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RESUMEN 
 

 Las hemocianinas de algunos moluscos son ampliamente usadas en 
biomedicina, entre ellas, la de Megathura crenulata (KLH), de Concholepas 
concholepas (CCH) y de Fissurella latimarginata (FLH), éstas dos últimas 
producidas en Chile, debido a que son potentes inmunoestimulantes no 
específicos. El factor común en su mecanismo de inmunoestimulación es que 
polarizan la respuesta hacia una de tipo Th1, fundamental para combatir 
tumores. Sin embargo, para potenciar su efecto en cánceres más agresivos 
como el cáncer oral, se requieren adyuvantes adicionales. 
 
 Así, los objetivos de esta tesis fueron estudiar la respuesta inmune 
específica, el efecto antitumoral en modelos murinos de cáncer oral y el efecto 
in vitro de una formulación terapéutica, constituida por una hemocianina y un 
adyuvante tipo Th1 (QS-21, AddaVax), planteando las siguientes hipótesis: 1. 
Las hemocianinas de moluscos gastrópodos inducen una respuesta inmune 
humoral y celular del tipo Th1 en la inmunoterapia del cáncer oral en un modelo 
murino, que será potenciada al ser empleadas en conjunto con adyuvantes 
Th1, mejorando así la respuesta terapéutica contra dicho cáncer. 2. Las 
hemocianinas afectan la viabilidad de las células tumorales de cáncer oral. 
 
 Los principales resultados demostraron que: 1. La formulación FLH más 
QS-21 presentó la mejor inmunogenicidad, reflejada en un mayor título de IgG 
total anti-hemocianina, con predominio de anticuerpos IgG2a, y una respuesta 
celular superior en un ensayo de hipersensibilidad retardada (DTH). 2. En los 
modelos ortotópicos y heterotópicos de cáncer oral, la formulación FLH más 
QS-21 brindó los resultados más prometedores, evaluados mediante una DTH 
positiva, menor desarrollo de tumor y mayor sobrevida de los animales de 
experimentación en comparación con el resto de los tratamientos y controles, 
siendo el denominador común el requerimiento de una inmunización previa con 
hemocianina antes del desafío con las células tumorales. 3. Las preparaciones 
de hemocianina-adyuvante tuvieron efectos variables, pero no significativos 
sobre la viabilidad de las líneas celulares de cáncer oral AT-84, AT-84 E7 Luc y 
MOC7. 4. No se encontró reacción cruzada entre los anticuerpos anti-
hemocianina y antígenos de superficie presentes en la línea tumoral murina 
MOC7.  
 
 Finalmente, es importante destacar que se trata del primer trabajo en que 
se investiga el efecto de hemocianinas solas y combinadas con adyuvantes en 
modelos de cáncer oral murino, por lo cual los resultados obtenidos sientan las 
bases para profundizar en el estudio y la aplicación de las hemocianinas y 
especialmente de FLH en la inmunoterapia del cáncer oral, tanto para la 
prevención como para el tratamiento de este tipo de carcinoma en seres 
humanos. 
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ABSTRACT 
 

 The hemocyanins of some mollusks are used in biomedicine, including the 
one of Megathura crenulata (KLH), of Concholepas concholepas (CCH) and of 
Fissurella latimarginata (FLH), the last two produced in Chile, since they are 
potent non-specific immunostimulants. The common factor in their 
immunostimulatory mechanism is that induce a strong polarization toward Th1 
immune response, fundamental for destroying tumors. Nevertheless, to 
potentiate its effect in more aggressive cancers like oral cancer, additional 
adjuvants are required. 
 
 The aims of this thesis were to study the specific immune response, the 
antitumor effect in murine models of oral cancer and the in vitro effect of a 
therapeutic formulation, consisting of a hemocyanin and a Th1 adjuvant (QS-21, 
AddaVax). The hypotheses were: 1. The hemocyanins of mollusks gastropod 
induce a humoral and cellular type Th1 immune response in oral cancer 
immunotherapy in a murine model, and will be enhanced when they are used in 
conjunction with Th1 adjuvants, thereby improving the therapeutic response 
against such cancer. 2. The hemocyanins affect the cellular viability of the 
tumor cells of oral cancer.  
 
 The principal results demostrated that: 1. The FLH plus QS-21 formulation 
showed the better immunogenicity, as reflected in a major anti-hemocyanin IgG 
total title, with predominance of IgG2a antibodies, and better cellular response 
in a delated-type hypersensitivity assay (DTH). 2. In the orthotopic and 
heterotopic models of oral cancer, the FLH plus QS-21 formulation showed the 
most promising results, evaluated through a positive DTH, less tumor 
development and a major survival compared with other treatments and controls. 
The common factor was the priming with hemocyanins prior the tumor cells 
challenge. 3. The hemocyanin-adjuvant preparations had variable, without 
significant effects on the viability of the oral cancer cell lines AT-84, AT-84 E7 
Luc and MOC7. 4. A cross reaction between the anti-hemocyanin antibodies 
and the surface antigens in the MOC7 murine tumor line was not found. 
 
 Finally, it is important to note that this is the first study in which are 
investigated the effect of the hemocyanins alone and combined with adjuvants 
in murine models of oral cancer. Therefore, the results lay the basis for further 
studies on application of hemocyanins and especially FLH in oral cancer 
immunotherapy, both for the prevention and/or the treatment of such carcinoma 
in humans. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 La hemocianina fue descubierta en 1878 por el naturalista francés Leon 

Frederiq, a partir de una muestra de sangre de pulpo (Octopus vulgaris), la cual 

contenía una sustancia incolora que en contacto con el oxígeno formaba una 

combinación muy estable de color azul1. Se trataba de una glicoproteína 

presente en dos filos de invertebrados, Arthropoda y Mollusca. Su nombre 

proviene del griego (haima que significa sangre y kyanos, pigmento azul)2. Los 

animales pertenecientes a dichos filos las emplean como proteínas 

respiratorias, debido a su capacidad para unir oxígeno en sitios activos únicos, 

denominadas unidades funcionales (FUs), donde cada uno presenta dos 

átomos de cobre3. También se ha descrito su participación en procesos 

homeostásticos y fisiológicos, tales como la muda del exoesqueleto, el 

transporte hormonal, la osmoregulación, el transporte de proteínas, el actuar 

como precursores de péptidos antimicrobianos, el poseer propiedades 

antivirales y en la síntesis de especies reactivas del oxígeno4. 

 

 Las hemocianinas de estas dos clases de organismos se diferencian 

significativamente en aspectos tales como la secuencia primaria, el tamaño y la 

organización de las subunidades, lo cual sugiere una evolución divergente que 

ha mantenido algunas similitudes superficiales en cuanto al diseño y a la 

función de su estructura general5. Cabe destacar que las estructuras primaria, 
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terciaria y cuaternaria de las hemocianinas de artrópodos y moluscos son tan 

diferentes que se consideran dos superfamilias de proteínas distintas6. En 

consecuencia, para los fines de la presente tesis, el estudio se centró en las 

hemocianinas de moluscos gastrópodos. 

 

 Algunas hemocianinas de moluscos, debido a características como su 

tamaño (4 a 8 MDa), carácter xenogénico y contenido de carbohidratos han 

sido utilizadas para inducir una fuerte respuesta inmune en mamíferos7. Por 

esta razón, se empezaron a usar como proteínas transportadoras de haptenos 

y péptidos, compuestos que por sí solos no eran inmunogénicos, como algunos 

químicos (2,4-dinitrofenol y 2,4,6-trinitrofenol), drogas, hormonas, polisacáridos, 

lípidos y oligonucleótidos, contra los cuales no era posible la obtención de 

anticuerpos policlonales8, un uso masivo que se les da hasta hoy en día. 

 

 En este ámbito, la primera hemocianina empleada fue la que se obtuvo de 

la lapa de las costas de California conocida como keyhole limpet (Megathura 

crenulata) y denominada KLH9, 10. Luego de más de 35 años de uso en 

biomedicina, los investigadores han provisto evidencia que sustenta este 

atributo, al tener la habilidad para incrementar la respuesta inmune del 

hospedero, a través de su interacción con diferentes células inmunes como los 

linfocitos T, monocitos, macrófagos y linfocitos polimorfonucleares11, 12. 

Posteriormente, se han estudiado hemocianinas provenientes de otros 
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moluscos, donde destacan las de los gastrópodos que habitan las costas 

chilenas, Concholepas concholepas (CCH), conocido comúnmente como 

Loco13, y Fissurella latimarginata conocido como Lapa negra (FLH)14. 

 

1.1 Características estructurales y bioquímicas de las hemocianinas de 

moluscos 

 

 Estructuralmente, las hemocianinas están formadas por un arreglo 

complejo de diez subunidades, cada una de aproximadamente 350 a 450 kDa, 

las cuales se autoensamblan en cilindros huecos de alrededor de 35 nm de 

diámetro denominados decámeros. A su vez, cada subunidad consiste de siete 

u ocho dominios globulares llamados unidades funcionales, que se hallan 

conectadas por cadenas peptídicas constituidas por diez a 15 residuos 

aminoacídicos. Estas FUs varían en tamaño de 45 a 55 kDa y cada una de 

ellas puede unir una molécula de oxígeno de modo reversible mediante un par 

de átomos de cobre. En algunos órdenes de moluscos como los gastrópodos y 

bivalvos, los decámeros pueden asociarse en parejas para generar 

didecámeros, de aproximadamente 9 MDa15 e inclusive multidecámeros de 

hasta 13 MDa16. La Figura 1A muestra una representación de la compleja 

estructura de estas proteínas. Debido a su tamaño, las hemocianinas son 

fácilmente observables mediante microscopía electrónica de transmisión, 

usando tinción negativa17, como se muestra en la Figura 1B. 
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Figura 1. Superior. Modelo de la estructura de una hemocianina de molusco17. Inferior. 
Microscopia electrónica de transmisión de moléculas de hemocianinas de molusco purificadas y 
teñidas negativamente mostrando su forma cilíndrica hueca característica. A: KLH. B: CCH. C: 
FLH. Se puede apreciar tanto una vista desde arriba (círculos) como una vista de lado 
(rectángulos) de estas proteínas. Las vistas laterales muestran tanto la presencia de 
decámeros (se indican con flechas) como de didecámeros. La barra de la escala representa 
100 nm15.  
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 Por otra parte, las hemocianinas contienen una importante cantidad de 

carbohidratos, los cuales juegan un papel fundamental no solo a nivel de la 

estructura, sino también de eficacia inmunológica. En los gastrópodos, se ha 

encontrado una cantidad variable y heterogénea de sitios N- y O-glicosilados, 

con un porcentaje de hasta el 9%, siendo manosa el oligosacárido más 

abundante18. Algunas de estas proteínas, como KLH y FLH, poseen el antígeno 

disacárido de Thomsen-Friedenreich o antígeno T, que junto con la manosa 

han sido señalados como esenciales para explicar las propiedades 

relacionadas con el efecto inmunomodulador de las hemocianinas15. 

 

1.2 Similitudes y diferencias estructurales entre las hemocianinas de 

interés 

 

 KLH, por ser la primera hemocianina empleada para estudios sobre el 

mejoramiento de la respuesta inmune, ha sido utilizada ampliamente en 

diversos estudios como se explicará más adelante. Requiere la presencia de 

iones Ca2+ y Mg2+ para su estabilidad6. Estos iones cumplen dos funciones 

importantes en la hemocianina. En primer lugar, unen los residuos o dominios 

de la proteína, estabilizando sus estructuras terciaria y cuaternaria. Como 

segundo punto, median las interacción ligando-proteína, específicamente la 

cooperatividad oxígeno-hemocianina y la constante de equilibrio de 

asociación5. 
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 KLH presenta dos isoformas estructural e inmunológicamente diferentes, 

como lo son KLH1 y KLH2. Pueden coexistir en la circulación de los animales, 

pues se sabe que la mayoría de ellos poseen una mezcla de los dos tipos de 

hemocianina en su hemolinfa. La caracterización de la KLH2 fue facilitada 

como consecuencia de la disponibilidad de lapas con hemolinfa con escasa 

KLH1. Por otro lado, moluscos de esta especie con predominancia de KLH1 

son extremadamente raros. Los que se encuentran en cautiverio durante varios 

meses van cambiando la composición de su hemolinfa y la KLH1 se pierde 

gradualmente. Se han intentado desarrollar procedimientos justamente para 

separar estos dos tipos de moléculas19. 

 

Además de la variabilidad en las proporciones de las dos isoformas de 

KLH, la preparación tiene problemas de estabilidad en solución y 

frecuentemente precipita. Estos factores se han convertido en una limitante 

enorme para las aplicaciones biomédicas de KLH, pues para que un producto 

farmacéutico sea aprobado, se debe demostrar la composición y la 

invariabilidad de los componentes del mismo15. 

 

Por las desventajas de KLH y además, porque a la fecha aunque sus 

genes están secuenciados, no ha sido posible expresar KLH heterólogamente, 

y porque la fuente depende del recurso natural, se comenzó a estudiar 

hemocianinas provenientes de otras fuentes. Una de ellas es la de C. 
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concholepas o CCH. El molusco de esta hemocianina se distribuye en la costa 

oeste de América del Sur, entre Callao en Perú y Cabo de Hornos en Chile20. 

Se ha empleado como proteína transportadora para el desarrollo tanto de 

anticuerpos monoclonales como policlonales para péptidos y haptenos13. 

Además, cuenta con diversas características para ser considerada como una 

sustituta o alternativa para la KLH21. 

 

 En cuanto a su estructura, ensayos electroforéticos de CCH purificada 

permitieron la identificación de dos subunidades denominadas CCH-A y CCH-

B5. Paralelamente, se desarrollaron anticuerpos monoclonales murinos para 

toda la proteína, y se logró determinar la existencia de epítopos comunes para 

ambas subunidades, así como específicos de cada una de ellas. En 

contraposición con la CCH, la KLH no muestra epítopos compartidos entre sus 

subunidades22. 

 

 Una propiedad de CCH, encontrada durante su purificación, es que no 

necesita la adición de iones divalentes en el medio de mantención para 

estabilizar su estructura y mantenerse óptimamente en solución, a diferencia de 

otras hemocianinas, incluyendo KLH y FLH. Esto es importante, pues sugiere 

que dichos iones se hallan unidos a la proteína con una elevada constante de 

afinidad y permiten comprender la alta estabilidad de esta molécula en 

comparación con la KLH5. 
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 Por otro lado, mediante estudios de reagregación de subunidades 

aisladas de CCH, específicamente ensayos de dispersión de luz, se determinó 

que se requiere la interacción de ambas subunidades antes de la formación del 

didecámero. La reasociación no sigue una cinética de primer orden. Esto llevó 

a sugerir que la molécula consta de una estructura heterodimérica (a diferencia 

de la KLH, la cual es homodimérica), pues ambas subunidades son requeridas 

en conjunto para formar la molécula completa5. Lo anterior muestra otra ventaja 

con respecto a la KLH, porque, como se mencionó anteriormente, ésta no ha 

podido ser preparada con una composición determinada. La CCH no presenta 

ese problema dado que una solución de esta hemocianina estaría constituida 

por un solo tipo de molécula. 

 

 Recientemente, se reportó la caracterización de una nueva hemocianina, 

proveniente de Fissurella latimarginata, denominada FLH. Esta proteína es 

invariable, al estar constituida por una sola subunidad, a diferencia de la KLH y 

la CCH, lo cual la hace sumamente ventajosa como sustancia para desarrollar 

nuevas vacunas experimentales donde se emplean hemocianinas como 

transportadoras de antígenos14. La desventaja actual de esta proteína consiste 

en que todavía no se ha logrado precisar las condiciones bajo las cuales esta 

proteína se mantenga en solución de una manera tan estable como la de CCH. 

Las diferencias y similitudes estructurales de las hemocianinas de interés para 

esta tesis se sintetizan en la Figura 2. 
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Figura 2: Organización estructural de las subunidades en las hemocianinas de KLH, CCH 
y FLH14, 23. KLH y CCH constan de dos subunidades. En el caso de KLH, cada subunidad se 
asocia de manera individual, constituyéndose en homodidecámeros, mientras que para CCH, 
las dos subunidades forman heterodidecámeros. FLH está conformada por una única 
subunidad, formando homodidecámeros. 
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1.3 Mecanismos de inmunoestimulación de las hemocianinas 

 

 Se sabe poco sobre los mecanismos involucrados en la inmunogenicidad 

de estas proteínas en mamíferos, por lo cual ha surgido la necesidad de 

determinar las características estructurales que le confieren esta propiedad23. 

Se les considera estimulantes no específicos capaces de generar una 

respuesta humoral y celular en vertebrados incluyendo los seres humanos11. 

Son capaces de inducir la producción de anticuerpos contra ellas sin 

adyuvantes adicionales, y estimular las respuestas de linfocitos T CD8+ a 

través del complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHC-I) y de linfocitos 

T CD4+ mediante el de clase II (MHC-II)22. 

 

 Una hipótesis se relaciona con la composición de carbohidratos de las 

hemocianinas. A pesar de su diversidad, tienen un denominador común, como 

ya se mencionó, el monosacárido manosa, que es el más abundante en ellas15. 

  

 A nivel de la inmunidad innata, el sistema inmune de los mamíferos 

dispone de células presentadoras de antígeno (entre ellas, macrófagos y 

células dendríticas) con receptores de reconocimiento para patrones 

moleculares asociados a patógenos. Los miembros de la familia de lectinas tipo 

C, identifican diversos tipos de oligosacáridos presentes en patógenos y 

moléculas foráneas. Se ha visto que la KLH promueve la maduración in vitro de 
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las células dendríticas humanas, mediante la interacción con el receptor de 

manosa. Esto no se ha apreciado en células dendríticas murinas, tanto para la 

KLH como para la CCH. En cuanto a la FLH, promueve la secreción de 

citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-12p40, TNF-α e IL-23 en las células 

dendríticas murinas cultivadas in vitro. Esta secreción es dependiente de la 

presencia de los oligosacáridos en esta hemocianina, indicando nuevamente el 

papel desempeñado por los receptores tipo lectina15. 

 

Luego de producirse la internalización de las hemocianinas por las células 

presentadoras de antígenos, éstas son degradadas con mayor lentitud en 

comparación con los antígenos clásicos, por parte de la maquinaria proteolítica 

de dichas células, permitiendo un mayor tiempo para la presencia de los 

péptidos antigénicos de las hemocianinas. Esto incrementa su 

inmunogenicidad, tal y como se demostró para la CCH15. 

 

En cuanto a la respuesta adaptativa, las hemocianinas son antígenos 

timo-dependientes. Dado que la inducción de inmu nidad, específicamente 

efectos antitumorales, son inducidos por las propias hemocianinas sin 

adyuvante, éstas tienen características estructurales comunes que promueven 

la inflamación y el mantenimiento de la inmunidad innata, desembocando en el 

inicio de la respuesta inmune adaptativa antitumoral. Se cree que estas 

características se deben a los carbohidratos que participarían como adyuvantes 
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naturales. Un mecanismo alternativo y no excluyente, sería la estimulación por 

parte de las secuencias peptídicas xenogénicas preservadas de hemocianinas 

y su interacción con los linfocitos T CD4+, lo cual a su vez promueve la 

secreción de citoquinas Th1, rompiendo la tolerancia a los antígenos tumorales 

e incrementando la respuesta contra el tumor15. Cabe destacar que se requiere 

una inmunización previa con cualquiera de estas proteínas para direccionar la 

respuesta inmune hacia la secreción de IL-2, IL-12, INF-γ y TNF-α (citoquinas 

propias de una respuesta Th1)23, con excepción de la FLH, como se observó 

en un modelo de melanoma murino14. 

