho 2 
 

Adicionalmente, se evaluó la respuesta inmune humoral inducida por la 

terapia. Para ello, se realizó un ensayo de ELISA contra hemocianina, 
independiente para cada animal tratado con CCH, FLH y KLH, y sus 

respectivos conjugados a P10 y S266. También se realizó un ensayo de 
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ELISA para determinar la presencia de anticuerpos de clase IgG contra los 

péptidos, con el pool de sueros de animales de cada grupo tratado con 

hemocianina conjugada a P10 o S266 (ver sección 4.5.2.2). Asimismo se 
hizo una IFI y un ACF del pool de sueros de cada grupo incluido en la terapia 

contra la línea de melanoma murino B16F10 (ver secciones 4.5.2.3 y 
4.5.2.4). 

 
 

4.5.4. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR  

 

4.5.4.1. Reacción de hipersensibilidad de tipo retardada en 
ratones inmunizados con los conjugados 

 
Durante el bioensayo se evaluó la reacción de DTH contra los péptidos, 

en aquellos ratones inmunizados con los conjugados hemocianina-péptido, 
usando el grupo PBS como control negativo. La DTH se inició el día 26 del 

bioensayo, y se midió el grosor del cojinete del pie derecho y el pie izquierdo 
mediante un medidor de espesor de alta precisión, tanto en el instante 

previo a la inyección, como también a las 24, 48 y 72 horas. En cada 

oportunidad, se realizaron 3 mediciones y graficó el promedio. 
 

Primero, los ratones fueron anestesiados con 100 μL de Ketamina 
diluida en suero fisiológico, mediante inyecciones ip. Luego, se inyectó de 

manera sc 75 μg de p ptido P10 o S266, disuelto en 20 μL de PBS, en el 
cojinete del pie izquierdo de los ratones, dejando el pie derecho como control 

sin inyecci n. El grupo control fue inyectado con 20 μL de PBS. 
Posteriormente, los ratones se dejaron bajo calor, permitiéndoles 

recuperarse de la anestesia. La reacción fue graficada en términos de la 
diferencia de espesor entre el pie izquierdo y el pie derecho, a lo largo del 

tiempo76. 
 

 

4.5.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 
Los resultados del trabajo de título están expresados como el promedio 

± EEM (error estándar de la media). Las comparaciones hechas entre los 
grupos fueron evaluadas estadísticamente por t-test o según el método 

ANOVA de una vía, seguido de un post-test con Bonferroni, en el software 

computacional GraphPad Prism (USA), el cual también se utilizó como 
plataforma para dibujar los distintos gráficos mostrados en el trabajo. 
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CAPÍTULO 5 
 

RESULTADOS 
 
 

 

5.1. ACOPLAMIENTO HEMOCIANINA-PÉPTIDO 
 

 
El desarrollo de la tesis contempló una primera etapa de preparación 

de los conjugados hemocianina-péptido. Para evitar la modificación de 
epítopos en la molécula carrier, el acoplamiento se realizó vía sulfo-SMCC. 

Para ello, se realizaron pruebas que permitieron evaluar la solubilidad de FLH 
y CCH, al ser tratadas con el entrecruzador, a partir del protocolo 

recomendado para KLH24, de modo tal de ajustar las condiciones 
experimentales. Adicionalmente, se evaluó la eficacia del acoplamiento con el 

método de Ellman, puesto que permite medir la unión de cisteína al grupo 
maleimida del sulfo-SMCC.  

 
Los resultados de las pruebas de activación de CCH y FLH con sulfo-

SMCC, así como los ajustes realizados al protocolo, se muestran en la Tabla 

5. Debido a que las hemocianinas en estado soluble presentan un color azul, 
el cual está dado por la oxidación del cobre contenido en la molécula12, fue 

posible determinar la precipitación de CCH y FLH por inspección visual. Así, 
se observó que el entrecruzador no afectó la solubilidad de dichas proteínas, 

durante el tiempo de reacción (1 hora a temperatura ambiente). Sin 
embargo, FLH precipitó al usar EDTA como agente quelante en el tampón de 

conjugación. También se observó precipitación al centrifugar la solución de 
FLH con sulfo-SMCC en las columnas de desalación, lo que se solucionó 

equilibrando previamente la columna con PBS. Con ello, las principales 
variaciones incluidas al protocolo de acoplamiento fueron: 1) eliminar el 

EDTA del tampón de conjugación con PBS, 2) equilibrar la columna con PBS, 
tras lavarla 3 veces con agua libre de pirógenos y 3) realizar la desalación de 

las soluciones a 4°C. Cabe señalar que al realizar el protocolo modificado, 
KLH no presentó precipitación en la etapa de activación ni en la de 

desalación. 

 
Para evaluar el nivel de activación de las hemocianinas se determinó 

usar un factor de dilución igual a 3, y así medir la unión de los residuos de 
cisteína al grupo maleimida de estas proteínas activadas, mediante el test de 
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Ellman. Como se ve en Anexos, sección A.1, para factores de dilución 

mayores el error en la medición aumenta. La Figura 10A-C muestra los 

resultados del test de Ellman realizado en hemocianinas activadas con sulfo-
SMCC y que fueron acopladas posteriormente con los péptidos P10 y S266, 

por separado. Estos resultados incluyen las curvas del calibración de cisteína 
obtenidas para el primer y segundo acoplamiento realizados durante el 

trabajo experimental, y los valores de concentración de cisteína en solución 
en las muestras de hemocianinas activadas y no activadas, cuya diferencia 

correspondería a la cisteína unida al grupo maleimida que se enlazó a las 
hemocianinas activadas con sulfo-SMCC (véase Figura 8, Marco Teórico).  

 
De acuerdo al test de Ellman, CCH unió en promedio un 45% del sulfo-

SMCC agregado inicialmente para la reacción de activación con maleimida, 
mientras que FLH unió en promedio un 85%, indicando que al agregar los 

péptidos a la solución habría un enlazamiento mediado por el residuo de 
cisteína reducida del péptido y la maleimida presente en las hemocianinas. 

Como se ve en la Figura 10B, el valor en la medición de KLH activada con 

maleimida y KLH no activada fue similar, y similar también a lo obtenido con 
CCH y FLH activadas con maleimida. Por tanto, se calculó la unión de cisteína 

a KLH no activada, pero pasada por columnas de desalación, para eliminar 
los estabilizantes del producto liofilizado, que podrían estar modificando el 

grupo tiol de los residuos, afectando así su unión al reactivo de Ellman. No 
obstante, se obtuvo los mismos resultados previos. Posteriormente, se 

evaluó la activación de KLH y CCH pre-activados con sulfo-SMCC que fueron 
proveídos por Thermo Scientific. Para CCH se encontraron resultados 

similares a los descritos, mientras que KLH pre-activada presentó menor 
unión a cisteína que KLH no activada (mayor concentración de cisteína en 

solución; Figura 10D-E). De esta forma, se descartó el método de Ellman, 
como test de análisis del nivel de activación de maleimida para KLH, no así 

para CCH y FLH. 
 

Cabe destacar que en el primer acoplamiento de los péptidos a las 

hemocianinas se presentó el problema de la baja solubilidad de P10 y de 
S266. Aun cuando se intentó solubilizarlos con DMSO, al momento de 

agregar los péptidos a las hemocianinas activadas con maleimida, las 
soluciones se tornaron viscosas, dificultando las determinaciones y 

manipulaciones posteriores de los conjugados. Para el segundo 
acoplamiento, fue posible solubilizar los péptidos con DMSO al 50% en agua, 

lo cual disminuyó los inconvenientes al tener péptidos más solubles respecto 
al primer acoplamiento. 
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Tabla 5: Activación de hemocianinas (CCH y FLH) con sulfo-SMCC, post desalación. 

Se evaluó la ocurrencia de precipitación de las proteínas mediante inspección visual y los 

ajustes al protocolo de acoplamiento para evitar la precipitación. Hc: hemocianina. 

 

Hc Sal Tampón 
Modificación del 

Protocolo 

Precipitación de 

Proteínas 
Observaciones 

FLH NaCl 
PBS-

EDTA 
Se eliminó EDTA Sí - 

FLH 
Sulfo-

SMCC 
PBS 

Disolución de sulfo 

en baño a 50°C 
Sí 

No hubo precipitación 

tras1 h de reacción, a 

temperatura ambiente. 

CCH 
Sulfo-

SMCC 
PBS 

Disolución de sulfo 

en baño a 50°C 
No 

No hubo precipitación tras 

1 h de reacción, a 

temperatura ambiente. 

FLH - PBS 
Equilibrio de la 

columna con PBS 
No 

Paso incorporado al 

protocolo. 

FLH 
Sulfo-

SMCC 
PBS 

Centrifugación a 

4°C 
No 

Se obtuvo la hemocianina 

totalmente soluble. 
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Figura 10: Activación de hemocianinas con el grupo maleimida de sulfo-SMCC. 

Medición de cisteína en solución mediante el test de Ellman por espectofotometría (a 405 

nm), de la reacción entre el reactivo de Ellman y el grupo tiol de la cisteína (-SH; que 

reacciona con la maleimida). La diferencia en la concentración de cisteína en solución entre 

hemocianinas activadas y no activadas corresponde a la cisteína unida al grupo maleimida. 

Los datos corresponden a dos experimentos independientes. A) Porcentaje de unión de 

sulfo-SMCC a CCH, FLH y KLH, respecto a la cantidad agregada inicialmente, B) 

concentración mM de cisteína en solución en muestras de CCH, FLH y KLH activadas y no 

activadas y C) curvas de calibración de cisteína; A-C resultados para el primer (m=0,440 y 

R2=0,999) y segundo acoplamiento de péptidos (m=0,264 y R2=0,963). D) y E) Resultados 

de concentración de cisteína y curva de calibración para la evaluación de hemocianinas pre-

activadas con sulfo-SMCC por Thermo Scientific (m=0,215 y R2=0,990). m: pendiente de la 

curva, R2: coeficiente de correlación de datos. [ ] indica adimensionalidad. 
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5.2. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL INDUCIDA POR LOS 

CONJUGADOS HEMOCIANINA-PÉPTIDO 
 

Se evaluó la respuesta inmune humoral de los ratones C57BL/6 
inmunizados con dos dosis intraperitoneales de los conjugados hemocianina-

péptido (inmunización primaria y secundaria). Se realizaron dos 
experimentos independientes, en el primero se utilizaron machos y hembras 

y en el segundo se trabajó solo con hembras, por ser menos agresivas. 
 

 

5.2.1. TÍTULO DE ANTICUERPOS CONTRA HEMOCIANINAS CARRIER, 

CONJUGADOS HEMOCIANINA-PÉPTIDO Y PÉPTIDOS 
 

Con los sueros colectados tras la inmunización secundaria, se 

realizaron mediciones por ELISA contra cada hemocianina carrier, contra 
cada uno de los conjugados hemocianina-peptido, contra cada péptido y 

contra GD2. Los títulos de anticuerpos séricos para cada uno de los grupos 
experimentales se muestran en la Figura 11, como un promedio de dos 

experimentos independientes y el error estándar de la media asociado.  
 

El título de anticuerpos contra la hemocianina carrier (Figura 11A) 
resultó cercano a las 4.000 diluciones en los grupos CCH-P10, FLH-P10, FLH-

S266 y KLH-S266. De acuerdo al análisis estadístico por ANOVA de una vía, 

no se detectaron diferencias significativas entre tales grupos, así como 
tampoco con CCH-S266 y KLH-S266, con los cuales se obtuvo una 

reactividad inferior (de aproximadamente 1:2.800) contra el carrier CCH y 
KLH, respectivamente. Cabe mencionar que en el segundo ensayo de 

inmunización se indujo una mayor respuesta humoral contra la hemocianina, 
que atribuimos a que se lograron conjugados más solubles y, por lo tanto, 

más fáciles de manipular.  
 

Respecto al título de anticuerpos contra el conjugado, hubo diferencias 
importantes entre un grupo y otro (Figura 11B). Así, para los conjugados 

CCH-P10, KLH-P10 y KLH-S266 se tuvo un título de anticuerpos cercano a las 
800 diluciones, mientras que para CCH-S266, FLH-P10 y FLH-S266 se tuvo 

un título de anticuerpos inferior (de 200, 15 y 120 diluciones, 
respectivamente). Las diferencias vistas podrían explicarse por errores en la 

activación de la placa, como producto de la baja solubilidad de los 

conjugados.  
 

De los resultados descritos anteriormente, se concluyó que en los 
animales de experimentación se desarrollaron anticuerpos contra las 

hemocianinas, así como también contra los péptidos P10 y S266 (Figura 11, 
gráficos C y D, respectivamente). Al disolver los péptidos en PBS-EDTA 

mejoró su solubilidad, y se unieron a las placas de ELISA pre-activadas con 
maleimida mediante el enlace del grupo tiol reducido de la cisteína terminal. 
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Dicho aminoácido fue agregado a la secuencia de los péptidos para facilitar 

su acoplamiento a las hemocianinas11. De este modo, se supuso que en las 

placas de ELISA los péptidos adoptarían una conformación similar a la que 
presentan cuando se unen a CCH, FLH y KLH, favoreciéndose la unión de los 

anticuerpos séricos específicos contra el péptido inducidos por los 
conjugados.  

 
Para P10, el título de anticuerpos séricos de los conjugados a dicho 

péptido (CCH-P10, FLH-P10 y KLH-P10) resultó en torno a las 230 diluciones, 
y para S266, el título inducido por los conjugados correspondientes (CCH-

S266, FLH-S266 y KLH-S266) fue de 150 diluciones, aproximadamente. No 
se encontraron diferencias significativas entre los conjugados a P10 y entre 

los conjugados a S266 (ρ>0,05), por lo tanto CCH, FLH y KLH no 
presentaron diferencias como proteínas carriers para inducir la respuesta 

inmune humoral contra los péptidos. Adicionalmente, como se ve en la 
Figura 11C-D, no hubo reacción cruzada entre los anticuerpos contra los 

péptidos, por lo que los conjugados a S266 no indujeron anticuerpos contra 

P10 y los conjugados a P10 no indujeron anticuerpos contra S266, en 
ninguno de los dos ensayos realizados.  

 
Por análisis estadístico según ANOVA y post-test con Bonferroni, habría 

diferencias significativas en el título de anticuerpos contra P10 entre los 
conjugados a P10 y a S266, y en el título de anticuerpos contra S266 entre 

los grupos FLH-P10 y FLH-S266 (ρ<0,05 en cada caso). Esto indica que los 
anticuerpos contra P10, inducidos por las hemocianinas conjugadas a P10, y 

los anticuerpos contra S266, inducidos por FLH-S266, son específicos para el 
péptido en cuestión. 

 
Cabe señalar que no se detectó reactividad de los sueros contra GD2 

puro en ningún grupo inmunizado. Sin embargo, el anticuerpo monoclonal 
comercial anti-GD2 Q259 sí presentó reactividad contra GD2 (alrededor de 

1:50), siendo negativo con P10 y S266. Con el anticuerpo comercial anti-

GD2 11H3 no hubo reactividad contra GD2, así como tampoco con los 
péptidos. Estos resultados no son sorpresivos puesto que el anticuerpo 

ME361 que se utilizó para generar el péptido P10, mediante tecnología de 
despliegue de fagos, reconoce un epítopo de GD2 que podría diferir con el 

epítopo que es reconocido por los anticuerpos comerciales Q259 y 11H359.  
 



