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I. INTRODUCCION

1. CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS TUMORALES

Una célula tumoral es una célula modificada que adquiere la ca
pacidad de escapar de 1los mecanismos homeostdticos de regulacidn, y que -
adqguiere asi un potencial incoordinado de crecimiento y un a;to grado de
autonomia. FEl cambio operado en la transformacién de una célula normal -
es irreversible y la evolucidn de un tumor representa el desarrollo de —-
una colonia de c&lulas permanentemente alteradas. El crecimiento celular

exagerado ocasiona la formacidn de masas celulares denominadas neoplasias

{crecimiento nuevo).

ES necesario enfatizar tres caracteristicas de las c&lulas tu-
morales (32), las cuales les permiten competir por 1os nutrientes y ener-
gia de las células normales, conllevando a la destruccidn del organismo.
Tales caracteristicas son:

— Crecimiento autdnomo

- Invasidn, netdstasis y destruccidn de tejidos

,
— Disminucidn y/o pérdida de funciones especializadas

Una c@lula tumoral difiere de su contraparte normal en que sSu-
fre alteraciores biogquimicas (50,12) morfoldgicas (8) membranales y anti-

génicas (28,73} (Fig. 1).
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formacién maligna.



2. CARCIN%ENESIS (43)

La carcinogénesis se puede definir como el proceso. por el cual
un tejido normal se transforma en tejido canceroso. La mayoria de los —-
investigadores asumen cue la carcinog@nesis es el efecto de un carcindge~

no ya sea agente quimico, fisico o biolSgico.

A) Teorias de Carcinogénesis

Teb:;:ia de Thiersch y Waldeyer. Estos autores proPusie:on que
en los teijidos normales hay un equilibrio entre elementos conectivos y —-
‘epxteliales, ¥ que debido al envejecimiento mis répxdo del ccmponente co-
nectivo se pierde su capacidad de regulacifn sobre el epitelio. Bajo estas
.. condicicnes ghora libsrado de la restriccidn del tedido conectivo,v el epi
- telio revierte a un tipo celular embrionario, el cual presenta 1& capaci~
dad ilimitada de proliferacidn, esto es, se vuelve canceroso. Esta teorfa
se derivd de t.';:es hechos importantes: a) el 90% de los cémeres‘hu.mam::s
derivan de tejido epitelial, b) la cuxva de incidencia concuerda con la —-
edad év_anzada Yy c) la seiial obvia de emejecimienters la pézdidabde elas-
.tici;i_ad de la piel. Pero esta teorfa no explica como se originan los tumo

res que no derivan de epitelio (10%) (43).

‘Peoria de la Irritacidn. Propone que los tumores se originan

por contacto con agentes irxritantes, que pueden causar un efecto inflama-
torio y de ulcexaﬁién en células epiteliales, que después se tornan cance
rosas. Entre estos agentes se encuentran: el alcohol, el tabaco, radio-
actividad,_ solventes, etc. Pero una infareﬁcia laéica es que no todas ~-

lag inflamaciones derivan en endplasias ¥ no todas las neoplasicas estin



precedidas por inflamaciones (43).

Teoria Embrionaria. Propone que los restos embrionarios que

%2 encuentran en la etapa adulta son el foco del desarrolle tumoral. Por

ejemplo, los vestigios de la pituitaria pueden originar un carcinoma de -

bronguios, los restos notocordales se pueden transformar en un cordoma. -

Esta teoria no es capaz de explicar el origen de la gran mayoria de loz -

cdnceres en la vida adulta.(43).

Teoria de la MutaciSn Somitica y Teoria de la Activacidn Selec-—
tiva de Gemes.

Sin duda alguna, estas dos teorias son las mas aceptadas -
actualmente. La teoria de la mutacidn somitica postula gque la transforma
cidén de cé@lulas normales a células malignas es andloga a la foxrmacidn de

un mosaico de elementos aberrantes en el tejido normal. El t8rminoc de --
mutacidn implica que.ocurren algunos cambios fundamentales en el material

gendtico somitico de la célula, que conducen: primero, a un moderado au-

mento en la velocidad de la Aupiicacifn v finalmente a. la pé&rdida comple

ta del control de crecimiento. En tanto que la teoria de la activacidu -

selectiva de genes propone que la transformacidn es ocasionada por una ex

presidn inapropiada de genes normales, y ademds sosticne que el fenotipo

transformade puede ser xeversible.

El crecimiento del tumor podria involucrar una activacidn sele~
tiva de genes diferentes y la mutacidn somitica seria un fendmeno inciden

tal mds que causal en el desarrollo de subclonas de gran malignidag (76).

Con el descubrimiento de los oncdgenes se ha visto gue tanto las

mutaciones somiticas coms la activacidn selectiva de genes son capaces de



generar células tumorales.

Inicial & lozs ©

‘(del griego onkos = maga o tumor)
se definieron como elementos genBticos de reu'.ovizus que 'pzovocan‘ una -
transformacidn maligna. Pero recientemente, Se han encontxado las con=-
trapartes celulares de 1lo0s oncogenes virales (pcotoc;xccgenes), los cua-
les se han conservado a través de la evolucidn. Se encuentran en espe- -

cies muy diversas: moscas, peces y mamiferos incluycnde el hombre.

La gran conservacidn de los protooncogenes en las células =——
normales, sugiere que pueden jugar un papel muy importante, probablemen
te en la di.ferenciac_ian celular o en la divididn celular. Ia pregunta
es: - ¢gud e3 lo gque hace gue los oncogenes preduzean una divisidn celu-
lér incontrolada y los patrones anormales ae dife:enc'iacién vistos en -
las células cancerosas? Existen dos hipStesis para explicar la activa-

cidn de los protooncogenes o oncogenes:

a) Hipdtesis de la dosis - Que sugiece gus 12 oncogenesin -~

ocurre ya sea:

-~ Cuando los protoo'ncvcgenes celulares se amplifican genéti
camentce, es decir, hay muchas copias del mismo oncogene —

en el gencma.

- cuando se transcriben a altas velocidades, influenciados
por promotores o activadores que aumentan la actividad de

transcripcifn. Recientemente se han descrito virus que no



B)
nesis resulta
cifn puntual,

puntual puede

tienen oncogenes propios pero que tienen la capacidad de -

transformar células normales, cuando una secuencia viral -

llamada LTR (long terminal repeat) se inserta cerca de

los protooncdgenes; esta secuencia viral lleva promotores

de la expresidn génica (89).

Cuando ocurren cambios estructurales en el protooncogene,

por la insercifn de material virico.

Cuando estd involucrado un rearreglo cromosomal. Por ejem

plo, las cé&lulas tumorales de pacientes con linfoma de

Burkitt presentan ciertas anomalias; la mi&s comiin es un ~—-
cambio de segmentos entre el cromosoma 8 y el l4. Una de

las consecuencias de esta anormalidad es la traslocacidn -

del gene celular myc de su posiciSn normal en el cromosoma

8 al cromosoma l4; en esta nueva localizacién, el gen ests

iinfluenciado por promotores gue regulan la expresidn de —-

las cadenas pesadas de las inmunoglobulinac. Bl mismo fe-~

némeno se presenta en algunos plasmocitomas murinos (70,61).

HipStesis del producto modificado. Sugiere que la oncogé

de la expresidén de genes anormales producidos por una muta

codificando asi para una proteina modificada. La mutacién

ser producida por un carcindgeno quimico o fisico. Se ha

descrito que existe una mutacidn en el coddn 12 del gen ras de células -

tumorales inducidas por nitrometilurea, ademis de que otros ocho genes -

transformantes presentan mutaciones puntuales (61).



Ninguna de las dos hip&tesis éxplica como un nimerc aparente-

) mente reducido de genes pucde desarrollar una multitud de cambios plei--
txSpicos en la apariencia y actividad celulax. ' Sin embargo, en la obser
vaciSn clinica, se describen ;iesequilibx:ios metabdlicos como resultado -

de la expresibn genética defectuosa (69).
3. ANTIGENOS TUMORALES

En los Gltimos afios se han hecho grandes esfuerzos para la —-
deteccidn y caracterizacifn de antigenos que aparecen en las células —-

transformadas, ya sea por agentes quimicos o por agentes virales (25).