 

También se ha propuesto que la inmunogenicidad de estas sustancias 

podría relacionarse con la existencia de linfocitos B de memoria, generados a 

partir de una estimulación anterior con xenoantígenos parecidos23. Finalmente, 

otra posibilidad consiste en que los efectos terapéuticos de estas moléculas no 

se deben a una actividad similar a un súper antígeno, sino más bien a un efecto 

indirecto, a través de la estimulación indirecta de respuestas específicas 

latentes, mediante la ruptura de la tolerancia o suprimiendo la reacción inmune 

contra el tumor, fenómeno denominado bystander22. No obstante, también se 

ha sugerido que el arreglo polivalente y repetitivo de los epítopos de las 

unidades funcionales, como en el caso de la CCH, puede facilitar la captura de 

las células B específicas por dichos péptidos, con la consecuente activación de 

los linfocitos CD4+ específicos21. 
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 Un aspecto que aporta al esclarecimiento de estas diferentes hipótesis 

sobre los mecanismos de inmunoestimulación de las hemocianinas, es el 

entendimiento de las características estructurales de estas moléculas y su 

influencia en los efectos inmunomodulares. Aunque todavía falta mucho por 

estudiar, es posible señalar el avance en los estudios de la CCH. Con este 

propósito, se aisló en forma pura y soluble los monómeros CCH-A y CCH-B, 

con el propósito de identificar las propiedades inmunogénicas y antitumorales 

en un modelo de cáncer de vejiga in vivo21. En el estudio, ambas subunidades 

mostraron ser inmunogénicas, al igual que la molécula completa de CCH, sin la 

necesidad de utilizar adyuvantes. Sin embargo, el monómero CCH-A presentó 

un título mayor de anticuerpos en comparación con el monómero CCH-B, lo 

cual podría deberse a las diferencias tanto estructurales como bioquímicas 

(descritas anteriormente) entre ambas. La abundancia relativa similar de 

aminoácidos en las dos indicó que las diferencias observadas se relacionan 

con una divergencia conformacional de un precursor común que origina la 

estructura de la subunidad heterodimérica de la CCH. Otras diferencias 

observadas fueron en las propiedades hidrofílicas, siendo más hidrofílica la 

subunidad CCH-A, por la exposición de residuos de triptofano y un mayor 

contenido de azúcares (esto facilitaría su interacción con células presentadoras 

de antígeno como linfocitos B, dado que el receptor BCR reconoce epítopos en 

regiones con una flexibilidad relativamente alta en hidrofilicidad en la superficie 

de las proteínas)21. 
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 Los resultados también mostraron que las subunidades de CCH difieren 

en la naturaleza y el contenido de carbohidratos. La actividad antitumoral de las 

subunidades de CCH en un modelo de cáncer de vejiga indicó que la incidencia 

y la supervivencia fueron mejores usando la subunidad CCH-A en relación con 

la subunidad CCH-B, posiblemente por la presencia en la primera de una 

mayor fracción de o-glucósidos, exclusivas de esta subunidad. En KLH, esta 

información no se encuentra disponible. Este ensayo abre la posibilidad de usar 

únicamente la subunidad CCH-A, al ser soluble y más homogénea en 

comparación con la heterogeneidad de las soluciones con las moléculas 

completas de KLH o CCH21, lo cual es un problema como se expuso 

anteriormente. 

 

1.4 Aplicación del efecto inmunomodulador no específico de las 

hemocianinas para desarrollar vacunas terapéuticas contra el cáncer 

 

 Las hemocianinas también han sido empleadas para el estudio de 

posibles vacunas terapéuticas contra distintos tipos de cáncer24. Uno de los 

primeros estudios relacionados con el desarrollo de inmunoestimulantes no 

específicos para el tratamiento de tumores fue en cáncer superficial de vejiga, 

el cual a pesar de ser extirpado trans-uretralmente, presentaba el riesgo de la 

recurrencia del tumor entre un 60 y un 90% de los pacientes25. En 1976, los 

resultados preliminares del estudio realizado por Morales y colaboradores, 
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mostraron como el tratamiento con BCG (Bacillus Calmette-Guérin) era capaz 

de mejorar la prognosis en pacientes con recurrencias persistentes, sin 

presentar efectos adversos a largo plazo. Allí, se observó la presencia de 

necrosis, así como la generación de granulomas, lo que sugería la destrucción 

del tumor26. Con esto, se estaba ante la presencia de un agente terapéutico 

sumamente promisorio para el desarrollo de un tratamiento inmunoterapéutico 

contra dicho tipo de cáncer. En la actualidad, se ha sugerido que se debe 

mantener la instilación de BCG durante uno a tres años y este tratamiento, 

junto con la quimioterapia, permite reducir las recurrencias y la progresión de la 

enfermedad hacia el tejido muscular de la vejiga. Por tal razón, las guías de 

práctica clínica recomiendan su uso por dicho período de mantenimiento, 

siendo la terapia intravesical de elección para la enfermedad de alto riesgo. Sin 

embargo, estudios posteriores realizados mostraron que únicamente el 16% de 

los pacientes eran capaces de recibir todas las instilaciones por el período 

sugerido. Muchos debían abandonar el tratamiento como consecuencia de sus 

efectos adversos. Estos se pueden clasificar en locales (cistitis bacterial o 

química, prostatitis granulomatosa, epididimitis, obstrucción uretral y vejiga 

contraída), sistémicas (fiebre mayor a 39 °C, síntomas similares a la gripe, 

infección pulmonar inducida por la BCG, toxicidad renal y sepsis) y alérgicas 

(erupciones en la piel, artralgia y artritis)27. 
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 En 1988, los estudios realizados con KLH mostraron ser sumamente 

esperanzadores, pues esta hemocianina ocasionaba una respuesta inmune 

más dirigida a combatir el tumor en comparación con BCG y sin los efectos 

adversos que impedían concluir el tratamiento terapéutico25. En la actualidad, 

se ha empleado para llevar a cabo diferentes estudios tanto in vitro como 

preclínicos, para determinar su efectividad frente a otros tumores, además del 

cáncer de vejiga, tales como: 1. Adenocarcinoma esofágico de Barrett (estudio 

de los efectos de KLH en el crecimiento y la apoptosis celular en un modelo in 

vitro de adenocarcinoma de Barrett28), 2. Cáncer pancreático, de mama y de 

próstata (respuesta de la KLH in vitro frente a líneas celulares de cáncer de 

mama estrógeno dependiente, cáncer de mama estrógeno independiente, 

cáncer de páncreas y cáncer de próstata,11 y evaluación de los potenciales 

mecanismos de la KLH, específicamente la producción de citoquinas, la 

inducción de apoptosis y/o la necrosis12). 3. Melanoma (evaluación de los 

efectos potenciales y mecanismos de KLH en melanoma,29 y evaluación de los 

efectos potenciales y los mecanismos de KLH en un tratamiento único y en un 

tratamiento en combinación con inmunoterapias convencionales, 

específicamente INF-α e IL-2, contra melanoma30). 

 

 Los resultados de estos estudios han sido promisorios. No obstante, los 

inconvenientes derivados de los mismos se deben a la materia prima, pues en 

primer lugar existe una fuente disponible limitada de KLH. Además, tiene el 
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problema de la variabilidad en las proporciones de las isoformas mencionado 

con anterioridad15 y la baja inducción de títulos duraderos de anticuerpos IgM e 

IgG específicos contra antígenos tumorales14. Por esta razón, el interés de los 

investigadores se ha dirigido hacia la identificación de otras hemocianinas15. 

Así, la hemocianina de Concholepas concholepas es una alternativa para ser 

empleada en estos estudios. Se determinó si poseía algún valor 

inmunoterapéutico como un agente tumoral y cuales elementos de la respuesta 

humoral se encontraban envueltos en su efecto inmunoestimulante como 

adyuvante. Para el ensayo con el modelo de vejiga singénico heterotópico 

murino, se empleó además la KLH como sustancia de referencia. Se observó, 

al igual que con KLH, un incremento del IFN-γ en el suero de los animales de 

experimentación, así como un cambio de isotipo de IgG1 a IgG2a en los 

anticuerpos específicos circulantes. Sin embargo, a dosis mayores de CCH, se 

encontraron niveles más altos de IgG2b e IgG3, a diferencia del tratamiento 

con KLH. Éste fue un primer antecedente para señalar como diferencias en la 

respuesta inmune podrían ser un reflejo de las diferencias estructurales entre 

ambas hemocianinas. Finalmente, se observó en ambos casos un incremento 

en la actividad de las células NK, junto con una actividad polarizada hacia una 

respuesta inmune de tipo Th1, sin necesidad de añadir adyuvantes22. 

 

 En lo que respecta a los estudios clínicos con CCH, se llevó a cabo una 

investigación en la cual se buscó mejorar la respuesta antitumoral de linfocitos 
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T específicos en pacientes con cáncer de próstata, mediante una 

inmunoterapia celular basada en la inyección de células dendríticas cargadas 

con extractos tumorales paralelamente con CCH como 

adyuvante/inmunoestimulante. Los resultados arrojaron que seis de los 14 

pacientes evaluados con el tratamiento disminuyeron los niveles del antígeno 

prostático, correlacionándose con un incremento de los linfocitos T 

citotóxicos31. 

 

 Recientemente, se publicó que la FLH también mostró tener propiedades 

antitumorales para ser usada en vacunas terapéuticas contra el cáncer, 

empleando el modelo de melanoma de ratón B16F1017. Los resultados 

obtenidos mostraron que esta nueva hemocianina posee propiedades 

inmunoestimulantes mayores en comparación con KLH y CCH. A diferencia de 

ellas, FLH activa una rápida producción de citoquinas proinflamatorias como IL-

6 y TNF-α, y especialmente altos niveles de IL-12p40, la cual desempeña 

papeles esenciales en la coordinación de las inmunidades innata y adaptativa 

hacia una respuesta inmune de tipo Th1. Sin embargo, los resultados como 

transportador de 2,4-dinitrofluorobenceno (DNFB) fueron similares a los 

observados para KLH y no fueron superiores a los de CCH. Lo anterior ha 

llevado a la hipótesis de que esta nueva hemocianina puede inducir un 

ambiente inflamatorio más rápido con respecto a CCH y a KLH, resultando en 

una respuesta inmune innata potente y una respuesta inmune adaptativa 
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incrementada frente a las células de melanoma. Sin embargo, al ser el primer 

estudio realizado, se requieren bioensayos adicionales en otros modelos 

tumorales17. 

 

 A pesar de todos los estudios señalados, todavía existen muchos tipos de 

cáncer en los cuales no se ha evaluado el uso de las hemocianinas como 

inmunomoduladores para mejorar la sobrevida de los pacientes, incluyendo el 

cáncer oral. 

 

1.5 Uso de adyuvantes en conjunto con hemocianinas para mejorar la 

respuesta inmune frente a los tumores 

 

 Existen varios problemas con la inducción de inmunidad contra antígenos 

asociados a tumores en comparación con la que se genera contra antígenos 

bacterianos y virales, dado que la gran mayoría de los antígenos tumorales que 

se han descrito son autoantígenos normales o escasamente modificados24. 

Además, aunque se produzca la activación del sistema inmune, ésta no 

necesariamente llega a ser óptima. Al inicio, el tumor es lo suficientemente 

inmunogénico para generar una respuesta inmune y así controlar su 

crecimiento. Sin embargo, sobre un período más largo de tiempo, el tumor 

desarrolla múltiples estrategias para circunscribir la acción del sistema inmune 

y por ende, evadir su vigilancia y continuar con su crecimiento32. 
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 La mayoría de los tumores inducen inmunosupresión sistémica o local a 

través de la disminución de las moléculas coestimuladoras y la producción 

ectópica de citoquinas Th2 como IL-4, IL-10 y TGF-β. Como complemento, la 

expresión de FasL funcional en algunas células tumorales puede conferirles la 

habilidad para inducir apoptosis en células del sistema inmune que expresan 

Fas, contribuyendo al privilegio inmunitario del tumor33. Es así, que para 

mejorar la eficacia global de las vacunas terapéuticas antitumorales se ha 

recurrido al uso de adyuvantes. 

 

 Los adyuvantes son sustancias que aumentan u optimizan respuestas 

inmunes específicas frente a antígenos. Las formulaciones incluyen al 

adyuvante y su vehículo como una emulsión o un liposoma. Se combinan por lo 

general con inmunógenos para incrementar la respuesta inmune deseada, 

disminuir la frecuencia de administración y/o reducir la cantidad de antígeno 

necesaria para lograr o mantener la protección34. Una clasificación se basa en 

la fuente de estos adyuvantes. Dicha clasificación se divide en vegetales 

(saponina, extracto de glucano), bacterianos (monofosforil lípido A, trehalosa 

dimicolato, toxina colérica, lipopolisacáridos), químicos (hidróxido de aluminio, 

surfactantes, emulsiones, micro y nanopartículas), y citoquinas (INF-γ, factor 

estimulante de colonia de granulocitos y monocitos) y hormonas 

(dehidroepiandrosterona o DHEA)35. Se han descrito varios mecanismos de la 

actividad adyuvante, entre ellos, la absorción del antígeno, efecto de depósito, 
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inducción de citoquinas, activación de complemento, reclutamiento de células 

inmunes, orientación del antígeno a células presentadoras de antígenos, 

regulación hacia un alza en la expresión de MHC-I y MHC-II, y estimulación de 

anticuerpos con subtipos de Ig específicos34.  

 

Adyuvante QS-21 

 

El primer estudio acerca del uso de la KLH con un adyuvante fue en 1969. 

En dicho estudio, la hemocianina recubierta con partículas de bentonita inducía 

un elevado título de anticuerpos anti-KLH en ratones y en ratas, mucho mayor 

que los encontrados después de la inyección de la misma cantidad de KLH 

soluble36. Posteriormente, la KLH fue combinada con el adyuvante QS-21. Este 

compuesto es una saponina altamente purificada extraída de la corteza del 

árbol endémico de la zona central de Chile Quillaja saponaria Molina37. Su uso 

se ha extendido tanto para medicina veterinaria como humana38. A pesar de no 

ser apto para muchos usos humanos, es empleado para vacunas contra el 

cáncer, donde una toxicidad mayor es aceptada39. Se describe como un 

potente adyuvante para la inducción de linfocitos T citotóxicos, requeridos para 

el desarrollo de vacunas profilácticas contra distintos tipos de tumores y 

también, porque promueve la secreción de citoquinas de tipo Th1 (IL-2 e INF-γ) 

y anticuerpos del isotipo IgG2a37, 40. Cabe señalar que puede ser utilizada tanto 

para antígenos con respuesta timo dependiente como timo independiente41. 
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 Este adyuvante se ha empleado en conjunto con la KLH como 

transportador de distintos antígenos asociados a tumores, entre ellos el péptido 

MUC1 y el gangliósido GD3, en ensayos preclínicos y clínicos23, 42. Estudios 

posteriores en esta misma línea se han orientado hacia el uso de la KLH y el 

QS-21 en conjunto con vacunas constituidas por uno o cuatro antígenos 

(gangliósido GD3, glicolípido neutral de Lewis, y las mucinas MUC1 y MUC2), 

sobre-expresados en la superficie de células tumorales en el ser humano43. 

 

 En cuanto a los estudios clínicos que involucran QS-21, se ha evaluado en 

una vacuna con las lactonas GD2 y GD3 acopladas a KLH. En todos los 

ensayos, se han obtenido respuestas humorales contra los antígenos 

carbohidratos y peptídicos en asociación con KLH. Inclusive, se han realizado 

dos estudios aleatorios de ensayos clínicos fase III con la vacuna conjugada 

gangliósido GM2-KLH junto con QS-21 y más de 1.000 pacientes han recibido 

dicha vacuna. Aunque los resultados no mostraron un aumento en la tasa de 

progresión o sobrevivencia con respecto a los pacientes de los grupos control, 

más del 90% de los pacientes produjeron una respuesta humoral elevada 

contra GM2. Además, existen cuatro estudios clínicos fase II aleatorios, de 

doble ciego, multicéntricos con vacunas conjugadas monovalentes o 

polivalentes antígeno-KLH más el QS-21 para pacientes con cáncer44. 
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Adyuvante AddaVax 

 

 Otro adyuvante de interés es el AddaVax, una formulación aceite en agua 

basado en el escualeno45, que promueve un incremento significativo en los 

títulos de anticuerpos con respuestas inmunes tipo Th1/Th2 más balanceadas 

en comparación con las obtenidas para la Alúmina46. Se cree que actúa a 

través de un efecto de depósito, que incrementa la persistencia del antígeno en 

el sitio de inyección, el reclutamiento y la activación de células presentadoras 

de antígenos, y la estimulación directa de la producción de citoquinas y 

quimioquinas por parte de macrófagos y granulocitos47. Este adyuvante no se 

encuentra autorizado para uso en seres humanos, únicamente para 

investigación. A pesar de ello, es similar al adyuvante MF59, el cual ha sido el 

primero de este tipo autorizado en Europa en vacunas para la gripe desde 

199748. Actualmente, el MF59 se encuentra presente en tres vacunas 

comercializadas contra dicha enfermedad49, incrementando la inmunogenicidad 

contra la gripe en los ancianos47. 

 

Sales de Aluminio como adyuvantes 

 

 Las sales de aluminio son otro adyuvante muy utilizado. Consisten de 

geles no cristalinos basados en hidróxido de aluminio, hidroxifosfato de 

aluminio o sales patentadas, entre ellas, el hidroxisulfato de aluminio50. Los 
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mecanismos de acción incluyen la formación de un depósito, facilitando la 

liberación del antígeno, la formación de una estructura en forma de partícula, lo 

cual promueve la fagocitosis del antígeno por células presentadoras de 

antígenos como células dendríticas, macrófagos y linfocitos B, y el incremento 

en la expresión del MHC-II y la presentación del antígeno, direccionando la 

respuesta hacia una de tipo Th251, caracterizada por la presencia de 

anticuerpos de isotipo IgG152 y de la citoquina IL-453. Aunque incrementa los 

anticuerpos Th2, no promueve respuestas de los linfocitos T significativas, con 

lo cual su utilidad para el desarrollo de vacunas anticancerígenas terapéuticas 

se considera limitada51. Su empleo es esta tesis se debió a que nunca ha sido 

evaluado en conjunto con las hemocianinas de interés, por lo cual se deseó 

determinar el tipo de respuesta en una formulación en conjunto con dichas 

hemocianinas y además, es uno de los dos adyuvantes aprobados por la 

Administración de Drogas y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) para su 

uso en productos comercializados actualmente en el mercado de Estados 

Unidos, junto con el AS04 (combinación de hidróxido de aluminio y monofosforil 

lípido A)54. 
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1.6 Cáncer oral como modelo para estudiar la respuesta 

inmunoestimulante de las hemocianinas combinadas con adyuvantes 

 

 El carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello es el sexto cáncer de 

mayor incidencia a nivel mundial55. Incluye lesiones en varios sitios anatómicos 

como el labio, cavidad oral, nariz, senos paranasales, nasofaringe, orofaringe, 

hipofaringe y laringe. Es uno de los tumores malignos biológicamente más 

agresivos56. La supervivencia a largo plazo para pacientes con esta 

enfermedad es menor al 50%57. Su mortalidad es considerablemente mayor en 

comparación con los cáncer de mama, cervical y colorrectal56. 

 

 Las estrategias terapéuticas actuales para su tratamiento incluyen la 

cirugía, radioterapia y quimioterapia. Éstas son de eficacia limitada para 

prevenir tanto la recurrencia como la progresión del tumor, y una proporción 

significativa de pacientes desarrollan invasión local y metástasis58. La 

prognosis de pacientes con esta patología es relativamente pobre, a pesar de 

los recientes avances terapéuticos59. Por esta razón, la identificación de 

agentes terapéuticos novedosos y efectivos para inhibir el crecimiento celular 

en esta enfermedad es esencial58. 

 

 Este cáncer es considerado como una enfermedad inmunosupresora, 

debido a que los pacientes han mostrado un nivel de linfocitos menor a los 
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pacientes sanos, apoptosis espontánea de linfocitos T citotóxicos, actividad 

deteriorada de las células NK y función de presentación de antígenos pobre55. 

Inclusive después del tratamiento, las concentraciones de linfocitos T CD3+, 

CD4+ y CD8+ en la sangre periférica se encuentran reducidas60. Junto con 

esto, en tumores murinos y humanos se han aislado macrófagos con el 

fenotipo M2, los cuales suprimen la activación y la proliferación de la respuesta 

inmune celular a través de la IL-10 y el TGF-β61. También, brindan baja 

actividad contra el tumor, así como la promoción del remodelamiento tisular y 

angiogénesis. La infiltración de macrófagos asociados a tumores en las etapas 

tardías de la progresión tumoral, tanto en ratones como en humanos, se ha 

asociado con un panorama poco alentador en enfermedad de Hodgkin, glioma, 

colangioncarcinoma y cáncer de mama62. 

 

 La inmunoterapia del cáncer ha sido evaluada como tratamiento 

adyuvante del carcinoma de cabeza y cuello, lo cual implica técnicas para 

utilizar la respuesta inmune antitumoral del paciente, para reconocer y reducir 

la metástasis, recurrencia e incipientes segundos tumores primarios57. 

 

 Las estrategias con vacunas para este tipo de tumor implican la 

generación de una respuesta inmune antitumoral que involucra muchos 

elementos del sistema inmune, con los linfocitos T considerados como 

efectores celulares críticos involucrados en la actividad antitumoral57. El 



	 29 

incrementar el número de linfocitos CD8+ específicos por el tumor y la 

producción de citoquinas Th1, como INF-γ e IL-2, sería un modo óptimo para 

revertir la inmunodeficiencia asociada en pacientes con cáncer33. 