50 

 

 

 

C
C
H
-P

10

C
C
H
-S

26
6

FLH
-P

10

FLH
-S

26
6

K
LH

-P
10

K
LH

-S
26

6

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

A Título Anti-Carrier

Suero

T
ít

u
lo

 d
e
 A

n
ti

c
u

e
rp

o
s
 [

 ]

C
C
H
-P

10

FLH
-P

10

K
LH

-P
10

C
C
H
-S

26
6

FLH
-S

26
6

K
LH

-S
26

6

0

200

400

600

800

1000

Título Anti-ConjugadoB

Suero

T
ít

u
lo

 d
e
 A

n
ti

c
u

e
rp

o
s
 [

 ]

 
 

Título Anti-P10

C
C
H
-P

10

FLH
-P

10

K
LH

-P
10

C
C
H
-S

26
6

FLH
-S

26
6

K
LH

-S
26

6

0

100

200

300

400

500

C

Suero

T
ít

u
lo

 d
e
 A

n
ti

c
u

e
rp

o
s
 [

 ] *

*
*

Título Anti-S266

C
C
H
-P

10

FLH
-P

10

K
LH

-P
10

C
C
H
-S

26
6

FLH
-S

26
6

K
LH

-S
26

6

0

100

200

300

400

500

D

*

Suero

T
ít

u
lo

 d
e
 A

n
ti

c
u

e
rp

o
s
 [

 ]

 
 

 
Figura 11: Título de anticuerpos séricos de ratones C57BL/6 inmunizados con dos 

dosis de los conjugados CCH-P10, FLH-P10, KLH-P10, CCH-S266, FLH-S266 y KLH-

S266. Se muestran los resultados mediante ELISA de dos experimentos independientes A) 

contra cada hemocianina (CCH, FLH y KLH) respectiva al conjugado de inmunización, B) 

contra cada conjugado correspondiente a la inmunización (un solo experimento) y contra 

cada péptido: C) P10 y D) S266. Se utilizó un pool de suero de 3 ratones y como anticuerpo 

secundario se usó un antisuero de cabra anti-IgG (H+L) de ratón unido a FAL, se midió 

absorbancia a 405 nm. El título se calculó como la dilución del suero correspondiente al 

punto de inflexión de la curva dosis-respuesta de la reacción de ELISA (véase en Anexo, 

sección A.2). [ ] indica adimensionalidad. 
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5.2.2. CLASE IGM O IGG DE LOS ANTICUERPOS CONTRA P10 Y S266 
 

Se analizó mediante ELISA la clase IgM o IgG de los anticuerpos 
inducidos por los conjugados hemocianina-péptido, tras una segunda 

inmunización ip en ratones C57BL/6. Como se observa en la Figura 12, los 
conjugados indujeron anticuerpos de la clase IgG específicos contra el 

péptido correspondiente al conjugado de inmunización, puesto que no se 
encontró reacción cruzada entre los péptidos. Vale decir, P10 conjugado a 

CCH, FLH y KLH indujo anticuerpos IgG específicos contra P10, de igual 
forma que ocurre con S266.  

 
El título de anticuerpos IgG contra el péptido inducido por los 

conjugados fue cercano a las 300 diluciones, a excepción de CCH-S266, cuyo 

título contra el péptido S266 fue una dilución menor (150 diluciones), 
recordando que las diluciones fueron seriadas en base 2. Tales valores están 

dentro del orden del título de anticuerpos séricos detectado con el antisuero 
de cabra anti-IgG (H+L) de ratón (Figura 11C-D). Sin embargo, en este 

experimento se utilizó un anticuerpo específico contra el fragmento pesado 
de inmunoglobulinas G de ratón, a diferencia del experimento anterior, en 

que el anticuerpo puede reconocer epítopos constantes de las cadenas 
livianas de inmunoglobulinas de la clase M y G.  

 
Por otra parte, se detectó la presencia de anticuerpos de la clase IgM 

contra el péptido, con un título inferior al que se observó para la clase IgG, y 
además hubo reacción cruzada entre los péptidos (Figura 12). Esta reacción 

cruzada, pese a tener bajos valores de título, es representativa de que las 
IgM corresponden a anticuerpos no específicos contra el péptido. 

 

Anteriormente se mostró que los conjugados tienen un mismo efecto al 
inducir la respuesta inmune humoral contra los péptidos. Asimismo se 

mostró que no hay reacción cruzada entre P10 y S266, lo cual también 
descarta una reacción cruzada entre las hemocianinas y los péptidos. 

Teniendo esto en cuenta, se evaluó estadísticamente, mediante t-test, la 
diferencia entre la producción de anticuerpos IgM e IgG que son inducidos 

por cada uno de los péptidos, en experimentos independientes según si 
fueron acoplados a CCH, FLH o KLH. Los anticuerpos de la clase IgG 

inducidos por P10 presentaron un título significativamente mayor (ρ<0,001) 
respecto al título de anticuerpos de clase IgM. Tal diferencia no fue 

significativa con S266 (ρ=0,25). 
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Figura 12: Título de anticuerpos séricos de la clase IgM e IgG específicos contra los 

péptidos P10 y S266 conjugados a CCH, FLH y KLH. Tres ratones C57BL/6 por grupo 

fueron inmunizados con dos dosis ip, espaciadas temporalmente por dos semanas, de 50 μg 

de conjugado hemocianina-p ptido, en 100 μL de PBS y AddaVax 1:1 en volumen. Se usó 

un pool de sueros de 3 ratones por grupo y se utilizó como anticuerpos secundarios a los 

sueros de conejo específicos para las cadenas pesadas de la IgM (μ) e IgG (), unidos a FAL. 

Se midió absorbancia a 405 nm. Los resultados corresponden a un solo experimento. El 

título se calculó como la dilución de suero correspondiente al punto de inflexión de la curva 

dosis-respuesta de la reacción de ELISA, usando los péptidos como antígeno (ver en Anexo, 

sección A.2). [ ] indica adimensionalidad. 
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5.2.3. REACTIVIDAD DE LOS ANTISUEROS DE RATÓN ANTI-

HEMOCIANINA-PÉPTIDO CON MELANOMA MURINO (B16F10) Y 

LÍNEAS DE MELANOMA HUMANO (BE, RQ Y AK) 
 

 En primer lugar se realizó una inspección visual de las células al 

microscopio de luz, para corroborar su morfología de carácter epitelial. El 
aspecto de las células de melanoma murino B16F10 y de melanoma humano 

BE, RQ y AK vistas en microscopía de luz con contraste de fases se ilustra en 
la Figura 13. Si bien las 4 líneas crecen en monocapa, se aprecia que las 

células de las líneas de ratón B16F10 y las humanas RQ y AK presentan una 
morfología similar, donde predominan células con diferente aspecto poligonal 

y numerosas extensiones citoplasmáticas, mientras que BE tiene una 
morfología en que se distinguen células redondeadas y células alargadas.  

 
Los resultados de IFI realizadas en cultivos celulares de las líneas 

B16F10, BE, RQ y AK se muestran en la Figura 14, Figura 15, Figura 16 y 
Figura 17, respectivamente. Tales figuras muestran los resultados para los 

sueros de ratones C57BL/6 inmunizados ip con los conjugados hemocianina-
péptido, a una dilución de 1:50. Como control, se incluyeron los anticuerpos 

monoclonales comerciales anti-GD2 11H3 y 2Q59, además de un control del 

conjugado: antisuero de cabra anti-IgG (H+L) de ratón unido a isotiocianato 
de fluoresceína.  

 
Tanto para la línea murina como para las líneas de melanoma humano, 

los sueros evaluados presentaron una reacción positiva con las células fijadas 
en paraformaldehido, la cual se evidenció como una intensa fluorescencia 

verde en la célula y una coloración azul en el núcleo (teñido con DAPI), en 
relación a la ausencia de fluorescencia verde en el control de conjugado, 

concluyéndose que la reacción observada era específica. Tal reactividad 
observada con los antisueros se asemeja a lo reportado por Monzabi-

Karbassi et al.59, Figura 5, y además la morfología que presentan las células 
es coherente con la morfología presentada por las células vistas por 

microscopía de luz con contraste de fases (Figura 13). De esta forma, se 
infiere que los sueros de ratones inmunizados contienen anticuerpos que 

reconocen epítopos en las células de melanoma, ya sea murino o humano, 

los que serían inducidos por los conjugados hemocianina-péptido.  
 

Cabe destacar que las células incubadas con los sueros de ratones 
inmunizados con KLH-S266 presentaron una intensidad de fluorescencia 

inferior, vista cualitativamente a una dilución 1:50, tanto en B16F10, como 
en RQ y AK (Figura 14F, Figura 16F y Figura 17F, respectivamente). Pese a 

que se aprecia una leve fluorescencia de los anticuerpos comerciales anti-
GD2 11H3 y 2Q59 con las células B16F10 y las células AK, respecto al 

control, no se consideró que correspondiese a una reacción positiva. Así, no 
fue posible tener un control positivo de la reactividad de los anticuerpos 

específicamente contra el epítopo de GD2 en las células.  
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Figura 13: Morfología de diferentes líneas celulares de melanoma, murino 

(B16F10) y humano (BE, RQ y AK), crecidas in vitro y observadas al microscopio de 

luz con contraste de fase. Las células fueron crecidas en medio RPMI, con 10% de SFB, 

1% de aminoácidos no esenciales y 1% de antibióticos penicilina y estreptomicina. A) Línea 

de melanoma murino B16F10; B) línea de melanoma humano BE; C) línea de melanoma 

humano RQ y D) línea de melanoma humano AK. La barra representa 20 μm. 

A B 

C D 
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Figura 14: IFI de células de la línea de melanoma murino B16F10, tratadas con los 

sueros de ratones C57BL/6 inmunizados con CCH, FLH y KLH conjugadas a P10 y a 

S266. Las células B16F10 fueron fijadas con paraformaldehido, incubadas con un pool de 

sueros de la respuesta secundaria de 3 animales a dilución 1:50 y reveladas con el 

conjugado a fluoresceína anti-IgG (H+L) de ratón. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. A) 

CCH-P10; B) FLH-P10; C) KLH-P10; D) CCH-S266; E) FLH-S266 y F) KLH-S266, en 100 μL 

de PBS y AddaVax 1:1 en volumen. Además se realizaron controles G) suero de cabra anti-

IgG de ratón unido a FITc (control negativo); H) anticuerpo 11H3 anti-GD2 (1:50) y I) 

anticuerpo 2Q59 anti-GD2 (1:100). La barra representa 10 μm. 

A 
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G I H 

F E 
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Figura 15: IFI de células de la línea BE, de melanoma humano, tratadas con los 

sueros de ratones C57BL/6 inmunizados con CCH, FLH y KLH conjugadas a P10 y a 

S266. Las células BE fueron fijadas con paraformaldehido, incubadas con un pool de sueros 

de la respuesta secundaria de 3 animales a dilución 1:50 y reveladas con el conjugado a 

fluoresceína anti-IgG (H+L) de ratón. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. A) CCH-P10; B) 

FLH-P10; C) KLH-P10; D) CCH-S266; E) FLH-S266 y F) KLH-S266, en 100 μL de PBS y 

AddaVax 1:1 en volumen. Además se realizaron controles G) suero de cabra anti-IgG de 

ratón unido a FITc (control negativo); H) anticuerpo 11H3 anti-GD2 (1:50) y I) anticuerpo 

2Q59 anti-GD2 (1:100). 
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Figura 16: IFI de células de la línea RQ, de melanoma humano, tratadas con los 

sueros de ratones C57BL/6 inmunizados con CCH, FLH y KLH conjugadas a P10 y a 

S266. Las células RQ fueron fijadas con paraformaldehido, incubadas con un pool de sueros 

de la respuesta secundaria de 3 animales a dilución 1:50 y reveladas con el conjugado a 

fluoresceína anti-IgG (H+L) de ratón. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. A) CCH-P10; B) 

FLH-P10; C) KLH-P10; D) CCH-S266; E) FLH-S266 y F) KLH-S266, en 100 μL de PBS y 

AddaVax 1:1 en volumen. Además se realizaron controles G) suero de cabra anti-IgG de 

ratón unido a FITc (control negativo); H) anticuerpo 11H3 anti-GD2 (1:50) y I) anticuerpo 

2Q59 anti-GD2 (1:100). 

 

A 

D 

G I H 

F E 

C B 



58 

 

 

 

                 
 

                 
 

                 
 

 
 
Figura 17: IFI de células de la línea AK, de melanoma humano, tratadas con los 

sueros de ratones C57BL/6 inmunizados con CCH, FLH y KLH conjugadas a P10 y a 

S266. Las células AK fueron fijadas con paraformaldehido, incubadas con un pool de sueros 

de la respuesta secundaria de 3 animales a dilución 1:50 y reveladas con el conjugado a 

fluoresceína anti-IgG (H+L) de ratón. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. A) CCH-P10; B) 

FLH-P10; C) KLH-P10; D) CCH-S266; E) FLH-S266 y F) KLH-S266, en 100 μL de PBS y 

AddaVax 1:1 en volumen. Además se realizaron controles G) suero de cabra anti-IgG de 

ratón unido a FITc (control negativo); H) anticuerpo 11H3 anti-GD2 (1:50) y I) anticuerpo 

2Q59 anti-GD2 (1:100). 
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5.3. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE PROTECTIVA INDUCIDA POR LOS 

CONJUGADOS HEMOCIANINA-PÉPTIDO CONTRA EL TUMOR DE MELANOMA 

MURINO B16F10 
 
 

El bioensayo realizado para evaluar la respuesta inmune protectiva 
inducida por la inmunización de los animales de experimentación con los 

conjugados hemocianina-péptido, contra el tumor de melanoma murino 

B16F10, tuvo una duración de tres meses. En la Figura 9 se muestra un 
esquema de las etapas con los procedimientos realizados en este período, 

durante el cual se observó un comportamiento normal de los ratones en 
estudio. Asimismo, no se observaron efectos tóxicos colaterales bajo ninguna 

de las terapias investigadas, vale decir CCH, FLH, KLH, CCH-P10, FLH-P10, 
CCLH-S266, FLH-S266 y KLH-S266 en PBS y conteniendo el adyuvante 

AddaVax a razón 1:1 en volumen.  
 

La respuesta inmune protectiva contra el melanoma murino B16F10 se 
evaluó de acuerdo a la sobrevida, la incidencia tumoral, el crecimiento 

tumoral y la incidencia de metástasis, desarrollada en los ratones en estudio 
tras ser desafiados con las células cancerígenas. En la Figura 18 se muestra 

la sobrevida de los animales a lo largo del bioensayo, graficadas según cada 
grupo de estudio, para una mejor comprensión. Así, en la Figura 18A se 

presentan los resultados de los 3 grupos controles. Debido a la intensidad de 

la inflamación y al acelerado crecimiento tumoral vista con el tratamiento de 
AddaVax, que provocó la muerte de un ratón al día 19 del bioensayo, se 

decidió sacrificar a los otros dos ratones que se encontraban en condiciones 
similares el día 22 del bioensayo. 

 
Se consideró relevante evaluar la respuesta inmune celular inducida 

por los diferentes tratamientos, en estudios posteriores a la tesis, respecto a 
la infiltración de linfocitos T citotóxicos (CD8+) y ayudadores (CD4+), así 

como de células NK, entre otros, en el tumor de melanoma desarrollado en 
los ratones. Con este propósito, el día 29 del bioensayo se sacrificó a los 

ratones que portaban tumor, se examinó la presencia de metástasis en el 
bazo, hígado y pulmones59 y, posteriormente, se colectaron y fijaron los 

tumores y los órganos metastásicos. Con el mismo objeto, el día 33 se 
sacrificó a los ratones en los que se había detectado incidencia tumoral el día 

previo. Así, la Figura 18 no es representativa de la sobrevida de los ratones 

por efecto del desafío y la terapia, dado que las muertes fueron inducidas 
casi en su totalidad. 

 
En la sección A.5 de Anexo, se resumen el tipo de eutanasia, las 

características del tumor y la ocurrencia de metástasis. Cabe destacar que se 
encontró metástasis en algunos ratones control (tratados con AddaVax y 

PBS) y en algunos ratones tratados con CCH, CCH-P10, CCH-S266 y KLH-
P10. 
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Los resultados de la incidencia tumoral de melanoma B16F10 en los 

ratones C57BL/6, a lo largo del tiempo, se muestran en la Figura 19. Se 

observa que en el día 30 del bioensayo, la incidencia tumoral alcanzó un 
máximo del 80% de animales con tumor en los grupos controles sham, 

AddaVax y PBS. De los ratones tratados con CCH (Figura 19B) el grupo que 
recibió CCH-P10 presentó una incidencia tumoral con tendencia similar a los 

controles, en cambio CCH no acoplada y conjugada al péptido S266 
presentaron una incidencia de un 60%. 

 
Por otro lado, los grupos de ratones tratados con FLH y KLH resultaron 

con una incidencia tumoral inferior, al día 29 del bioensayo, a los grupos de 
control negativo (Figura 19C-D), siendo de un 20% para cada hemocianina 

no conjugada, de un 40% para FLH-P10 y de un 20% para FLH-S266 y KLH-
P10. Ningún animal tratado con KLH-S266 presentó tumor. De estos 

resultados es posible inferir que con FLH se obtiene un efecto antitumoral 
positivo al haber una menor incidencia tumoral que en los controles, similar 

a lo que ocurre con KLH, usada como control positivo, acoplada o no al 

péptido mimético del gangliósido GD2, o al péptido control S266. 
 