El término antfigeno en este contexto se refierea aq;Jellos pro
ducboé que inician una respuesta inmune en hospederos autdlogos © én re-
ceptores singénicos. RAungue una variedad de productos se han definido -
como antfgenos pox su reactividad con sueros alogénicos producidos contra

extractos de tejido fetal o tumoral (73).

Los‘ant.iga'nos tumorales mejor conocidos que aparecen en el ~-—

curso o después de la transformacifn maligna son:
A) Antigenos de Transplante Tumor-Especifico (TSTA)

Estos antfgenos aparecen en células transformadas tanto in vitxo
como in vive, y se ha. especulado sobre el papel importante en el manteni-
miento del fenotipo maligno gque estos antigenos pudieran temer.(64). FPor
otro lado estos antigenos son capaces de provocar una.respuesta inmune hu

moral y célulai en el hospedexo autdlogo o.en receptores singénicos. Aun

que estos antigenos pueden tener un papel importante en la destruccién —-



inmune de las células tumorales, no estin bien caracterizados (24) .
B) Antigenos Embrionarios o Fetales (Oncofetales)

Se ha sugerido que la expresibn de caracteristicas fetales en

neoplasias ocurre . por medio de 1z desrepresidn de genes silenciados.

Las células tumorales producen componentes fetales tales como:

hormonas, enzimas, protefinas placentarias y antigenos fetales.

Los antfgenos oncofetales son moléculas que se expresan nor=-
malmente en tejido cmbrionaric y gue no Se reconocen come propias en la -~
etapa adulta por haber desaparecido antes del desarrollo del sistema inmu

ne. Por lo cual dichos antfgenos provocan una respuesta inmune en el hos

‘pedero‘ adulto (25,5).

Se han descrito una gran cantidad de antigenos oncofetales, -
ejemplos de los cuales son: la a-ietoprotcoina; r;l;e es caracteristica de
hepatomas y teratocarcinomas de ovario (1,23), en el embridn dicha proteina
se sintetiza en el higado y se distribuye en el suvero fetal. E1 antigeno
‘carcinoembrionario (ACE) es una glicoprotefna de 180 000 daltones que =-—
contiene un 653 de carbohidratos por molécula, esti p.:csente en neoplasias
‘humanas de origen intestinal pero aiin r;o se determina su origen embr.fl.ona.-
rio (82,77). La sulfoglicoproteina gue se encuentra en el jugo. gEstrico
de pacientes con cincer estomacal y en el tracto alimenticio fetal (38);
el éntigeno ¥ de la enfermedad de Hogdkins se encontrd en bazo e higado -

fetal humano (22). AaAntigenos asociados a membranas de células leucémicas

cstin presentes en embriones humanos del primer trimestre de gestacidén —-



{97). Antigenos de melanoma se han encontrado en f£ibroblastos fetales

(91). El1 antigeno oncofetal (ACF) que se enc tra en mel

Yy en -
: .

sistema nervioso embrionario (49), entre otros.

4. RESPUESTA INMU&E ANTITUNORAL

En la literatura esta fundamentada la existencia de antige~-

nes de superficie de las células tumorales que ind una resg ta in

mune del hosﬁedzo.

Ehrlich sugirid en 1909, la existencia de una vigilancia in-
munoldgica constante sobre los tejidos del }individuo ¥ que se encarga -~
de eliminar células mutantes que pudieran aparecer y provocar un tunor
(15,16). 5a maltiplicidad de los mecanismos efectores envueltos en la
resistencia contra los tumores, sugiere que 'in vitro se activa probable

mente mis de un mecanismo antitumoral.
A) Raspuesta Imune Celuiar

La respuesta inmune celular esti mediada por c&lulas asesinas
naturales (41), células asesinas {(71), macrdfagos activados (37) y lin--

focitos T citotdxicos (68).

Las células asesinas naturales tienen una actividad antitumo-
ral independiente de anticuerpos y no restringida por antigenos de histo
compatibilidad, su actividad citotdxica se puede aumentar. por interferdn

¢ por linfocinas como I1-2 (40).



1as células asesinas o nulas tienen la capacidad de destruir -
células tumoxalgs recublertas de anticuerpos de la clase IgG. Su activi-
dad 1litica depexido de la expresidn del receptor para el fragmento Fc de -

la IgG y no requiere de complemento (7).

Los macxSfagos requieran de un proceso da activacién para lle-
var 2 ¢abo su actividad citolitica. La activacidn de los macrSfagos se -
puede desarrollar in vivo con estimulantes del sistema reticuloendotelial
@ in vitro con ciertas linfocinas. Se requiere del contacto celular entre
el macrSfago y la c@lula tumoral para la muerte de esta {iltima, la cual -
no depende de la fagocitosis, aunque esto puede ocurrir Idcspués de la ~=-

muerte y fragmentzcidn de la célula tumoral.

Ios linfocitos T citotdxicos (LTCs) son los responsables de la
respuesta inmune antitumoral mis importante (67). Los LICs tienen la capa
cidad de destruir células que manifiestan en su superficie estructuras ~-—

. alteradas, ajenas o modificadas. Esta destuccifin es te 1€£i—-

P

ca ya que s610 lisan a células semejantes a las gue indujeron su activa—-—

cibn.

La lisisz celular por LICS es el resultado de la colisifn entxe
el LTC (célula efectora) y la cédlula tumoral (c#lula blanco). Algunos de
los requerimientos necesarios para que los LTCs lleven a cabo su funcibn -

son 1los siguientes:

- viabilﬂad de la célula efectora

- contacto celular (célula efectora~-célula blanco)



- receptor de la célula T para el antigeno
- cationes divalente (ca2+, Mgz+) ¥ dlucosa

los productos del CMH presentes en la c@lula blanco y en el

LTC.

los LTCs sobreviven a la interaccién con la c&lula turoral y
pueden interaccionar con otras células tumorales, las cunales tienen un -

papei completamente pasivo en el evento litico, sirviendo solamente cono

“presentadores de antigeno”™.

B) . Respuesta Inmune Humoral

Por mucho tiempo se ha considerado gue los anticuerpos contra
ant_igenos de células tumorales no tienen un papel importante en el contsol
inmunoldgico de las células tumorales. Esta aseveracibn estd basada prin-
clipalmente en que estos anticuerpos no confieren inmunidad a nueves houpe-—
deros (11,71), aungue se han reportado anticuerpos dirigidos contra anti--
genos tuiwialss capaces de destxuir especificamente a la célula tumoral, -

en presencia de complemento. Estos hechos hacen dificil determirax cl gra

do de importancia de la respuesta inmune humoral evogada contra células --

tumorales.

5. MECANISMOS DE ESCAPE DE LAS CELULAS TUMORALES

A pesar de los mecanismos :_lnmunongicos que despierta una célu-
la tumorxal, &sta crece, se desarrolla y mata al hospedero. Este fracaso de
la vigilancia inmunolSgica en la destruccifn de las células tumorales po--
dria ser explicado por uno o varios de los mecanismes de escape de las cé-

lulas tumorales, gque a continuacidn se enumeran:



A. Modulacién Antigénica

Algunas células tumorales tienen la capaéidad de modular la =
expresiSn de sus antigenos de superficie al momento de entrar en contac-
to con anticuerpos dirigidos contra estes, ya sea desprendi&ndolos en —-—
forma de complejos inmunes o internalizdndolos (30,53). Ademis, ciertas
neoplasias pueden desprender espontdneamente antigenos de su superficie,
en grandes cantidades, sin haber intecraccionade aun con anticuerpos. Es-
tos antigenos desprendidos tienen la capacidad de reaccionar con LTCs ¥
anticuerpos dirigidos contra el tumor. De esta manexra al desaparecer y
liberar antigenos superficiales, la cé&lula neoplisica evade la respuesta

inmune.

B. Escasa Antigenicidad

Cuando un tumor se encuentra en sus primeras etapas de desarxro
llo puede no expresar antigenos tumorales (13) o expresa cantidadeé dema-
siado ! Vequeﬁ:xs come para estimular al sistema inmune. Para cuande estos
antigenos son finalmente dectectados, el tumor ha crecido en tal magnitud
‘que ain la mejor respuesta inmunol&gica de rechazo no es suficiente para

controlarlo (53).