 

 Un reto importante con el uso de esta inmunoterapia basada en células T 

ha sido el encontrar un antígeno adecuado y un método óptimo para llevarlo 

hasta células presentadoras de antígenos profesionales como las células 

dendríticas, para iniciar la respuesta inmune más eficiente y persistente57. La 

vacunación apunta hacia dos tipos de antígenos: los antígenos específicos del 

tumor y los antígenos asociados al tumor55. Esto último fue el interés de este 

proyecto de tesis. 

 

1.7 Importancia de los estudios preclínicos para el desarrollo de nuevos 

fármacos anticancerígenos 

 

 El cáncer es una enfermedad heterogénea que presenta uno de los 

problemas mayores de salud pública a nivel mundial. El desarrollo de nuevas y 

mejores drogas es requerido con urgencia para poder combatir una 

enfermedad que con demasiada frecuencia se esparce más allá del alcance del 

cirujano o radioterapeuta en la presentación inicial63. 
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 Históricamente, los modelos animales han sido utilizados para el proceso 

de descubrimiento y desarrollo de drogas, caracterizar la patología de la 

enfermedad, evaluar el mecanismo de acción de las drogas existentes, y el 

descubrimiento de nuevos blancos terapéuticos y biomarcadores. Asimismo, 

han permitido establecer las relaciones farmacodinamia/farmacocinética, 

estimar los regímenes de dosis clínicos y determinar los parámetros de 

seguridad y toxicidad, con el propósito de salvaguardar la integridad de los 

voluntarios de las pruebas clínicas en sus distintas fases64. 

 

 La mayoría de los científicos que elaboran drogas contra el cáncer están 

de acuerdo que la demostración de la eficacia antitumoral en un modelo 

preclínico de cáncer, típicamente murino, a una dosis no tóxica, es decir con 

índice terapéutico, es una luz promisoria para seleccionar una molécula y 

continuar con su desarrollo63. Como corolario, la FDA establece claramente que 

los estudios farmacológicos en humanos sólo se pueden comenzar después de 

que la información sobre la aplicación de una nueva droga (ensayos 

preclínicos) ha sido revisada por esta institución y una junta institucional de 

revisión local65. 

 

 Uno de los modelos de cáncer oral de interés para esta tesis fue la línea 

celular AT-84, derivada del carcinoma celular escamoso oral de ratones C3H, 

los cuales son inmunocompetentes, pero al ser una línea innata, esta cepa 
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acepta injertos de estas células sin inmunosupresión. Su uso ha sido propuesto 

para estudiar la inmunidad tumoral, por lo cual es un elemento atractivo para el 

desarrollo de un modelo realista de cáncer oral66. Una línea derivada de la 

anterior es la AT-84 E7 Luc, que expresa el gen de la proteína E7 del virus 

papiloma, la cual es una proteína asociada con la inducción y el mantenimiento 

tumoral, y por ende, es considerada como blanco ideal para el ataque por parte 

de linfocitos T citotóxicos. Además, se le ha incorporado el gen de la luciferasa, 

cuyo sustrato es la luciferina. Al administrarse este sustrato, se genera la 

luminiscencia requerida para apreciar el tumor por imagenología56. Para 

concluir, existe otra línea celular de cáncer oral murino para trabajar con la 

cepa C57BL/6 que se denomina MOC67. 

 

 Todas las líneas anteriormente mencionadas fueron consideradas para 

llevar adelante el estudio propuesto en esta tesis. 
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2. HIPÓTESIS 

 

 Considerando los antecedentes expuestos en relación a la estructura y 

utilización de las hemocianinas como inmunoestimulantes no específicos por el 

tipo de respuesta inmune que inducen, a la potenciación de las vacunas 

terapéuticas con adyuvantes de vacunas, y a la agresividad del cáncer oral y la 

falta de terapias que mejoren su prognosis, proponemos las siguientes 

hipótesis. 

 

Hipótesis 1 

 

Las hemocianinas de moluscos gastrópodos inducen una respuesta 

inmune humoral y celular del tipo Th1 en la inmunoterapia del cáncer oral 

en un modelo murino, y ésta será potenciada al ser empleadas en 

conjunto con adyuvantes de vacunas Th1, mejorando así la respuesta 

terapéutica contra dicho cáncer. 

 

Hipótesis 2 

 

Las hemocianinas afectan la viabilidad de las células tumorales de 

cáncer oral, lo cual es uno de los factores que participa en su mecanismo 

de acción antitumoral contra dichas células. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo general 

 

 Determinar la respuesta inmune humoral y celular de una formulación 

terapéutica constituida por una hemocianina, ya sea KLH, CCH o FLH, en 

conjunto con un adyuvante Th1 (QS-21 o AddaVax) frente a modelos murinos 

de carcinoma bucal de células escamosas, así como su efecto sobre la 

viabilidad celular in vitro en diversas líneas de dicho carcinoma. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

3.2.1 Estudiar la respuesta inmune humoral y celular específica de las 

distintas formulaciones de hemocianina (KLH, CCH, FLH)-adyuvante 

(alúmina, QS-21, AddaVax) en un modelo murino. 

- Caracterizar la respuesta inmune humoral de cada hemocianina 

en conjunto con un adyuvante. 

- Caracterizar la respuesta inmune celular de cada hemocianina en 

conjunto con un adyuvante. 
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3.2.2 Determinar el efecto antitumoral in vivo de las hemocianinas CCH o FLH 

en conjunto con el adyuvante que mostró los mejores resultados en el 

Objetivo 1 en dos modelos murinos de cáncer oral. 

 

3.2.3 Estudiar el efecto citotóxico y la reacción cruzada entre los anticuerpos 

anti-hemocianina y antígenos de superficie de las células tumorales que 

contribuyen al mecanismo de acción de las distintas formulaciones 

hemocianina-adyuvante. 

- Evaluar el efecto in vitro de las hemocianinas solas o en conjunto con 

los adyuvantes anteriormente señalados sobre la viabilidad celular de 

las líneas tumorales de cáncer oral AT-84, AT-84 E7 Luc y MOC7. 

- Evaluar si hay reacción cruzada entre los anticuerpos anti-

hemocianina y antígenos de superficie presentes en la línea MOC7. 
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4. MATERIALES 

 

4.1 Materiales biológicos 

 

 Hemocianinas: las hemocianinas CCH y FLH suspendidas en PBS (0,1 M 

de fosfato de sodio, 0,15 M de cloruro de sodio, pH 7,2) fueron obtenidas de 

Biosonda S.A., Chile, en condiciones libres de pirógenos. La KLH en solución 

se adquirió a través de Merck Millipore, Estados Unidos. El contenido de 

endotoxinas de cada una de las hemocianinas se determinó mediante un kit de 

detección de endotoxinas que usa el factor C recombinante (PyroGene, 

Estados Unidos). 

  

Animales de experimentación: ratones hembra de dos a cuatro meses de la 

cepa C57BL/6 fueron adquiridos en BiosChile, S.A., Chile, y en el Bioterio de la 

Facultad de Odontología, Universidad de Chile. Los ratones hembra de dos a 

cuatro meses de la cepa C3H/He fueron proporcionados por el Instituto Regina 

Elena, Italia. Ambas cepas fueron mantenidas en un área resguardada con 

control de acceso, entre 22 y 24 °C, con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas 

cada uno, agua y alimento ad libitum, de acuerdo a las consideraciones de 

mantenimiento y manipulación exigidas por la Comisión Nacional de 

Investigación Científica y Tecnológica (CONICYT, Chile) y/o el Instituto Regina 

Elena. 
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 Líneas celulares de carcinoma bucal de células escamosas: la línea 

celular murina de carcinoma celular escamoso de lengua AT-84, originalmente 

aislada de un ratón C3H63 fue proporcionada por la Dra. Synnøve Magnussen 

(Tumor Biology Research Group, Institute of Medical Biology, Faculty of Health 

Sciences, Universidad de Tromsø, Noruega). Estas células fueron cultivadas a 

37 °C y 10% de CO2 en un ambiente húmedo en medio Dulbecco 

suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB), y antibióticos Penicilina y 

Estreptomicina 1x. Se mantuvieron en cultivo con traspasos sucesivos, 

cosechando con Tripsina/EDTA, por tratarse de células epiteliales que se 

adhieren al plástico. Se hizo un banco de inóculos de la línea, congelando en 

nitrógeno líquido alrededor de 2 x 106 células en mezcla crioprotectora (10% 

DMSO más 90% SFB). 

 

Por otro lado, la línea celular murina de cáncer oral MOC7, originalmente 

aislada de un ratón C57BL/664 fue proporcionada por el Dr. Ravindra Uppaluri 

(Departament of Otolaryngology, Washington University School of Medicine, 

Washington, Estados Unidos). Estas células fueron cultivadas y cosechadas de 

la misma manera que las AT-84. También se realizó un banco de inóculos de la 

manera anteriormente señalada. 

 

Finalmente, la línea celular murina de cáncer oral AT-84 E7 Luc fue 

proporcionada por el Dr. Aldo Venuti (HPV Unit Laboratory of Virology, Regina 
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Elena National Cancer Institute, Roma, Italia)53. Dichas células se cultivaron en 

medio RPMI suplementado con 10% de SFB y antibióticos. Fueron cosechadas 

de la misma manera que las AT-84. También se preparó un banco de inóculos 

de la manera anteriormente señalada. 

 

4.2 Reactivos 

 

 Adyuvantes: la Alúmina fue provista por Sigma-Aldrich, Estados Unidos, el 

QS-21 por Desert King, Chile y el AddaVax, de grado preclínico, por InvivoGen, 

Estados Unidos. 

 

Agua: las soluciones como el QS-21, el PBS y el PBS Dulbecco 

Modificado se prepararon utilizando agua estéril para inyectables obtenida de 

Bibraun, Perú. 

 

Cultivo celular: se usaron los medios de cultivo DMEM/alta glucosa (4,00 

mM de L-glutamina, 4.500 mg/L de glucosa y piruvato de sodio) y RPMI-1640 

(25 mM de HEPES y L-glutamina), ambos de HyClone al 5 o 10% de suero 

fetal bovino (SFB). El SFB fue obtenido de Hyclone, Estados Unidos y 

posteriomente descomplementado. A los medios de cultivo también se les 

adicionó solución de antibióticos Penicilina/Estreptomicina (Hyclone) y 

aminoácidos no esenciales (Hyclone). Para los traspasos sucesivos, se utilizó 



	 38 

Tripsina/EDTA (Hyclone), por tratarse de células tumorales epiteliales que se 

adhieren al plástico.  

 

Reacción de ELISA: anticuerpo secundario suero de cabra anti-IgG de 

ratón (H+L) conjugado a fosfatasa alcalina (FAL; Thermo Scientific, Estados 

Unidos), anticuerpos secundarios suero de cabra anti-IgG1 de ratón, anti-

IgG2a, anti-IgG2b y anti-IgG3 conjugados a peroxidasa de rábano (HRP; 

Abcam, Estados Unidos),  para-nitrofenilfosfato (pNpp; Thermo Scientific), 

solución 1-StepTM Ultra TMB-ELISA (Thermo Scientific). 

 

Kits de ELISA para interleuquinas: INF-γ e IL-4 (BD Biosciences, Estados 

Unidos). 

 

Anestesia: ketamina 10% (Alfasan, Holanda) y Zoletil (tiletamina más 

zolazepam) (Virbac, Italia). 

 

Sustrato para la generación de luminiscencia: XenoLight D-luciferina 

(Perkin Elmer, Estados Unidos). 

 

 Ensayo de viabilidad celular: Alamar Blue Cell Viability Assay (Thermo 

Scientific) y doxorubicina clorhidrato (Labortorio Kampar, Argentina). 
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4.3 Soluciones 

 

 Dilución y aplicación de formulaciones hemocianina-adyuvante: PBS: 0,1 

M de fosfato de sodio, 0,15 M de cloruro de sodio, pH 7,2. 

 

Trapaso de células tumorales: PBS Dulbecco Modificado: 0,008 M de 

fosfato de sodio, 0,002 M de fosfato de potasio, 0,14 M de cloruro de sodio, 

0,01 M de cloruro de potasio, pH 7,4. 

 

Solución crioprotectora: 10% DMSO más 90% SFB. 

 

Soluciones para ensayo ELISA:  

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

- Solución de PBS-Tween 20 0,02%. 

- Amortiguador FAL: 6,10 g de carbonato de sodio y 11,2 g de hidrógeno 

carbonato de sodio por litro de solución, pH 9,6. 

- Solución de cloruro de magnesio 50 mM. 

- Solución de hidróxido de sodio 3 N. 

- Solución de ácido sulfúrico 3 N. 

- Solución de paraformaldehído 0,5%. 
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4.4 Equipos 

 

 Área de cultivo celular 

- Cámara de Neubauer (Fischer Scientific, Estados Unidos). 

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

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

- Microcentrífuga 5417C (Eppendorf). 

- Propipeta eléctrica Powerpette Plus (Jencons, Reino Unido). 

- Estufa de cultivo de células con regulación de temperatura y CO2 (Nuaire, 

Estados Unidos). 

 

Equipos laboratorio general 

- Balanza granataria eléctrica (Sartorius, Alemania). 

- pHmetro Hanna Edge HI2020 (Hanna Instruments, Estados Unidos). 

- Agitador magnético termoregulado Nuova (Thermolyne, Estados Unidos). 

- Vortex Type 37600 Mixer (Thermoylne). 

- Baño de Agua Lab-Line® Imperial III (Lab-Line Instruments Inc., Estados 

Unidos). 

- Lector de ELISA 7520 con filtros de absorción a 405, 450, 480, 570 y 600 

nm (Cambridge Technology Inc., Estados Unidos). 

- Lavador de placas de ELISA Bio-Tek ELx50. 
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- Vitrina refrigerada (Mimet, Chile), refrigeradores (Fensa, Chile y 

Mademsa, Chile) y congelador Glaciar (Nuaire). 

- Micropipetas de 2, 20, 200 y 1000 µL (Axygen, Estados Unidos), 10 µL 

(Eppendorf) y multicanal de 200 µL (Axygen). 

- Caliper de alta precisión (Mitutoyo, Estados Unidos). 

- Vernier (Redline Mechanics). 

- Equipo de imagenología IVIS Series Pre-clinical In Vivo Imaging Systems 

IVIS® Lumina.  

 

4.5 Servicios 

 

Unidad de Microscopia Electrónica, Pontificia Universidad Católica de Chile: 

equipada con un microscopio Electrónico Phillips TECNAI 12 Bio Twin 

(Phillips, Holanda). 

 

Servicio de Citometría de Flujo: Laboratorio de Inmunología, Facultad de 

Ciencias, Universidad de Chile. 
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5. MÉTODOS 

 

5.1 Evaluación de la respuesta inmune humoral de ratones inoculados 

con diferentes preparaciones de hemocianina-adyuvante 

 

 Ratones hembra de dos a cuatro meses de edad de la cepa C57BL/6 

fueron separados en grupos de tres animales cada uno e individualizados con 

marcas en las orejas. Posteriormente, fueron sometidos a una primera 

inmunización (día uno) vía subcutánea en la pared lateral del cuerpo con cada 

una de las hemocianinas de manera individual o en conjunto con uno de los 

adyuvantes (alúmina, QS-21 o AddaVax). Para ello, se administraron las dosis 

descritas en la Tabla I. Al día 16, se realizó una segunda inmunización por la 

misma vía con las mismas dosis. A los 37 días, se tomó una muestra de sangre 

para obtener el suero. 

 

5.2 Determinación del título de anticuerpos séricos anti-hemocianina 

 

 Para medir el título de anticuerpos anti-hemocianinas en el suero de los 

animales de experimentación, se utilizó el procedimiento de Oliva et al. 200213. 

Brevemente, placas de 96 pocillos fueron cubiertas con 100 µL/pozo de una 

solución conteniendo 10 µg/mL de KLH, CCH o FLH en PBS, durante toda la 

noche a 4 °C y luego, se bloquearon los sitios reactivos remanentes con 200 µL  
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Tabla I: Composición de las distintas formulaciones de hemocianina-adyuvante administradas a 
los animales de experimentación, para determinar respuesta inmune humoral 
 

Grupo Hemocianina (µg) 
en 100 µL de 
volumen total 

Adyuvante (µg) en 
100 µL de volumen 

total 

Referencia 

Control: Sham - - - 

Control: PBS - - - 

KLH 50 - 68 

CCH 50 - 68 

FLH 50 - 68 

KLH más 
Alúmina 

50 100 68, 69 

CCH más 
Alúmina 

50 100 68, 69 

FLH más 
Alúmina 

50 100 68, 69 

KLH más QS-21 50 10 69, modificado de 24 

CCH más QS-21 50 10 69, modificado de 24 

FLH más QS-21 50 10 69, modificado de 24 

KLH más 
AddaVax 

50 1:1 (vol/vol) 69 

CCH más 
AddaVax 

50 1:1 (vol/vol) 69 

FLH más 
AddaVax 

50 1:1 (vol/vol) 69 
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de una solución de PBS-Caseína al 1% durante una hora a 37 °C. A 

continuación, se agregó el suero y se realizaron diluciones seriadas en base 

dos en PBS-Caseína al 1% y se incubaron las placas por dos horas a 37 °C y 

luego, se lavaron los pocillos tres veces con 200 µL de PBS-Tween al 0,02%. 

Posteriormente, se agregaron 100 µL de una solución de PBS-Caseína al 1% 

con suero de cabra anti-IgG de ratón (H+L) conjugado a FAL (dilución 1:2.500) 

y se incubó por 30 minutos a 37 ºC. Los pocillos se lavaron de la misma forma 

señalada anteriormente y se revelaron con 100 µL de una solución 1 mg/mL de 

pNpp en amortiguador FAL. Las placas se incubaron 20 minutos a 37 ºC, la 

reacción se detuvo con 100 µL de NaOH 3 N y se leyó la densidad óptica (DO) 

a 405 nm. Como control de la especificidad de la reacción, se omitió el primer 

anticuerpo. Los resultados se expresaron como dilución del suero versus DO. 

El título de anticuerpos se definió como la dilución del suero a la cual se 

alcanzó la mitad de la DO máxima.  

 

5.3 Determinación de isotipo 

 

Se utilizó el procedimiento de Moltedo et al. 200622. Brevemente, placas 

de 96 pocillos fueron cubiertas con 100 µL/pozo de una solución conteniendo 

10 µg/mL de KLH, CCH o FLH en PBS durante toda la noche a 4 °C y luego, se 

bloquearon los sitios reactivos remanentes con 200 µL de una solución de 

PBS-Caseína al 1% durante una hora a 37 °C. A continuación, se agregó el 
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suero y se realizaron diluciones seriadas en base dos en PBS-Caseína al 1% y 

se incubaron las placas por dos horas a 37 °C y luego, se lavaron los pocillos 

tres veces con 200 µL de PBS-Tween al 0,02%. Posteriormente, se agregaron 

100 µL de una solución de PBS-Caseína al 1% conteniendo suero de cabra 

anti-subclases de IgG de ratón (IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3) conjugados con 

HRP (dilución 1:10.000) y se incubó por 30 minutos a 37° C. Se lavó de la 

misma forma señalada anteriormente y se agregaron 100 µL de la solución 1-

StepTM Ultra TMB-ELISA. Las placas se incubaron 20 minutos a 37 ºC, la 

reacción se detuvo con 100 µL de H2SO4 3 N y se leyó la DO a 450 nm. Como 

control de la especificidad de la reacción, se omitió el anticuerpo específico. 

Los resultados de anticuerpos anti-subclases se expresaron como la mitad de 

la DO máxima de las muestras de suero diluidas apropiadamente.  

 

5.4 Detección de citoquinas 

 

 Se midieron los niveles de IFN-γ e IL-4 para determinar si la respuesta 

humoral era de tipo Th1 o Th2, respectivamente33, 35. Dichas citoquinas fueron 

medidas en el suero de los animales de experimentación, usando kits de ELISA 

específicos adquiridos comercialmente, según las instrucciones de los 

fabricantes. 

 

 



	 46 

5.5 Reacción de hipersensibilidad retardada 

 

Método 1: se midió el grosor del cojinete del pie derecho y el pie izquierdo 

mediante un caliper de alta precisión, tanto en el instante previo a la inyección 

de las hemocianinas como a las 24, 48 y 72 horas. En cada oportunidad, se 

realizaron tres mediciones y se promediaron. Para realizar la inyección, los 

ratones fueron anestesiados intraperitonealmente con 60 µL de ketamina 

diluida en suero fisiológico (1:5). Luego, se inyectaron en el cojinete del pie 

izquierdo del animal 50 µg de cada hemocianina en estudio por vía subcutánea, 

disuelta en 20 µL de PBS. Seguidamente, los ratones se dejaron bajo calor, 

para permitir su recuperación de la anestesia. La reacción de DTH se graficó 

en términos de la diferencia de grosor entre el pie izquierdo y el derecho a lo 

largo del tiempo. 