El crecimiento del tumor de melanoma fue evaluado en aquellos 
ratones que desarrollaron tumor hasta el día 29 del bioensayo, previo al 

sacrificio de los ratones; los resultados se ilustran en la Figura 20. En el 
gráfico A, se observa que, tal como fue mencionado, el grupo control tratado 

solo con AddaVax tuvo una velocidad de crecimiento significativamente 
mayor (ρ<0,001) a la que presentaron los animales de los grupos sham y 

PBS. Por otra parte, los animales tratados con CCH conjugada a los péptidos 
P10 y S266 presentaron una velocidad de crecimiento tumoral similar a la de 

los controles sham y PBS, en contraste con el grupo tratado con CCH no 
acoplada (Figura 20B), cuya velocidad de crecimiento tumoral fue similar al 

control positivo con KLH-P10 (Figura 20D). Lo mismo se observó con los 
grupos tratados con FLH, FLH-P10 y FLH-S266 (Figura 20C), donde la 

velocidad de crecimiento del tumor fue significativamente menor respecto a 

los controles (ρ<0,01). 
 

Finalmente, los ratones C57BL/6 que no presentaron tumor a los 29 
días, fueron desafiados nuevamente el día 60 con células B16F10, inoculadas 

sc (ver sobrevida en Figura 18). Los resultados de la incidencia tumoral de 
este segundo desafío se muestran en la Figura 21. Se observa que en los 

controles (sham, AddaVax y PBS) todos los animales desarrollaron tumor, al 
igual que el grupo CCH-P10. FLH, FLH-P10 y KLH, que habían mostrado una 

baja incidencia tumoral tras el primer desafío, alcanzaron una incidencia 
tumoral del 80% (en el caso de FLH-P10 del 60%), a diferencia de los grupos 

CCH, FLH-S266 y KLH-P10, en que ninguno de los ratones desarrollaron el 
tumor. De este modo, y como se ve en la Figura 21, las terapias de CCH, 

FLH-S266, KLH y KLH-P10 mostraron un efecto anti-tumoral prolongado en 
el tiempo sobre la incidencia de melanoma B16F10. Esto sugiere la 
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generación de células inmunes de memoria contra el tumor y la consecuente 

inducción de la respuesta celular contra epítopos en las células de melanoma 

que presentan reacción cruzada con epítopos presentes en KLH y FLH, 
reconocidos por los anticuerpos específicos contra cada hemocianina. 

 
Cabe destacar que KLH-S266 mostró un significativo efecto anti-

tumoral, puesto que luego de un segundo desafío, ninguno de los ratones 
que recibieron dicho conjugado como terapia presentaron tumor en el 

periodo evaluado, apoyando fuertemente el carácter inmunomodulador per 
se de esta hemocianina frente a este tipo de tumor.  
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Figura 18: Sobrevivencia de ratones C57BL7/6 desafiados con melanoma murino 

B16F10 y tratados terapéuticamente con CCH, FLH y KLH, y sus respectivos 

conjugados al péptido P10 y a S266. Se utilizaron 5 ratones C57BL/6 por grupo, los que 

fueron desafiados con 1,5x105 células de la línea B16F10 el día 0. Los animales fueron 

tratados terap uticamente con 50 μg de hemocianina o conjugado, en 100 μL de PBS y 

AddaVax 1:1 en volumen, mediante inyecciones sc los días 1, 8 y 15, habiendo sido 

sensibilizados previo a la inoculación del tumor. A) Sobrevida de ratones control de los 

grupos sham, PBS (más AddaVax 1:1 en volumen) y AddaVax. B) Sobrevida de ratones 

tratados con CCH, CCH-P10 y CCH-S266. C) Sobrevida de ratones tratados con FLH, FLH-

P10  y FLH-S266. D) Sobrevida de ratones tratados con KLH, KLH-P10 y KLH-S266. Ver 

razón de muerte en sección A.5 de Anexo. 
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Figura 19: Efecto de CCH, FLH y KLH, y sus respectivos conjugados al péptido P10 y 

a S266, en la incidencia tumoral del melanoma murino B16F10. Se utilizaron 5 

ratones C57BL/6 por grupo, los que fueron desafiados sc con 1,5x105 células de la línea 

B16F10 el día 0. Los animales fueron tratados terap uticamente con 50 μg de hemocianina o 

conjugado, en 100 μL de PBS y AddaVax 1:1 en volumen, mediante inyecciones sc los días 

1, 8 y 15, habiendo sido sensibilizados previo a la inoculación del tumor. A) Incidencia de 

melanoma en ratones control de los grupos sham, PBS (más AddaVax 1:1 en volumen) y 

AddaVax. B) Incidencia de melanoma en ratones tratados con CCH, CCH-P10 y CCH-S266. 

C) Incidencia de melanoma en ratones tratados con FLH, FLH-P10  y FLH-S266. D) 

Incidencia de melanoma en ratones tratados con KLH, KLH-P10 y KLH-S266. 
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Figura 20: Efecto de CCH, FLH y KLH, y sus respectivos conjugados al péptido P10 y 

a S266, en el crecimiento tumoral del melanoma murino B16F10. Se utilizaron 5 

ratones C57BL/6 por grupo, los que fueron desafiados con 1,5x105 células de la línea 

B16F10 el día 0. Los animales fueron tratados terap uticamente con 50 μg de hemocianina o 

conjugado, en 100 μL de PBS y AddaVax 1:1 en volumen, mediante inyecciones sc los días 

1, 8 y 15, habiendo sido sensibilizados previo a la inoculación del tumor. A) Crecimiento de 

melanoma en ratones control de los grupos sham, PBS (más AddaVax 1:1 en volumen) y 

AddaVax (***ρ<0,001 versus sham y PBS AddaVax). B) Crecimiento de melanoma en 

ratones tratados con CCH (**ρ<0,01 versus PBS AddaVax), CCH-P10 y CCH-S266. C) 

Crecimiento de melanoma en ratones tratados con FLH, FLH-P10 (ambos ***ρ<0,001 

versus PBS AddaVax) y FLH-S266 (**ρ<0,01 versus PBS AddaVax). D) Crecimiento de 

melanoma en ratones tratados con KLH, KLH-P10 y KLH-S266 (todos ***ρ<0,001 versus 

PBS AddaVax). 



65 

 

 

 

50 60 70 80 90
0

20

40

60

80

100

Sham

AdV

PBS AdV

Tiempo [días]

A
n

im
a
le

s
 c

o
n

 T
u

m
o

r 
[%

]

A

50 60 70 80 90
0

20

40

60

80

100

CCH

CCH-P10

CCH-S266

Tiempo [días]

A
n

im
a
le

s
 c

o
n

 T
u

m
o

r 
[%

]

B

 
 

50 60 70 80 90
0

20

40

60

80

100
FLH

FLH-P10

FLH-S266

Tiempo [días]

A
n

im
a
le

s
 c

o
n

 T
u

m
o

r 
[%

]

C

50 60 70 80 90
0

20

40

60

80

100
KLH

KLH-P10

KLH-S266

Tiempo [días]

A
n

im
a
le

s
 c

o
n

 T
u

m
o

r 
[%

]

D

 
 
 

Figura 21: Efecto de CCH, FLH y KLH, y sus respectivos conjugados al péptido P10 y 

a S266, en la incidencia tumoral del melanoma murino B16F10, tras un segundo 

desafío. Se utilizaron los ratones C57BL/6 que sobrevivieron sin tumor del primer desafío y 

terapia, los que fueron desafiados nuevamente con 1,5x105 células de la línea B16F10 el día 

60 y que desarrollaron el tumor antes del día 87 del bioensayo. Los animales habían sido 

tratados terap uticamente con 50 μg de hemocianina o conjugado, en 100 μL de PBS y 

AddaVax 1:1 en volumen, mediante una sensibilización previa a la inoculación del melanoma 

e inyecciones sc los días 1, 8 y 15 tras el primer desafío. A) Incidencia de melanoma en 

ratones control de los grupos sham, PBS (más AddaVax 1:1 en volumen) y AddaVax. B) 

Incidencia de melanoma en ratones tratados con CCH, CCH-P10 y CCH-S266. C) Incidencia 

de melanoma en ratones tratados con FLH, FLH-P10  y FLH-S266 (solo sobrevivió un animal, 

y de los otros 4 solo 1 tuvo incidencia tumoral tras el primer desafío). D) Incidencia de 

melanoma en ratones tratados con KLH, KLH-P10 y KLH-S266. 
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5.3.1. RESPUESTA INMUNE HUMORAL CONTRA HEMOCIANINAS Y 

PÉPTIDOS 
 

En los animales de experimentación utilizados en el bioensayo, se 

determinó mediante ELISA la presencia de anticuerpos contra las 
hemocianinas solubles, y también anticuerpos de clase IgG contra los 

péptidos P10 y S266. Como se muestra en la Figura 22A, el título de 
anticuerpos contra las hemocianinas fue menor en los sueros de los ratones 

tratados terapéuticamente con los conjugados hemocianina-P10 o 

hemocianina-S266, que en aquellos grupos tratados con CCH, FLH y KLH sin 
conjugar, en los cuales el título fue cercano a las 2.000 diluciones y no 

presentó diferencias significativas entre sí. Además, el título inducido por 
CCH, FLH y KLH conjugadas a P10 o a S266 fue inferior al obtenido en la fase 

de evaluación de la respuesta inmune humoral de los conjugados (Figura 
11A), siendo que los ratones recibieron 2 dosis adicionales, dado el protocolo 

diseñado para la terapia anti-tumoral (Figura 9). Tal disminución también se 
observó con las hemocianinas no conjugadas, pero esta diferencia no fue 

mayor a una dilución en base 2, por lo que no se consideró significativa en 
términos de inmunogenicidad. 

 
Como se aprecia en la Figura 22A, hubo diferencias significativas entre 

el título de anticuerpos anti-hemocianina inducido por CCH-P10 (1:650; 
ρ<0,05) y CCH-S266 (1:1.000; ρ<0,05) respecto al título inducido por CCH 

(1:2.300), y también entre FLH-P10 (1:1.300; ρ<0,05) y FLH-S266 

(1:1.200; ρ<0,01) respecto a FLH (1:2.600). En cambio, no hubo diferencias 
significativas entre el título de anticuerpos inducido por KLH y sus 

conjugados a P10 y a S266, todos en torno a 1:1.800.  
 

Por otro lado, el título de anticuerpos de clase IgG contra cada péptido 
resultó en torno a las 600 diluciones, para los conjugados CCH-P10, FLH-

P10, KLH-P10 y para KLH-S266, según se aprecia en la Figura 22B-C. Así, el 
título aumentó en una dilución respecto a lo obtenido en los ensayos de 

inmunización previos (1:300, Figura 12), con una tendencia similar para 
CCH-S266 (1:340), aunque levemente inferior. Con el conjugado FLH-S266 

se encontró un mayor título IgG contra S266, de 1:1.200. Aunque se 
encontró cierta reacción cruzada entre los péptidos, su nivel fue bajo (menor 

a 1:90) en comparación al título inducido por los péptidos respectivos. 
 

Asimismo se realizó un análisis mediante IFI de los sueros de los 

animales de experimentación con las células de melanoma murino B16F10, 
cuyos resultados se muestran en la Figura 23. Se aprecia una reacción 

positiva en las células de los sueros de ratones tratados con CCH, FLH y KLH 
sin conjugar, así como también con dichas hemocianinas acopladas a los 

péptidos P10 y S266. Los grupos control sham, AddaVax y PBS no 
presentaron reacción positiva, dando cuenta de la especificidad de la 

reacción observada con los sueros de animales inmunizados con hemocianina 
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y hemocianina-péptido. Cualitativamente, para sueros diluidos a razón 1:50, 

se observó mayor intensidad de fluorescencia con los sueros de los animales 

tratados con FLH y KLH, conjugadas o no a los péptidos, en relación a lo 
observado con CCH. 

 
Estos resultados fueron corroborados mediante un análisis adiciona,l 

utilizando citometría de flujo. Como se observa en la Figura 24, se 
encontraron resultados positivos (gráficos A, D, E, G, H e I) para los grupos 

CCH, FLH, FLH-P10, KLH, KLH-P10 y KLH-S266, respectivamente. Tales 
resultados corresponden a un pool de sueros de 5 ratones por grupo, diluidos 

a razón 1:25. Además, para la dilución 1:50 se tuvo reacción positiva con los 
sueros anti-FLH y anti-KLH-P10 (Anexo sección A.3). La definición de la 

población en términos de tamaño y granulosidad (FSC y SSC, del inglés 
Forward Scatter y Side Scatter, respectivamente) y los criterios para 

determinar el umbral de fluorescencia se muestran en la sección A.3 de 
Anexo. Se consideró reacción positiva a una población celular que presentó al 

menos un 60% de células con intensidad de fluorescencia. 

 
Los resultados del análisis mediante ACF difieren de los obtenidos por 

IFI para CCH-P10, CCH-S266 y FLH-S266 (Figura 23B-C y F), en que los 
sueros sí presentaron reacción positiva, como se mencionó anteriormente. 

Sin embargo, y al igual que con IFI, los controles sham, AddaVax y PBS 
fueron negativos mediante citometría (Figura 24J-L), confirmándose de esta 

forma la especificidad de los casos positivos.  
 

Del conjunto de resultados presentados anteriomente, se concluye de 
manera general que tanto CCH, FLH y KLH, como los conjugados FLH-P10, 

KLH-P10 y KLH-S266 inducen anticuerpos que reconocen epítopos presentes 
en la línea de melanoma murino B16F10. 
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Figura 22: Título de anticuerpos séricos inducidos por CCH, FLH y KLH, y sus 

respectivos conjugados a los péptidos P10 y S266, en ratones C57BL/6 desafiados 

con melanoma murino de la línea B16F10. Se utilizaron 5 ratones C57BL/6 por grupo, 

los que fueron desafiados con 1,5x105 células de la línea B16F10 y tratados 

terap uticamente con 50 μg de cada hemocianina o su conjugado, en 100 μL de PBS y 

AddaVax 1:1 en volumen, mediante inyecciones sc los días 1, 8 y 15, habiendo sido 

sensibilizados previo a la inoculación del tumor. Se muestran los resultados del ELISA A) 

contra la hemocianina respectiva al tratamiento que recibió cada grupo de animales, como 

un promedio del título de anticuerpos detectado en cada ratón y el error estándar de la 

media asociado; *ρ<0,5 para CCH versus CCH-P10 y CCH-S266 y para FLH versus FLH-P10; 

**ρ<0,01 para FLH versus FLH-S266. Además, se muestra el título de anticuerpos 

específicos de la clase IgG en los grupos tratados con los conjugados, ya sea contra B) el 

péptido P10, o contra C) el péptido S266. En los últimos dos casos se realizó el ELISA con 

un pool de sueros de 5 ratones y los resultados corresponden a un solo experimento. El 

título se calculó como la dilución de suero correspondiente al punto de inflexión de la curva 

dosis-respuesta de la reacción de ELISA (véase Anexo, sección A.2). [ ] indica 

adimensionalidad. 
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Figura 23: IFI de células de la línea B16F10, de melanoma murino, tratadas con los 

sueros de ratones C57BL/6, desafiados con B16F10 y tratados terapéuticamente 

con CCH, FLH y KLH o con los conjugados a P10 y a S266. Las células B16F10 fueron 

fijadas con paraformaldehido, incubadas con un pool de suero de 5 animales a dilución 1:50 

y reveladas con el conjugado a fluoresceína anti-IgG (H+L) de ratón. Los núcleos fueron 

teñidos con DAPI. A) CCH; B) CCH-P10; C) CCH-S266; D) FLH; E) FLH-P10; F) FLH-S266; 

G) KLH; H) KLH-P10; I) KLH-S266; y los controles J) sham; K) AddaVax y L) PBS. La barra 

representa 10 μm. 
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Figura 24: Reactividad mediante ACF de células de melanoma B16F10 tratadas con 

sueros de ratones C57BL/6 desafiados con el tumor y tratados terapéuticamente 

con CCH, FLH y KLH, conjugadas o no a P10 y S266. Las células fueron incubadas con 

un pool de sueros de 5 animales por grupo diluido 1:25 y luego fueron incubadas con un 

suero de cabra anti-IgG (H+L) de ratón unido a FITC y, posteriormente, fijadas en 

paraformaldehido previo a su análsis en el citómetro de flujo. A) CCH; B) CCH-P10; C) 

CCH-S266; D) FLH; E) FLH-P10; F) FLH-S266; G) KLH; H) KLH-P10; I) KLH-S266; y los 

controles J) sham; K) AddaVax y L) PBS. Las imágenes corresponden a gráficos de dots de 

la intensidad del fluorocromo PE (R-ficoeritrina; rojo) versus FITC, para la población celular 

con características de tamaño y granulosidad definidas en Anexo, sección A.3. El porcentaje 

mostrado corresponde al porcentaje de células que presentaron intensidad de fluorescencia 

para FITC, respecto a los controles negativos (sección A.3 de Anexo). 
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5.3.2. RESPUESTA INMUNE CELULAR CONTRA P10 Y S266 
 

Los grupos de ratones C57BL/6 tratados con conjugados hemocianina-
péptido fueron sometidos a una reacción de DTH, esto es inyectando sc el 

péptido correspondiente al conjugado de la terapia (P10 o S266 en PBS), en 
el cojinete del pie izquierdo. Así, la diferencia de espesor entre el pie 

izquierdo y el derecho (no inyectado) fue medida al tiempo 0, 24, 48 y 72 
horas tras la inyección. Los resultados se muestran en la Figura 25, donde se 

observa que entre las 24 y 48 horas post-inyección los grupos CCH-P10, 
FLH-P10, KLH-P10, CCH-S266, FLH-S266 y KLH-S266 presentaron un pick de 

hinchazón del pie, en concordancia a resultados previos obtenidos con KLH, 
pero en que la reacción de DTH se realizó en la oreja de los animales77. 