C. Bstados de Imnmunosupresidn Inducidos por el Tumor

Algunos tumores son capaces de inducir estados de inmunosupre=-
£ién en el hospedero (3), mediante la secrecién de moléculas farmacolSgi-
camente activas que estimulan c&lulas T supresoras que abaten la’ respues-—

ta inmune (9).



D. Enmascaramiento de Antigenos de Histocompatibilidad

Ciertos tipog de tumores producen glicoprotefnas de alto peso
molecular que enmascaran los antfgenos mayores de hiswcomgaﬁbuidad pro
pios, impidiendo el reconocimiento de &stos por LICs y anticuerpos. Tal
es el caso del tumor mamario TA3 que produce una glicoproteina de sod [o]¢ o]
daltones denominada epiglicanina (88) y el mieloma murino LPC-~1l que produ

ce una glicoprotefna de 160 000 daltones denominada gpl60 (20).

E. Otros Factores v -

) _Algunag células tumorales #e vuelv!.m resisteintea a la lisis -
por medic de la producciSn de material com actividad anticomplementaria
(10), por una rapida reparacién de los sitios dafiadog de 1a membrana cei_x.l
lar (79), y por que los antigenos tumraies_ce encuenfxan bloqueados por

anticuerpos no citotSxicos llamados facilitadores (41),

6. ENBERIOGENESIS Y CARCINOGENESIS

En los dltimos afios se ha'zaportado que las c&lulas cancerxosas

pueden 3> r productos genéticos que en condiciones normales son compos

nentes de c8lulas embrionarias o fetales, pero que estin ausentes o presen

tes en muy bajas cantidades en células adultas (63). K

La c8lula tumoral expresa proteinas ds superficie caracteristi-
cas de céflulas embrionarias y que se han detectado inmunolSgicamente (antf
genos oncofetales). Estas protefinas fetales o embrionarias son fase-espe=-

- cIficas, en el sentido de gue son “apagadas” en el feto a término o en @l



recién nacido. Aunque, por otro lado no se sabe que seiiales de desarro-—-

110 pueden inducir eu expresifn en cir tancias les, y afin -

sl son fase especificas en la cflula tumoral (38,63).

Por otro lado sa sabe que las c&lulas tumorales o neoplisicas
ademis fe loz antfigenos oncofetales, expresan otras propiedades embriona-
riag. Por ejemplo, se han encontrado formas de tRNA embrionario en c&lu
lar tx;morales., ademis de que la matilaciSn da tRNA es mucho mSs granda an
c8lulas ambrionarias y en c8lulas cancercsas que en células normales adul
tas (4). Sa concce decde hace ticmpo gue la actividad de metiltransfera-—
sas del higado decrece marcadamente deapus del nacimiento y después de -

la formacifn del blastocisto, en la embriogénesis temprana del conejo e«
(62) . Otza caxac_teristica compax?du‘a por las céiulas embrionarias y las

células tumorales es que se aglutinan por lectinas (66).

Por otro lado se sabe que las cé&lulas embtion;rias y fetalems =
contienen antfgenos de transplante contra los cuales la madre monta u.na -
respuesta inmune (80). Las células dal trofoblasto de los mamiferos re-=
gisten a la :espuésta inmune del hospedero, y pueden estimalar el flujo «
‘local de sangra en los tejides circundantes (33). Todas las células can-

: cems#a, sin importar el tejido de procedencia comparten estas propieda-—-

des con las c&lulas del trofoblasto (23).

El escape del trofoblastoc de la respuesta inmune de la madre -
debe de estar relacionado con procesos fisiol3gicos presentes en células
fatales y no en células adultas; de la misma manera, una célula que ha su
frido una transformacidn maligna adquiere la capacidad de escape de la --

respuesta inmune. Alexander sugiere que las células malignas mimetizan -



el escape de las células fetal;es {4) , p;az otra parte se ha observado que
células embrionarias liberan antigenos de histocompatibilidad de sus su-
perficie, 1o cual tambi&n se ha obsexvado en algunos tumores (4). ¥Por -
todo esto se antoja pensar que los antigenos fetales presentes en células

tumorales pueden ser una consecuencia de que el tumor ha adquirido alguno

de los mecanismos de escape de las células fetales.

En todos estos ejemplos, la pregunta sin respuesta es: si la
expresién de caracteristicas cmbrionarias es una parte integral de la -

transformacidén maligna o es un efecto incidental.

Hay tres posibilidades de generar un fenotipo maligno a partir

-de un genotipo inalterado; tal fenotipo maligno podria resultar de la ——
coexpresidn en la célula adulta (2) de un tipo de genes expresados normal
mente durante bla ontogenia; (b) de la combinacidn de diferentes genes o -
(c) de genes que estSn normalmente silenciados durante la ontogenia (63).
Aungque una dificultad para aceptar la Gltima posibilidad es que resulta -~
: mnte dificil probar la existencia de un gene dado que nunca se ha ex
presado du:;:ante 1a ontogenia, las otras dos posibilidades, sin embargo,
.parecen tener mis futuro.

7.  ANTECEDENTES

N a
Estudios previos muestran que el mieloma murino LPC-1 (H-2")
adquiere periddicamente una resistencia a la lisis por linfocitos T cito-

t8xicos {LTCs) o por anticuerpos y complemento.

-

£1 mieloma LPC-1 crece en la cavidad peritoneal de xatones de

la cepa BRLB/cC (1-1-—2‘1) y Producen ascitis. Las cé@lulas obtenidas de la =



cavidad peritoneal del ratdn tres dias después de la inoculacibn del tu-
mor {(c&lulas tempranas) son susceptibles a la lisis por LTCs © por anti-
cuerpos dirigidos contra H~2 y complemento cuando se prueban en un ensa-
yo de citotoxicidad. Sin embargo, las células 1LPC-1 obtenidas 12 - 14
dias después de la inoculacidn del tumor (célﬁlas tardias) se muestran -

resistentes a la lisis imnune (Fig. 2) (18).

Estudios comparativos de la superficie de las células LPC-l -
tempranas y tardias, muestran que la aparicidn del femotipo xesistente -
co;relaciona estrechamente con la expresidn de una proteina de membrana
de 160 000 daltones {gpl60)}, la cual se acumula con el t;iempo en la su--

perficie de las c@lulas LPC-1 (Fig. 3) (19).

La resistencia de las cé@lulas tardfas a la lisis por LTCs y ~
por anticuerpos anti—-n-za v complemento se pierde cuando las células son
transplantadas a ratones BALB/c y extraidas tres o cuatro dias después;
cuando las células se mantienen en cultivo por m8s de ch;atro dias (39) o
cuando se tratan con tripsina, quimiotripsina, subtilisina, (proteasas)
© neuraminida {ylicosidasal ig. 4) (12). Todos estos tratamientos dis

minuyen la concentracidn de gpl60 en la superficie celular.

Estudios cuantitativos de los antigenos de histocompatibili--
dad H~2 presentes en la superficie de las c&lulas tempranas y ﬁrdias -
tratadas con tripsina, muestran que hay cantidades semejantes en ambos -~
tipos celulares, lo cual sugiere que gplé0 puede estar interaccionando -
con ellos, impidiendo estéricamente su reconocimiento por LICs y por an=-
ticuerpos anti-H-2 (39). Posteriormente se obsexv'6 que gplé0 interac--

ciona preferentemente con los antigenos H-2D y H-2K ¥ que antigenos no -



relacionados con el complejo mayor de histocompatibilidad no estan signi

ficativamente emmascarados por gpl60 (20).

gpl60 es una glicoproteina formada por una sola cadena poli—-
peptidica, rica en dcido siflico (10% de su peso molecular) y se ha esti
mado que existen 1.5 x 106 moléculas de gplé0 por célula. tardia LpC-l,

en tanto que el nimero de moléculas H-2 que existen por linfocito es de

5 X 105. En las células LPC-l existirian tres moléculas de gpl60 por una

de H-2, lo cual hace posible una gran interaccifn entre estas dos mol&cu-—~

las dando por resultado un mecanismo de escape a la respuesta immune del

hospedero (78).
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Cambios en el tiempo de la susceptibi-
1idad de las células LPC-l a la lisis
por LTCs anti-H-28. Se mide la suscep
gjbilidad a la lisis (liberacidn de =~ °