 

Método 2: se midió el grosor del cojinete del pie derecho y el pie izquierdo 

mediante un caliper de alta precisión, tanto en el instante previo a la inyección 

de las hemocianinas como a las 24, 48 y 72 horas. En cada oportunidad, se 

realizaron tres mediciones y se promediaron. Para realizar la inyección, los 

ratones fueron anestesiados intraperitonealmente con 60 µL de ketamina 

diluida en suero fisiológico (1:5). Luego, se inyectó en el cojinete del pie 

izquierdo del animal 1 x 104 de células tumorales MOC7, suspendidas en 20 µL 

de PBS Dulbecco (modificado de Schillaci et al70). Seguidamente, los ratones 
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se dejaron bajo calor, para permitir su recuperación de la anestesia. La 

reacción de DTH se graficó en términos de la diferencia de grosor entre el pie 

izquierdo y el derecho, a lo largo del tiempo. 

 

5.6 Evaluación del efecto inmunoterapéutico de la formulación FLH más 

QS-21 en un modelo ortotópico de cáncer oral (bioensayo 

terapéutico) 

 

Se empleó el procedimiento general descrito por Paolini et al. 2013 con 

modificaciones56. Grupos de 5 ratones hembra C3H/He previamente separados 

fueron anestesiados con 40-50 mg de Zoletil por kg de peso corporal y fueron 

inyectados con 100 µL de una suspensión de 6 x 105 células AT-84 E7 Luc en 

el piso de la boca, a través de una vía extraoral. En el día 8, los grupos 

recibieron intradérmicamente en el flanco uno de los tratamientos especificados 

en la Tabla II. Posteriormente, el tratamiento fue administrado en el flanco cada 

tres días (días 11, 14, 18 y 20). El crecimiento del tumor fue monitoreado con el 

sistema de imagenología IVIS® Lumina. El sistema incluyó una cámara CCD 

de alta sensibilidad, una cámara de imagenología hermética contra la luz con lo 

requerido para la adquisición y el análisis de imágenes. La emisión de luz fue 

detectada usando el sistema de cámara CCD IVIS® Lumina II y analizado con 

el paquete de software Image Pro®-Premier. Para la adquisición de imágenes, 

los ratones fueron anestesiados como se indicó anteriormente. Después, 
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fueron inyectados intraperitonealmente con 150 mg/Kg de D-luciferina. Diez 

minutos después, la cuantificación de la emisión de luz fue realizada en 

fotones/segundo y visualizada en una escala de pseudo-color. El tiempo de 

exposición del animal fue de 5 minutos. El área del tumor (unidades relativas) 

fue determinado dibujando las regiones de interés (ROI) sobre cada 

localización. Además, los ratones fueron sangrados en los días 11 y 21 (primer 

y segundo sangrado, respectivamente), para obtener muestras de suero y así, 

determinar el título de anticuerpos IgG séricos contra cada hemocianina y el 

isotipo de dichos anticuerpos, mediante ensayos de ELISA. La reacción de 

DTH contra el tumor se realizó en el día 21 del bioensayo. La sobrevida se 

evaluó hasta el día 25 posinoculación de las células. 

 

5.7 Evaluación del efecto inmunoterapéutico de la formulación FLH más 

QS-21 en un modelo ortotópico de cáncer oral (bioensayo 

profiláctico) 

 

 Se empleó el procedimiento general descrito por Paolini et al. 2013 con 

modificaciones56. En el día 14, grupos de 5 ratones hembra C3H/He 

previamente separados fueron inyectados en el flanco con uno de los 

tratamientos indicados en la Tabla II. En el día 0, fueron anestesiados con 40-

50 mg de Zoletil por kg de peso corporal y fueron inyectados con 100 µL de una 

suspensión de 6 x 105 células AT-84 E7 Luc en el piso de la boca, a través de 
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una vía extraoral. Después de ello, el tratamiento idéntico al que se le brindó en 

el día -14 fue administrado en el día 1 y luego, cada 3 días (días 4, 7, 10 y 14). 

La medición del tumor se llevó a cabo de la misma manera en que se detalla 

para el ensayo terapéutico del modelo ortotópico de cáncer oral. Además, los 

ratones fueron sangrados en los días 10 y 21 (primer y segundo sangrado, 

respectivamente), para obtener muestras de suero y así, determinar el título de 

anticuerpos IgG séricos contra cada hemocianina y el isotipo de dichos 

anticuerpos, mediante ensayos de ELISA. La reacción de DTH contra el tumor 

se realizó en el día 15 del bioensayo. La sobrevida se evaluó hasta el día 25 

posinoculación de las células. 

 

5.8 Evaluación del efecto inmunoterapéutico de la formulación FLH más 

QS-21 en un modelo heterotópico de cáncer oral (bioensayo 

profiláctico) 

 

 Se empleó el procedimiento general descrito por Moltedo et al. 2006 con 

modificaciones22. En el día -14, grupos de 5 ratones hembra C57BL/6 

previamente separados fueron inyectados en el flanco con uno de los 

tratamientos indicados en la Tabla II. En el día 0, fueron inyectados con 100 µL 

de una suspensión de 1 x 105 células MOC7 en el flanco opuesto al empleado 

para la aplicación del tratamiento. Después de ello, el tratamiento fue idéntico 

al que se le brindó en el día -14, siendo administrado en el día 7 y luego, cada 
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3 días (días 10, 13, 16 y 20). Los ratones fueron evaluados visualmente y 

mediante palpación en cuanto a la presencia de tumor. El volumen del tumor 

fue monitoreado dos veces a la semana usando un vernier. El mismo fue 

calculado de acuerdo a la fórmula del elipsoide (0,52 x largo x ancho2). 

Además, los ratones fueron sangrados en los días 15 y 34 (primer y segundo 

sangrado, respectivamente) para obtener muestras de suero y así, determinar 

el título de anticuerpos IgG séricos contra cada hemocianina y contra el tumor, 

el isotipo de los anticuerpos IgG séricos anti-hemocianina, y el nivel de 

citoquinas, mediante ensayos de ELISA. La reacción de DTH contra el tumor se 

realizó en el día 30 del bioensayo. La sobrevida se evaluó hasta el día 65 

posinoculación de las células. 

 

Tabla II: Composición de las distintas formulaciones de hemocianina-adyuvante administradas 
a los animales de experimentación, para los bioensayos ortotópicos y heterotópicos de cáncer 
oral 
 

  Grupo Hemocianina (µg) en 100 
µL de volumen total 

Adyuvante (µg) en 100 µL de 
volumen total 

Control: PBS - - 

Control: QS-21 - 10 

KLH 100 - 

FLH 100 - 

KLH más QS-21 50 10 

FLH más QS-21 50 10 
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5.9 Determinación de la reacción cruzada entre anticuerpos anti-

hemocianina y antígenos de superficie presentes en la línea tumoral 

MOC7 

 

 Brevemente, placas de 96 pocillos fueron sembradas con 100 µL/pozo de 

una suspensión conteniendo 5 x 104 células tumorales de MOC7 en medio 

DMEM con SFB 5% durante toda la noche a 37 °C y luego, se fijaron las 

células con 100 µL de paraformaldehído 0,5% durante 10 minutos. El medio se 

descartó, y se repitió la adición y el descarte de paraformaldehído. A 

continuación, se agregó el suero de los animales de experimentación y se 

realizaron diluciones seriadas en base dos en PBS-Caseína al 1% y se 

incubaron las placas por dos horas a 37 °C; luego, se lavaron los pocillos tres 

veces con 200 µL de PBS-Tween al 0,02%. Posteriormente, se agregaron 100 

µL de una solución de PBS-Caseína al 1% con el anticuerpo secundario de 

cabra anti-IgG (H+L) de ratón conjugado a fosfatasa alcalina (dilución 1:2.500) 

y se incubó por 30 minutos a 37 ºC. Los pocillos se lavaron de la misma forma 

señalada anteriormente y se revelaron con 100 µL de una solución 1 mg/mL de 

pNpp en amortiguador FAL. Las placas se incubaron 20 minutos a 37 ºC, la 

reacción se detuvo con 100 µL de NaOH 3 N y se leyó la DO a 405 nm. Como 

control de la especificidad de la reacción, se omitió el primer anticuerpo. Los 

resultados se expresaron como dilución del suero versus DO. El título de 
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anticuerpos se definió como la dilución del suero a la cual se alcanzó la mitad 

de la DO máxima.  

 

5.10 Ensayo de viabilidad celular mediante Alamar Blue 

 

Se utilizó el ensayo comercial Alamar Blue, de acuerdo a las instrucciones 

del fabricante. Brevemente, se sembraron en placas de 96 pocillos 2 x 104 

células por pocillo de las líneas tumorales AT-84, MOC7 o AT-84 E7 Luc. En el 

caso del ensayo a 72 horas, a las tres horas después de sembradas las 

células, fueron incubadas con diferentes concentraciones de KLH, CCH y FLH 

(0, 7,81, 15,63, 31,25, 62,50, 125 y 250 µg/mL28), solas y también con los 

adyuvantes Alúmina, QS-21 o AddaVax (en las mismas proporciones de las 

formulaciones descritas en la Tabla I). A las 72 horas después de su 

aplicación, se retiró el medio y se añadieron 100 µL del reactivo Alamar Blue 

(preparado diluyendo 1:10 en medio DMEM con 5% de suero fetal bovino) y se 

incubó a 37 °C. Para el ensayo a 24 horas, 48 horas después de la siembra, se 

aplicaron las diversas formulaciones y, a las 24 horas después de su 

aplicación, se retiró el medio y se añadieron 100 µL del reactivo Alamar Blue, 

preparado como se mencionó anteriormente, y se incubó a 37 °C. Las lecturas 

para ambos ensayos se llevaron a cabo 4 horas después de aplicar el Alamar 

Blue. Como controles, se utilizaron las hemocianinas y los adyuvantes solos, y 
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como control positivo, se empleó doxorubicina (10 µM), una conocida droga 

antitumoral que es frecuentemente usada en quimioterapia71, 72.  

 

5.11 Análisis de resultados 

 

Para la comparación entre grupos, se usó ANOVA de una o dos vías y 

post-confirmación con el ensayo de Bonferroni. Para el análisis de 

sobrevivencia, se utilizó el método de Kaplan-Meier. En todos los casos, se 

dispuso del programa GraphPad Prism 6. En el caso de los bioensayos, se 

consideró significativo un valor de p < 0,05, y en los de viabilidad celular, uno 

de p < 0,0001. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Respuesta inmune humoral y celular específica de las distintas 

formulaciones de hemocianina-adyuvante en un modelo murino 

 

6.1.1   Respuesta inmune humoral específica de las distintas 

formulaciones de hemocianina-adyuvante en ratones de la cepa 

C57BL/6 

 

 En primer lugar, se procedió a inmunizar los animales de experimentación 

con las diferentes hemocianinas solas o junto con los diferentes adyuvantes 

para medir su efecto en la potencia de la respuesta inmune humoral específica 

contra ellas. En la Figura 3A se muestra el protocolo experimental, que 

consistió en la aplicación de dos dosis similares (día 1 y día 16) de cada una de 

las hemocianinas solas o en conjunto con uno de los tres adyuvantes de 

interés. Un día después de la administración de la dosis, se revisó el sitio de 

inyección, y sólo en el caso de las formulaciones con AddaVax, se observó una 

ligera inflamación en el sitio de aplicación. No obstante, la misma desapareció 

a las 48 horas.  

 

A los 37 días de la inmunización secundaria, se determinó el título de 

anticuerpos séricos anti-hemocianina (IgG total) mediante un ensayo de ELISA 
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indirecto. Como se observa en la Figura 3B, se produjo una diferencia 

significativa entre el título contra cada hemocianina sola (en torno a 33 

diluciones para KLH, 90 para CCH y 180 para FLH) y cada hemocianina 

mezclada con el adyuvante QS-21 (en torno a 1.000 diluciones para KLH, 865 

para CCH y 2.025 para FLH). En el caso del AddaVax, esta diferencia solo se 

observó usando KLH y FLH (en torno a 430 y 890 diluciones, respectivamente). 

Al comparar entre los tres tratamientos con QS-21, aquel donde se empleó FLH 

presentó una diferencia significativa en relación con los otros dos, 

concluyéndose que para este ensayo, el que brindó los mejores resultados en 

cuanto a potencia de la respuesta inmune humoral específica fue FLH más QS-

21. 

 

Otro de los aspectos evaluados fue el perfil de tipo Th1 o Th2 de la 

respuesta humoral observada con cada uno de los tratamientos. En la Figura 

3C se muestra la determinación de los isotipos de IgG anti-hemocianina en 

dichas condiciones. En el caso de las formulaciones constituidas por las 

hemocianinas solas y en combinación con Alúmina, no se observó una 

diferencia significativa entre el isotipo IgG1 y los isotipos IgG2a, IgG2b e IgG3. 

En contraposición con esta situación, todos los tratamientos con QS-21 y 

AddaVax fueron indicativos del desarrollo de una respuesta inmune de tipo 

Th1, con predominio de IgG2a. Sin embargo, cabe resaltar que las respuestas 

a las preparaciones con QS-21 presentaron una polarización mayor hacia una 
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respuesta inmune de este perfil. Se evaluó mediante ELISA si este resultado se 

correlacionaba con un aumento de la concentración sérica de INF-γ y, a su vez, 

a un nivel basal de IL-4 en todos los tratamientos, excepto con Alúmina, 

encontrándose resultados negativos en ambos casos para todos los grupos 

estudiados (valores por debajo del valor menor de la curva de calibración de 

cada ensayo), incluidos los grupos Sham y PBS.  
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Figura 3: Efecto sobre la respuesta inmune humoral de ratones C57BL/6 inmunizados con hemocianinas de moluscos solas 
o en conjunto con adyuvantes de vacunas. A. Esquema del protocolo de inmunización de los animales de experimentación. 
Grupos de tres ratones C57BL/6 hembras de dos a cuatro meses de edad fueron inmunizados vía subcutánea en los días 1 y 16 con 
uno de los siguientes tratamientos: 50 µg de KLH, CCH o FLH sola o en conjunto con 100 µg de alúmina, 10 µg de QS-21, en una 
relación 1:1 (vol/vol) de AddaVax en 100 µL de volumen total o 100 µL de PBS. Se tomó una muestra de suero a cada animal en el 
día 37, posterior a la inmunización secundaria para los análisis que se describen a continuación. B. Determinación del título de IgG 
total anti-hemocianina en la respuesta secundaria mediante un ensayo de ELISA indirecto. Se muestra la media de los valores 
obtenidos para cada tratamiento junto con el respectivo error estándar de la media. Se comparó mediante ANOVA de una vía el 
valor del título total de IgG anti-hemocianina del tratamiento con la hemocianina sola contra aquellos con la hemocianina homóloga 
y cada uno de los adyuvantes empleados. **** p<0,0001, ** p<0,01, ^^^ p<0,001. n=2, tres ratones por grupo. C. Determinación de 
los isotipos de IgG específicos anti-hemocianina mediante un ensayo de ELISA indirecto específico para cada isotipo. Para la 
comparación, se tomó la mitad de la DO máxima obtenida para cada uno de los isotipos de los distintos tratamientos22. Las diluciones 
para las hemocianinas solas fueron las siguientes: KLH, IgG1 (80); CCH, IgG1 (320), IgG2a (160), IgG2b (80); FLH, IgG1 (640), 
IgG2a (80), IgG2b (320), IgG3 (160). Para las hemocianinas más Alumina, las diluciones fueron: KLH, IgG1 (5.120), IgG2a e IgG2b 
(160); CCH, IgG1 (640), IgG2a (160), IgG2b (320); FLH, IgG1 (2.560), IgG2a e IgG2b (640). Para las hemocianinas más QS-21, las 
diluciones fueron: KLH, IgG1 (5.120), Ig2a e IgG2b (2.560), IgG3 (320); CCH, IgG1 e IgG2a (10.240), IgG2b (5.120), IgG3 (320); 
FLH, IgG1, IgG2a e IgG2b (10.240), IgG3 (5.120). Para las hemocianinas más AddaVax, las diluciones fueron: KLH, IgG1 (10.240), 
IgG2a (640), IgG2b (320); CCH, IgG1 (10.240), IgG2a e IgG2b (1.280); FLH, IgG1 (5.120), IgG2a (1.280), IgG2b (640). Se comparó 
la IgG1 contra la IgG2a, IgG2b e IgG3 de cada uno de los tratamientos mediante ANOVA de dos vías. *** p<0,001, ** p<0,01, * 
p<0,05 (ensayo representativo de dos experimentos independientes, pool de tres ratones). 
 
 
 
 
 

K
LH

C
C
H

FL
H

K
LH

C
C
H

FL
H

K
LH

 C
C
H

FL
H

K
LH

C
C
H

FL
H

0

500

1.000

1.500

2.000

2.500

Tí
tu

lo
 A

c 
es

pe
cí

fic
os

****

**

Alúmina AddaVaxQS-21

****
****

^^^

**

Hemocianinas solas

KLH CCH FLH
0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

1,25

A
bs

or
ba

n
ci

a 
(U

A
)

IgG1
IgG2a
IgG2b
IgG3

QS-21

KLH CCH FLH
0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

1,25

Ab
so

rb
an

ci
a 

(U
A)

IgG1
IgG2a
IgG2b
IgG3

***
*** ***

Alúmina

KLH CCH FLH
0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

1,25
Ab

so
rb

an
ci

a 
(U

A)
IgG1
IgG2a
IgG2b
IgG3

AddaVax

KLH CCH FLH
0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

1,25

Ab
so

rb
an

ci
a 

(U
A)

IgG1
IgG2a
IgG2b
IgG3

**
**

***

*

**



	 58 

6.1.2    Respuesta inmune celular específica de las distintas formulaciones 

de hemocianina-adyuvante en ratones de la cepa C57BL/6 

 

Con los mismos grupos de animales usados anteriormente para 

determinar la respuesta humoral anti-hemocianina, también se caracterizó la 

respuesta inmune celular midiendo la reacción de hipersensibilidad retardada 

(DTH) anti-hemocianina. Con este propósito, se aplicaron 50 µg de la 

hemocianina empleada en el tratamiento de un determinado grupo, en el 

cojinete izquierdo de cada animal y, usando el cojinete derecho como control. 

Las mediciones se llevaron a cabo al momento de iniciar el experimento 

(tiempo 0) y a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la inyección de cada proteína. 

Como se muestra en la Figura 4, los tratamientos con cada hemocianina sola y 

KLH o CCH más Alúmina o AddaVax, no presentaron diferencias significativas 

en la respuesta con respecto al grupo control, tratado con PBS, vehículo en 

que se inyectaron las hemocianinas. En contraste, con los demás tratamientos 

sí se encontró diferencias significativas en las formulaciones de FLH más 

Alúmina o AddaVax, en que hubo una respuesta DTH considerable a las 48 

horas posteriores a la aplicación de la hemocianina. En cuanto a la formulación 

KLH más QS-21, también hubo un aumento en la respuesta a las 24 y 48 

horas. Finalmente, las formulaciones CCH y FLH más QS-21 mostraron las 

mayores respuestas, alcanzando un valor máximo a las 48 horas de 0,64 y 

0,68, respectivamente. 
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Figura 4: Efecto sobre la respuesta inmune celular de ratones inmunizados con hemocianinas de moluscos solas o en 
conjunto con adyuvantes de vacunas. La prueba de hipersensibilidad retardada se llevó a cabo mediante la aplicación de la 
hemocianina homóloga del tratamiento en el cojinete de la pata izquierda del ratón, y la medicion de la diferencia de grosor con 
respecto al de la pata derecha al iniciar el experimento (tiempo  0), y a las 24, 48 y 72 horas. Se muestra la media de los valores 
obtenidos junto con el respectivo error estándar de la media. Se comparó la diferencia de grosor del grupo control a los diferentes 
tiempos de medición con respecto al de los demás tratamientos a los mismos tiempos. **** p<0,0001, *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05, 
analizado mediante ANOVA de una vía. n=2, tres ratones por grupo.  
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6.2 Efecto antitumoral in vivo en dos modelos murinos de cáncer oral de 

FLH en conjunto con QS-21 

 

 Debido a que la formulación FLH más QS-21 fue la que brindó mejores 

resultados en el Objetivo 1, se eligió para evaluar el efecto antitumoral en el 

modelo ortotópico de cáncer oral de ratones C3H/He desafiados con la línea de 

células de cáncer oral AT-84 E7 Luc, tanto en un protocolo profiláctico como 

uno terapéutico. Estos experimentos se realizaron durante una estadía de tres 

meses (Abril-Julio de 2015) en el Departamento de Virología, dirigido por el Dr. 