Como control negativo se utilizó un ratón del grupo PBS al que se le inyectó 

PBS, y que no se presentó inflamación.  
 

Los resultados fueron analizados estadísticamente con ANOVA de una 
vía y post-test de Bonferroni, y se encontró que de los grupos desafiados con 

P10 (Figura 25A), FLH-P10 presentó una reacción de DTH contra el péptido 
que es significativamente superior al control con PBS (ρ<0,05), a las 24 

horas post-inyección. Además, a las 24 horas post-inyección, los animales de 
los grupos CCH-P10, FLH-P10 y KLH-P10 sufrieron una diferencia de espesor 

del pie significativamente mayor (ρ<0,01) a la diferencia mostrada en el 
tiempo 0, lo que se repitió a las 48 horas en CCH-P10. Por otra parte, de los 

grupos desafiados con S266 (Figura 25B), KLH-S266 presentó una reacción 
de DTH significativamente superior al control con PBS (ρ<0,05), a las 24 y 

48 horas, mientras que en CCH-S266 y KLH-S266 se indujo un aumento 
significativo de espeso del pie (ρ<0,01) a las 24 y 48 horas, en relación al 

tiempo 0. 

 
El control con PBS permitió descartar que el cojinete del pie izquierdo 

presentó inflamación como resultado de la inyección de la jeringa y no del 
estímulo. Por tanto, de los resultados se infiere que se indujo una reacción 

de DTH tanto para P10 como para S266, como resultado de la 
inmunoestimulación que generan estos péptidos al estar acoplados a las 

hemocianinas de moluscos, siendo consistente con la presencia de 
anticuerpos IgG contra los péptidos. 
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Figura 25: Reacción de DTH inducida con los péptidos antigénicos P10 y S266, en 

ratones C57BL/6 desafiados con células de melanoma B16F10 y tratados 

terapéuticamente con los conjugados hemocianina-péptido. Se inyectaron 75 μg de 

p ptido en 20 μL de PBS sc en el cojinete del pie izquierdo de ratones tratados con 

conjugado y se midió el espesor del cojinete del pie izquierdo y derecho a las 0, 24, 48 y 72 

hrs. Se utilizó un ratón del grupo PBS como control negativo. (A) DTH inducida por P10 en 

grupos tratados con conjugados a P10. (B) DTH inducida por S266 en grupos tratados con 

conjugados a S266. Se evaluó si los resultados presentaban un aumento significativo 

(*ρ<0,05, **ρ<0,01, ***ρ<0,001) respecto al control con PBS y respecto al tiempo 0 para 

cada curva, ya sea a las 24 (•) o 48 (#) horas post inyección respectivamente. • y # se 

muestran en la leyenda. 
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CAPÍTULO 6 
 
 

 

DISCUSIÓN 
 
 

 
 La inmunoterapia contra el cáncer, y en particular contra el melanoma 

maligno, ha sido desarrollada e investigada bajo distintas estrategias, con el 
objeto de lograr una inmunoestimulación en el paciente que genere una 

respuesta protectiva humoral y celular contra el tumor2,3,11. En varios de 
estos estudios, las hemocianinas de moluscos han resultado claves para 

generar la respuesta inmune deseada, como por ejemplo al ser usadas como 

adyuvante en vacunas de células dendríticas cargadas con lisados del tumor 
de melanoma, para potenciar la activación de linfocitos T CD8+ específicos 

contra el tumor12. Por esta razón, se han analizado diversas propiedades de 
CCH y FLH, tanto estructurales como inmunogénicas, frente a la KLH, 

hemocianina modelo que actualmente se utiliza para aplicaciones biomédicas 
y biotecnológicas a nivel mundial16. En este marco, el presente trabajo 

consistió en el desarrollo de conjugados terapéuticos contra el melanoma 
maligno, compuestos por hemocianinas de moluscos del litoral chileno y el 

péptido P10 mimético de GD2, con el objetivo general de evaluar las 
propiedades de CCH y FLH como carrier de AATs y, por ende, su efecto anti-

tumoral contra el melanoma murino de la línea B16F10. Para ello se utilizó 
KLH acoplada al péptido P10, como control positivo, y acoplada al péptido 

S266, como control negativo, del mimetismo molecular de P10 con el 
gangliósido GD211.  

 

 
 

6.1. PREPARACIÓN E INMUNOGENICIDAD DE LOS CONJUGADOS HEMOCIANINA-
PÉPTIDO 

 

 
El primer desafío experimental de la tesis, fue la preparación de los 

conjugados hemocianina-péptido. Uno de los principales problemas en su 
preparación, es que los agentes químicos clásicos usados para generar los 

conjugados modifican tanto a la proteína como al péptido, de manera tal que 
perjudican al propósito de dirigir la respuesta inmune específica contra el 
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péptido, como se quiere en el caso específico de esta tesis. Esto tiene el 

agravante adicional de generar complicaciones durante el proceso de 

estandarización y validación de los conjugados para asegurar la 
reproducibilidad en las pruebas de control de calidad. Con estas 

consideraciones, se decidió utilizar el entrecruzador sulfo-SMCC como agente 
acoplante de los péptidos, puesto que se une específicamente a los residuos 

de lisina de la proteína carrier, limitando la modificación de epítopos del 
conjugado, preservando la inmunogenicidad y evitando la aglomeración de 

moléculas y su subsecuente precipitado, fenómeno que habitualmente ocurre 
al utilizar glutaraldehído, que es el entrecruzador clásico para acoplar 

proteínas71,78. Es así como CCH se destacó por su gran estabilidad durante 
las pruebas de activación con sulfo-SMCC, por sobre FLH y KLH. Por el 

contrario, FLH presentó problemas durante su paso por las columnas de 
desalación, dado que se ha demostrado que requiere ciertas condiciones de 

pH y temperatura para mantener su estructura cuaternaria y por ende, que 
no precipite en el medio de mantención, lo cual se evidenció al momento de 

equilibrar la columna con PBS y trabajar a 4°C (ver Tabla 5). 

 
La explicación de tales diferencias entre las hemocianinas radica en sus 

peculiaridades estructurales. Por ejemplo, a diferencia de KLH, CCH no 
requiere de cationes divalentes adicionales en los tampones de mantención 

para estabilizar su estructura, lo cual hace a CCH sobresaliente respecto a 
KLH y FLH, dada su gran solubilidad28. Estudios utilizando Surface-Enhanced 

Raman Spectroscopy (SERS), demuestran que CCH sería más hidrofóbica 
que KLH79. Por otra parte, estudios usando espectroscopía de fluorescencia y 

colorimetría de barrido diferencial demuestran que el estado de 
oligomerización de CCH y la presencia de cobre-dioxígeno en su sitio activo 

son claves en la estabilización de su estructura80. Además, siendo tan 
emparentadas filogenéticamente, FLH y KLH comparten numerosas 

características estructurales18, lo cual se corrobora con los resultados aquí 
mostrados. 

 

Durante los protocolos de acoplamiento se obtuvo que un 45% del 
sulfo-SMCC agregado inicialmente se unió a CCH, mientras que un 85% lo 

hizo a FLH. Lo cual fue medido como la diferencia en la cantidad de cisteína 
que se une a dichas hemocianinas sin tratar con el entrecruzador (ver Figura 

10). Consecuentemente, esto indicaría que al agregar P10 o el péptido 
control (S266), estos se unirían a las proteínas (al enlazarse al grupo 

maleimida presente en las hemocianinas activadas, a través del residuo de 
cisteína agregado a la secuencia de los péptidos) proporcionalmente. Esto es 

que FLH presentaría una mayor cantidad de péptido unido que CCH, de 
acuerdo a la Figura 10B.  

 
En el caso de KLH, lamentablemente, no se pudo concluir nada al 

respecto, puesto que KLH sin tratar presentó una alta unión a cisteína, 
similar a la obtenida con KLH activada con maleimida (Figura 10B), sin una 
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diferencia que indicase la unión de cisteína a la maleimida del sulfo-SMCC 

presente en KLH activada. Este fenómeno lo atribuimos a que siendo KLH un 

producto adquirido comercialmente, no conocemos su formulación final, 
puesto que trae estabilizantes cuya naturaleza es confidencial. Sin embargo, 

al pasar KLH no activada por las columnas de desalación, para así eliminar 
los estabilizantes, se encontró una misma cantidad de cisteína unida a la 

proteína, por lo cual concluimos que los estabilizantes no estarían 
interfiriendo en la medición, a menos que estén unidos covalentemente. 

Asimismo, se midió la unión de cisteína a KLH y CCH preactivadas con 
maleimida y comercializadas por Thermo Scientific (Imject® Maleimide 

Activated mcKLH e Imject® Maleimide Activated Blue Carrier Protein, 
respectivamente), encontrándose resultados similares a los obtenidos 

durante esta tesis. Pensamos que sería necesario realizar esta determinación  
con KLH de otras fuentes, para descartar que el fenómeno observado sea 

solo de la KLH de Thermo o es una propiedad intrínseca de la hemocianina. 
Con lo anterior, se concluye que para la KLH, el test de Ellman no es un 

método de medición apropiado, y no es posible evaluar la activación de dicha 

proteína, a diferencia de cuando se utiliza CCH y FLH. Adicionalmente, dada 
la alta correlación de los datos de la curva de calibración, presentados en la 

Figura 10C y E, se infirió que el test de Ellman es un método robusto y los 
resultados son confiables. 

 
Aun cuando los primeros conjugados producidos presentaron baja 

solubilidad, dada las características hidrofóbicas de los péptidos P10 y S266, 
se logró su acoplamiento, como lo demuestra la obtención de anticuerpos 

que reconocieron específicamente al péptido pegado a las placas de ELISA 
preactivadas con maleinimida (Figura 11C-D). Los conjugados hemocianina-

péptido no presentaron reacción cruzada entre P10 y S266, y al evaluar la 
clase IgG, con anticuerpos específicos contra la cadena pesada de 

anticuerpos de dicha clase, tampoco presentaron reacción cruzada (Figura 
11C-D y Figura 12). Esto demuestra que los conjugados generaron una 

respuesta inmune humoral adaptativa contra los péptidos, la cual es célula T-

dependiente, y que es deseable para lograr una respuesta inmunológica 
potente contra el tumor, capaz de evitar la aparición de éste o 

erradicarlo19,61. Por otra parte, y como era de esperar, las tres hemocianinas 
indujeron anticuerpos, sin diferencias significativas entre ellas. Con estos 

resultados, se concluyó que CCH, FLH y KLH inducen una respuesta inmune 
humoral muy similar al actuar como carrier de péptidos. 

  
Un dato interesante surgió al comparar los niveles de anticuerpos 

obtenidos en este trabajo con los obtenidos por Arancibia et al.18, donde 
ratones C57BL/6 fueron inyectados ip con 200 μg de cada hemocianina en 

PBS. En estas condiciones, se encontraron títulos del orden de 1:1.000 tanto 
para CCH, como para KLH, con la excepción de FLH (1:10.000). En cambio, 

aquí se inyectaron 50 μg de cada proteína en 100 μL de PBS y con el 
adyuvante AddaVax 1:1 en volumen., condiciones en las cuales las tres 
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hemocianinas alcanzaron títulos en torno a 1:4.000 (Figura 11A). La 

disminución en el título de anticuerpos inducido por FLH estaría relacionada 

al hecho de que se inyectó un cuarto de la cantidad de antígeno inyectado 
por Arancibia et al.18, además de estar actuando como carrier de péptidos. 

Por otro lado, el factor determinante que explicaría el aumento en la 
respuesta humoral contra CCH y KLH sería el adyuvante AddaVax. La 

inmunoestimulación generalizada que induce el adyuvante también podría 
influir en las bajas diferencias entre los títulos para una u otra 

hemocianina81. Al igual que las hemocianinas, AddaVax promueve una 
respuesta inmune celular de tipo Th1, pero balanceada con Th281–83. 

Adicionalmente, promueve una respuesta inmune humoral robusta contra el 
antígeno, induciendo la producción de anticuerpos de clase IgG específicos84, 

además de mejorar su título y avidez85. Así, AddaVax, potencia la 
inmunogenicidad de las proteínas y de ahí el interés actual de probar su 

eficacia en vacunas experimentales contra diferentes patógenos que afectan 
a humanos, tales como el virus de la influenza86, y en vacunas terapéuticas 

para la enfermedad de Alzheimer87. 

 
Por otra parte, Arancibia et al.18 encontraron títulos mucho mayores 

contra el hapteno DNFB (2,4-dinitrofluorobenceno) con CCH, FLH y KLH 
como carriers (alrededor de 1:10.000, 1:1.000 y 1:1.000, respectivamente, 

en ratones C57BL/6 y de 1:1.000 con todos los conjugados en ratones 
BALB/c). Dicha molécula tiene una naturaleza química diferente de los 

péptidos, de hecho el procedimiento para acoplarlos es muy diferente. Por 
ello, no es esperable que tengan una inmunogenicidad similar, tanto por 

parte de las hemocianinas, así como del hapteno o péptido8,59.  
 

Un aspecto importante a considerar es que el suero de los ratones 
inmunizados con las diferentes hemocianinas no mostró reactividad con el 

gangliósido GD2 mediante un ensayo de ELISA, no obstante que KLH-P10 
induce anticuerpos IgG específicos contra GD2, en contraste a KLH-S266, 

que no lo hace, según lo reportado por Wondimu et al.11. Al respecto, GD2 

puro ha mostrado ser inestable en reiterados ensayos de ELISA anti-GD2 con 
el anticuerpo monoclonal ch14.18, que es capaz de unirse a células que 

expresan dicho gangliósido, descartando su uso para este tipo de análisis88. 
 

Aun cuando no fue posible determinar la unión de los anticuerpos 
inducidos por los conjugados a GD2 puro, lo más relevante en este trabajo 

fue demostrar si había reactividad de los anticuerpos que fueron inducidos 
por los conjugados hemocianina-P10 con las células B16F10, ya que de lo 

contrario, la estrategia de usar conjugados miméticos del gangliósido no 
sustentaría la efectividad de la terapia inmunológica contra el tumor. Por otra 

parte, el mimetismo de P10 está ya descrito en literatura, indicando que los 
anticuerpos generados por P10 también son capaces de reconocer epítopos 

en otros gangliósidos y no solo en GD2, entre los que destacan GD1b, GD1a, 
GD3 y GM259. Además, se ha demostrado que los péptidos miméticos de 
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GD2, como P1011,59, GRL y DGG8, inducen anticuerpos de clase IgG contra 

GD2 al estar conjugados a KLH, por lo tanto los anticuerpos inducidos por 

P10 acoplado a FLH por su similitud con KLH, y probablemente también con 
CCH, debieran ser capaces de unirse al gangliósido puro.  