Cr) de células LPC-l cosechadas 2,4,
6,8,10,12,14 dia después de haber sido
inoculadas en la cavidad peritoneal de
ratones BALB/c (PANEL A,B,C,D,E,F,G,H,
respectivamente. Cé&lulas LPC-1 o——o,
Blastos H-2% @ ——-® . Celulas retranse—
plantadasa Q.
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Fig.3 .  Electroforé&sis en geles de poliacrilamida-SDS de

los_componentes radioiodinados de la superficie
de las células LPC-1 tempranas (a), tardias (b)
y tempranas + tardias { cg La mayor diferencia

. radica en la fraccidén 65, indicando un aumento
¢+ Ta cantidad de una proteina de 160 000 dalto
nes en las células LPC-1 tardias; esta proteina
es eliminada cuando 1as cé&lulas se tratan con
tripsina (d).
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Efecto de diferentes proteasas sobre la
susceptibilidad de las c&lulas LPC—1 tar
dias a 1a lisis por LTCs anti-H- 2d.  Las
cElulas LPC-1 tardias son tratadas con :
trinsina {o~—0), quimotripsina @-—mu),

subptilisina (@ D), proteasa de

Staph 1ococcus {e———o) y trombina (a—a)
as celulas LPC-1 tempranas no tratadas
0——-—0) y tard1as (e——=) estidn inclui



IX. OBJETIVOS

Por todo 1o anterior resulta interesante saber si la glicopro
teina tumorxal gplE0 es un antigeno exclusivo da céluias tumorales (anti-

geno tumoral) o bien si se expresa en tejido adulte y/o embrionario.

Poxr lo que la estrategia del presente trabajo es:

. 1. Identificar los componentes de la superficie de las membranag de
diferentes mielomas murinos por métodos bioquimicos, y comparar—
los con losg componentes supezficiaies Ge las céiulas LPC-1.

2. Producir anticuexpos contra la proteina gplé0, y verificar la -~
reactividad de dichos anticuerpos con la pxcéeina.
3.

. Com 1la ayuda de los anticuerpos, estudiar la distribucidn de la -

_glicoproteina gpl60 en tejido adulto y embrionario.



IXY. MATERIALES ¥ METODOS

1. ANIMALES

Se utilizan ratones de diferentes cepas, dependiendo del ha=--

Plotipo de su Complejo Mayor de Histocompatibilidad H~2 (CMH) :BALB/c, -
a b .
(H-2"), BALB-b (H~2"), BALB-k (a-zk), C57BL/6 (H—Zb), NZB (H—Zd) y CD2 -

{eatn/c ¥ DBA/2, fi) (n-—zd) -

Estas cepas son mantenidas y conservadas en el bioterioc del -

Instituto de Investigaciones Biom@dicas de la UNAM.

2. LINEAS TUMORALES

Los tumores de células plasmiticas (mielomas H—2d) LBPC=-1l, ==
1LPC-1-LITTON, OPEC 315, MOPC 167 y MOPC 460 se mantienen en forma d‘e age
citis en la cepa de ratdn BALB/c (H—Zd) en tanto que el mieloma Pc3 —-——
(H-—Zd) se mantiene en la cepa NzZB (H-—2a) y el mastocitoma P81lS5 (H—zd) se
mantiene en la cepa CD2 (H—-zd). El mieloma X63. AgS (H—2d) se mantiene

in vitro.

ras células tempranas y tardias se obtienen de 3-4 dias y --
12-14 dias despus de su transplante, respectivamente, por medio de lava
dos de la cavidad peritoneal del ratén, con '5-10 ml de solucidn salina —
amortiguada con fosfatos (PBS, 0.15M NaCl, 0.01M fosfatos, pH 7.4) - Las
células se lavan tres veces con PBS por centrifugacifn a 400 g durante -
10 minutos, posteriormente se resuspenden en 30 ml de PBS y se cuentan -

en un hemocitémetro. El nimero de células por mililitro se calcula me-- -



diante la siquiente férmula (27):

Células/.cn3 =NC xdx 1()‘1l

donde: NC - Nimero de células
d - Factor de dilucibn.

— 10”—- Factor que transforma el npero de células de un mm2 a
el nimero de células en mm
3. CULTIVOS DE CELULAS

3.1 Precauciones

Cuando se tiene un cultiveo de células es nccesario extremar —
los cuidados al trabajar, asi como la esterilizacidn del material y dec -
las soluciones que se van a utilizar; por lo que:

a) Todo el material antes de trabajar, debid haber sido lavado, cn
juagado y esterilizado.

b) Todas las manipulaciones de un cultivo de células se deben reca-
lizar en un laboratorio exclusivo para el cultivo celular y en
campanas de flujo laminar

c) El material utilizado para este fin debe sex excilusivo
d) De sex posible, usar reactivos de mixima pureza, de grado culti

vo de células.

3.2 Soluciones

-  Antibidticos: Penicilina 100 mg/ml, ést’ceptomicina 100 mg/ml .
(100x}

~ . antimicdticos: anfotericina B 250 ug/ml (10CX)

- L~Glutamina 200 mM (100X) (GIBCO)



~ Anminodcidos no esenciales (100X) (GIBCO)

L-alanina 0.89 mg/ml
L-asparagina 1.50 mg/ml
L~3cido aspdrtico 1.33 mg/ml
L-8cido glutdmico 1.47 mg/mi

Glicina 0.75 mg/ml
I~prolina 1.15 mg/mi
L-serina 1.05 mg/ml

- Concanavalina A 1 mg/ml (Sigma)

- ILipopolisacarido 1 mg/ml (E. coli, 0O1l1:B4, DIFCO)
3.3 Suero

Se utiliza suero fetal bovino (Flow Laboratories, Virginia,
Usa) ‘libre de micoplasma y de inmuneglobulinas. Antes de utilizarse el

suero se descomplementa calentdndolo durante media hora cn bafio maria a

56°C.

‘3.4 Hedio de Cultivo

Todas las c8lulas crecidas in vitzo se culiivan en mcodic RBMT

1640 (GIBCO) el cual se prepara disolviendo el contenide de un sobre en =
un litro de agua desionizada, y se agregan 2 g de bicarbonato de sodio —-
por litro y se ajusta el pH a 7.3. Se& esteriliza por £iltracidn en doble
filtro millipc:r:'e de 0.22 um y finalmente se almacena en alicuctas de 500 mi

a 4°C. Al momonto de utilizarse cada 100 ml de medio se suplementan con:

- 1 ml de solucidén de antibidticos

1 ml de la solucidn de antimicéticos
- 1 ml de la solucidn de L-Glutamina
- 1 ml de la solucidn de aminodcidos no esenciales

-~ 10 ml de suero fetal bovino



Las células de bazo y de timo de ratdn puestas en cultive, se
estimilan con 50 Ug/ml de lipopolisacirxidos (mitdgeno de células B) o con

5 ug/ml de Concanavalina A (mitSgeno de c€lulas T).

Todas las c@&lulas se mantienen a 37°C y en una atmdsfera hiime~

da con 7% de coz.

3.5 Congelacidn de células

2 x 107 células tumorales se centrifugan y se resuspenden en -
un nmililitro de medio de congelacidn (90% suero fetal bovino, 10% DMSOV) a
‘4°C., ‘Se colecan en un criotubo ¥ en una caja de poliestireno con paredes
de 1 cm de grosor, la cual se guarda & -80°C por 24 Hr y posteriormente -
los tubos se trasladan a un tanque de nitrdgeno liquide. Las c8lulas se

mantienen por tiempo indefinido bajo estas condiciones.

3.6 Descongelacidn de Células

Se retira el criotubo del nitrSgeno vliquido ¥ se descongela -
inmediatamente despu&s en un bafio maria a 37°C. Las células son inyecta-—
das a un ratSn receptor, © son mantenidas en cultivo bajo las condiciones

ya mencionadas. -
3.7 .Crecimiento

Las células de los mielomas deben mantenerse a una densi@ad de
ﬁos - 4 x. 105 c&lulas por mililitro, lo cual se logra diluyéndolas 1:5 ~~
diariamente con medio de cultivo. En tanto que las c&lulas de bazo y de

timo se mantienen a una .densidad de 5 x -:Lo6 células por mililitro.