Aldo Venuti, del Instituto Regina Elena, Roma, Italia. 

 

6.2.1   Efecto inmunoterapéutico de hemocianinas-adyuvantes, en un 

ensayo terapéutico usando el modelo ortotópico de cáncer oral de 

ratones C3H/He desafiados con la línea AT-84 E7 Luc 

 

 En este bioensayo, al igual que en los demás realizados con modelos de 

cáncer oral, se empleó como control la FLH sola, y también KLH sola y junto 

con el QS-21. Además, se incluyó el QS-21, para conocer el efecto de este 

adyuvante solo en el desarrollo del carcinoma oral murino, y PBS como control, 

por ser el vehículo de las hemocianinas. En la Figura 5A se presenta el 

esquema del protocolo empleado en el bioensayo terapéutico.  
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En la Figura 6 se muestran las imágenes obtenidas para el ensayo 

terapéutico, mediante el sistema de imagenología IVIS® Lumina. Las imágenes 

exhiben el avance en el crecimiento tumoral al transcurrir el tiempo del 

bioensayo. Además, al lado de cada grupo se adjunta la escala de color, donde 

el azul indica un menor flujo de luminiscencia (zona con menor tejido tumoral) y 

el rojo uno mayor (zona con mayor tejido tumoral). También, se aprecia cómo 

fueron muriendo los individuos de los distintos grupos a medida que avanzaba 

el ensayo. Las muertes se distinguieron entre aquellas ocasionadas a causa 

del tumor o como consecuencia de que el animal fue eutanasiado, al presentar 

un tumor con un volumen en torno a 2.000 mm3, y aquellas que sucedieron al 

poco tiempo de la aplicación de la anestesia, requerida para la obtención de la 

imagen (cruz roja) o el desafío con las células tumorales (ocurrida a menos de 

8 horas posteriores a la inyección, cruz verde). Los datos de sobrevivencia para 

cada uno de los grupos también se aprecian en la figura (Figura 7A). En este 

bioensayo, los grupos con mayor porcentaje de sobrevida fueron QS-21 y FLH, 

siendo éste un 80%. Junto con esto, en la Figura 7B, se muestra que no existe 

una diferencia significativa en el desarrollo de tumor entre los distintos 

tratamientos utilizados con respecto al control. Para dicho gráfico, no se 

consideraron los ratones que se encontraron muertos (inanición y/o anestesia) 

y a los cuales no se les evaluó la presencia de tumor. 
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 También, se caracterizó la respuesta humoral y celular de las 

formulaciones. Es así que en cuanto al título de IgG anti-hemocianina, no se 

apreció una diferencia significativa entre el valor obtenido para la hemocianina 

sola en comparación a la misma hemocianina junto con QS-21 (Figura 5B). 

 

En lo que respecta al tipo de respuesta inmune, evaluando el isotipo de 

los anticuerpos específicos anti-hemocianina, se encontró que ésta fue 

indicativa de una tipo Th1 para cada uno de los tratamientos (con excepción de 

KLH sola, pues no se contaba con suficiente suero para la realización del 

ensayo), porque se encontró una diferencia significativa entre el valor obtenido 

para la IgG1 versus la IgG2a y la IgG2b, como se muestra en la Figura 5C. 

 

Para la respuesta celular, la formulación FLH más QS-21 mostró 

diferencias significativas en la DTH con respecto al grupo control a los distintos 

tiempos analizados (Figura 5D). Para los tratamientos FLH y KLH más QS-21 

también se apreciaron diferencias significativas, pero no a todos los tiempos 

(24 y 48 horas, y 48 y 72 horas, respectivamente). Los tratamientos sólo con 

KLH o con QS-21 fueron similares al grupo control en todos los tiempos. 
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6.2.2    Efecto inmunoterapéutico de hemocianinas-adyuvantes, en un 

ensayo profiláctico usando el modelo ortotópico de cáncer oral de 

ratones C3H/He desafiados con la línea AT-84 E7 Luc 

 

En la Figura 8A se muestra el esquema del protocolo usado en el 

bioensayo profiláctico. En este bioensayo, los animales del grupo FLH más QS-

21 desarrollaron pequeñas lesiones superficiales en la piel, específicamente en 

el sitio de aplicación de la formulación, después de cuatro dosis administradas. 

No obstante, no hubo cambio en la conducta de los animales. En la Figura 9, 

se exhiben las imágenes obtenidas para este bioensayo, las cuales siguen los 

mismos criterios y características descritos para el bioensayo terapéutico. Las 

mismas muestran el desarrollo del carcinoma de cabeza y cuello conforme 

avanzaba el bioensayo. También se presentaron los datos de sobrevivencia 

para cada uno de los grupos (Figura 10A). Todos los sujetos de 

experimentación de los grupos QS-21 y FLH más QS-21 llegaron hasta el final 

del bioensayo, siendo esto significativo en relación con el grupo control. Sin 

embargo, únicamente el grupo FLH más QS-21 mostró una disminución 

significativa en el desarrollo del tumor hasta el día 16, tal y como se exhibe en 

la Figura 10B. Al igual que para el tratamiento terapéutico, no se consideraron 

los ratones que se encontraron muertos (inanición y/o anestesia) y a los cuales 

no se les evaluó la presencia de tumor. 
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Bajo este esquema de tratamiento, al evaluar el título de IgG anti-

hemocianina obtenido se encontró una diferencia significativa entre la 

formulación constituida por KLH únicamente y la que presentaba KLH más QS-

21, para las dos muestras tomadas a distintos tiempos, tal y como se observa 

en la Figura 8B. 

 

 El análisis fue indicativo de una respuesta inmune balanceada durante el 

primer sangrado, esto es de tipo Th1/Th2, ya que no se observó una diferencia 

significativa entre los resultados de la IgG1 versus IgG2a, IgG2b e IgG3 

(Figura 8C). Sin embargo, al analizar las muestras del segundo sangrado, se 

observó un aumento de las IgG2a e IgG2b con respecto a la IgG1, indicativo de 

una respuesta inmune de tipo Th1. También, esta respuesta fue mucho más 

polarizada en comparación con la observada en el bioensayo terapéutico. 

 

 Finalmente, en la prueba de hipersensibilidad retardada hubo una 

diferencia significativa en todos los tiempos analizados para KLH y FLH con 

QS-21, siendo los mayores valores obtenidos (Figura 8D). Además, no hubo 

una diferencia significativa entre ambos grupos. Para FLH, se encontró una 

diferencia significativa a 24 y 48 horas, y para KLH y QS-21 no hubo 

diferencias con respecto al control a ninguno de los tiempos de medición.  
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6.2.3    Efecto inmunoterapéutico de hemocianinas-adyuvantes, en un 

ensayo profiláctico usando el modelo heterotópico de cáncer oral 

de ratones C57BL/6 desafiados con la línea MOC7 

 

Se realizó un bioensayo profiláctico en ratones C57BL/6 desafiados con la 

línea de células tumorales MOC7 en un modelo heterotópico, esto inyectando 

las células subcutáneamente en la pared costal del cuerpo. En este bioensayo, 

no se presentaron heridas en ninguna de las formulaciones con QS-21, pues 

las dosis se aplicaron en diferentes posiciones en torno a la zona de inyección 

del tumor en los animales de experimentación. En la Figura 11A se muestra el 

esquema del protocolo utilizado. En la Figura 11B se observa la medición del 

volumen del tumor para los distintos grupos hasta el día 23, pues a partir de 

ese momento se comenzó a dar la muerte de los animales de experimentación 

por razones bioéticas, debido al desarrollo de metástasis a nivel pulmonar. No 

se encontró una diferencia significativa en el tamaño promedio medido para 

cada grupo con respecto al grupo control. También se muestra el momento de 

aparición del tumor y la sobrevivencia de los animales para los diferentes 

tratamientos (Figuras 11C y 11D, respectivamente), encontrándose el 

desarrollo del carcinoma de cabeza y cuello en todos los sujetos de 

experimentación. Además, únicamente un sujeto de experimentación del grupo 

FLH y uno de FLH más QS-21 llegaron al final del bioensayo al día 65. No 
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obstante, no se encontró una diferencia significativa en cuanto al período de 

sobrevivencia con respecto al grupo control. 

 

 Para la respuesta humoral, específicamente con respecto al título de IgG 

anti-hemocianina, no se encontró una diferencia significativa entre la 

formulación constituida por cada hemocianina sola o con QS-21 (Figura 12A). 

En cuanto al tipo de respuesta inmune, a partir de las muestras tomadas en el 

primer sangrado, el ensayo fue indicativo de una respuesta inmune balanceada 

de tipo Th1/Th2, ya que no se observó una diferencia significativa entre los 

niveles de la IgG1 versus IgG2a, IgG2b e IgG3, con excepción de la 

formulación KLH más QS-21, la cual fue Th1 (Figura 12B). Sin embargo, al 

analizar las muestras del segundo sangrado, sí se observó una respuesta 

inmune indicativa de una de tipo Th1 para ambas formulaciones de 

hemocianina más QS-21, con una diferencia significativa entre IgG1 e IgG2b. 

Además, se evaluó mediante ELISA si este resultado se correlacionaba con las 

concentraciones de citoquinas. Los resultados fueron negativos para IFN-γ e IL-

4 en todos los grupos estudiados (valores por debajo del valor menor de la 

curva de calibración de cada ensayo), incluidos QS-21 y PBS.  

 

 En la prueba de hipersensibilidad retardada de este bioensayo, no hubo 

una diferencia significativa a los distintos tiempos con respecto al grupo control 

(Figura 12C). 
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Figura 5: Respuesta inmune humoral y celular de los animales de experimentación del bioensayo terapéutico del modelo 
ortotópico de cáncer oral de ratones C3H/He desafiados con la línea AT-84 E7 Luc. A. Esquema del bioensayo terapéutico. 
Grupos de cinco ratones C3H/He hembras fueron inmunizados con uno de los siguientes tratamientos: 100 µg de KLH o FLH, 50 µg 
de KLH o FLH más 10 µg de QS-21, 10 µg de QS-21 o 100 µL de PBS. B. Determinación del título de IgG total anti-hemocianina 
mediante un ensayo de ELISA indirecto. Para ello, se tomaron muestras de suero en los días 11 y 21. Se muestra la media de los 
valores obtenidos para cada grupo, junto con el respectivo error estándar de la media. Se comparó el valor del título total de IgG 
anti-hemocianina del tratamiento con la hemocianina sola contra el de la misma hemocianina y QS-21, analizado mediante ANOVA 
de una vía. n=1, cinco ratones por grupo. C. Determinación de los isotipos de IgG específico anti-hemocianina mediante un ensayo 
de ELISA indirecto específico para cada isotipo. Se llevó a cabo con las mismas muestras de suero tomadas los días 11 y 21 del 
bioensayo. Las diluciones fueron: FLH, IgG1 (320), IgG2a e IgG2b (640), IgG3 (320); KLH + QS-21, IgG1 e IgG2a (10.240), IgG2b 
(1.280), IgG3 (640); FLH más QS-21, IgG1 (10.240), IgG2a (5.120), IgG2b (1.280), IgG3 (640). Se comparó la IgG1 contra la IgG2a, 
IgG2b e IgG3 de cada uno de los tratamientos. **** p<0,0001, *** p<0,001, analizado mediante ANOVA de dos vías. n=1, pool de 
cinco ratones. ND: no determinado. D. Prueba de hipersensibilidad retardada. Se realizó  mediante la aplicación de la hemocianina 
propia del tratamiento para cada uno de los grupos en el cojinete de la pata izquierda del ratón y la medición de la diferencia de 
grosor con respecto al de la pata derecha a 24, 48 y 72 horas. Se muestra la media de los valores obtenidos para cada grupo, junto 
con el respectivo error estándar de la media. Se comparó la diferencia de grosor del grupo control a los diferentes tiempos de 
medición con respecto al de los demás tratamientos a los mismos tiempos. **** p<0,0001, *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05, analizado 
mediante ANOVA de una vía. n=1, cinco ratones por grupo. 
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Figura 6: Efecto de hemocianinas más QS-21 en un esquema de tratamiento terapéutico, en el modelo ortotópico de cáncer 
oral de ratones C3H/He desafiados con la línea celular AT-84 E7 Luc. Se muestran las imágenes de emisión de luz de la zona 
del cuello de los animales de experimentación a los 8, 13, 18, 20, y 25 posdesafío, obtenidas con el sistema de imagenología IVIS® 
Lumina. Para su adquisición, los ratones fueron anestesiados e inyectados intraperitonealmente con 150 mg/Kg de D-luciferina y 10 
minutos después, se expuso el animal a la cámara CCD durante 5 minutos. En la escala de color, el azul indica un menor flujo de 
luminiscencia y el rojo uno mayor. La cruz verde representa los animales encontrados muertos o eutanasiados y la cruz roja los que 
murieron después de la aplicación de la anestesia requerida para dormir al ratón, previo a la obtención de la imagen o al desafío con 
las células tumorales (menos de 8 horas posteriores a la anestesia).   
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Figura 7: Bioensayo terapéutico del modelo ortotópico de cáncer oral de ratones C3H/He desafiados con la línea AT-84 E7 
Luc. A. Sobrevivencia de los animales del bioensayo. El análisis de sobrevivencia de Kaplan-Meier fue realizado usando la prueba 
de long-rank. n=1, cinco ratones por grupo, con excepción del grupo FLH más QS-21 (cuatro ratones). B. Efecto de los tratamientos 
en el crecimiento del carcinoma de cabeza y cuello. El área del tumor fue medido empleando el paquete de software Image Pro®-
Premier a partir de las imágenes obtenidas mediante el sistema de imagenología IVIS® Lumina. Se muestra la media de los valores 
obtenidos para cada grupo, junto con el respectivo error estándar de la media. Se comparó el valor del área del tumor para cada 
tratamiento con respecto al del grupo control y se analizó mediante ANOVA de una vía. n=1, cinco ratones por grupo.
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Figura 8: Respuesta inmune humoral y celular de los animales de experimentación del bioensayo profiláctico del modelo 
ortotópico de cáncer oral de ratones C3H/He desafiados con la línea AT-84 E7 Luc. A. Esquema de bioensayo profiláctico. 
Grupos de cinco ratones C3H/He hembras fueron inmunizados con uno de los siguientes tratamientos: 100 µg de KLH o FLH, 50 µg 
de KLH o FLH más 10 µg de QS-21, 10 µg de QS-21 o 100 µL de PBS. B. Determinación del título de IgG total anti-hemocianina 
mediante un ensayo de ELISA indirecto. Para ello, se tomaron muestras de suero en los días 10 y 21. Se muestra la media de los 
valores obtenidos para cada grupo, junto con el respectivo error estándar de la media. Se comparó el valor del título total de IgG 
anti-hemocianina del tratamiento con la hemocianina sola contra el de la misma hemocianina y QS-21 a los distintos tiempos. **** 
p<0,0001, *** p<0,001, analizado mediante ANOVA de una vía. n=1, cinco ratones por grupo. C. Determinación de los isotipos de 
IgG específico anti-hemocianina mediante un ensayo de ELISA indirecto específico para cada isotipo. Se llevó a cabo con las mismas 
muestras de suero tomadas los días 11 y 21 del bioensayo. En el caso del segundo sangrado, las diluciones fueron: KLH, IgG1 
(10.240), IgG2a, IgG2b e IgG3 (1.280); FLH, IgG1 (20.480), IgG2a (81.920), IgG2b (5.120), IgG3 (320); KLH + QS-21, IgG1 (10.240), 
IgG2a (164.840), IgG2b (5.120), IgG3 (640); FLH más QS-21, IgG1 (20.480), IgG2a (81.920), IgG2b (10.240), IgG3 (640). Se 
comparó la IgG1 contra la IgG2a, IgG2b e IgG3 de cada uno de los tratamientos. **** p<0,0001, *** p<0,001, ** p<0,01, analizado 
mediante ANOVA de dos vías. n=1, pool de cinco ratones. D. Prueba de hipersensibilidad retardada. Se realizó mediante la aplicación 
de la hemocianina propia del tratamiento para cada uno de los grupos en el cojinete de la pata izquierda del ratón y la medicion de 
la diferencia de grosor con respecto al de la pata derecha a 24, 48 y 72 horas. Se muestra la media de los valores obtenidos para 
cada grupo, junto con el respectivo error estándar de la media. Se comparó la diferencia de grosor del grupo control a los diferentes 
tiempos de medición con respecto al de los demás tratamientos a los mismos tiempos. **** p<0,0001, *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05, 
analizado mediante ANOVA de una vía. n=1, cinco ratones por grupo. 
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Figura 9: Efecto de hemocianinas más QS-21 en un esquema de tratamiento profiláctico, en el modelo ortotópico de cáncer 
oral de ratones C3H/He desafiados con la línea celular AT-84 E7 Luc. Se muestran las imágenes de emisión de luz de la zona 
del cuello de los animales de experimentación, a los 7, 11, 16, 18, 21 y 25 posdesafío, obtenidas con el sistema de imagenología 
IVIS® Lumina. Para su adquisición, los ratones fueron anestesiados e inyectados intraperitonealmente con 150 mg/Kg de D-luciferina 
y 10 minutos después, se expuso el animal a la cámara CCD durante 5 minutos. En la escala de color, el azul indica un menor flujo 
de luminiscencia y el rojo uno mayor. La cruz verde representa los animales encontrados muertos o eutanasiados y la cruz roja los 
que murieron después de la aplicación de la anestesia requerida para dormir al ratón, previo a la obtención de la imagen o al desafío 
con las células tumorales (menos de 8 horas posteriores a la anestesia). 
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Figura 10: Bioensayo profiláctico del modelo ortotópico de cáncer oral de ratones C3H/He desafiados con la línea AT-84 E7 
Luc. A. Sobrevivencia de los animales del bioensayo. El análisis de sobrevivencia de Kaplan-Meier fue realizado usando la prueba 
de long-rank. * p<0,05. n=1, cinco ratones por grupo, con excepción del grupo FLH más QS-21 (cuatro ratones). B. Efecto de los 
tratamientos en el crecimiento del carcinoma de cabeza y cuello. El área del tumor fue medido empleando el paquete de software 
Image Pro®-Premier a partir de las imágenes obtenidas mediante el sistema de imagenología IVIS® Lumina. Se muestra la media 
de los valores obtenidos para cada grupo, junto con el respectivo error estándar de la media. Se comparó el valor del área del tumor 
para cada tratamiento con respecto al del grupo control y se analizó mediante ANOVA de una vía. * p<0,05. n=1, cinco ratones por 
grupo.
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Figura 11: Bioensayo profiláctico del modelo heterotópico de cáncer oral de ratones C57BL/6 desafiados con la línea MOC7. 
A. Esquema del bioensayo profiláctico. Grupos de tres ratones C57BL/6 hembras fueron inmunizados con uno de los siguientes 
tratamientos: 100 µg de KLH o FLH, 50 µg de KLH o FLH más 10 µg de QS-21, 10 µg de QS-21 o 100 µL de PBS. B. Efecto de los 
tratamientos en el crecimiento del carcinoma de cabeza y cuello. El tumor fue medido dos veces a la semana a partir del día 13 del 
bioensayo. Se muestra la media de los valores obtenidos para cada grupo, junto con el respectivo error estándar de la media. Se 
comparó el valor del volumen del tumor para cada tratamiento con respecto al del grupo control y se analizó mediante ANOVA de 
una vía. n=1, tres ratones por grupo. C. Efecto de los tratamientos en la aparición del carcinoma de cabeza y cuello. La aparición de 
tumor fue determinado por 27 días después del desafío con las células MOC7. n=1, tres ratones por grupo. D. Sobrevivencia de los 
animales. El análisis de sobrevivencia de Kaplan-Meier fue realizado usando la prueba de long-rank. n=1, tres ratones por grupo.  
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Figura 12: Respuesta inmune humoral y celular de los animales de experimentación del bioensayo profiláctico del modelo 
heterotópico de cáncer oral de ratones C57BL/6 desafiados con la línea MOC7. A. Determinación del título de IgG total anti-
hemocianina mediante un ensayo de ELISA indirecto. Para ello, se tomaron muestras de suero en los días 15 y 34. Se muestra la 
media de los valores obtenidos para cada grupo, junto con el respectivo error estándar de la media. Se comparó el valor del título 
total de IgG anti-hemocianina del tratamiento con la hemocianina sola contra el de la misma hemocianina y QS-21 a los distintos 
tiempos, analizado mediante ANOVA de una vía. n=1, tres ratones por grupo. B. Determinación de los isotipos de IgG específico 
anti-hemocianina mediante un ensayo de ELISA indirecto específico para cada isotipo. Se llevó a cabo con las mismas muestras de 
suero tomadas los días 15 y 34 del bioensayo. En el caso del segundo sangrado, las diluciones fueron: KLH, IgG1 (40.960), IgG2a 
(640), IgG2b (2.560); FLH, IgG1 (40.960), IgG2a (640), IgG2b (2.560), IgG3 (5.120); KLH + QS-21, IgG1 (20.480), IgG2a e IgG2b 
(10.240); FLH más QS-21, IgG1 (40.980), IgG2a (20.480), IgG2b (10.240), IgG3 (2.560). Se comparó la IgG1 contra la IgG2a, IgG2b 
e IgG3 de cada uno de los tratamientos. * p<0,05, analizado mediante ANOVA de dos vías. n=1, pool de tres ratones. C. Prueba de 
hipersensibilidad retardada. Se realizó mediante la aplicación de la hemocianina propia del tratamiento para cada uno de los grupos 
en el cojinete de la pata izquierda del ratón y la medicion de la diferencia de grosor con respecto al de la pata derecha a 24, 48 y 72 
horas. Se muestra la media de los valores obtenidos para cada grupo, junto con el respectivo error estándar de la media. Se comparó 
la diferencia de grosor del grupo control a los diferentes tiempos de medición con respecto al de los demás tratamientos a los mismos 
tiempos, analizado mediante ANOVA de una vía. n=1, tres ratones por grupo. 
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6.3 Efecto citotóxico y reacción cruzada entre los anticuerpos anti-

hemocianina y antígenos de superficie de las células tumorales que 

contribuyen al mecanismo de acción de las distintas formulaciones 

hemocianina-adyuvante 

 

6.3.1    Efecto in vitro de las hemocianinas solas o en conjunto con 

adyuvantes sobre la viabilidad celular de las líneas tumorales de 

cáncer oral AT-84, AT-84 E7 Luc y MOC7 

 

Para determinar el efecto de las preparaciones sobre la proliferación de 

las líneas celulares de cáncer oral, se evaluaron distintas concentraciones de 

hemocianina partiendo de una concentración cercana a la que se obtendría al 

momento de ser aplicada a los animales de experimentación. Junto con ello, en 

el caso de los tratamientos constituidos por una hemocianina y un adyuvante, 

las concentraciones de adyuvante usadas fueron proporcionales a las de la 

hemocianina, teniendo como referencia la concentración a la cual cada una de 

estas sustancias fue aplicada en los bioensayos del Objetivo 1.1. La 

comparación de la viabilidad celular se determinó con respecto al valor 

obtenido para un cultivo similar sin tratamiento. 
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En el caso de la línea celular AT-84, no se encontró una disminución 

significativa de la viabilidad celular a las 24 y 72 horas de cultivo con las 

distintas hemocianinas, como se observa en la Figura 13A.  