 
Considerando lo anterior, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia 

indirecta de los antisueros anti-hemocianina-péptido y células B16F10, 
encontrándose sorpresivamente resultados positivos con ambos tipos de 

conjugados (Figura 14). Este hallazgo sugirió fuertemente que dado que lo 
común en los conjugados eran las hemocianinas, esta reactividad tenía que 

ver con una reacción cruzada entre epítopos de dichas proteínas y epítopos 
presentes en la superficie de las células B16F10. Por la importancia de este 

hallazgo, se realizaron evaluaciones mediante IFI con líneas de melanoma 
humano (BE, RQ y AK), en las cuales se encontraron resultados similares 

(Figura 15, Figura 16 y Figura 17). Lo anterior no permite afirmar que los 
anticuerpos inducidos por los conjugados hemocianina-péptido se unen 

específicamente al GD2 expresado por las células. Sin embargo, esta 

reactividad se podría explicar porque los anticuerpos reconocen epítopos de 
carbohidratos en tales líneas celulares. Esto, dado que los conjugados 

hemocianina-S266 también reaccionaron con las líneas de melanoma 
mediante IFI, de modo que, como ya se ha señalado, los anticuerpos que 

son inducidos por las hemocianinas-S266 reconocen epítopos en las células 
tumorales, al igual que con los conjugados hemocianina-P10. Esta idea se 

sustenta en que las hemocianinas poseen una amplia variedad de 
glicosilaciones, algunas de las cuales pueden estar siendo compartidas con 

GD2 o con otros gangliósidos o glicanos presentes en la superficie de las 
líneas de melanoma analizadas. De hecho, ha sido descrito que KLH presenta 

el disacárido Gal-(β1-3)-GalNAc, también denominado antígeno T o de 
Thomsen-Friedenreich89,90, que se encuentra sobreexpresado en algunos 

tipos de cáncer91. 
 

Lamentablemente, con los anticuerpos monoclonales comerciales anti-

GD2 prácticamente no se detectó reacción contra las líneas de melanoma 
murino y humano mediante IFI. Esto no permitió confirmar la presencia de 

dicho gangliósido en las líneas celulares humanas, dado que dichos 
anticuerpos monoclonales fueron inducidos por GD2 purificado de masa 

cerebral bovina y podrían no presentar necesariamente los mismos epítopos 
conformacionales que adquiere la molécula al estar embebida en la 

membrana plasmática. En este respecto, se ha visto que un cambio en la 
porción hidrofóbica del gangliósido GD3 puede variar el ángulo u orientación 

de la cadena de azúcares6, de modo que la expresión antigénica del 
gangliósido en el melanoma difiere de su expresión en el cerebro92.  

 
Adicionalmente, en la literatura del tema, se describe que la línea 

B16F10 expresa principalmente los gangliósidos GM3 y GM429, los cuales, al 
compartir ciertos grupos químicos con GD2, podrían ser igualmente 
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reconocidos por los anticuerpos inducidos por P10, o por el conjugado en 

cuestión. Sin embargo, esto no permite precisar que el reconocimiento de las 

células se deba únicamente al mimetismo de P10 con el gangliósido, lo que 
además es consistente con los resultados obtenidos por IFI con los 

antisueros de los ratones inmunizados anti-conjugados y las líneas de 
melanoma, tanto de ratón como humanas, empleadas en la tesis. 

 
 

 

6.2. EFECTO ANTI-TUMORAL DE LOS CONJUGADOS HEMOCIANINA-PÉPTIDO 

CONTRA MELANOMA B16F10 
 
 

Los resultados obtenidos en la evaluación de los conjugados 
hemocianina-péptido, sustentaron el paso siguiente de este trabajo que fue 

evaluar su comportamiento como “vacunas terap uticas” para melanoma, en 

el modelo murino B16F10. En este estudio, los animales de experimentación 
recibieron una dosis de sensibilización con los conjugados hemocianina-

péptido 14 días previos al desafío con las células B16F10, puesto que se ha 
mostrado que el efecto antitumoral inducido por CCH y KLH, no así el de 

FLH, es mediado por la respuesta adaptativa contra ellas para su efectividad 
antitumoral18,22. Tanto la sensibilización como las 3 dosis terapéuticas, 

aplicadas los días 1, 8 y 15 tras la inoculación del melanoma, fueron 
realizadas subcutáneamente con 50 μg de conjugado, en 100 μL de PBS y 

100 μL de adyuvante AddaVax. Dados los resultados anteriores, se esperaba 
encontrar un efecto positivo contra el melanoma por parte de los conjugados 

a P10, pero también, de los conjugados a S266. Además, dada la alta 
estimulación causada por el adyuvante se consideró necesario evaluar el 

efecto antitumoral de CCH, FLH y KLH no conjugadas, en presencia de 
AddaVax, usando PBS como vehículo de la preparación. Estos grupos, a su 

vez, permitieron realizar un control del efecto que tienen los conjugados, 

como producto del acoplamiento de los péptidos, respecto a la proteína sin 
acoplar y sin modificaciones. Asimismo, se consideró un control con AddaVax 

solo y otro con PBS. 
 

Alrededor del día 12 después de haber inoculado las células de 
melanoma, aparecieron los primeros tumores en los grupos control, en CCH-

P10 y en CCH-S266, consistente con trabajos anteriores con el mismo 
modelo celular18. No obstante, el número de ratones que presentaron 

incidencia tumoral no alcanzó el 100% en ninguno de los grupos evaluados, 
ver Figura 19. Así, la cantidad de células inyectadas es suficiente para que se 

arraigue el tumor o sea erradicado por mecanismos inmunológicos propios 
del animal, acercando el modelo a una evaluación de la terapia para prevenir 

la micrometástasis9,28, lo cual podría no ser evidenciado luego de extirpar el 
tumor en los pacientes de melanoma de alto riesgo7,61. 
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Al día 29 se observó que FLH ejerció un mejor efecto anti-tumoral 

sobre la incidencia de B16F10, tanto sola como conjugada a P10 y a S266, 

respecto al control positivo con KLH unida a P10, y a los controles negativos. 
Sin embargo, no se observó lo mismo con CCH sola o conjugada con los 

péptidos. Por otra parte, KLH sola también redujo la incidencia tumoral, y en 
el caso de KLH-S266, ningún ratón presentó tumor, contrario a lo reportado 

en el trabajo de Wondimu et al.11, donde hubo un 72% de incidencia tumoral 
al día 25 tanto en ratones tratados con KLH-P10, como con KLH-S266 

(Figura 6). De modo que KLH-P10 mostró una respuesta protectiva contra el 
tumor de melanoma de la línea celular D142.34, que expresa GD2, no 

significativa respecto a KLH-S266. 
 

Al analizar el crecimiento de los tumores de melanoma a lo largo del 
bioensayo se encontró que los ratones control que recibieron solo AddaVax, 

presentaron una velocidad de crecimiento del tumor significativamente 
mayor que los controles sham y PBS. Respecto a dichos controles y al control 

positivo con KLH-P10, los grupos de ratones tratados con CCH, FLH, FLH-

P10, FLH-S266, KLH y KLH-S266 presentaron un efecto antitumoral al 
retardar la velocidad de crecimiento tumoral, de manera significativa 

respecto al control PBS. CCH-P10 y CCH-S266 no mostraron el mismo 
desempeño y tuvieron un efecto negativo, con una velocidad de crecimiento 

promedio similar a los controles y una elevada dispersión de los datos, al 
igual que el control sham. La alta dispersión de datos del control sham 

influyó en que la significancia estadística se evaluara respecto al control PBS.  
 

El efecto inmune protectivo de FLH, FLH-P10, FLH-S266, KLH, KLH-P10 
y KLH-S266, al disminuir la incidencia tumoral y retardar el crecimiento del 

tumor en los ratones, podría explicarse por mecanismos de citotoxicidad 
dependientes de anticuerpos19. Esta hipótesis radica en que los resultados 

son coherentes a la reactividad de los sueros con las células B16F10 
mediante IFI y ACF. Por tanto, el estímulo dado durante la sensibilización y 

la terapia estaría induciendo anticuerpos que reconocen epítopos en las 

células de melanoma, haciendo efectiva la prevención del crecimiento de 
micrometástasis. De esta forma, también, la terapia podría ser efectiva sobre 

células tumorales circulantes, gracias a los anticuerpos generados7,28. 
 

Al evaluar los sueros de los ratones tratados terapéuticamente, tras ser 
desafiados con el tumor de melanoma, se vio que los conjugados indujeron 

títulos de anticuerpos inferiores a los obtenidos anteriormente contra las 
diferentes hemocianinas (Figura 22). Dado que los ratones recibieron 4 dosis 

a lo largo de la terapia, en lugar de las dos dosis recibidas durante el estudio 
de la respuesta inmune humoral contra los conjugados, se pensó que se 

encontrarían títulos más elevados de anticuerpos, tanto contra cada 
hemocianina como contra los péptidos. Sin embargo, los resultados podrían 

estar relacionados con el estrés causado por la terapia y el propio desafío con 
las células tumorales, así como también a una disminución de los anticuerpos 
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circulantes producto de la neutralización de los antígenos inyectados tan 

repetidamente. Es así que sería necesario a futuro modificar el protocolo 

terapéutico para ver si efectivamente se pueden alcanzar mejores títulos, 
que se manifiesten en un mejor resultado terapéutico contra el tumor. 

 
Adicionalmente se evaluó la reacción de DTH ocasionada por la 

inyección de los péptidos P10 o S266 a los ratones desafiados con melanoma 
B16F10, previamente tratados con los conjugados hemocianina-péptido, y se 

usó el grupo PBS como control. Tal reacción resultó positiva para cada uno 
de los conjugados, dado que se logró un pick de inflamación dentro de las 24 

y 48 horas tras la inyección (Figura 25), siendo mayor al control con PBS y 
con una cinética de inflamación característica de la reacción de DTH77,93. La 

diferencia resultó significativa con FLH-P10 y KLH-S266. Sin embargo, con 
todos los conjugados se logró en promedio un pick de inflamación de a lo 

menos del doble de lo obtenido con PBS, de modo que se consideró que 
tanto FLH-P10 y KLH-S266, como CCH-P10, KLH-P10, CCH-S266 y FLH-S266  

generaron una respuesta celular contra los péptidos, lo que se esperaba 

puesto que los conjugados promovieron anticuerpos específicos de la clase 
IgG contra los péptidos. 

 
Se ha reportado que en pacientes con melanoma vacunados con 

células dendríticas pulsadas con péptidos de melanoma, al inyectarles el 
péptido antigénico y evaluar la respuesta de DTH, se produce un aumento de 

los linfocitos T CD4+ y CD8+, además de otras leucocitos positivos para IL-2, 
IL-4, Foxp3, CD1d e IFN-γ, con lo cual la presentaci n antig nica conduce a 

una respuesta inmune anti-tumoral94. Al respecto, ha sido demostrado que la 
reacción de DTH para KLH-P10 depende de linfocitos T CD4+11. Así, la DTH 

estimulada por P10 y S266 vía su acoplamiento a CCH y FLH, involucraría a 
linfocitos T CD4+ y también a linfocitos TCD8+, considerando que indujeron 

anticuerpos que se unen a las células de melanoma, lo cual esperamos 
confirmar próximamente mediante un análisis inmunohistoquímico de las 

células inmunes infiltradas en los tumores. Es así que se ha visto que 

péptidos miméticos de epítopos tumorales generan citotoxicidad celular 
dependiente de anticuerpos y citotoxicidad dependiente de complemento20, 

como se puede ver en la Figura 1. 
 

Aun cuando los conjugados indujeron una respuesta humoral y celular 
específica contra el péptido P10, mimético de GD2, sin variaciones respecto a 

la hemocianina carrier, el efecto antitumoral que fue inducido en los ratones 
contra la línea de melanoma B16F10, al ser tratados con FLH, FLH-P10, FLH-

S266, KLH, KLH-P10 y KLH-S266, estaría ligado a la inmunoestimulación 
causada por las hemocianinas de moluscos, en particular por FLH y KLH, y la 

reacción cruzada de los anticuerpos con antígenos de superficie presentes en 
la línea tumoral. Esto estaría principalmente correlacionado con epítopos de 

naturaleza oligosacárida presentes en tales proteínas. Es así que, como se 
señaló anteriormente, se ha descrito que KLH y FLH poseen glicosilaciones 
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comunes entre sí, entre otras características estructurales, y tienen reacción 

cruzada con el antígeno T, presente en células cancerígenas de vejiga y otros 

cánceres epiteliales16,89, lo cual no ocurre con CCH18,28. Además, se ha visto 
que FLH induce un efecto anti-tumoral contra el melanoma B16F10, que 

estaría mediado por las glicosilaciones de la proteína18. Tal efecto se ha 
atribuido a la inmunoestimulación no específica de las hemocianinas de 

moluscos, puesto que KLH y CCH han generado un efecto antitumoral contra 
el cáncer superficial de vejiga15,16,21,22.  

 
Los resultados obtenidos mediante inmunofluorescencia indirecta y 

citometría de flujo avalan las conclusiones anteriormente mencionadas, dado 
que los sueros de ratones tratados con CCH, FLH y KLH sin conjugar 

mostraron una reacción positiva con las células de melanoma B16F10, 
respecto a la respuesta inmune per se de los ratones al ser desafiados con el 

tumor (sueros de animales del grupo control sham), como se aprecia en la 
Figura 23 y en la Figura 24. 

 

Tras un segundo desafío con células B16F10 en los ratones que no 
presentaron tumor hasta el día 60 del bioensayo, se encontró que los grupos 

tratados con KLH y KLH-S266 mostraron efecto antitumoral, puesto que los 
animales tuvieron una baja y nula presencia de tumores, respectivamente. 

De esta forma se corroboró que la respuesta inmune inducida por tales 
tratamientos generan memoria en los ratones, ya que el desafío se realizó 45 

días después de la última dosis terapéutica. Cabe destacar que el ratón 
tratado con FLH-S266 tampoco presentó incidencia tumoral en este segundo 

desafío. 
 

KLH-S266 mostró una notable respuesta inmune protectiva contra el 
melanoma B1610, no vista anteriormente contra melanoma murino11, dado 

que ninguno de los ratones tratados con dicho conjugado presentó incidencia 
tumoral en los dos desafíos realizados. De esta forma, el adyuvante podría 

ser clave al inducir una respuesta inmune de memoria para mejorar la 

presentación antigénica85,95, lo que estaría influyendo en la efectividad de 
KLH-S266, no vista con el adyuvante QS21 usado por Wondimu et al.11. 

 
 

 

6.3. RESPUESTA INMUNE ANTI-TUMORAL INDUCIDA POR LAS HEMOCIANINAS  
 

 
Las hemocianinas, al ser incorporadas por las células presentadoras de 

antígenos, inducen tempranamente citoquinas proinflamatorias que son 
requeridas para iniciar la respuesta inmune, como se ha visto con KLH y FLH, 

pero no con CCH, en estudios in vitro utilizando macrófagos peritoneales, las 
cuales estimulan un proceso inflamatorio agudo tempranamente66. En el 

presente trabajo KLH indujo una respuesta inmune protectiva contra B16F10 
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superior a FLH, tras la segunda inmunización, resultando en una respuesta 

anti-tumoral robusta. Esta diferencia podría estar asociada a diferencias en 

los mecanismos inmunomodulatorios de cada hemocianina, relacionados con 
su efecto bystander; inducir una potente respuesta de memoria específica de 

células T con la secreción de citoquinas que indirectamente promueven la 
respuesta celular contra el antígeno de interés28. Esto podría generar la 

respuesta citotóxica de células T (LTC, Linfocitos T Citotóxicos) deseada para 
erradicar la micrometástasis, ya que como se ha visto en la terapia anti-

tumoral con células dendríticas, donde las hemocianinas han sido utilizadas 
como adyuvantes, una óptima respuesta inmune requiere la presencia de 

linfocitos T CD4+ y la expresión de determinantes antigénicos ayudadores y 
LTC96,97. Teniendo esto en cuenta, con el análisis de los linfocitos infiltrados 

en los tumores colectados el día 29 del bioensayo, junto con la evaluación de 
las citoquinas en el suero de los ratones, se podrían tener antecedentes que 

permitan postular el mecanismo de estimulación por las terapias utilizadas, 
que expliquen su efectividad. 