4. TECNICAS INMUNOQUIMICAS

4,1 Obtencidn de Antisueros y Sueros Normales

a) Antisuero de ratdn anti-LPC-l. Se obtiene de la inmuniza--
cién por via intraperitoneal de ratones BALB.b con 107 células LPC~1) . EL
tumor crece inicialmente pero es rechazado alrededor del dia 20. Los ani-
7

males se refuerzan el dia 28 con 10’ células LPC-1 y despuds cada 15 dias.

Los ratones se sangran 7 dias después .de cada refuexzo y el suerc se alma-

cena a ~70°C.

b) Antisuerc de conejo anti-~-gple0. Se obtiene de la inmuniza-

cisn de conejos con gplé0 purificada por columnas de afinidad. Los cone--
jos se inmunizan por via intradérmica con 100 ug de proteina en un milili-
tro de adyuvante completo de Freund. Despu@s de la inmunizacidn los anima

les se refuerzan al siquiente mes y se sangran a los 10 dias después del -

' refuerzo.

c) Anticuverpo de cabra anti-IgG de conejo. Estos anticuerpos

se adquieren comerxciaimente 2 log labkoratorios Cappel (Pensilvania, USA).

'd) Sueros normales. Se obtienen del sangrado de un conejo nor
mal o de ratones normales, generalmente los mismos que posteriormente serin

inmunizados.

4.1.1  Purificacidn . dec Antisueros

Los antisueros y sueros normales tanto de ratdn como de ’conejo
se purificaron mediante una columna de afinidad (Sepharosa 4B acoplada a

proteina A) (51).




La protefna A tiene la propiedad de reaccionar fuertemente con
el fragmento Fc de algqunas clases de inmunoglobulinas de diferentes espe-~
cies (84). Todas las IgG's se unen a la protefna A, y en el caso del ra
t8n solo se pierden las IgG,. Una molécula de px:oteina A puede enlazaxr -
‘al menos dos moléculas de inmunoglobulinas. La proteina A se acopla a «-
Sepharosa 4B covalentemente por el método de Cvatrecasas y el immoﬁsog
bente resultante, que contiene 4 mg de proteina A, puede enlazar hasta =~
30 mg de IgG por mililitro de gel. ILa columna de Sepharosa-protefina A BB‘
lava con TRIS-HCL 0.1 M pH 7.95 a una velocidad de flujo de 20 a 40 ml/hr.
Posteriormente, se aplican 2 ml del antisuero a la columna y se deja incu
bar una hora a températu::a ambiente. Immediatamente después,. la columna
se la;va con TRIS-HCL 0.1 M PH 7.95 hasta que la absorbancia a 280 rm sea
~cero, elimindndose asi la proteina no adsorbida. Las inmunoglobulinas se
eluyen con glicina-HCl-0.1 M pH 3.0 a la misma velocidad de flujo. E1 ==
eluido se colecta en fracciones de un mililitro en tubos que contiene 0.1 ml
de TRIS-HCL 1 M pH 7.95 para neutralizarlo. Las fracciones con alta can-—
tidad de proteina (absorbancia a 280 mm) son dializadas contra PBS, ali—

cuoteadas y almacenadas a -76°C hasta su uso.

4.1.2 Comprobacidn de la reactividad de los antisueros.

Antes de utilizar los diferentes antisueros, se verifica su -—-

reactividad por medio de la técnica de Ouchterlony (48).

a) - Preparacidn de placas para inmunodifusifn. Sé prepara una

solucidn de agarosa tipo II (Sigma) al 0.8% en PBS y Se pone a disolver -

"en un baiio maria en ebullicidn, se deja enfriar a 60°C aproximadamenté e
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inmediatamente despu@s se colocan 5 ml de la golucidn de agarosa sobre ca
da portacbjetos a Qtilizar. Se deja scolidificax y por {ltimo se perforan
las placas. Se oolocan 10 ul de los sueros a probar, en cada.‘ pozo de la

placé de immunodifusidn, previamente diluidos en PBS, contra 10 ul del --—
antfgeno. EL Ag ¥ el Ac deben de encontrarse en concentraciones equipara
bles, y alrededor de L mg/ml. La placa se deja en cimara himeda a 4°C du

rante una noche para que se lleve a cabo la reaccidn antigeno-anticuexpo.

b) TinciSn de placas. “Las placas se lavan con solucidn salina

0.15 ¥ durante 24 hrs. Después se colocan en agua destilada por una hora.
Al cabo de este perfodo, se pone papel filtro sobre cada placa y se deja
secar por un dfa a temperatura ambiente. El agar deshidratado queda --
adherido al papel £iltxo como una pelicula fina. Se enjuaga con agua des
tilada y se tifie con amido negro (amido negro 0.l%, metanol absoluto 20%,
8cido acé.tico 1%, agua destilada) durante 10 minutos. Las placas se des-

tifien con una solucifn de &cido acético al 2%.

4.2 Acoplamiente de IgG de Cabra Anti-IgG de Conejo a Isoticcianato Qe
Fluoresceina (34) :

4.2.1.; Procedimiento de. Conjugacidn.

La concentracifn de protefina (IgG) a la cual se obtienen los me
jores resultados de conjugacidn es de 4-5 mg/ml en tanto que la concentra-

ciBn de isotiocianato de fluorescefina es de 12.5 mg/ml de proteina.

£l fluorocromo se disuelve en 50-100 ul de una solucién 0.1 M
de carbonato de sodio. La solucién de proteina (2-3 ml) es equilibrada en

frfo llevando el pH a 9.0 afladiendo carbonato de sodio 0.1 M. Una vesz equi



librada la solucidn de proteina, se le afiade lentamenta la solucibn de ——
fluorocromo. Para mantener el pH en 9.0 se agrega carbonato de sodio -~
0.05 M cuando es necesario. Si el pH no cambia despué€s de 15 minutos, la
mazcla se deja reaccionar en £rio con agitacidn y en la obscuridad duran-
te 18 hrs. Para remover cualquiar preéipitado, la muestra se centrifuga

en una centrifuga Eppendorf durante 10 minutos (14000 g).

4.2.2 ‘purificacifn del Conjngado

Para su purificacién, el conjugado se pasa por una.columna de
Sefadex G-50 (fino) de 8-10 mm de difimetro y 60 cm de longitud. v!.a colum
na se lava previamente con PBS pH 7.5. La elucidn se reéliza eon el mis-
mo buffer y 5o obticnen dos fracciones: 1a primera corresponde al anticuer
pé conjugado y la segunda correspdnde al fluorocromo libre, que no reac—-

ciond (absorbancia a 280 nm y absorbancia a 495 nm).

.
14,2.3 - Evalaacidn’ dél Conjugado

I2 concentracién del anticuerpo y la relacidn fluorocromo-anti-
cuerpo se calculan en funcién de la densidad Sptica  a la cual absorban =—-
tanto la proteina (nbsorbancia 280 nm) como el iscotiocianato de fluores—-

ceina (absorbancia 495 nm), y utilizando las siguientes férmulas;

Absorbancia’” 280 nm -~ (0.35 x absorbancia 495 nm)_ - .neracifn de anti-
; 1.4 cuerpo (mg/ml)

2:87 x absorbancia 495 nm moles de £luorocromo -
Absorbancia 280 nm - ( 0.35 x absorbancia 496 nm) poxr moles de anticuerpo




- 30 .

Por regla general, los conjugados con una relaciSn molar menor
de ‘1 son reactantes pobres, en tanto que conjugados con una relacisdn mo--
laxr de 2 - 3 dan buenos resultados.

4.2.4 Alnacenamiento del conjugado

El conjugado se hace isotdnico dializindolo contra PBS y se ==
ajusta la concentracién de anticuerpo a 0.5 mg/ml. El conjugado se este-
riliza por filtraciSn en f£iltros de acetato de nitrocelulosa Q.22 wm (Hilli

pore) y se almacenaz & 4°C en la obscuridad.