 

Para los tratamientos en conjunto con los distintos adyuvantes, se 

observaron diferentes efectos, pero todos relacionados con el adyuvante 

presente en la preparación. En el caso de la Alúmina (Figura 13B), a 24 horas 

no hubo una disminución de la viabilidad celular cuando se aplicó sola o en 

conjunto con cada una de las hemocianinas. En cambio, a las 72 horas si se 

presentó un decremento en la viabilidad celular para KLH, CCH y FLH más 

Alúmina a 125, 62,5, 31,25 y 15,63 µg/mL. La menor viabilidad celular a valores 

intermedios y no a la mayor concentración se debió al efecto de la Alúmina, 

pues al incubar solo con este adyuvante se observó un patrón idéntico. En el 

caso de FLH más Alúmina hubo una inhibición significativa a 250 µg/mL, pero 

la diferencia no es significativa con respecto al adyuvante solo. 

 

 En el caso del QS-21, a las tres dosis más altas, se apreció un 

decremento significativo de la viabilidad celular a las 24 y 72 horas con cada 

uno de los tratamientos analizados, alcanzado valores en torno al 10% en 

todos los casos a concentraciones de 250 y 125 µg/mL (Figura 13C), producto 

de la toxicidad de esta saponina. En los distintos tratamientos con AddaVax no 

hubo una disminución significativa a 24 horas para las diferentes formulaciones 
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(Figura 13D). A 72 horas, la inhibición observada se relacionó con la toxicidad 

ocasionada por esta emulsión. 

 

En lo que respecta a la línea MOC7, no se observó un efecto significativo 

en la disminución de la viabilidad celular con ninguna hemocianina en las 

concentraciones y tiempos de exposición empleados (Figura 14A). Este mismo 

resultado se obtuvo para las formulaciones constituidas por las hemocianinas y 

Alúmina, excepto con KLH más este adyuvante, pues a 250 y 125 µg/mL los 

porcentajes promedio de viabilidad celular fueron 60,5 y 69,1% (Figura 14B). 

No obstante, la diferencia no fue significativa cuando se comparó con la 

toxicidad ocasionada por la Alúmina únicamente. Asimismo, en el caso del QS-

21, se apreció una toxicidad dependiente del adyuvante. En la Figura 14C, se 

observó una inhibición significativa en la viabilidad celular a una concentración 

de hemocianina de 250 y 125 µg/mL a 24 horas. A 72 horas, además de las 

dos concentraciones anteriores, también hubo una disminución significativa a 

62,5 µg de hemocianina/mL y a 32,25 µg/mL para la KLH. Sin embargo, al igual 

que sucedió con la Alúmina, al comparar este último valor con respecto al del 

adyuvante solo, no existió una diferencia significativa. En la Figura 14D, se 

muestra como cada hemocianina en conjunto con el AddaVax presentó un 

incremento en la viabilidad celular a 24 horas, con un comportamiento similar al 

del adyuvante solo. A 72 horas, los distintos tratamientos mostraron una 
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inhibición significativa a 250 µg/mL de hemocianina, pero no hubo una 

diferencia significativa al compararlos con respecto al AddaVax. 

  

Finalmente, para la línea AT-84 E7 Luc, ninguna de las hemocianinas 

causó una disminución significativa de la viabilidad a las diferentes 

concentraciones y tiempos utilizados (Figura 15A). Sin embargo, el QS-21 

mostró un efecto tóxico tanto solo como en conjunto con cada una de las 

hemocianinas, ya que las curvas fueron superponibles a ambos tiempos, 

mostrando que la toxicidad fue ocasionada por este adyuvante (Figura 15B). 

 

6.3.2    Reacción cruzada entre los anticuerpos anti-hemocianina y 

antígenos de superficie presentes en la línea tumoral MOC7 

 

 Se realizó un ensayo de ELISA indirecto con los sueros obtenidos de los 

ratones C57BL/6 sometidos a los diferentes tratamientos (tanto sanos, es decir 

sin desafío tumoral, como desafiados contra las células tumorales de 

carcinoma de cabeza y cuello murino MOC7), incluyendo Sham, PBS y/o QS-

21. En todos los casos, los resultados fueron negativos, indicando la ausencia 

de una reacción cruzada entre los anticuerpos anti-hemocianina y antígenos de 

superficie presentes en la línea tumoral murina.  
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Figura 13: Efecto de las hemocianinas solas o con adyuvantes de vacunas sobre la viabilidad de la línea celular de cáncer 
oral AT-84. Las células (2 x 104 células/pozo) fueron incubadas con distintas concentraciones de hemocianina (KLH, CCH o FLH) y 
adyuvante (alúmina, QS-21 o AddaVax) por 24 y 72 horas, y la viabilidad se determinó usando el método del Alamar Blue. Se graficó 
la media de los valores obtenidos, junto con el respectivo error estándar de la media. A. Hemocianinas solas. B. Hemocianinas más 
alúmina. C. Hemocianinas más QS-21. D. Hemocianinas más AddaVax. Para cada caso, se comparó el valor de viabilidad celular 
obtenido a las diferentes concentraciones de las formulaciones con respecto al obtenido para la misma condición sin tratamiento. 
**** p<0,0001, analizado mediante ANOVA de una vía. n=2, cada ensayo por triplicado. 
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Figura 14: Efecto de las hemocianinas solas o con adyuvantes de vacunas sobre la viabilidad de la línea celular de cáncer 
oral MOC7. Las células (2 x 104 células/pozo) fueron incubadas con distintas concentraciones de hemocianina (KLH, CCH o FLH) y 
adyuvante (alúmina, QS-21 o AddaVax) por 24 y 72 horas, y la viabilidad se determinó usando el método del Alamar Blue. Se graficó 
la media de los valores obtenidos, junto con el respectivo error estándar de la media. A. Hemocianinas solas. B. Hemocianinas más 
alúmina. C. Hemocianinas más QS-21. D. Hemocianinas más AddaVax. Para cada caso, se comparó el valor de viabilidad celular 
obtenido a las diferentes concentraciones de las formulaciones con respecto al obtenido para la misma condición sin tratamiento. 
**** p<0,0001, analizado mediante ANOVA de una vía. n=2, cada ensayo por triplicado. 
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Figura 15: Efecto de las hemocianinas solas o con QS-21 sobre la viabilidad de la línea celular de cáncer oral AT-84 E7 Luc. 
Las células (2 x 104 células/pozo) fueron incubadas con distintas concentraciones de hemocianina (KLH, CCH o FLH) y QS-21 por 
24 y 72 horas, y la viabilidad se determinó usando el método del Alamar Blue. Se graficó la media de los valores obtenidos, junto 
con el respectivo error estándar de la media. A. Hemocianinas solas. B. Hemocianinas más QS-21. Para cada caso, se comparó el 
valor de viabilidad celular obtenido a las diferentes concentraciones de las formulaciones con respecto al obtenido para la misma 
condición sin tratamiento. **** p<0,0001, analizado mediante ANOVA de una vía. n=2, cada ensayo por triplicado. 
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7. DISCUSIÓN 

 

 El uso de hemocianinas de moluscos en biomedicina tiene una larga 

historia y muchos ejemplos de aplicación, destacándose su efecto 

inmunomodulador no específico en cáncer superficial de vejiga. No obstante, 

su uso en otros tipos de cáncer ha sido escasamente documentado, 

probablemente, porque su efecto inmunomodulador no es suficiente frente a 

cánceres más agresivos, como es el caso del cáncer de cabeza y cuello o 

cáncer oral, usado en esta tesis, razón que llevó a evaluar el efecto de tres de 

las hemocianinas más promisorias como inmunomoduladores, como son KLH, 

CCH y FLH, con el propósito de potenciar el mecanismo de respuesta inmune 

tipo Th1 que ellas desencadenan, al ser inoculadas en mamíferos. 

 

7.1 Respuesta inmune humoral y celular específica de las distintas 

formulaciones de hemocianina-adyuvante en un modelo murino 

 

7.1.1    Respuesta inmune humoral específica de las distintas 

formulaciones de hemocianina-adyuvante en ratones de la cepa 

C57BL/6 

  

 Los mecanismos de inmunoestimulación no específicos de las 

hemocianinas como agentes inmunoterápeuticos en algunos tipos de cáncer, 



	 83 

implican su interacción con los linfocitos T CD4+, por tratarse de antígenos 

timo-dependientes, para promover la secreción de citoquinas Th115. Además, 

conllevarían a la estimulación de linfocitos T CD8+ contra algunos antígenos 

tumorales, ya sea por una respuesta cruzada de los anticuerpos anti-

hemocianina con epítopos carbohidratos presentes en las hemocianinas y 

dichos antígenos15 o por la estimulación indirecta de respuestas inmunes 

específicas latentes (efecto bystander), rompiendo la tolerancia inmune contra 

el tumor22. Con estos considerandos, es posible orientar la búsqueda de un 

tratamiento adecuado para ciertos tumores, a partir de las respuestas inmunes 

humoral y celular contra la hemocianina. Estas respuestas pueden extrapolarse 

a las que se ejercerían contra un determinado tumor, en este caso, carcinoma 

de cabeza y cuello. 

 

En lo que respecta a la determinación del título de anticuerpos séricos 

anti-hemocianina, se centró en los de tipo IgG, porque cumplen funciones 

efectoras pivotales en la inmunoterapia contra el cáncer, entre ellas, la 

citotoxicidad dependiente de anticuerpos y la activación del complemento por la 

vía clásica73, hecho que se respalda en la batería de anticuerpos quiméricos y 

humanizados de isotipo IgG contra diversos antígenos tumorales que se 

utilizan hoy en el tratamiento de diversos cánceres74, 75. 

 



	 84 

De nuestros resultados, lo primero que llama la atención es que se 

observó un bajo título de anticuerpos séricos en la respuesta secundaria de los 

animales de experimentación, contra cada una de las hemocianinas solas 

(Figura 3B), hecho que se debería a que, a diferencia de las otras 

investigaciones realizadas, particularmente las efectuadas en nuestro 

laboratorio14, 21, 22, 68, ésta es la primera vez en la cual se emplean dosis tan 

menores de cada proteína (50 µg), para determinar el efecto 

inmunoestimulante no específico y antitumoral de la hemocianina, sin incluir un 

antígeno tumoral en la formulación68. La idea desde un punto de vista industrial 

respecto a la elaboración de una formulación farmacéutica que incluye una 

biomolécula, fue reducir la cantidad de un determinado componente, en este 

caso la proteína y así, bajar los costos de producción76, sin afectar el efecto 

terapéutico sobre el paciente. Entonces, para obtener el efecto óptimo, se 

usaron distintos adyuvantes, que promueven respuestas tipo Th1 (QS-21), 

balanceadas Th1/Th2 (AddaVax) y francamente Th2 (Alúmina), capaces de 

generar una respuesta inmune más potente77. 

 

Ahora bien, el uso de la Alúmina representó un aspecto importante en el 

desarrollo de esta investigación. A pesar de no ser un adyuvante Th1 (los 

cuales polarizan hacia una respuesta inmune de este tipo, considerada 

favorable para el control inmunológico del cáncer78), a la fecha es el adyuvante 

más utilizado para el desarrollo de vacunas humanas y veterinarias79, 80. Los 
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resultados obtenidos mostraron que no se produce una diferencia significativa 

al comparar el título anti-hemocianina de la hemocianina sola con respecto a la 

misma hemocianina en conjunto con la Alúmina. Este resultado es un reflejo de 

una preocupación y un interés actual en el desarrollo de vacunas, como lo es la 

investigación de nuevos adyuvantes, para incrementar la respuesta inmune con 

respecto a la que se genera mediante el uso de las sales de aluminio81. Por tal 

razón, se decidió emplear otros dos más recientes, el AddaVax y el QS-21. 

 

Usando el AddaVax, un adyuvante para uso preclínico, los resultados 

fueron más promisorios, ya que se obtuvo una diferencia significativa en el 

título de anticuerpos séricos tanto para KLH como FLH, no así con CCH. El 

aspecto negativo para esta sustancia redunda en el hecho de ser una emulsión 

y de usarse en una dosis tan alta (1:1 vol/vol) con respecto al resto de los 

componentes de la formulación, lo cual la hace un sistema metaestable, 

característica intrínseca de las emulsiones82, 83. Por esta razón, es necesario 

realizar una buena agitación luego de combinarla con la hemocianina y previo a 

la aplicación del tratamiento a los animales de experimentación. 

 

En relación con el adyuvante QS-21, fue el que exhibió los mejores 

resultados para las tres hemocianinas, inclusive con el uso de la mitad de la 

dosis recomendada en ratones (la Alúmina y el AddaVax se emplearon a la 

dosis máxima recomendada). Junto con ello, el desarrollo de la formulación es 
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mucho más sencillo, pues se logró obtener un sistema homogéneo con una 

pequeña agitación posterior a la combinación de sus componentes, lo cual se 

reflejó en nuestros resultados, en la obtención de títulos con baja desviación 

del error estándar de la media. Además, de las tres formulaciones evaluadas, 

en aquella constituida por FLH y QS-21 se obtuvo el título más alto anti-

hemocianina con respecto a las otras dos proteínas. Por ende, bajo las mismas 

condiciones de dosis, la FLH generó una mejor inmunogenicidad. 

 

Posteriormente, en las mismas muestras de suero se determinaron los 

títulos para cada una de las subclases de IgG anti-hemocianina, con el 

propósito de conocer el tipo de respuesta inmune obtenido para los distintos 

tratamientos evaluados (IgG1 se considera un indicador de una respuesta 

inmune de tipo Th2, mientras que IgG2a, IgG2b e IgG3 una de tipo Th184); 

siendo lo ideal obtener una respuesta inmune que promueva respuestas 

celulares, es decir de tipo Th1. Para las hemocianinas solas, los resultados 

fueron indicativos de una respuesta balanceada, de tipo Th1/Th2. Sin embargo, 

la respuesta observada (Figura 3C) se contradice con lo indicado en la 

literatura, donde se señala que las hemocianinas generan una respuesta Th1 al 

ser aplicada en mamíferos 23, 85, efecto que podría explicarse por el uso de una 

menor dosis de dichas proteínas, lo cual ocasionó que la respuesta inmune 

generada no fuera suficiente para polarizar el sistema inmune hacia una de tipo 

Th1. 
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En lo que respecta a las formulaciones hemocianina-Alúmina, el análisis 

también fue indicativo de respuestas balanceadas Th1/Th2, probablemente en 

virtud de que las hemocianinas tienden hacia una respuesta inmune Th1, 

mientras que la Alúmina lo hace hacia una de tipo Th239, 86, 87, cada 

componente de la formulación conduce hacia su respectiva respuesta natural y 

al combinarse, no es posible que la misma se polarice hacia una sola. No 

obstante, pensamos que la utilización de dosis mayores de hemocianina 

podrían polarizar de la forma esperada la respuesta inmune. 

 

Para las formulaciones con AddaVax en cambio, los resultados fueron 

indicativos de respuestas de tipo Th1, pues los títulos de los isotipos IgG2a e 

IgG2b exhibieron una diferencia significativa con respecto a la IgG1. El isotipo 

IgG2a se considera esencial para emplear en las formulaciones en que la 

hemocianina se usa como carrier de antígenos asociados a tumores de 

naturaleza gangliósida24 y en consecuencia, podría considerarse en el diseño 

de tratamientos experimentales para la inmunoterapia contra el cáncer oral. 

Como se menciona en la literatura, el AddaVax tiende a generar respuestas 

inmunes más equilibrada en comparación con la Alúmina46, 88; fenómeno que 

se apreció en los resultados obtenidos, dado que el efecto conjunto de cada 

hemocianina y la emulsión desembocó en la obtención de una respuesta de 

tipo Th1, deseable para el tipo de formulación requerida. 
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Finalmente, para los tratamientos hemocianina más QS-21, también se 

consiguieron resultados indicativos de una respuesta inmune de tipo Th1, 

gracias a títulos de IgG2a e IgG2b mucho mayores con respecto a los de IgG1. 

Estos valores también están acordes con la literatura, pues presentan a esta 

saponina como un adyuvante de tipo Th1 bastante fuerte 37, 40. 

 

Adicionalmente, se determinó la concentración INF-γ en el suero de los 

animales inmunizados con las distintas formulaciones, pues es la citoquina 

característica de una respuesta inmune de tipo Th189. También se midió el nivel 

basal de IL-4 en todos los tratamientos, excepto aquellos con Alúmina, ya que 

es una citoquina característica de una respuesta inmune tipo Th253. Sin 

embargo, todos los resultados fueron negativos. Una interpretación posible es 

que los tiempos en que se tomó la muestra de suero estaban alejados del 

momento de la inoculación de las preparaciones y, en consecuencia, el alza 

esperada en cada circunstancia ya había pasado. De obtenerse este resultado, 

habría sido una confirmación de lo observado con los isotipos IgG anti-

hemocianina. Una manera posible para tener resultados positivos con INF-γ 

podría ser cultivar esplenocitos de ratón C57BL/6 previamente sensibilizados 

con hemocianina, y ponerlos en contacto con las distintas formulaciones 

hemocianina-adyuvante durante un tiempo apropiado, y posteriormente, 

determinar la concentración de citoquinas en el sobrenadante del cultivo90, 91. 
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 Los buenos resultados obtenidos con QS-21 se respaldan también con 

antecedentes de la literatura, en estudios empleando QS-21 y KLH conjugada 

con antígenos asociados a tumores. Por ejemplo, se comparó el efecto de 19 

adyuvantes inmunológicos, combinados con MUC1-KLH y GD3-KLH24, 

encontrándose que los títulos de IgG anti-MUC1 y anti-GD3 fueron 

considerables cuando se emplearon asociados a KLH y en conjunto con QS-

21. Por otra parte, una formulación constituida por un péptido humano de CD20 

(auto-antígeno propio de células B, que es una diana farmacológica contra el 

linfoma de estas células, al no encontrarse presente en sus células 

progenitoras) en conjunto con KLH y QS-21 produjo títulos mayores de 

anticuerpos séricos anti-CD20 con respecto a una formulación del péptido-KLH 

más alúmina92. En otro estudio, se mostró la utilidad de la combinación KLH y 

QS-21 con respecto a otros adyuvantes en el desarrollo de vacunas contra el 

linfoma de células T93, encontrándose que el mayor título de IgG2a e IgG2b se 

presentó en la formulación donde se incluía el QS-21 junto con el antígeno de 

la vacuna asociado con KLH. No obstante, en ninguno de los casos se estudió 

una formulación constituida por KLH y QS-21 únicamente, para conocer el 

efecto inmunomodulador no específico en algún modelo de tumor de dicho 

tratamiento.  