 

Las diferencias encontradas también pueden estar asociadas a la dosis 
de inmunización que se utilizó. Así, diferentes dosis podrían conducir a 

resultados óptimos tanto en FLH y KLH, como también en CCH, ya que CCH 
indujo una inhibición del crecimiento del tumor de manera significativa 

respecto al control PBS. Resultados similares obtuvo Arancibia et al.18. 
Además, los animales que no sufrieron incidencia tumoral en el primer 

desafío, tampoco lo hicieron en el segundo desafío con células de melanoma 
B16F10, por tanto las dosis inyectadas en estos ratones habría sido 

suficiente para generar una poderosa respuesta inmune anti-tumoral de 
memoria. Esto también está relacionado al diseño de la terapia, en términos 

de aplicación física y temporal de las inmunizaciones, que como se mencionó 
con anterioridad, repetidas dosis generan interferencia en el título de 

anticuerpos circulantes. 
 

En este sentido, cabe destacar que se han realizado distintas pruebas 

clínicas con KLH como carrier de AATs o como adyuvante inmunológico, 
donde no se han visto efectos tóxicos colaterales, con resultados 

prometedores en la sobrevida de los pacientes de distintos tipos de cáncer, 
incluyendo el melanoma maligno16,28. Así también CCH fue utilizada como 

adyuvante en vacunas basadas en CDs cargadas con lisados de células 
tumorales de cáncer de próstata, donde se vio la seguridad y efectividad de 

esta hemocianina en inducir una respuesta celular de memoria en los 
pacientes con dicho cáncer, por lo que CCH podría ser un sustituto de KLH98. 

Con los resultados aquí descritos se puede inferir que las hemocianinas de 
moluscos tendrían una influencia importante en el efecto anti-tumoral en los 

diferentes tipos de vacunas en las cuales se adiciona, no solo por estimular 
una respuesta inmune modulada hacia una de tipo Th1, sino también por 

generar un efecto bystander que se suma a la generación de una respuesta 
robusta de anticuerpos que poseen reactividad cruzada con el tumor. 
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Finalmente y resumiendo, la tesis realizada permitió encontrar que una 

vez que las hemocianinas fueron acopladas a los péptidos P10 o S266 
generaron una respuesta inmune humoral potente contra las tres 

hemocianinas, y específica contra los péptidos, generando anticuerpos de 
clase IgG, sin diferencias en sus propiedades como carrier. Sin embargo, al 

evaluar el efecto antitumoral de los conjugados, frente al efecto de las 
hemocianinas sin conjugar, se encontró que la terapia con FLH mostró 

superioridad sobre CCH, al generar una respuesta inmune protectiva 
significativa contra el tumor, respecto al control positivo con KLH. Tal efecto 

se produjo sin importar si las hemocianinas estaban o no acopladas a los 
péptidos, aun cuando estas generaron una respuesta inmune humoral y 

celular contra ellos. De este modo, y según se demostró mediante 
inmunofluorescencia y citometría de flujo, las hemocianinas de moluscos 

generan anticuerpos que reaccionan en forma cruzada con antígenos 
presentes en las células de melanoma murino y humano, lo que influye en 

sus propiedades antitumorales. Estos resultados podrían extenderse a 

pacientes de melanoma maligno, puesto que las hemocianinas conjugadas a 
P10 y S266 fueron capaces de generar anticuerpos que reconocen epítopos 

en diferentes líneas celulares de melanoma humano. Finalmente, aún cuando 
FLH fue efectiva para la terapia contra melanoma B16F10, KLH tuvo una 

respuesta robusta al desafiar por segunda vez a los ratones. No obstante, 
diferencias en el adyuvante utilizado, así como las dosis de las proteínas, 

podrían favorecer la efectividad de las hemocianinas de moluscos del litoral 
chileno, CCH y FLH, como inmunoterapia contra melanoma, así como 

también frente a otros tipos de cáncer. 
 



84 

 

 

 

 
 

 

CAPÍTULO 7 
 

CONCLUSIONES 
 
 

 
1. Se estableció un protocolo de acoplamiento de los péptidos P10 y S266 

a las hemocianinas de moluscos (CCH, FLH y KLH) mediante el 
entrecruzador sulfo-SMCC.  

 
2. Los conjugados hemocianina-péptido indujeron un título de anticuerpos 

séricos específicos de clase IgG contra cada péptido, en torno a 300 
diluciones. Además, fueron reactivos, mediante inmunofluorescencia 

indirecta, con células de melanoma murino (B16F10) y líneas humanas 

(BE, RQ y AK). Así, las hemocianinas mostraron un mismo 
comportamiento inmunológico al actuar como carrier de péptidos. 

 
3. Los anticuerpos dirigidos contra cada hemocianina reconocen epítopos 

presentes en las células de melanoma B16F10, como lo demuestra la 
reactividad de los sueros anti-hemocianina sola y conjugada a S266 

mediante inmunofluorescencia y citometría de flujo. 
 

4. No se observaron diferencias en la incidencia y el crecimiento tumoral 
entre los grupos de ratones tratados con cada hemocianina sola y 

conjugada a P10 o S266. 
 

5. En las condiciones del bioensayo, FLH, conjugada y no conjugada, 
mostró un efecto anti-tumoral superior a CCH y similar a KLH (control 

positivo). 

 
6. Se encontró una respuesta DTH positiva para ambos péptidos (P10 y 

S266), consistente con la producción de anticuerpos IgG específicos 
anti-péptido, en ratones tratados con los conjugados hemocianina-

péptido.  
 

7. Aun cuando se generó una respuesta humoral y celular específica 
contra cada uno de los péptidos, esto no incidió en una mejor 

respuesta anti-tumoral, en comparación a las hemocianinas no 
conjugadas más el adyuvante AddaVax. 
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Para finalizar, de este trabajo de investigación, se concluye que de 

ambas hemocianinas provenientes de moluscos del litoral chileno, FLH sería 

la más promisoria para continuar estudios preclínicos que potencien su uso 
como adyuvante o inmunomodulador no específico en la terapia para 

melanoma. Así, el diseño, formulación y aplicación de la inmunoterapia con 
esta hemocianina, serían claves para potenciar el efecto antitumoral 

deseado. 
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ANEXO 
 
 

 

A. DATOS Y RESULTADOS OBTENIDOS 
 

 

A.1. TEST DE ELLMAN 
 
 Se realizó el test de Ellman para determinar el factor de dilución de 

CCH activada con maleimida (SMCC), con el fin de establecer el volumen 
más apropiado en cada reacción de acoplamiento de las hemocianinas a los 

péptidos, tomando en cuenta ocupar el menor volumen de solución posible. 
El volumen de CCH obtenido tras la activación con SMCC y tras pasar por la 

columna de desalación, fue de 685 μL. Con ello, se calculó la cantidad de 
cisteína requerida para tener un mismo exceso molar que Sulfo-SMCC (1.800 

veces, aproximadamente), resultando igual a 1,67 mM. Debido a los bajos 

volúmenes de cisteína y a que debía ser debidamente leída mediante el test 
de Ellman, se determinó que la concentración de cisteína en todas las 

muestras sería equivalente a aquella con factor de dilución 2. 
 

Dadas las diferencias entre las concentraciones obtenidas, se estableció 
que al utilizar una menor cantidad de muestra (factor de dilución 6) se tenía 

una mayor cantidad de SMCC unida a la proteína, lo que se podría 
interpretar como error de manipulación, por manejar un factor de dilución 

elevado. Esto podría indagarse evaluando el test de Ellman en muestras con 
factor de dilución de 1 al 6. De igual forma, se determinó usar factor de 

dilución 3 en la preparación de las muestras de hemocianina en tampón de 
reacción de Ellman, para evaluar su acoplamiento a cada péptido y la 

cantidad de cisteína equivalente para muestras con factor de dilución 2. La  
Figura A.1 muestra la curva de calibración para cisteína y la Tabla A.1 

muestra los resultados de concentración de cisteína en cada muestra 

evaluada y la diferencia de cisteína en solución entre CCH activada y no 
activada con sulfo-SMCC. 

 
Adicionalmente en la Tabla A.2 y A.3 se muestran los datos de 

absorbancia medida durante los dos acoplamientos, respectivamente, y la 
concentración de cisteína inicial en cada muestra, de acuerdo al volumen 

colectado al pasar las hemocianinas activadas con sulfo-SMCC por las 
columnas de desalación. En la Tabla A.4 se muestran los datos para CCH y 
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KLH pre-activadas y comercializadas por Thermo Scientific, utilizadas como 

control del procedimiento implementado en esta tesis. 
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Figura A.1: Curva de calibración de cisteína para evaluar el factor dilución de las 

muestras de hemocianina activadas con sulfo-SMCC. Medición de cisteína en solución 

mediante el test de Ellman por espectofotometría (absorbancia a 405 nm) de la reacción 

entre el reactivo de Ellman y el grupo tiol de la cisteína (-SH). La curva estándar muestra la 

absorbancia medida para muestras de concentración conocida. m=0,227 y R2=0,995. m: 

pendiente de la recta, R2: coeficiente de correlación de datos. 

 

 
 
Tabla A.1: Concentración de cisteína unida a SMCC en CCH activada, medida a 

distintos factores de dilución de las muestras. Promedio de absorbancia a 405 nm para 

muestras medidas en triplicado; Concentración de cisteína calculada con la pendiente de la 

curva estándar Figura A.1 (m=0,227); Factor de dilución de cada muestra; Diferencia de 

cisteína, que muestra la cisteína unida al SMCC de la hemocianina activada; Cisteína unida a 

SMCC según el factor de dilución asociado a cada muestra. 

 

Muestra 
Absorbancia 

(405 nm) [ ] 

Concentración 

Cisteína [mM] 

Factor de 

Dilución 

Diferencia de Cisteína 

[mM] 

Cisteína unida 

a SMCC [mM] 

CCH -

SMCC 

0,011 

0,019 

0,019 

0,05 

0,09 

0,08 

2 

3 

6 

0,21 

0,15 

0,15 

0,42 

0,45 

0,92 

CCH 

0,058 

0,052 

0,053 

0,26 

0,23 

0,24 

2 

3 

6 

0 

0 

0 
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Tabla A.2: Datos obtenidos usando test de Ellman para el primer acoplamiento de 

hemocianina a los péptidos en estudio. Concentración de cisteína agregada a las 

muestras; absorbancia medida a 405 nm, como promedio de un triplicado y concentración 

de cisteína calculada con la pendiente de la curva estándar de cisteína (m=0,440). Se usó 

factor de dilución 3. 

 

Muestra 
Concentración de 

Cisteína  Inicial [mM] 

Absorbancia 

(405 nm) [ ] 

Concentración 

Cisteína [mM] 

CCH-SMCC 

CCH 
1,67 

0,035 

0,174 

0,08 

0,40 

FLH-SMCC 

FLH 
1,53 

0,028 

0,234 

0,06 

0,54 

KLH-SMCC 

KLH 
1,53 

0,039 

0,040 

0,09 

0,09 

 

 
Tabla A.3: Datos obtenidos usando el test de Ellman para el segundo acoplamiento. 

Concentración de cisteína agregada a las muestras; absorbancia medida a 405 nm, como 

promedio de un triplicado y concentración de cisteína calculada con la pendiente de la curva 

estándar de cisteína (m=0,264). Se usó factor de dilución 2. 

 

Muestra 
Concentración de 

Cisteína Inicial [mM] 

Absorbancia 

(405 nm) [ ] 

Concentración 

Cisteína [mM] 

CCH-SMCC 

CCH 
0,87 

0,006 

0,090 

0,02 

0,36 

FLH-SMCC 

FLH 
0,89 

0,005 

0,196 

0,02 

0,80 

KLH-SMCC 

KLH 
0,81 

0,009 

0,025 

0,04 

0,10 

 

 
Tabla A.4: Datos obtenidos usando el de Ellman para las pruebas con hemocianinas 

pre-activadas. Concentración de cisteína agregada a las muestras; absorbancia promedio 

medida en triplicado a 405 nm y concentración de cisteína calculada con la pendiente de la 

curva de calibración de cisteína (m=0,216). Se usó un factor de dilución de 2. mcCCH: Blue 

carrier (CCH) pre-activada, mcKLH: KLH pre-activada, ambos productos de Thermo 

Scientific. 

 

Muestra 
Concentración de 

Cisteína Inicial [mM] 

Absorbancia 

(405 nm) [ ] 

Concentración 

Cisteína [mM] 

mcCCH 

CCH-SMCC 

CCH 
0,75 

0,051 

0,028 

0,077 

0,24 

0,13 

0,36 

mcKLH 

KLH-SMCC 

KLH 
0,83 

0,080 

0,032 

0,035 

0,37 

0,15 

0,16 
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A.2. ENSAYO DE ELISA 
 

 Las Figuras A.2-4 muestran las curvas dosis-respuesta, esto es dilución 
del suero versus la intensidad colorimétrica de la reacción, obtenidas 

mediante evaluación por ELISA del suero de los ratones C57BL/6 que 
recibieron una inmunización secundaria de los conjugados hemocianina-

péptido. Adicionalmente, la Tabla A.5-7 contiene los resultados del log(EC50) 
de estas curvas, determinados mediante el software GraphPad Prism. 

 
 Asimismo las Figuras A.5 y A.6 muestran las curvas dosis-respuesta 

obtenidas mediante reacciones de ELISA de sueros de ratones C57BL/6 que 
recibieron una terapia de CCH, FLH y KLH y sus respectivos conjugados a 

P10 y S266, y que fueron desafiados con células de melanoma murino de la 

línea B16F10. Adicionalmente, las Tabla A.8 y A.9 contienen los resultados 
del logaritmo de la EC50 de estas curvas, determinados mediante el software 

GraphPad Prism.  
 

 Los resultados en cada gráfico y tabla corresponden a un solo 
experimento, a excepción de la Figura A.5 en que se muestra un promedio 

de lo obtenido para la titulación de sueros de 5 animales por separado 
mediante reacción de ELISA. 
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Figura A.2: Reactividad del suero contra cada hemocianina y cada péptido, de la 

respuesta secundaria de los animales inmunizados con los conjugados 

hemocianina-péptido, determinada mediante ELISA. En A) y B) se muestran los 

resultados del ELISA contra cada hemocianina (CCH, FLH y KLH) usada en la preparación del 

conjugado de inmunización en el primer y segundo ensayo, respectivamente. C) Resultado 

contra el conjugado correspondiente a la inmunización. Se utilizó un pool de sueros de 3 

ratones y como anticuerpo secundario se usó un antisuero de cabra anti-IgG (H+L) de ratón 

unido a FAL, se midió absorbancia a 405 nm. Se consideró una absorbancia igual a 0,1 DO 

como punto de corte para la especificidad de la reacción.  

 

 
Tabla A.5: Log(EC50) de las curvas dosis-respuesta de la Figura A.2. Se muestran los 

valores para cada grupo de animales de experimentación (designados por cada 

hemocianina-peptido). Hc: hemocianina, E1: primer ensayo de inmunización, E2: segundo 

ensayo de inmunización. 