4.3 Radioiodinacién (1251) de los Componentes Superficiales de las Célu--
las Tumorales

4.3.1 Marcaje de la superficie celular

Para la caracterizacifén de las moléculas de la superficie celu
lar de las c@lulas tumorales se empleS la técnica de iodinacién descrita
por mMarchalionis {£0). ILa tZcnica se basa en la oxidacidn de iones iodaro
en presencia de lactoperoxidasa y perSxido de hidxSgeno para dar lugar a
un complejo t;_nzimstico capaz de convertir los residuos de tirosina de las
proteinas superficiales en derivados monoiodinados. Ia histidina también
puede reaccionar aun.que' en menor gradc {47). Debido al alto peso molec':u—
lar de la lactoperoxidasa (78 Kd) &sta no penetra a la célula, .l.o que pro.
éorciona un sistema particularmente Gtil para el marcaje de las proteinas

superficiales.

7

En resumen, a 1 x 10 células tumorales (95 - 100% de viabili-

' dad) previamente lavadas con PBS se les agregan 10 Bi de lactoperoxidasa



{4 mg/ml en PBS) y 1 mCi de Na1251 (Amersham, actividad especifica 350 -

500 mCi/mM) . ZInmediatamente después, se agregan 10 ul de una solucidn -
fresca de Hzo2 al 0.03% preparada en PBS; las células se incuban por 5 -
minutos a 30°C; los dos Gltimos pasos se repiten dos veces mids. FPara pa
rar la reaccidn y eliminar el exceso de 1251 libre, las cé&lulas se lavan
3 veces con 15 ml de PBS-KI 5 mM y una vez mis con PBS centrifugando a -

450 g durante 5 minutos.

4.3.2 solubilizaciénde los componentes superficiales radjoiodinados

Para solubilizar los componentes radioiodinados de la superfi-
cie celular las células marcadas (107) se resuspenden en 100 ul del dcter
gente no idnico NP-40 al 0.5% en PBS y en presencia de inhibidor de pro—-
teasas PMSF ( fenilmetilsulfenilfluorure, Sigma) y se incuban durante -
30 minutos a 4°C. Al cabo de este periodo la fraccidn soluble se separa
de los restos celulares por centrifugacidni a 14 000 g en una centrifuga -

Eppendorf (54).

4.3.3 Precipitacidndeproteinas celulares por TCA

cuando las proteinas se llevan a su punto isoeléctrico por la
adicidn de ut (TCA), su carga neta es cero y precipitan, separ@ndose de -

esta manera el isStopo libre de la marca incorporada a las proteinas (6).

A 10 p1 (10® Eqce)’ de extracto celular en NP-40 0.5% se le aha-
den 10 ul de suero fetal bovino (paxa hacer visible sl precipitado) y 3 ml
de TCA al 10%. La mezcla se incuba 10 minutos a 4°C y se centrifuga a =--

500 g por 5 minutos; el precipitado se lava dos veces mis con 3 ml de A



al 10%, dejando incubar nuevamente y centrifugando de igual modo. El pre~
cipitado resultante se resuspende en un mililitro de PBS y se cuenta en un

contador gama Autologic (Abbot).

4.4 Inmunoprecipitacifn de los Antigenos de la Superficie Celular

Las cé&lulas tumorales se iodinan y solubilizan en NP-40 comw se
describid anteriormente. A 100 ul del extracto celular se le afaden 20 ul
del antisuerc especifico y se incuba la muestra durante una hora o 4°C. -

Para aislar los complejos antigeno-anticuerpo se afiaden a la muestra 100 ul

de una suspensidn al 10% de Staphylococcus aureus, tipo Cowan I inactivado

{(Pansorbin, Calbiochem) en PBS-NP 40 al 0.5% y se incuba por 30 minutos a
temperatura ambiente. Transcurride este perfodo, la muestra se centrifuga a
14000 g por 5 mimutos enuna centrifuga Eppendorf y se lava tres veces mds

con PBS~NP 40 al 0.5%. E1 Staphylococcus aureus presenta en su superficie

proteina A la cual tiene receptores para la fraccidn Fec de las ipmunoglobu

linas. Al centrifugar la muestra el Staphylococcus aureus sedimenta, lle-

3 e

vandose los complejos antigeno-anticuerpe que se encueniczan {ijcs cn ot

superficie (20).

Los complcjos inmunes unidos a la bacteria se eluyen con 5Q ul
de 0.1 M TRIS (pii 6.4), 5% EDS y 5% beta-mercaptoetanol en un bafio de agua
en ebullicién durante 5 minutos. La muestra se centrifuga a 14 000 g por
10 minutos, el sobrenadante se conserva y Se analiza por medio de electro

foresis en geles de poliacrilamida en SDS. Yas proteinas inmunoprecipita

das se identifican mediante la autorradiografia de los geles.



4.5 Determinacién de Proteina por el Método de Lowry (59)

La determinacidn de proteina con el reactivo de Folin consta -

de dos pasos esenciales:

a) Ia reaccidn de 1la proteina con el CnH en alcali formando el com-
plejo cutt —protefna

b} Ia reduccifn del reactivo fosfomolibdico-fosfotlngstico (reacti

vo de Folin) por el complejo cuﬁ—pzoteina (aminodcidos aromf--
ticos), dando como resultado diferentes gfadog‘de coloracién —-

azul, la cual es proporcional a la concentracidn de proteina -~
presente.

10-100 ug.

1a relacién es lineal en un rango de proteina de

A diferentes cantidades de una solucifn patxdn de seroalbimina
bovina {en PBS, 100 Ugy/ml) ¥ de las muestras problema aforadas a un milili-

tro de agua se les afiaden 4 ml de reactive A (Na,CO; 2% en NaOH 0.1 N, -

tartrato - de sodio y potasio 2%, Cusd4'5il20 1%) y se incuba 10 minutos a

temperatura ambiente. Inmcdiztamente 4 é

se agregan 0.4 ml de reacti
vo de Folin (diluido 1:2 en agua) y se deja incubar 30 minutos a tempexra-
tura :ambi:ente. al cabo de lo cual se lee la absorbancia a 595 nm de cada

muesﬁa Y se t:.raza la curva patxén. Los valores de absorbéncia de los --

problemas se interpolan en la cuxva patzé.;x y se calcula la concentracién

de proteina.

4.6 Electroforesis de Geles de Poliacrilamida-SDS

Las proteinas de la superficie celular se analizan por electx_d_
foresis en geles de poliacrilamida siguiendo la metodologia descrita pox

Laemmli (55,92).



En este método se tienen concentraciones discontinuas de acri-

lamida y de pH. En el gel concentrador la acrilamida se usa al 5% y a un

PH de 6.8, en tanto que el gel separador contiene 7.5% de acrilamida y un
pH de 8.8. Como solucidn de corrida se usa TRIS-glicina (pH 8.3). Ini--
cialmente las muestras se mezclan vol/vol con 0.3 ¥ TRIS pH 6.4, 5% SDS,

5% beta mercaptoetanoly 0.002% azul de bromofenol y se colocan en un banho

de agua en ebullicidn por S5 minutos. Después de colocar las mucstras se

aplica una corriente de 15 mA por gel en placa y 3 mA por gel en tubo, has
ta que la t b el gel 3

v la corrida se continua a -
20 mA por gel en placa y 5_ mA poxr gel an tubo hasta que la mrestra llega
al limite inferior del gel separador.

Dependiendo de las caracteristicas de las muestras los geles =

‘se procesan de diferentes maneras.
4.5.2 Tincidn de Coomasie (57)

£l gel se coloca en azul de Coomasie (Azul brillante de Coomasie
R 250 0.06%, metanol 30%, Zcido acético 10%) durante 30 minutos o toda la
‘noche. Posteriormente se destifie con una solucidn de cido acético 10%, -

metanol S:. Esta tincidn detecta hasta un microgramo de proteina.

4.6.2 Tincidn de Schiff (31)

a) " ‘Preparacidn del reactivo de Schiff.

Se disuelve un gramo -
de fuscina bisica en 200 ml de agua hirviendo, se agita por 5 minutos y se
‘deja enfriar hasta 50°C, al cabo de lo cx.ial} la solucidn se filtra y se le

afiaden 20 ml de 1N HCLl. Nuevamente se deja enfriar (25°C), se le afiade un



gramo de metabisulfito de sodio y se guai'aa en obscuridad durante 12 hxs.