 

En cuanto al AddaVax, en nuestro laboratorio se evaluó la respuesta 

inmune protectiva frente al desafío de ratones C57BL/6 con células de 
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melanoma murino de la línea B16F10, de formulaciones de este adyuvante 

junto con KLH, CCH o FLH acopladas a P10, un péptido mimético del 

gangliosido GD268. No se encontraron diferencias entre las hemocianinas al 

actuar como carrier de P10, pero sí hubo diferencias importantes en la 

respuesta inmune anti-tumoral inducida por efecto del AddaVax. 

 
 En base a los resultados descritos para este objetivo entonces, se 

concluyó que la formulación que brindó la mejor inmunogenicidad, reflejada en 

un mayor título de IgG total anti-hemocianina, con predominio de anticuerpos 

IgG2a e IgG2b fue FLH más QS-21. 

 

7.1.2   Respuesta inmune celular específica de las distintas formulaciones 

de hemocianina-adyuvante en ratones de la cepa C57BL/6 

 

 Otro aspecto necesario de evaluar fue la respuesta inmune celular de los 

tratamientos de interés. Con este propósito se utilizó la reacción de 

hipersensibilidad retardada, porque mide el reclutamiento de linfocitos CD4+ y 

CD8+ hacia el cojinete del ratón94, 95. Así, la respuesta DTH en los grupos 

donde se utilizaron únicamente hemocianinas, no se encontró diferencia alguna 

con respecto al grupo control (Figura 4); resultado que se relacionó con los 

bajos títulos obtenidos y una respuesta inmune balanceada Th1/Th2, debido 

probablemente a que la dosis de hemocianina empleada no fue suficiente para 

generar una buena respuesta inmune en el tiempo, tanto humoral como celular. 
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Además, otro factor a considerar en la obtención de este resultado negativo fue 

el realizar la prueba más de 30 días posterior a la aplicación de la última dosis 

de los tratamientos, lo cual pudo ocasionar una disminución en la población de 

linfocitos, pues aunque en esta prueba no se apreció la migración de linfocitos 

CD4+, estos si debieron estar presentes, ya que de lo contrario no se habrían 

encontrado IgG2a e IgG2b, generados producto de la secreción de las 

citoquinas características de los linfocitos Th1, tales como INF-γ, IL-2, IL-12 y 

TNF-β96, 97. 

 

 En el caso de la alúmina y el AddaVax, tampoco se encontraron 

diferencias de grosor significativas entre los cojinetes, inmunizando con las 

formulaciones donde se encontraba presente KLH o CCH. En contraposición, a 

las 48 horas sí se presentó una diferencia significativa para dichos adyuvantes 

en conjunto con FLH. Así, esta hemocianina fue capaz de ejercer una mejor 

respuesta celular con respecto a las otras dos, reafirmando el hecho de que es 

necesario la evaluación de las distintas hemocianinas. Efectivamente, aunque 

las tres provienen de moluscos, sus diferencias bioquímicas y estructurales 

señaladas en la introducción ocasionan diferencias en los efectos obtenidos 

sobre la respuesta inmune.  

 

Para las formulaciones constituidas por KLH, CCH o FLH más QS-21, se 

encontraron las DTH de mayor valor para cada una de las hemocianinas, 



	 92 

siendo KLH la que mostró un menor efecto con respecto a las otras dos. Entre 

CCH y FLH no se apreciaron diferencias significativas. Es así que aunque 

transcurrieron 34 días posterior a la última dosis, los valores de DTH fueron el 

doble para estas dos formulaciones con respecto al resto. Lo anterior indica 

que el QS-21 no solamente genera una respuesta humoral superior con 

respecto a los demás, sino que también es capaz de mantener una población 

de linfocitos T citotóxicos y cooperadores de memoria superior, como se 

observó en la investigación realizada por Sasaki et al98, aunque por rutas de 

administración diferentes. Otra característica es su capacidad para generar una 

migración rápida hacia el sitio de aplicación del antígeno, inclusive 24 horas 

posterior a su administración y mantener dicha migración por 72 horas, como 

quedó demostrado en los resultados de DTH. 

 

Nuestros datos son similares a los obtenidos por Kim et al42 , en que el 

QS-21 solo o en combinación con otros adyuvantes (MoGM-CSF, PG-026, 

CRL-1005, CpG, MPL-SE y TiterMax) indujo una respuesta de hipersensibilidad 

retardada para KLH en ratones inmunizados con un antígeno tumoral acoplado 

a KLH más QS-21. Para las otras hemocianinas y los restantes adyuvantes, no 

existe información, porque han sido evaluados por primera vez en esta tesis. 

 

 La obtención de una respuesta celular superior junto con los resultados de 

la caracterización de la respuesta humoral, nos llevó a seleccionar a FLH más 
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QS-21 como la formulación con mejores resultados para su evaluación 

posterior en modelos de cáncer murino, tanto de tipo profiláctico como 

terapéutico. 

 

7.2 Efecto antitumoral in vivo en dos modelos murinos de cáncer oral de 

FLH en conjunto con QS-21 

 

 Para estudiar el efecto antitumoral de la formulación FLH más QS-21, se 

empleó un modelo ortotópico y otro heterotópico de cáncer oral, cada uno con 

una línea celular y una cepa de ratón distintas. En todos los bioensayos se usó 

la KLH sola o en conjunto con el QS-21, por tratarse de la hemocianina más 

estudiada en la inmunoterapia del cáncer99 y por considerarse el patrón de 

referencia al evaluar nuevos tratamientos de este tipo. 

 

 En el caso del modelo ortotópico, se empleó la línea de carcinoma de 

cabeza y cuello AT-84 E7 Luc, compatible con la cepa de ratón C3H/He. La 

misma se deriva de la línea de cáncer oral AT-84, con la transfección e 

incorporación de los genes de la proteína E7 y la enzima luciferasa56. La 

proteína E7 se encuentra en los serotipos 16 y 18 del virus del papiloma 

humano y se ha relacionado directamente con el mantenimiento del fenotipo 

maligno del virus100, 101. Este virus muestra una prevalencia en el cáncer oral 

entre un 25 y un 35% de los casos estudiados en distintas investigaciones101. 
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En lo referente a la luciferasa, su presencia es de utilidad para la obtención de 

imágenes del tumor. El procedimiento usado en esta tesis es una modalidad de 

imagenología de alto rendimiento y sumamente sensitiva, convirtiéndola en una 

herramienta excelente para el monitoreo del tamaño de crecimiento tumoral y el 

progreso de las terapias antitumorales en modelos animales102. 

 

 Se realizaron dos experimentos con el modelo ortotópico de cáncer oral, 

uno terapéutico y otro profiláctico. Entre las razones estuvo determinar la 

necesidad de una inmunización previa con el respectivo tratamiento para 

obtener el efecto antitumoral, pues trabajos previos con FLH mostraron que 

dicha inmunización no era requerida para generar un efecto contra el tumor en 

un modelo de melanoma murino14, no así en el modelo de cáncer de vejiga con 

CCH22. También, se deseaba saber si el tratamiento del tumor debía hacerse 

inmediatamente después del desafío con las células tumorales o era posible 

obtener una prognosis buena días después de dicho desafío.  

 

 Esta fue la primera ocasión en donde la aplicación de los tratamientos se 

llevó a cabo por vía sistémica y no intralesional como se había hecho hasta el 

momento en bioensayos previos14, 21, 22, 68. Así, se abrió la posibilidad de 

estudiar si estas formulaciones eran capaces de brindar resultados positivos al 

ser aplicadas por vía subcutánea y por aplicación directa en el sitio donde se 

halla el tumor. Los resultados mostraron que los títulos de IgG total anti-
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hemocianina obtenidos a partir de la segunda muestra de los sueros de los 

animales de experimentación para los diferentes tratamientos fueron menores a 

2.000 en todos los casos, excepto para la formulación FLH más QS-21 (Figura 

5B). A pesar de ello, no hubo una diferencia significativa al compararlo con la 

hemocianina sola. Lo mismo sucedió con KLH. Aún así, se apreció el efecto del 

QS-21, pues los títulos obtenidos fueron similares para una dosis de 100 µg de 

hemocianina en comparación con una de 50 µg, pero en presencia de la 

saponina. Lo anterior reafirma lo obtenido en el Objetivo 3.1.1, 

específicamente, en cómo la presencia de un adyuvante mejora la respuesta 

inmune de estas proteínas. En cuanto al tipo de respuesta inmune, en todos los 

casos el análisis fue indicativo de una respuesta de tipo Th1 para los 

tratamientos analizados (Figura 5C). Este resultado refleja la obtención de un 

principio clave de la inmunoterapia contra el cáncer, como es contrarrestar la 

inmunosupresión ocasionada por el tumor103 y favorecer un ambiente Th1 para 

poder combatirlo104. Además, acompañado de una respuesta proinflamatoria, 

se obtuvo una DTH positiva para los tratamientos, con excepción de KLH 

(Figura 5D), donde no hubo una diferencia en la migración de linfocitos CD4+ y 

CD8+ con relación al grupo control. Además, la mayor respuesta en el ensayo 

de DTH para el tratamiento FLH más QS-21 también se relacionó con lo 

apreciado en los bioensayos del primer objetivo. 
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 No obstante, a pesar de los buenos resultados desde el punto de vista de 

la respuesta humoral y celular, al evaluar el crecimiento tumoral a lo largo de 

los cinco días donde se tomaron las imágenes mediante el sistema IVIS® 

Lumina fue similar para los diversos tratamientos (Figura 6). Esta observación 

cualitativa se reafirma con la determinación de las áreas promedio de los 

tumores de los distintos grupos (Figura 7B), donde para ninguno de los 

tratamientos existió una diferencia significativa en el área promedio del 

carcinoma a los tiempos dados con respecto al grupo control. En este caso, es 

probable que debido al número elevado de células empleadas y la poca 

ventana de tiempo para la acción de la inmunoterapia, no fue posible obtener 

un resultado positivo para el tratamiento hemocianina-adyuvante.  

 

 En cuanto a la sobrevivencia, FLH más la saponina no mostró buenos 

resultados, dado que ninguno de los animales del grupo logró llegar al final del 

tratamiento (Figura 7A). Para el grupo QS-21, su sobrevida fue buena, pero 

esto no se vio reflejado en el crecimiento del tumor. Es posible que el 

mecanismo de inmunoestimulación del adyuvante rompa la tolerancia frente al 

tumor105 y logre que la respuesta inmune latente en el animal lo combata. La 

desventaja es que dado que esta respuesta requiere de varios días, la ventana 

de tiempo ofrecida por el modelo no fue óptima, porque las células generan un 

crecimiento muy acelerado del carcinoma. Por esta razón, es posible concluir 

que para este bioensayo, la respuesta inmune fue indicativa de una de tipo Th1 
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en todos los tratamientos en todos los tratamientos. Además, se observó una 

DTH anti-hemocianina mayor con FLH más QS-21, pero su sobrevida no 

resultó ser mejor. 

 

 Ahora bien, para el bioensayo profiláctico con este mismo modelo se 

observó un daño a la piel de los animales del grupo FLH más QS-21. Esto es 

una evidencia de la toxicidad generada por el QS-21106, al acumularse en el 

organismo del animal. En seres humanos, los efectos adversos de esta 

saponina han generado que las dosis se encuentren limitadas a 50 µg, con 

excepción de pacientes con cáncer107. Por eso, es necesario el empleo de 

dosis menores del adyuvante, para disminuir sus efectos sobre el sujeto de 

experimentación y generar una terapia menos dañina. 

 

En cuanto a la caracterización de la respuesta humoral, los títulos de IgG 

anti-hemocianina fueron mayores a 15.000 para todos los casos, mostrando así 

la importancia de la inmunización con hemocianina previa al desafío con las 

células tumorales (Figura 8B). La excepción fue el tratamiento con KLH, donde 

se obtuvo un título muy bajo. Esto explica el porqué la única diferencia 

significativa observada fue al comparar esta hemocianina con respecto a la 

hemocianina sola más el adyuvante. También, es de destacar la 

inmunogenicidad de la FLH al aplicar la inmunización previa al desafío con las 

células tumorales y las dosis posteriores, pues el título obtenido fue claramente 
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superior a la KLH. Además, fue similar al que se obtuvo al combinarla con el 

QS-21 aunque, al igual que como se mencionó para el bioensayo terapéutico, 

para la formulación FLH más QS-21 la dosis de hemocianina fue la mitad, 

reafirmando nuevamente el efecto del adyuvante en la respuesta inmune anti-

hemocianina. 

 

 El tipo de respuesta inmune asociada a los distintos tratamientos mostró 

ser indicativa de una de tipo Th1 en la segunda muestra de sueros de los 

animales de experimentación, al igual que en el bioensayo terapéutico (Figura 

8C). Pero, en este caso, la polarización fue mucho mayor. Esto indica la 

necesidad de una inmunización inicial para obtener resultados más 

prometedores en la inmunoterapia contra el carcinoma de cabeza y cuello. La 

mayor polarización de la respuesta inmune se relacionó con una DTH positiva 

superior para los tratamientos de ambas hemocianinas con el QS-21 (Figura 

8D), respuesta que fue sostenida en el tiempo, pues aún a 72 horas se seguía 

presentando una diferencia significativa con respecto al grupo control. Esto no 

sucedió con la FLH, donde la diferencia de grosor resultó ser significativa a 24 

y 48 horas, pero no a 72 horas, por lo que la migración de linfocitos T no fue 

tan elevada como en las formulaciones donde el QS-21 se encontraba 

presente. Y aun menos fue lo encontrado para KLH, donde no hubo una 

diferencia significativa con respecto al control a ninguno de los tiempos. 
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  Con respecto al tamaño del tumor, evidenciado en las imágenes de la 

Figura 9, se puede decir que se apreció una diferencia en el crecimiento del 

tumor para la formulación FLH más QS-21, con respecto al grupo control hasta 

el día 16, momento en que comenzó la muerte de la mayoría de los animales 

de este último grupo. Esto se confirmó cuantitativamente (Figura 10B), donde 

se apreció la disminución significativa en su crecimiento hasta ese día. Para 

mejorar la efectividad del tratamiento, podría aplicarse una dosis adicional, para 

beneficiar el resultado final del bioensayo. Como se observa en el protocolo 

profiláctico (Figura 8A), hasta el día 14 (aplicación de la última dosis), el área 

promedio del tumor era pequeña y después de ese día, se dio un incremento 

de la misma. 

 

Sumado al decremento en el desarrollo tumoral, el grupo FLH más QS-21 

también presentó un porcentaje de sobrevivencia hasta el día 25 del 100%, lo 

cual fue significativo (Figura 10A). No obstante, para el grupo QS-21 también 

se presentó el mismo porcentaje de sobrevivencia. En contraposición a la 

formulación junto con hemocianina, este grupo no promovió la disminución en 

el crecimiento tumoral, lo cual es esencial para una prognosis óptima de la 

inmunoterapia108. 

 

 En resumen, para este bioensayo los títulos de IgG total anti-

hemocianina fueron superiores para los distintos tratamientos en comparación 
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con los títulos obtenidos en el bioensayo terapéutico. También, el análisis fue 

indicativo de una mayor polarización hacia un perfil de tipo Th1 para todos los 

tratamientos analizados, en comparación con los mismos tratamientos en el 

bioensayo terapéutico y además, se observó una DTH anti-hemocianina mayor 

para los tratamientos KLH y FLH más QS-21. En cuanto al crecimiento del 

tumor, los animales tratados con FLH más QS-21 presentaron un menor 

tamaño en comparación con el grupo control. Además, la sobrevida fue mayor 

con respecto a dicho grupo e igual en relación con el QS-21. 

 

  El modelo ortotópico empleado en esta tesis presenta una gran 

desventaja en cuanto a la alimentación e hidratación de los animales. Aunque 

la técnica para la aplicación de las células tumorales sea correcta, esto genera 

molestia a los animales, y muchos abandonan la ingesta de agua y comida. Por 

eso, mueren a pesar de presentar tamaños de tumores pequeños o la ausencia 

de los mismos, motivo que nos llevó a utilizar un modelo heterotópico que 

obviara este problema. En dicho modelo, se empleó la línea MOC7, compatible 

con la cepa de ratón C57BL/667,  obtenida a partir de un protocolo de inducción 

de tumores con 7,12-dimetillbenz(a)antraceno (DMBA)109.  En este bioensayo, 

los tratamientos se aplicaron por vía subcutánea, al igual que en el modelo 

ortotópico. Aquí, no se apreciaron heridas en la piel de los animales de los 

grupos, dado que las dosis se aplicaban en diferentes zonas de sus flancos. 
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 El tamaño del tumor se midió hasta el día de la muerte de los primeros 

ratones, específicamente del grupo control (Figura 11B) y se encontró el 

desarrollo de metástasis pulmonares, al realizar la autopsia. En los otros 

tratamientos no hubo el desarrollo de la misma, cumpliéndose otro objetivo de 

la inmunoterapia del cáncer, como es el impedir el desarrollo de metástasis110, 

111. En cuanto al tamaño, no se apreció una diferencia significativa entre el 

grupo control con respecto a los tratamientos utilizados. Una vez que los 

tratamientos se dejaron de administrar, el grupo FLH más QS-21 mantuvo un 

desarrollo tumoral lento, mientras que la del grupo con adyuvante solamente 

aumentó de manera rápida. Por ello, se determinó que el efecto de la saponina 

no logró sostenerse en el tiempo, como si se observa en conjunto con la 

hemocianina proveniente de F. latimarginata. Esto demuestra como la 

inmunogenicidad de la proteína es esencial para asegurar una efectividad en la 

vacuna inmunoterapéutica contra el cáncer de cabeza y cuello. 

 

 El efecto de disminución del desarrollo del tumor también se vio en el 

tiempo en que los animales de los grupos lo desarrollaron, dado que este 

decremento ocasionó que el grupo FLH en conjunto con la saponina exhibiera 

el mayor tiempo para que todos los sujetos del grupo experimental 

desarrollaran el tumor (Figura 11C). Con el QS-21 no sucedió lo mismo, pues 

el tiempo de desarrollo en los animales fue menor en comparación con los de 

las formulaciones FLH, FLH más QS-21 e igual que con la del grupo control. 
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Cabe la posibilidad de que la aplicación de una dosis adicional en el día 23 

disminuyera más el crecimiento tumoral para la formulación FLH más QS-21 e 

inclusive, la obtención de un porcentaje de ratones libres de tumor. 

 

 En lo que respecta al porcentaje de sobrevivencia en el tiempo, no hubo 

una diferencia significativa con alguno de los tratamientos y el grupo control 

(Figura 11D). El uso de únicamente tres animales ocasionó que la muerte de 

un animal afectara este valor y por ende, el obtener un dato estadístico 

significativo del verdadero efecto de los tratamientos. Lo que sí es de destacar 

es la FLH como elemento común en la sobrevivencia de los animales. Esto 

confirma lo observado para el modelo ortotópico, donde dicha hemocianina 

mostró ser mejor con respecto a la KLH. 

 

 En cuanto a la respuesta humoral de los tratamientos, no hubo diferencia 

significativa entre la hemocianina sola con respecto a la misma junto con el 

adyuvante (Figura 12A). No obstante, en todos los casos hubo títulos 

superiores a 2.750 diluciones, lo cual consideramos son buenas respuestas 

inmunes, teniendo en cuenta la menor dosis de hemocianina aplicada. El efecto 

del adyuvante se mantuvo de manera idéntica a lo observado en los 

bioensayos del modelo ortotópico. Por otra parte, el tipo de respuesta inmune 

secundaria resultó ser buena para las hemocianinas solas (Figura 12B), pues 

a pesar de ser indicativa de una respuesta balanceada Th1/Th2, logró superar 
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la inmunosupresión que genera un tumor tan agresivo, como el formado por las 

células MOC7. Para los tratamientos con QS-21, sí fueron indicativas de una 

una respuesta polarizada de tipo Th1 óptima para combatir el tumor, al generar 

un ambiente proinflamatorio112.  