 

Conjugado de 

Inmunización 

Log(EC50) 

Curva Anti-Hc E1 

Log (EC50) 

Curva Anti-Hc E2 

Log (EC50) 

Curva Anti-Conjugado 

CCH-P10 5,885 6,895 7,394 
FLH-P10 5,831 7,018 5,280 
KLH-P10 5,869 7,052 7,094 
CCH-S266 6,211 5,796 1,538 
FLH-S266 6,265 7,001 4,586 
KLH-S266 6,139 5,921 7,192 



102 

 

 

 

0 2 4 6 8
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
CCH-P10

FLH-P10

KLH-P10

CCH-S266

FLH-S266

KLH-S266

A

Dilución 1/(2,52
x
)

A
b

s
o

r
b

a
n

c
ia

 (
4
0
5
 n

m
) 

[ 
]

0 2 4 6 8
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
CCH-P10

FLH-P10

KLH-P10

CCH-S266

FLH-S266

KLH-S266

B

Dilución 1/(2,52
x
)

A
b

s
o

rb
a
n

c
ia

 (
4
0
5
 n

m
) 

[ 
]

 
 

0 2 4 6 8 10 12
0.0

0.5

1.0

1.5

CCH-P10

FLH-P10

KLH-P10

D

Dilución 1/(2,52
x
)

A
b

s
o

rb
a
n

c
ia

 (
4
0
5
 n

m
) 

[ 
]

0 2 4 6 8 10 12
0.0

0.5

1.0

1.5
CCH-P10

KLH-P10

CCH-S266

FLH-S266

KLH-S266

E

Dilución 1/(2,52
x
)

A
b

s
o

rb
a
n

c
ia

 (
4
0
5
 n

m
) 

[ 
]

 
 
Figura A.3: Reactividad contra cada péptido del suero de animales de 

experimentación en la respuesta secundaria, luego de la inmunización con los 

conjugados hemocianina-péptido. Se muestran los resultados para los ELISA contra A) 

el péptido P10 y B) péptido S266, en el primer ensayo, y contra C) P10 y D) S266, en el 

segundo ensayo. Se utilizó un pool de sueros de 3 ratones y como anticuerpo secundario se 

usó un antisuero de cabra anti-IgG (H+L) de ratón unido a FAL, se midió absorbancia a 405 

nm. Se consideró una absorbancia igual a 0,1 DO como punto de corte para la especificidad 

de la reacción. 

 

 
Tabla A.6: Log(EC50) de las curvas dosis-respuesta de la Figura A.3. Se muestran los 

valores para cada grupo de animales de experimentación (según el conjugado de 

inmunización). E1: primer ensayo de inmunización, E2: segundo ensayo de inmunización. 

 

Conjugado de 

Inmunización 

Log(EC50) 

Curva Anti-P10 E1 

Log(EC50) 

Curva Anti-S266 E1 

Log (EC50) 

Curva Anti-P10 E2 

Log (EC50) 

Curva Anti-S266 E2 

CCH-P10 6,018 - 4,927 - 

FLH-P10 5,823 - 4,925 - 

KLH-P10 5,876 - 5,222 - 

CCH-S266 - 4,498 - 4,853 

FLH-S266 - 5,499 - 4,317 

KLH-S266 - 5,878 - 4,193 
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Figura A.4: ELISA para evaluar la clase (IgM o IgG) de los anticuerpos anti-péptido 

en el suero de la respuesta secundaria de los animales de experimentación 

inmunizados con los conjugados CCH-P10, FLH-P10, KLH-P10, CCH-S266, FLH-S266 

y KLH-S266. Se muestran los resultados para los ELISA de (A) anticuerpos de la clase IgM 

anti-P10, (B) anticuerpos de la clase IgG anti-P10, (C) anticuerpos de la clase IgM anti-

S266 y (D) anticuerpos de la clase IgG anti-S266. Se utilizó un pool del suero de 3 ratones 

y como anticuerpo secundario se usaron antisueros de conejo contra las cadenas pesadas de 

la IgM (μ) y anti-IgG () de ratón, ambos unidos a FAL; se midió absorbancia a 405 nm. Se 

consideró una absorbancia igual a 0,1 DO como punto de corte para la especificidad de la 

reacción. 

 

 
Tabla A.7: Log(EC50) de las curvas dosis-respuesta de la Figura A.4. Se muestran los 

valores para cada grupo de animales de experimentación (según el conjugado de 

inmunización).  

 

Conjugado de 

Inmunización 

Log(EC50) 

IgM Anti-P10 

Log(EC50) 

IgG Anti-P10 

Log (EC50) 

IgM Anti-S266 

Log (EC50) 

IgM Anti-S266 

CCH-P10 3,587 6,138 2,711 - 

FLH-P10 3,787 6,190 1,592 - 

KLH-P10 4,223 5,956 2,743 - 

CCH-S266 2,023 - 3,746 5,099 

FLH-S266 1,976 - 5,251 5,933 

KLH-S266 1,970 - 5,067 5,902 
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Figura A.5: Reactividad mediante ELISA de los sueros de los animales de 

experimentación inmunizados con los conjugados hemocianina-péptido, desafiados 

con melanoma murino de la línea B16F10. Se muestran los resultados para los ELISA 

contra A) CCH, de sueros de ratones inmunizados con CCH, CCH-P10 y CCH-S266; B) FLH, 

de sueros de ratones inmunizados con FLH, FLH-P10 y FLH-S266; y C) KLH, de sueros de 

ratones inmunizados con KLH, KLH-P10 y KLH-S266. Como anticuerpo secundario se usó el 

antisuero de cabra anti-IgG (H+L) de ratón unido a FAL, se midió absorbancia a 405 nm. Se 

consideró una absorbancia igual a 0,1 DO como punto de corte para la especificidad de la 

reacción. 

 

 
Tabla A.8: Log(EC50) de las curvas dosis-respuesta de la Figura A.5. Se muestran los 

valores promedio para cada grupo de animales de experimentación (según la hemocianina o 

conjugado de inmunización). Hc: hemocianina CCH, FLH o KLH, según si los resultados son 

para la curva anti-CCH, anti-FLH y anti-KLH, respectivamente. 

 

Conjugado de 

Inmunización 

Log(EC50) 

Curva Anti-CCH 

Log (EC50) 

Curva Anti-FLH 

Log (EC50) 

Curva Anti-KLH 

Hc 6,312 6,610 6,127 

Hc-P10 4,861 5,919 6,041 

Hc-S266 4,946 5,463 5,999 



105 

 

 

 

0 4 8 12
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
CCH-P10

FLH-P10

KLH-P10

CCH-S266

KLH-S266

A

Dilución 1/(2,5*2
x
)

A
b

s
o

rb
a
n

c
ia

 (
4
0
5
 n

m
) 

[ 
]

0 4 8 12
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
CCH-P10

FLH-P10

KLH-P10

CCH-S266

FLH-S266

KLH-S266

B

Dilución 1/(2,5*2
x
)

A
b

s
o

rb
a
n

c
ia

 (
4
0
5
 n

m
) 

[ 
]

 

 
Figura A.6: Reactividad mediante ELISA de sueros de los animales de 

experimentación contra cada hemocianina-péptido inducido por los conjugados 

CCH-P10, FLH-P10, KLH-P10, CCH-S266, FLH-S266 y KLH-S266, desafiados con 

melanoma murino de la línea B16F10. Se muestran los resultados para los ELISA de (A) 

anticuerpos de clase IgG anti-P10 y (B) anticuerpos de clase IgG anti-S266. Se utilizó un 

pool de suero de 5 ratones y como anticuerpo secundario se usó suero de conejo anti-IgG Fc 

de ratón unido a FAL, se midió absorbancia a 405 nm. Se consideró una absorbancia igual a 

0,1 DO como punto de corte para la especificidad de la reacción. 

 

 
Tabla A.9: Log(EC50) de las curvas dosis-respuesta de la Figura A.6. Se muestran los 

valores para cada grupo evaluado (según el conjugado de inmunización). 

 

Conjugado de 

Inmunización 

Log(EC50) 

IgG Anti-P10 

Log (EC50) 

IgM Anti-S266 

CCH-P10 7,952 1,619 

FLH-P10 7,899 2,025 

KLH-P10 8,055 3,253 

CCH-S266 1,845 7,229 

FLH-S266 - 8,881 

KLH-S266 5,148 7,969 
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A.3. ANÁLISIS DE CITOMETRÍA DE FLUJO  
 

 En la Figura A.7 se muestra la población de células definida por tamaño 
y granulosidad de las células B16F10, en el ACF realizado con sueros de 

ratones desafiados con el tumor. En la Figura A.8A se puede ver una 
población de células homogénea, en términos de tamaño y granulosidad 

(FSC y SSC, Forward Scatter y Side Scatter, respectivamente). Una vez 
definida la población a trabajar, se definió el umbral de fluorescencia como la 

intensidad a la cual a lo más un 3% de las células control negativo presentan 
fluorescencia para FITC (cuadrante inferior derecho, Figura A.8B). Por otra 

parte, se consideró que las células tuvieron reacción positiva con los sueros 
si al menos un 60% de estas presentaron fluorescencia para FITC, según el 

umbral y la población ya definidos. En la Figura A.8 se muestran los 

resultados para sueros diluidos a razón 1:50. 
 

Además, en las Tablas A.10 y A.11 se muestra el análisis estadístico de 
la citometría de flujo realizada en células de la línea de melanoma murino 

B16F10, que fueron tratadas con un pool de sueros de ratones inmunizados 
con los conjugados hemocianina-péptido (A.10), y que fueron tratadas con 

un pool de sueros de ratones inmunizados con hemocianinas o conjugados y 
desafiados con melanoma B16F10 (A.11). Aquí se puede observar que en 

sueros con reactividad positiva hay un corrimiento de los datos a una mayor 
intensidad de fluorescencia. 
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Figura A.7: Definición de la población de células de melanoma B16F10 para ACF de 

los sueros de ratones C57BL/6 desafiados con el tumor y tratados 

terapéuticamente con CCH, FLH y KLH o con los conjugados a P10 y S266. Las 

células fueron fijadas con paraformaldehido. A) Definición de la población según SSC y FCS 

de las células de melanoma murino de la línea B16F10. B) Gráficos de dots para células sin 

tratar con anticuerpos e incubadas únicamente con suero de cabra anti-IgG (H+L) de ratón 

unidos a fluoresceína (fluorocromo FITC; verde). Los gráficos están definidos por intensidad 

de fluorescencia para el fluorocromo PE (R-ficroeritrina; rojo) versus FITC. 

A 

B 
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Figura A.8: Detección de anticuerpos por ACF que unen a células de melanoma 

B16F10, en sueros diluidos a razón 1:50 de ratones C57BL/6 desafiados con el 

tumor y tratados terapéuticamente con CCH, FLH y KLH, conjugadas o no a P10 y 

S266. Las células fueron incubadas con un pool de sueros de 5 animales por grupo, luego 

fueron incubadas con el suero de cabra anti-IgG (H+L) de ratón unido a fluoresceína 

(fluorocromo FITC; verde) y fijadas en paraformaldehido. A) CCH; B) CCH-P10; C) CCH-

S266; D) FLH; E) FLH-P10; F) FLH-S266; G) KLH; H) KLH-P10; I) KLH-S266; y los 

controles J) sham; K) AddaVax y L) PBS. Las imágenes corresponden a gráficos de dots de 

la intensidad del fluorocromo PE (R-ficoeritrina; rojo) versus FITC, para la población celular 

con características de tamaño y granulosidad definidas en la Figura A.7. EL porcentaje 

mostrado corresponde al porcentaje de células que presentaron intensidad de fluorescencia 

para FITC, respecto a los controles negativos (Figura A.7B). 
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Tabla A.10: Datos estadísticos determinados por ACF en células de melanoma 

murino B16F10 con sueros de ratones inmunizados con los conjugados 

hemocianina-péptido. Los datos se presentan para cada suero a una dilución 1:50 y 

1:100. El N° de eventos se refiere a la cantidad de células analizadas. La media corresponde 

a la media geométrica de los datos en el gráfico de puntos, donde el eje X corresponde a la 

intensidad de fluorescencia para FITC y el eje Y corresponde a la intensidad de fluorescencia 

para PE. C1: cuadrante inferior izquierdo, C2: cuadrante inferior derecho. El control negativo 

son células no tratadas. 

 

Suero Dilución 
N° de Eventos 

C1; C2 

Media C1 

EjeX; EjeY 

Media C2 

EjeX;  EjeY 

%Células 

C1 [%]; C2 [%] 

Control 

Negativo 
- 9.099; 186 0,00; 0,00 212,04; 241,98 97,97; 3,00 

Control 

FITC 
- 11.197; 342 0,00; 0,00 221,54; 258,50 97,02; 2,96 

11H3 
1:50 

1:100 

11.690; 345 

11.325; 287 

0,00; 0,00 

0,00; 0,00 

217,93; 245,42 

210,43; 233,24 

96,96; 2,86 

97,52; 2,47 

2Q59 
1:50 

1:100 

11.122; 271 

11.457; 318 

0,00; 0,00 

0,00; 0,00 

271,00; 249,44 

222,41; 247,60 

97,61; 2,38 

97,24; 2,70 

CCH-P10 
1:50 

1:100 

9.806; 1.657 

10.752; 866 

0,00; 0,00 

0,00; 0,00 

237,99; 179,77 

221;00; 188,53 

85,44; 14,44 

92,38; 7,44 

CCH-S266 
1:50 

1:100 

11.008; 448 

11.026; 392 

0,00; 0,00 

0,00; 0,00 

228,41; 215,89 

228,03; 234,64 

96,01; 3,91 

96,46; 3,43 

FLH-P10 
1:50 

1:100 

10.629; 853 

10.846; 754 

0,00; 0,00 

0,00; 0,00 

246,10; 191,28 

237,18; 218,41 

92,39; 7,41 

93,16; 6,48 

FLH-S266 
1:50 

1:100 

939; 10.320 

2.355; 9.069 

0,00; 0,00 

0,00; 0,00 

471,64; 252,19 

330,77; 0,00 

8,32; 91,42 

20,57; 79,23 

KLH-P10 
1:50 

1:100 

2.661; 8.973 

5.923; 5.697 

0,00; 0,00 

0,00; 0,00 

384,77; 0,00 

285,69; 0,00 

22,80; 76,90 

50,70; 48,76 

KLH-S266 
1:50 

1:100 

10.724; 769 

11.129; 497 

0,00; 0,00 

0,00; 0,00 

236,36; 218,39 

234,24; 0,00 

93,05; 6,67 

95,60; 4,27 
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Tabla A.11: Datos estadísticos determinados por ACF en células de melanoma 

murino B16F10 con sueros de ratones desafiados con el tumor de melanoma y 

tratados con las hemocianinas o los conjugados. Los datos se presentan para cada 

suero a una dilución 1:25 y 1:50. El N° de eventos se refiere a la cantidad de células. La 

media corresponde a la media geométrica de los datos en el gráfico de puntos, donde el eje 

X corresponde a la intensidad de fluorescencia para FITC y el eje Y corresponde a la 

intensidad de fluorescencia para PE. C1: cuadrante inferior izquierdo, C2: cuadrante inferior 

derecho. El control negativo es el  

 

Suero Dilución 
N° de Eventos 

C1; C2 

Media C1 

EjeX; EjeY 

Media C2 

EjeX; EjeY 

%Células 

C1 [%]; C2 [%] 

Control 

Negativo 
- 9.704; 252 4,01; 4,98 13,79; 16,07 97,47; 2,53 

Control 

FITC 
- 9.912; 252 4,04; 4,95 13,48; 15,54 97,49; 2,48 

CCH 
1:25 

1:50 

2.878; 7.227 

5.364; 4.781 

6,98; 4,17 

6,41; 4,44 

27,84; 5,02 

21,73; 5,60 

28,25; 71,44 

52,85; 47,10 

CCH-P10 
1:25 

1:50 

8.426; 1.739 

9.036; 1.145 

5,23; 4,73 

4,79; 4,71 

21,83; 7,93 

19,74; 8,68 

82,89; 17,11 

88,74; 11,25 

CCH-S266 
1:25 

1:50 

7.275; 2.968 

8.404; 1.887 

5,51; 4,61 

5,03; 4,70 

27,09; 6,66 

23,42; 7,18 

71,01; 28,97 

81,65; 18,33 

FLH 
1:25 

1:50 

3.160; 6.996 

1.198; 8.935 

7,24; 4,40 

7,61; 4,37 

23,73; 5,25 

31,90; 5,00 

31,11; 68,88 

11,82; 88,16 

FLH-P10 
1:25 

1:50 

3.766; 6.346 

6.538; 3.557 

7,03; 4,51 

6,11; 4,30 

22,76; 5,15 

20,34; 5,33 

37,24; 62,76 

64,76; 35,23 

FLH-S266 
1:25 

1:50 

7.156; 2.997 

8.341; 1.807 

6,05; 4,36 

5,28; 4,58 

20,31; 6,59 

20,28; 7,44 

70,47; 29,51 

82,19; 17,81 

KLH 
1:25 

1:50 

3.830; 6.463 

6.715; 3.602 

7,18; 4,14 

6,14; 4,27 

33,18; 5,62 

29,14; 6,02 

37,20; 62,77 

65,06; 34,90 

KLH-P10 
1:25 

1:50 

901; 9.505 

2.167; 8.180 

7,54; 4,32 

7,14; 4,42 

37,42; 4,60 

25,84; 4,81 

8,66; 91,31 

20,94; 79,06 

KLH-S266 
1:25 

1:50 

1.960; 8.334 

4.581; 5.527 

7,52; 4,06 

7,08; 4,12 

22,68; 4,89 

17,49; 5,29 

19,04; 80,96 

45,32; 54,68 

Sham 
1:25 

1:50 

7.986; 2.089 

8.989; 1.160 

5,53; 4,54 

4,93; 4,63 

18,12; 6,80 

17,61; 8,49 

79,26; 20,73 

88,57; 11,43 

AddaVax 
1:25 

1:50 

6.860; 3.275 

7.626; 2470 

5,65; 4,34 

5,25; 4,46 

21,91; 6,36 

20,98; 7,04 

67,68; 32,31 

75,53; 24,47 

PBS 
1:25 

1:50 

6.400; 3.834 

7.530; 2.563 

5,99; 3,96 

5,47; 4,42 

24,78; 5,74 

23,37; 6,77 

62,52; 37,46 

74,61; 25,39 
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A.4. REACCIÓN DE DTH 
 

 Las Tablas A.12 y A.13 contienen los resultados de la reacción de DTH 
estimulada por la inyección del péptido P10, en el primer caso, y por el 

péptido S266, en el segundo caso, en ratones tratados terapéuticamente con 
hemocianin y el péptido respectivo. Las tablas incluyen tres mediciones, 

hechas con un microcaliper, del cojinete del pie derecho y del pie izquierdo 
de cada animal al tiempo inicial (0) y luego a las 24, 48 y 72 horas post-

inyección. La Tabla A.14 incluye los resultados para el control usando PBS, 
vehículo de los compuestos en todas las inoculaciones. 