Posteriormente se le agregan 2 g de carbdn activado se agita por un minu-

to, se filtra y Se gquarda a temperatura ambiente en un frasco dmbar.

b) Tincidn. El gel se fija en una solucidn de TCA al 12.5% =

duxante 30 minutos, inmediatamente despuds se coloca en acido acético al.
7.5% por una hora, despu@s se pasa a una solucién de dcido periddico al -~

0.2% en agua y sSe incuba por 45 minutos a 4°C. Una vez transcurrido el -

tiempo, el gel se coloca en reactivo de Schiff y se deja incubar 45 ninu-
tos o uﬁs a 4°C. Para destefiir el gel se le practican varios cambios dea

una solucidn de dcido acético al 10%,
4.6.3’ Tincidn de Plata '(65)

Esta técnica es muy sensif;le y detecta cantidades dé proteina
‘en’el orden denanogramos. El gel se coloca en una solucidn de alé:ohol me
tilic_o al 50%, &Acido acéticoA al 12% duvx:ante 30 minutos. Después el gel
se pasa & une s»0luciSn &e alcchol otflice al 102, Bcide acftico al 5% v
se deja incubar 45 minutos, al cabo de los cuales se coloca en una solu-—
¢idn de dicromato de potasioc 3.4 mM en ag‘ua y 8cido nitrico 3.2 mM poxr -~
10 minutos. El gel se lava axl?austivamente con agua bidestilada y abco_rl
tinuacién se le agreéan 100 ml de una solucidn de nitxato de plata 10 —

aud

en agua desionizada y se incuba 30 minutos. El gel se revela con una so-

iueidn de carbonato de sodio anhidro 0.28 M en agua y formaldehido (1Q0 ul/

100 ml). ILa reaccién de revelado se detiene con Acido ac8tico al 1% en agua.

. ‘ . £
4.6.4 Identificacidn de ‘la Marca Radioactiva

a) Autorradiografia en placa de xayos X.



Ios geles de placa que contienen muestras radicactivas (125‘.\'.).

se v se

B en c to con una placa sensible a rayos X. La pla
ca se coloca a =70°C por diferentes perfiodos de tiempo, lo cual depende -~

de la cantidad de marca presente en la muestra (5 dias con 20 000 c.p.m.).

b) Determinacidn directa

Los geles de poliacrilamida de tubo que contienen muestras ra-

125 .
1) se congelan en hielo seco y oo rebanan en secciones de

diocactivas
2 mm de grosor y finalmente se determina la cantidad de radioactividad --
de cada seccidn en un contador gamma Autologic Abott. Se datermina el --
Rf de las secciones en las que aparece marca radioactiva y se calcula el

peso molecular de la muestra.

.4.7 Purificacidn de Membranas Plasmiticas

La sedimentacidn de equilibrio o colchén de densidad tiene la

capacidad de separar substancias o particulas de acuerdo a su densidad.

La purificacibn de membranas plasmiticas de c&lulas tumorales
se hace como sigue (46). Bfevementc, 6 X 1.07 células tumorxales por mili
litro de solucidn hipotdnica (100 mM Mgclz. 1M NaCl, PMSF 1 mM y 0.02%
de azida de sodio) sc dojan en reposo durante 20 minutos a 4°C. Deséués
de este tiempo las c@lulas se rompen en un homogeneizador de tejidos --
(Wheaton 357544) 20 golpés a 4°C. El1l homogeneizado se coloca sobre un -
colchdn de sacarosa al 41% en tubos de nitrocelulosa previamente la\-rados
con EDTA vy enjuagados con agua desionizada. .Se centrifuga a 95} 000 X g

éor 2 hrs. ©Las membranas plasmiticas forman una banda blanca en la inter

fase del homogencizado y el colchdn de sacarosa; se separan y se lavan - '



una var con solucidn hipotfnica y dos veces con PBS cent:i:ugando a -
95 000 X g durante 20 minutos cada vez. E1 precipitado f.zue contiene 1a<:

nembranas se almacena a -70°C hasta su uso.

4.8 PurificaciSn de la Glico{:toteina Tumoral gpl60

Las células, partfculas subcelunlares y moléculas gue contie——
nen carbcohidratos solubles se pueden purificar por cromatografia de afi-
nidad con aglutinina de germen de txrigo (WGA) acopiada a Sepl?arosa €B, ya
que esta lectina tiene la capacidad de cnlaz_ar selectivamente porciones =~
de carbohidratos que contienen N-acetilglucosamina y Scido siflico. Un -
milil:.t:::o de gel contiene 5 mg de WGA y enlaza aprox:.madamente 1 mg de -~

_ gl:.eo_proteim pox mililitro de gel

4.8.1 m:oplmienbo de WGA de Sepharosa 6B

) Activaci&n de Sepharosa“6s  (48). Se susperi_den 10‘g de ~--

.sepha::osa ‘6B en 10 ml de Na ; 24 y 6 ml de agua y se lleva a \.ma‘.t_anpbe—
. ra.tnra de 5-6°C. .Se .'Le anade poco a pdco ung solucifn de 400 mg.de CNBr
.en 4 ml de agua a la mlsma temperatura (5-6°C). La mezcla se deja agitan
do por 10 mimitos manteniendc el pH ent::e‘s y 11 con NaOH GN y se filtra
por .succiSn. Ia . Seplmxosa activada se lava ex.hausti.vamente con agua -

{300 ml) » Ncho3 o, 1 {100 ml}.

b) - 'Acoplamientb ‘de 'WGA 'a Sepharosa 68. La Sefarosa activada

" . {1 g) se suspende en 10 ml de Nch03 0.1 M, NaCl 0,5 conteniendo 10 ng -~
de WGA disueltos en el buffer en presencia de N-acetil glucosamina a1 2%.

Para’ proqegef losg sitios activos.de la WGA la mezcla se de:.}‘a ggiténdo‘a.



temperatura ambiente 'poz 2 hrs, y & 4°C 12 hrs nSs. Al cabo de este pe-‘
rfodo, la mezcla se lava por succiSn con 200 ml de 0.1 M Nascoa. 100 ml
de agua Yy 100 ml de PBS. El gel hilmedo pge suspende en PRS y se coloca en’

una ¢columna.

4.8.2 Purificacibn,

Una vez acoplada la WGA a Sepha:céa y montada en la columna, -

&ésta se lava con PBS-Desoxicolato de sodio 0.25% (DOC-Na) con una veloci
dad de flujo de 30 a 4d ml por hora. Las membranas plasmiticas de las c@

" lulas tumorales LPC-1 tardfas se solubilizan en PES-DOC Na 0.5% (1 x 10°
eqg é/ml) durante una hora, y se centrifugan a 14000 X g por cinco mimtos
para eliminar el materxal insoluble. E1 sobrenadante se coloca en.la co-
Iumna, se deja incubaxr 30 minutos a temperatura ambiente y se lava con -
- 'PBS-DOC Na 0.25% hasta que la absorbancia a 280 nm o las c.p.m. sean cero,
para eliminar la proteina no unida. ‘1a glicoproteina mmozal,‘gpleo sg ——

eluye de la coiumna por competencia con N-acetj:lglucosami:ia 10%, PRS-DOC
.--Na 0.25%. El eluido rico en proteik;é (cbsorbancia 280lnm é C.p.m.) s& ==
' _cc-mcentra y se dializa. 1ILa 'concenf.raciép de proteina se determina por el

‘método de Lowry.

' La pureza.de la glicoproteina eiuida se detorminz por electro-
fdresis en geles de poliacrilamida-SDS tefiidos por reactivos de Schiff, -

plata y Cocmasie.

4.9 Imnmafluorescencia{

La :anunofluorescenc1a se introdujo a la bioh:gia celular a -

pr:l.ncip:l.os de 'los 405 cuando Coone et al., Adascribieron por ptmera vez - la




posibilidad de acoplar tintes £luo. tes a i

globulinas sin afec~-
tar su actividad, dando por resultado una técnica capaz de detectar de ma

nara sensible  y especifica algunas partfculas y antigenos solubles en te
jidos animales.

ta técnica es ahora utilizada para resolver problemas de viro-
; 1og-Ia, microbiologfa, patologfa y diagnSstico. En la inmunclogfa bisica
4‘ algunos problemas mpoimtes relacionados con la diferenciacifin de inmu-
‘nocitos se elucidaron por Mflm:escanciu. ia tfcnica es una podexo-

sa herramienta para el estudio de antigenos de membrxana (34).