 

 Aquí, se intentó confirmar nuevamente el resultado mediante la medición 

de las citoquinas INF-γ e IL-4. Sin embargo, los resultados fueron negativos, 

probablemente por la misma razón esgrimida anteriormente, esto es que los 

tiempos en que se tomaron las muestras de suero estaban alejados del 

momento de la inoculación de las preparaciones. 

 

 Finalmente, para la prueba de DTH no se presentó una diferencia 

significativa para los distintas formulaciones con respecto al grupo control 

(Figura 12C). Una explicación posible es que en esta oportunidad se usaron 

células tumorales en vez de las hemocianinas, para explorar una posible 

reacción cruzada de la respuesta inmune contra hemocianina y antígenos de 

superficie de las células MOC7, producto de los linfocitos T cooperadores y 

citotóxicos específicos por los antígenos presentes en las células tumorales. 

Por otra parte, el número de células utilizadas (1 x 104) puede haber no sido 

adecuado. Sin embargo, fue el que brindó los menores efectos sobre el pie de 

los ratones con respecto a otros valores estudiados (5 x 104 y 1 x 105) en 

ratones C57BL/6 sanos.  



	 104 

 Para mejorar este ensayo, se podría utilizar un extracto de las células 

tumorales113, pues su uso facilitaría la presentación de antígenos tumorales 

intracelulares, además de los hallados en la superficie de las células MOC7. 

Esto incrementaría el reclutamiento de células CD4+ y CD8+ en caso de 

haberse generado una respuesta anti-tumoral, como consecuencia de la 

inmunoterapia. 

 

 Por todo lo anterior, se concluye entonces que en el bioensayo profiláctico 

heterotópico de cáncer oral se encontraron títulos anti-hemocianina elevados 

para los distintos tratamientos, pero únicamente en el caso de las 

formulaciones con QS-21 se observó una respuesta indicativa de una tipo Th1. 

Paralelo a ello, se observó una DTH positiva contra las células MOC7 en los 

ratones del grupo FLH más QS-21. 
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7.3 Efecto citotóxico y reacción cruzada entre los anticuerpos anti-

hemocianina y antígenos de superficie de las células tumorales que 

contribuyen al mecanismo de acción de las distintas formulaciones  

   

7.3.1    Efecto in vitro de las hemocianinas solas o en conjunto con 

adyuvantes sobre la viabilidad celular de las líneas tumorales de 

cáncer oral AT-84, AT-84 E7 Luc y MOC7 

 

Para la mayoría de los agentes anticancerígenos, el paso inicial de su 

evaluación como agente terapéutico es determinar su efecto sobre cultivos 

celulares in vitro. En comparación con los modelos tumorales de animales, los 

métodos in vitro son menos costosos y consumen menos tiempo. Además, 

permiten probar y cuantificar el potencial de posibles fármacos para afectar la 

diana molecular, como por ejemplo, la disminución de una quinasa específica, 

facilitando la función de candidatos promisorios114. En el caso de los ensayos 

de viabilidad celular, su uso analiza la eficiencia y el mecanismo de acción de 

los tratamientos, así como el escenario clínico para identificar la 

quimiorresistencia de un paciente contra un tumor dado115. Para esta 

investigación, el estudio del efecto in vitro de los distintos tratamientos de 

hemocianina-adyuvante conlleva al conocimiento de algunos factores sobre el 

mecanismo de acción inmunoterapéutico de los componentes que los 

constituyen, tanto para una administración intralesional como sistémica.  
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El Instituto Nacional del Cáncer 60 (NCI60) es un programa desarrollado a 

finales de los 80 y consiste de un panel de 60 líneas de varios tipos de cáncer 

humano116 (leucemia, melanoma, cáncer de pulmón de células pequeñas, 

colon, sistema nervioso central, ovárico, renal, prostático y mamario)117, para 

revisar el efecto de drogas anticancerígenas y predecir su mecanismo de 

acción116. Sin embargo, la aproximación actual no es suficiente, porque las 

líneas celulares disponibles no dan cuenta completamente de la diversidad 

genética118 y no se puede comprender nuevos mecanismos de acción 

interesantes de sustancias que no son considerados agentes citotóxicos o 

citostáticos y por lo tanto, son descartados en las fases iniciales de 

investigación119. La revisión del efecto in vitro de las líneas tumorales murinas 

de cáncer de cabeza y cuello dará información entonces, para la posterior 

evaluación de líneas humanas de este tipo de carcinoma. 

 

En el ensayo de viabilidad celular, los tratamientos con las hemocianinas 

solas no generaron efecto alguno sobre este parámetro en las líneas AT-84, 

MOC7 y AT-84 E7 Luc (Figuras 13A, 14A y 15A) a las distintas 

concentraciones estudiadas, siendo la mayor la que se obtiene al diluir a la 

mitad la concentración inicial de las formulaciones aplicadas en los diferentes 

bioensayos. 
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Ahora bien, los tratamientos en conjunto con Alúmina o AddaVax no 

exhibieron toxicidad alguna a las 24 horas en las líneas AT-84 (Figuras 13B y 

13D) y MOC7 (Figuras 14B y 14D). En contraposición, a las 72 horas sí se 

presentaron efectos sobre la viabilidad celular. Sin embargo, para efectos 

prácticos sería muy difícil que estas formulaciones generen un efecto citotóxico 

a nivel in vivo, pues mantener las concentraciones a las cuales se observó el 

decremento en la viabilidad celular por más de 24 horas, es poco probable. 

Ahora bien, no es posible tampoco indicar que estas sustancias no generen 

toxicidad a largo plazo. Como se ha mostrado con la alúmina a través de 

diversos estudios, su seguridad está bastante cuestionada120. 

 

A diferencia de todo lo expuesto en los párrafos anteriores, las 

formulaciones hemocianina más QS-21 sí generaron efectos citotóxicos a 24 

horas (Figuras 13C, 14C y 15B). Además, dicho efecto fue tiempo-

dependiente, dado que a 72 horas, el mismo fue más pronunciado. Se ha 

propuesto que por tratarse de una saponina, este adyuvante ocasiona una 

desestabilización de la bicapa lipídica de la membrana celular, desembocando 

en su muerte121. Por tal razón, su empleo implicaría que el efecto sobre las 

células tumorales no solo dependería de la respuesta inmune innata y 

adaptativa del animal hacia los antígenos tumorales, a partir de la utilización de 

las hemocianinas. También, se estaría en presencia de un efecto apoptótico y/o 
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de necrosis, este último con la consecuente activación del sistema inmune por 

la liberación de señales de peligro y/o por la inflamación generada122. 

 

En relación con trabajos anteriores, la única hemocianina 

mayoritariamente evaluada ha sido KLH. Es así que se han empleado líneas 

tumorales humanas de mama dependiente de estrógeno (MCF-7) e 

independiente de estrógeno (ZR75-1), páncreas (PANC-1 y MIAPaCa), 

próstata (DU145)11, adenocarcinoma esofágico de Barrett (SEG-1 y BIC-1)28 y 

melanoma (HTB68 and HTB72)29. Sin embargo, los datos brindados no pueden 

ser comparados con los encontrados en esta tesis, porque en algunos casos se 

indica la cantidad de hemocianina evaluada, pero no su concentración, y en 

otros, como es el caso de las líneas de melanoma, se menciona la cantidad de 

KLH por pocillo y no el volumen donde se encontraba la hemocianina, con lo 

cual tampoco se puede tener una idea de la concentración real de proteína 

utilizada. 

 

El único trabajo donde sí se indica la concentración de KLH 

adecuadamente, corresponde al de Riggs et al, donde también se emplearon 

las líneas de cáncer de mama MCF-7 y ZR75-1, y cáncer de páncreas PANC-

112. Se encontró un decremento significativo de la viabilidad celular de las tres 

líneas a 500 y 250 µg/mL después de 72 horas de aplicada la hemocianina. El 

resultado a 250 µg/mL difiere del obtenido con líneas celulares AT-84, AT-84 
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E7 Luc y MOC7 empleadas en este trabajo. La concentración a 500 µg/mL no 

se utilizó, dado que ésta nunca se alcanzaría con los tratamientos usados en 

los bioensayos realizados. Para la CCH y la FLH, así como para los 

tratamientos de cada una de las hemocianinas con los distintos adyuvantes, no 

existe información alguna al respecto. 

 

En conclusión, los resultados obtenidos muestran que las preparaciones 

de KLH, CCH y FLH más adyuvante tienen efectos variables, pero no 

significativos sobre la viabilidad de las líneas celulares de cáncer oral AT-84, 

AT-84 E7 Luc y MOC7. Para los adyuvantes, los efectos citotóxicos ejercidos 

fueron variables sobre estas mismas líneas de cáncer oral, siendo el QS-21 el 

de mayor citotoxicidad para cada una de ellas. 

 

7.3.2    Reacción cruzada entre los anticuerpos anti-hemocianina y 

antígenos de superficie presentes en la línea tumoral MOC7 

 

 La evaluación de la reacción cruzada entre anticuerpos anti-hemocianina y 

antígenos de superficie presentes en la línea tumoral MOC7 arrojó resultados 

negativos.  

 

 En otros casos, como en líneas de melanoma humano68 y líneas de 

cáncer superficial de vejiga15, sí se ha observado una reacción cruzada entre 
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los anticuerpos anti-hemocianina y antígenos tumorales. En el caso del 

carcinoma escamoso de cabeza y cuello, la disminución en la expresión del 

antígeno T, presente en la KLH, y de los sitios de unión a dicho antígeno se 

correlacionan significativamente con un incremento en el nivel clínicamente 

detectable de la agresividad de este tipo de cáncer123, fenómeno que podría 

explicar el porqué los resultados obtenidos fueron negativos. Así, la conclusión 

obtenida de este análisis es la ausencia de una reacción cruzada entre los 

anticuerpos anti-hemocianina y antígenos de superficie presentes en la línea 

tumoral murina MOC7. 

 

 A partir de toda la información obtenida en el curso de esta investigación, 

sumado a los estudios que se llevarían a cabo más adelante, es posible 

describir un posible mecanismo de acción para FLH más QS-21. Esta 

formulación demostró que la respuesta inmune Th1 generada por la 

hemocianina podía ser mayor al administrarse en conjunto con un adyuvante 

Th1 y a la vez, mejorar su efecto inmunoterapéutico no específico en el 

tratamiento del cáncer escamoso de cabeza y cuello. Como se muestra en el 

esquema de la Figura 16, una vez que se efectúa la aplicación del tratamiento, 

el QS-21 es capaz de generar la liberación de ATP y alarminas, producto de su 

citotoxicidad. Esta liberación favorece la respuesta del sistema inmune, en 

especial la activación y migración de células presentadoras de antígenos 

(APCs) a la zona de inyección. Estas células endocitarían la hemocianina y la 
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procesarían, para posteriormente viajar al ganglio linfático regional más 

próximo. Allí, presentarían péptidos de la proteína tanto en MHC-II a los 

linfocitos CD4+ (con la posterior diferenciación a linfocitos Th1 producto de la 

secreción de citoquinas, especialmente IL-12 por parte de las APCs124) como a 

los linfocitos CD8+ en MHC-I (asumiendo una presentación cruzada). Ambas 

acciones ocasionarían la secreción de citoquinas proinflamatorias como IL-2, 

IL-12 e INF-γ. Este incremento conllevaría a un cambio de clase de los 

anticuerpos anti-FLH hacia IgG2a e IgG2b, lo cual es indicativo de la activación 

de una respuesta Th1. Finalmente, producto de la activación de linfocitos T 

cooperadores y citotóxicos, se produciría el reclutamiento celular apreciado con 

una DTH positiva (evaluada mediante la inoculación de un extracto de células 

tumorales MOC7 en el cojinete plantar del ratón). Como corolario, los linfocitos 

CD8+ serían los responsables de entrar en contacto con las células MOC7 y 

ocasionar su muerte. 
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Figura 16: Mecanismo de acción propuesto para la formulación FLH+QS-21. Una vez 
aplicado el tratamiento, el QS-21 generaría la liberación de ATP y alarminas por su efecto 
citotóxico, lo cual favorecería la respuesta del sistema inmune (activación y migración de APCs 
a la zona de inyección). Estas células endocitarían la hemocianina y la procesarían, para viajar 
al ganglio linfático regional más próximo. Allí, presentarían péptidos de hemocianina tanto en 
MHC-II a los linfocitos CD4+ como a los linfocitos CD8+ en MHC-I (asumiendo una 
presentación cruzada). Ambas acciones ocasionarían la secreción de citoquinas 
proinflamatorias y su incremento conllevaría al cambio de clase de los anticuerpos anti-FLH 
hacia IgG2a e IgG2b, indicativos de una respuesta tipo Th1. Además, producto de la activación 
de linfocitos T cooperadores y citotóxicos específicos antitumorales, se produciría el 
reclutamiento celular, apreciado en el cojinete plantar inoculado con extracto de células 
tumorales MOC7. Finalmente, los linfocitos CD8+ entrarían en contacto con las células MOC7 y 
ocasionarían su muerte. 
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8. PROYECCIONES FUTURAS 

 

 El estudio realizado en esta tesis ha demostrado cómo la hemocianina 

FLH, en conjunto con el QS-21 resultó ser la preparación más efectiva con 

respecto a KLH más QS-21 en la inmunoterapia contra el cáncer oral, tanto en 

un modelo ortotópico como heterotópico. Además, se determinó la necesidad 

de realizar una inmunización previa al desafío con las células tumorales y por 

ende, al desarrollo del tumor, reforzando la idea que la respuesta inmune 

adaptativa es fundamental en el efecto inmunodulador de las hemocianinas. 

Sin embargo, es necesario evaluar otros elementos de la respuesta inmune 

involucrados en el mecanismo de acción de la formulación FLH más QS-21 

para comprender con mayor profundidad, ampliar y/o modificar el modelo 

propuesto en esta tesis. Paralelamente, en cuanto al protocolo terapéutico, la 

vía de aplicación de la terapia, el (los) momento(s) y el número de dosis deben 

ser evaluados más sistemáticamente, previo a determinar si los componentes 

del tratamiento requeririán emplearse a dosis diferentes. 

 

 En primer lugar, entre los próximos estudios está definir con parámetros 

bioquímicos (Anexina V y PI125) el tipo de muerte celular en las líneas celulares 

de cáncer oral AT-84 y MOC7, producto del empleo de QS-21, como se apreció 

en el ensayo de viabilidad celular, ya que brindará información sobre el 

mecanismo de acción. La apoptsis reduce el número de células tumorales 
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como consecuencia de la muerte celular programada. La necrosis, aparte de 

generar la muerte de las células, provoca la liberación al medio extracelular de 

ATP y alarminas, sustancias útiles para mejorar la respuesta inmune ante el 

tumor. Este fenómeno también se observa en un tipo de muerte celular 

denominada inmunogénica (ICD). El mismo favorece la infiltración del tumor 

por linfocitos CD8+ específicos y que hoy se sabe que es un tipo de apoptosis 

que genera inflamación126, 127. Este ensayo se complementará con análisis 

mediante microscopía electrónica de transmisión, y así, visualizar lo que está 

sucediendo con dichas células a un tiempo temprano, una vez aplicado el 

adyuvante. 

 

Además, se desarrollarán ensayos de citotoxicidad para evaluar si las 

células tumorales de cáncer oral incorporan, procesan y presentan 

hemocianinas. Los resultados, de ser positivos, validarían lo descrito en el 

modelo propuesto, referente a que los linfocitos CD8+ son los principales 

responsables del efecto antitumoral observado vía una presentación antigénica 

cruzada en MHC-I. Por esta razón, en primer lugar se debe evaluar si las líneas 

de cáncer oral expresan MHC-I, y también, si incorporan hemocianinas y si 

esto lleva a un aumento en la expresión de los MHC-I si los hay. 

Posteriormente, se realizarían estudios con linfocitos T CD8+ específicos anti-

hemocianina (obtenidos del bazo de ratones inmunizados previamente con 

hemocianina). 
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 Por otra parte, in vivo, se espera realizar bioensayos donde se evaluará 

otra vía de administración de la terapia antitumoral (de subcutánea a 

intralesional). La administración subcutánea genera una mayor dilución de la 

formulación previo a entrar en contacto con las células tumorales, 

disminuyendo o evitando el efecto citotóxico de la saponina, observado sólo a 

altas concentraciones en el ensayo con Alamar Blue. Sumado a eso, 

investigaciones previas (cáncer de vejiga y melanoma) han mostrado una 

mayor eficiencia en la inmunoterapia del cáncer con el empleo de la ruta 

intralesional para la administración de la hemocianina23. 

 

 Para los ensayos de DTH, se utilizará un extracto tumoral en vez de 

células vivas, considerando que fisiológicamente, una vez que una célula 

tumoral muere, las APCs muestran tanto antígenos superficiales como aquellos 

encontrados a nivel intracelular. 

 

 También pensando en el mecanismo de acción de las formulaciones con 

FLH más QS-21, se evaluarán las poblaciones de células inmunes que infiltran 

el tumor comparadas con las que se encuentran en los ganglios aledaños al 

tumor, así como en el bazo de los animales portadores del mismo. Junto con 

esto, se estudiará el estado fisiológico de algunas poblaciones celulares con 

marcadores específicos (activas o inactivas), pues este conjunto de información 
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daría cuenta del efecto a nivel celular de la formulación hemocianina-adyuvante 

sobre el sistema inmune del animal. 

 

  Finalmente, se estudiará también el uso de un mayor número de dosis, 

pues a partir del bioensayo profiláctico del modelo ortotópico de cáncer oral, 

surgió la interrogante si dosis adicionales disminuirián aún más el desarrollo 

tumoral con respecto al grupo control y al resto de tratamientos utilizados, sin 

ocasionar efectos tóxicos, especialmente por la acumulación del QS-21 en el 

organismo. 
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9. CONCLUSIONES 

 

1. La formulación FLH más QS-21 presentó la mejor inmunogenicidad, 

reflejada en un mayor título de IgG total anti-hemocianina, con predominio de 

anticuerpos IgG2a e IgG2b, y una respuesta celular superior en un ensayo 

de DTH. 

 

2. Para el bioensayo terapéutico ortotópico de cáncer oral de ratones C3H/He 

desafiados con la línea AT-84 E7 Luc: la respuesta inmune fue indicativa de 

una de tipo Th1 en todos los tratamientos. No obstante, se observó una DTH 

anti-hemocianina mayor con FLH más QS-21, aunque su sobrevida no 

resultó ser mejor. 

 

3. Para el bioensayo profiláctico ortotópico de cáncer oral de ratones C3H/He 

desafiados con la línea AT-84 E7 Luc: los títulos de IgG total anti-

hemocianina fueron superiores para los distintos tratamientos en 

comparación con los títulos obtenidos en el bioensayo terapéutico, 

observándose un análisis indicativo de una mayor polarización Th1. No 

obstante, la DTH anti-hemocianina fue mayor para los tratamientos KLH y 

FLH más QS-21, siendo esta última la que mostró un menor desarrollo de 

tumor y mayor sobrevida en comparación con el resto de los tratamientos y 

los controles, e igual en relación con el QS-21. 
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4. Para el bioensayo terapéutico heterotópico de cáncer oral de ratones 

C57BL/6 desafiados con la línea MOC7: se encontraron títulos anti-

hemocianina elevados para los distintos tratamientos, pero únicamente en el 

caso de las formulaciones con QS-21 se observó una respuesta inmune 

indicativa de una Th1, obteniéndose una DTH positiva contra las células 

MOC7 con FLH más QS-21. 

 

5. Las preparaciones de KLH, CCH y FLH más adyuvantes tienen efectos 

variables, pero no significativos sobre la viabilidad de las líneas celulares de 

cáncer oral AT-84, AT-84 E7 Luc y MOC7. 

 

6. Los adyuvantes Alúmina, QS-21 y AddaVax producen efectos citotóxicos 

variables sobre estas mismas líneas de cáncer oral, siendo QS-21 el de 

mayor citotoxicidad. 

 

7. No se encontró reacción cruzada entre los anticuerpos anti-hemocianina y 

antígenos de superficie presentes en la línea tumoral murina MOC7. 

 

8. Finalmente, se destaca que este es el primer trabajo en que se investiga el 

efecto de hemocianinas solas y combinadas con adyuvantes en modelos de 

cáncer oral murino, por lo cual los resultados sientan las bases para 
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profundizar en el estudio de esta inmunoterapia para la prevención y/o el 

tratamiento de este carcinoma en seres humanos. 
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