 
 
Tabla A.12: Datos crudos de la reacción de DTH luego de una inyección con P10, en 

ratones tratados terapéuticamente con conjugados hemocianina-P10. Se muestran 

los resultados de medición del cojinete del pie derecho (der) e izquierdo (izq) de cada ratón, 

por grupo, a las 0, 24, 48 y 72 horas post-inyección. T.: tiempo. 

 

  
CCH-P10 

Ratón 
FLH-P10 
Ratón 

KLH-P10 
Ratón 

T. 
[h] 

Pie 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

0 

Der 

2,39 2,10 1,99 2,14 1,98 2,01 1,92 2,15 1,92 2,05 1,95 1,95 1,92 1,85 2,07 

2,37 2,10 1,93 2,04 2,05 2,04 1,95 2,00 2,00 2,00 1,93 1,93 1,94 1,86 2,10 

2,10 2,12 2,00 2,02 2,02 1,95 2,00 2,00 2,02 2,20 1,94 1,93 1,90 2,05 2,25 

Izq 

2,30 2,10 2,11 2,27 1,94 2,15 2,06 2,33 1,95 2,20 2,04 2,02 1,98 1,95 1,92 

2,60 2,02 2,12 2,00 2,05 2,05 2,11 2,15 1,94 2,05 2,04 2,00 1,95 1,93 1,90 

2,50 1,88 2,05 2,05 2,03 1,97 2,11 2,18 1,92 2,07 2,04 1,98 2,00 1,85 2,06 

24 

Der 

1,92 1,96 2,09 1,90 1,90 2,17 1,97 2,00 1,97 1,95 2,05 1,93 1,91 1,86 1,90 

1,93 2,33 2,07 1,92 1,95 2,04 1,95 2,00 1,92 1,95 1,99 1,85 1,90 1,85 1,95 

1,85 2,20 2,10 1,85 2,15 2,04 1,90 2,05 1,91 2,01 1,91 1,94 2,03 1,80 2,15 

Izq 

2,20 2,45 2,36 2,30 2,47 2,48 2,48 2,85 2,45 2,30 2,66 2,40 2,50 2,13 2,20 

2,15 2,50 2,21 2,37 2,40 2,47 2,42 2,85 2,40 2,35 2,75 2,43 2,53 2,10 2,25 

2,05 2,60 2,40 2,37 2,30 2,35 2,49 2,80 2,60 2,35 2,80 2,30 2,65 2,03 2,23 

48 

Der 

2,03 1,98 2,11 1,96 1,97 2,05 1,96 2,02 2,01 1,91 1,94 2,00 1,88 1,88 2,13 

2,08 2,04 2,04 1,94 2,01 2,02 1,95 1,99 1,99 1,89 1,95 2,00 1,84 1,91 2,09 

2,00 2,04 2,07 2,05 2,09 2,02 2,00 1,95 1,96 1,90 1,93 2,00 1,90 1,93 2,07 

Izq 

2,31 2,40 2,52 2,24 2,50 2,30 2,43 2,34 2,42 2,05 2,18 2,34 2,10 2,31 2,19 

2,24 2,45 2,41 2,17 2,48 2,25 2,38 2,31 2,45 2,01 2,16 2,31 2,10 2,30 2,15 

2,19 2,48 2,33 2,15 2,54 2,15 2,41 2,21 2,40 2,00 2,15 2,36 2,21 2,24 2,20 

72 

Der 

1,95 1,93 2,04 1,95 2,04 2,09 2,02 2,07 1,90 2,07 2,00 2,02 1,94 2,05 2,10 

1,92 1,96 2,10 1,86 1,98 1,99 1,96 2,00 1,89 1,98 1,95 2,01 1,89 2,07 2,06 

1,89 2,04 2,15 1,91 2,12 2,08 1,96 1,98 1,88 1,99 1,93 1,99 2,03 1,98 2,20 

Izq 

2,26 2,25 2,36 2,05 2,28 2,26 2,44 2,20 2,25 2,14 2,25 2,14 2,11 2,29 2,24 

2,28 2,27 2,30 2,23 2,22 2,23 2,39 2,34 2,25 2,12 2,23 2,12 2,17 2,22 2,27 

2,25 2,36 2,18 2,12 2,22 2,22 2,47 2,30 2,23 2,05 2,20 2,22 2,15 2,14 2,33 
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Tabla A.13: Datos crudos de la reacción de DTH luego de una inyección con S266, 

en ratones tratados terapéuticamente con conjugados hemocianina-S266. Se 

muestran los resultados de la medición del cojinete del pie derecho (der) e izquierdo (izq) de 

cada ratón, por grupo, a las 0, 24, 48 y 72 horas post-inyección. Además, se incluyen los 

datos de ratones inyectados con PBS y tratados terapéuticamente con PBS. T.: tiempo. 

 
  CCH-S266 

Ratón 
FLH-S266 

Ratón 
KLH-S266 

Ratón 
PBS 

Ratón 

T. 
[h] 

Pie 1 2 3 4 5 1 5 1 2 3 4 5 2 

0 

Der 

1,98 2,04 2,05 1,96 1,92 1,83 2,02 1,87 1,95 1,99 2,29 1,85 2,01 
1,95 2,05 2,03 1,90 1,90 1,92 2,08 1,94 1,93 2,03 2,20 1,85 1,99 
1,92 1,98 2,02 1,92 1,90 1,81 2,03 1,93 1,94 1,93 2,11 1,85 2,00 

Izq 

1,92 1,96 1,96 1,95 1,85 1,89 1,90 1,92 1,85 1,93 2,05 1,95 2,01 
1,98 1,99 1,98 1,96 2,00 1,99 1,95 1,93 1,84 1,95 1,96 2,00 2,03 
2,02 2,05 2,05 1,84 1,82 2,00 1,86 1,91 1,84 2,00 1,97 2,11 1,93 

24 

Der 

2,15 2,27 2,24 2,35 1,90 2,12 2,10 2,27 2,34 2,35 2,45 2,26 2,15 
2,20 2,30 2,25 2,39 2,02 2,15 2,10 2,30 2,32 2,40 2,32 2,22 2,12 
2,16 2,27 2,16 2,15 1,95 2,20 2,05 2,32 2,35 2,42 2,28 2,21 2,11 

Izq 

1,96 2,05 1,95 2,05 1,87 2,02 1,87 1,90 1,90 2,02 1,92 1,93 2,08 
1,95 2,04 1,94 2,02 1,85 2,00 1,90 1,87 1,91 2,00 1,85 1,94 1,99 
2,02 2,08 1,90 1,97 1,88 1,98 1,95 1,95 1,95 1,95 1,88 2,04 1,98 

48 

Der 

2,28 2,31 2,29 2,20 1,92 2,40 2,20 2,39 2,14 2,34 2,44 2,35 2,15 
2,22 2,35 2,25 2,25 2,12 2,40 2,23 2,30 2,20 2,29 2,31 2,28 2,18 
2,24 2,40 2,29 2,12 2,15 2,30 2,12 2,45 2,22 2,28 2,32 2,30 2,16 

Izq 

1,84 2,05 1,98 2,02 1,96 2,14 1,97 1,88 2,01 1,99 2,02 2,04 2,04 
1,82 1,95 1,93 2,10 1,95 2,09 1,93 1,90 1,98 2,03 1,99 2,00 1,95 
1,81 1,95 1,93 2,00 2,05 2,03 1,97 1,91 2,01 1,97 1,95 1,97 1,93 

72 

Der 

2,11 2,26 2,26 2,05 2,21 2,35 2,15 2,12 2,35 2,34 2,25 2,25 2,07 
2,06 2,10 2,28 2,15 2,26 2,30 2,10 2,22 2,27 2,23 2,25 2,22 2,06 
2,10 2,10 2,19 2,09 2,34 2,38 2,11 2,10 2,26 2,24 2,15 2,10 1,98 

Izq 

1,98 2,04 2,05 1,96 1,92 1,83 2,02 1,87 1,95 1,99 2,29 1,85 2,01 
1,95 2,05 2,03 1,90 1,90 1,92 2,08 1,94 1,93 2,03 2,20 1,85 1,99 
1,92 1,98 2,02 1,92 1,90 1,81 2,03 1,93 1,94 1,93 2,11 1,85 2,00 
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A.5. SOBREVIDA Y AUTOPSIA 
 

 La Tabla A.14 recopila los resultados del destino de los animales de 
experimentación, en cuanto a  su muerte (natural o inducida), necrosis del 

tumor y también si se realizó o no autopsia para ver la presencia de 
metástasis en el bioensayo en que los animales fueron desafíados con 

melanoma B16F10 y tratados  con hemocianinas o conjugados hemocianina-
peptido, teniendo como controles el grupo sham, AddaVax y PBS. 
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Tabla A.14: Razón de muerte, necrosis y resultado de autopsia en ratones C57BL/6 

desafiados con melanoma murino B16F10 y fueron tratados con hemocianinas o 

conjugados. La hiperplasia observada fue en el bazo. 

 

Grupo Ratón Tipo de Muerte Necrosis Autopsia 
Órganos 

Metastásicos 
Observaciones 

Sham 

1 

2 

3 

5 

Inducida 

Inducida 

Inducida 

Inducida 

No 

Sí 

No 

No 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Bazo 

 

 

 

 

AddaVax 

1 

2 

3 

5 

Inducida 

Tumor  

Inducida 

Inducida 

No 

Sí 

Sí 

No 

No 

No 

Sí 

No 

  

PBS 

1 

2 

4 

5 

Inducida 

Inducida  

Inducida 

Inducida 

Sí 

No 

No 

No 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Pulmón y riñón 

 

 

Bazo 

 

CCH 
3 

4 

Inducida 

Inducida 

No 

Sí 

Sí 

Sí 

 

Pulmón y bazo 

 

Hiperplasia 

FLH 1 Inducida No Sí   

KLH 5 Inducida No Sí   

CCH-P10 

1 

2 

4 

5 

Inducida 

Inducida  

Inducida 

Inducida 

No 

No 

Sí 

No 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Bazo 

 

 

 

Hiperplasia 

FLH-P10 
3 

5 

Inducida 

Inducida 

No 

No 

Sí  

Sí 
 Hiperplasia 

KLH-P10 5 Inducida No Sí Pulmón  

CCH-

S266 

4 

5 

Inducida 

Inducida 

No 

No 

Sí  

Sí 

 

Bazo 
 

FLH-

S266 

2 

3 

4 

5 

Anestesia DTH 

Anestesia DTH 

Anestesia DTH 

Inducida 

No tumor 

No tumor 

No tumor 

No 

No 

No 

No 

Sí 
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B. MEMORIA DE CÁLCULO 
 

 

B.1. TEST DE ELLMAN: HEMOCIANINAS ACTIVADAS CON SULFO-SMCC 
 

 La curva de calibración de la cisteína, al hacer reaccionar muestras de 
cisteína de concentración conocida con el reactivo de Ellman, permitió 

determinar la pendiente de la recta mediante regresión lineal de los datos. La 
pendiente de la curva correlaciona la absorbancia de las muestras (y), 

medida a 405 nm, con la concentración de cisteína nM que hay en solución 
(x) como se muestra en la siguiente ecuación: 

 

 
 

Así, para una pendiente igual a 0,227 y una muestra con absorbancia 

igual a 0,011, la concentración de cisteína es 0,05 [mM]. Luego, la 
concentración resultante se multiplicó por el factor de dilución para 

determinar la concentración de cisteína en las muestras originales.  
 

La diferencia entre la concentración de cisteína en solución de 
muestras de hemocianinas no activadas y de hemocianinas activadas con 

sulfo-SMCC corresponde a la cisteína que se unió a la maleimida de 
hemocianinas activadas. Conociendo la concentración inicial de las muestras, 

que fue equivalente al exceso molar de sulfo-SMCC que se agregó a la 
reacción con las hemocianinas, y conociendo la concentración de cisteína 

unida, se pudo obtener el porcentaje de cisteína que se unió a las proteínas 
activadas. Esto dio como resultado el porcentaje de sulfo-SMCC que se unió 

a las hemocianinas. 
 

 

B.2. TITULACIÓN DE SUEROS MEDIANTE TEST DE ELISA 
 

 Teniendo las curvas dosis-respuesta de las reacciones de ELISA de los 
sueros contra un antígeno dado, se pudo obtener el valor del logaritmo de la 

EC50, que en este caso corresponde al punto de inflexión de la curva. El 
valor de Log(EC50) fue calculado por el software GraphPad Prism, como una 

regresión no lineal de los datos. Luego, el valor de la EC50, que corresponde 
al título de anticuerpos que reaccionó con el antígeno, se calculó usando la 

siguiente ecuación: 
 

 
 

donde x es el factor de dilución inicial del suero. 
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Así, con un Log(EC50) igual a 5,885, para un suero con una dilución 

inicial igual a 1:40 (suero CCH-P10 anti-hemocianina, Tabla A.5), el valor del 

título fue equivalente a: 

 
 
 

B.3. REACCIÓN DE DTH  
 

 Se registraron 3 mediciones del cojinete del pie derecho e izquierdo de 
los ratones estimulados con una inyección de P10, en ratones tratados con 

conjugados a P10, y una inyección de S266, en ratones tratados con 
conjugados a S266, en los tiempos 0, 24, 48 y 72 horas post-inyección. En 

cada tiempo se calculó la diferencia de espesor entre el cojinete del pie 

izquierdo y el del pie derecho, y se calculó un promedio de los 3 datos 
obtenidos para cada ratón. Luego se graficaron los promedios y el error de la 

media asociado a cada grupo de terapia, en el software computacional Graph 
Pad Prism, donde se realizó un ANOVA de dos vías, seguido de un post-test 

con Bonferroni, para determinar la significancia en cada tiempo. 
 

 
 

C. PROPIEDADES DE LOS PÉPTIDOS P10 Y S26699 
 

i) Secuencias11: 

P10:  GVVWRYTAPVHLGDG 
S266: IRIQRGPGRAFVTIGKI 

 
ii) Peso Molecular: 

P10:  1626,8 [Da] 
S266: 1882,2 [Da] 

 
iii) pI teórico: 

P10:  6,74 
S266:  12,30 

 

iv) Coeficiente de extinción: 
P10:   6990 [M-1cm-1] 

S266:  No sería visible espectrofotométricamente, por la 
ausencia de aminoácidos Trp, Tyr o Cys. 

 
v) Vida media estimada: 

P10:   30 horas en reticulocitos de mamífero in vitro. 
S266: 20 horas en reticulocitos de mamífero in vitro. 

 
vi) Valor GRAVY (Grand average of hydropathicity): 

P10:   0,087 
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S266:  0,141 

 