4.9.1. Immunofluorescencia indirecta sobre células en suspensién (14)

Iz tZcnica recibe el nombre de inmunofluorescencia indirecta =
porgque en ella se emplean dos anticuerpos, el primero que esti dirigido -~
contra el antfgeno que se desea identificar; y el segundo estd dirigico -

contra el primer anticuerpo y que ademis se

1tra acoplado a un fluo-
~oocvemo (isotiogdianato de fluoresceina o rodamina), de esta manera se am—

plifica considerablemente la sefial.

La presencia de gplé0 en c8lulas del sistema inmune de diferen
tes . cepas de ratfin se detecta por inmunofluorescencia indirecta sobre cé-
lulas de bam ¥ timo de tres dias de cultivo y sobre células de médula —-—

ésea recién obtenidas.

Las cé&lulas se lavan 3 veces por centrifugacifn a 400 g duran-—
te 10 minutoé. Un total de 106 células se resuspenden en 50 ul de inmuno
_globulinas de conejo anti-~gpl60 (6 mg/ml) (primer anticuerpo) © en SO ul

de inmumglobulinas provenientes del suero preinmune de conejo (6 mg/ml)



(suexro control). La suspensifn celular se incuba 30 mlnutos, se lava 3 ve
ces comd sa demcribif anteriormente con FBS-NaN, 0.C1M. Xas cflulas se -
resuspondan en 5C ]Ji del anticuerpo de cabxra anti-IgG de conejo acoplado a
isotiocianato de fluoresceina (1 mg/ml) diluido 1:-5 en PBS—NaN3 0.01M (se=-
' gundo anticuerpo) y se incuban por 30 minutos a 4°C y en obscuridad. Al -
-cn.bo dal tiempo, las células se lavan tres veces con PBS Yy se resuspenden
en 50 yl de PBS-glicerol (1:9). ZLas c8lulas positivas sé enumeran por mi-

croscopia - de fluorescencia.

En todos los cagos se observaron por lo menos 100 célulag do --
diferentes campos escogides al azar, para determihar el porcentaje de cél}_x_

las fluorescentes,

4.9.2 Inmunofluorescencia indixecta sobre cortes histol&gicos (93).

Para determinar si gpl60 se encuentra en tejidos normales de --
ratdn y en tejido embrionario se hacen cortes de 6 um por congelacidn -

o prmbeaed e
febi bt ops

ez 2c 17 a3z

~ 3
Ios cortes se sumergen en acetona a -20°C por 5-10 minutos, se secan a tem
‘peratura ambiente y se utilizan para inmunofluorescencia durante las pr&xi

mas 48 hrs.

1as secciones se incuban con el primer anticuexrpo (ahti—gpleo e
Ig.G normales) a las mismas concentraciones que en el caso de células en -
suspensifn, durante 30 minutos en atmSsfera himeda. Despuds de la incl_xb'a-f ’
cisp con el primer anticuerpo las secciones se lavan 3 veces con PBS y ée
incuban a temperatura ambien.te, en atmSsfera himeda y obscuridad durante
30vminutos con el anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo, fluoresceinadso

(1 mg/ml) diluido 1:40 ¢n PBS. Los cortes se lavan exhaustivamente con --

.-



PBS, se montan en PBS—glicerol (1:9 v/v)} Yy se observan al microscopio de

fluorescencia.

Los cortes seriados se tifien con hematoxilina y eosina (58) -~-

para la identificacidn celular.

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se analizaron por la prueba de 't de

student.



IV. RESULTADOS

1. PURIFICACION DE ANTISUEROS

La fraccidn de las inmunoglcbulinas (gamma) de los antisueros
.y sueros normales (preimmunes) se purifican por afinidad al pasarse por -
una columna de Sepharosa 4B acoplada a proteina A. De la columna se ob--~
tienen dos picos, el primero corresponde a las fracciones del suexro que -
no Se unen a la prt;teina A (Alb@mina, o-1, au-2, y B macroglobulinas) y el
segundo corresponde a la fraccidn gamma del suero que se une a la protefi-
na A (Fig. 5). Se obtienen 10 mg de inmunoglobulinas totales dg 5 ml de

antisuero o suerc preimmune.

2. COMPROBACION DE LA ESPECIFICIDAD DE ANTISUEROS

A las inmuncglobulinas purificadas se les prueba su reactivi--
dad con el antigeno contra el cual estin dirigidas por el método de -
Ouchterloni. El anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo acoplado a isotio
cianato de fluoresceina, reconoce hasta una dilucién 1:32 del antisueyro -
de conejo anti~gpl60 (Fig. 6). La especificidad del antisuero de conejo
anti-gplsd se vérificd por immunoprecipitado (Fig. 7). Precipita una ban-

da de 160 Kd.

‘3. ACOPLAMIENTO DE IgG de CABRA ANTI-IgG DE CONEJO A ISOTIOCIANATO DE
FLUORESCEINR

El confugado se purificd por filtracidn en una columna de -—-—

Sephadex G-50 (60 x .9 cm) de la cual se obtienen dos picos; el primero
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Fig. 5. Perfil de elucidén de la cromatografia de afinidad ~
en Sepharosa 4B-proteina A, para la purificacién de
un. suero hiperinmune de conejo anti-gpl60.

Fig. 6. Determiracidn de la reactividad del anticuerpo de

o cabra anti-IgG de conejo por inmunodifusién. Po-
20 central: dilucidn 1:5 del anticuerpo de cabra
anti~-IgG de conejo. Pozo 1 al 3, diluciones 1:8,
3116y 1:32 de las Ig's de conejo anti-gpl60; po--—
zos 4 al 6, de las inmunoglobulinas "preinmunes*
de conejo, a las mismas diluciones que las Ig's -
inmunes.



"Fig. . 7.

9P 160

Comprobacidn de la reactividad de las inmunoglo-

“bulinas de conejo anti-gpled y del anktiszuero de

ratSn (BALB.b) anti-LPC-1 por inmunoprecipitacidn.
(Autorradiografia) . Carril 7, extracto total de

las células LPC~l. carriles 5y 6, inmunoprecipi
tados con las inmunoglobulinas de conejo anti- -

. gplé0. Carriles 3 y 4, inmunoprecipitados con el

antisuero de ratén anti~LPC-1l. Ambos antisueros
precipitan una banda de 160 kd.



corxesponde al fluoirocromo que no reacciond (Fig. B). ra concentracidn
del anticuerpo-daspu@s de la conjugacidn fue de 1.76 mg/ml y se acopla--—

ron 2.17 moles de fluorocrocmo a cada mol de immunoglobulina.

4. PURIFICACION DE LA GLICOPROTEINA TUMORAL gplé0

Se obtuvieron 197 ug de la glicoproteina tumoral gpl60 (0.4%)
a partir de 777.3 lig de membranas plasmiticas equivalentes a 1 x 109 cdin

las tumorales LPC-1 tardfas (Tabla I).

Para comprobar la pureza de gpléo obtenida a partir del inmro
adsorbente Sepharosa 6B-WGA (Fig. 9), se realizd una electroforesis en ~-
. gel de poliacrilamida—~SDS al 10%. El gel al ser tefiido con azul de ——
Coomasie o con plata, no presenta ninguna banda proteica. Sin -----—--
embargo, ‘al tefiirse con reactivo de Schiff aparece una banda‘ proteica de
‘alto peso molecu}a::, 160 000 daltones (Fig. 10 carril 2), por lo que sa -

obtiene la proteina gpl60 con un alto grado de pureza.

"S. IDENTIFICACION DE LA GLICOPROTEINA TUMORAL gpl60 EN DIFERENTES MIELO-~
| MAS MURINOS .(H-2%)

'S.1 Expresifn de gplé0 en Mielomas de Ratdn

Para déteminar si otros mielomas de ratdn (H—zd) expresan ’eﬁ
su superficie una molécula semejante a gpl60 se analizaron los componen—-
tes radioiodinados de la suéerficie celular por medio de electroforesis -.
en geles de polia;:zilamida— SpS al 10%., Es evidente que las células de -
miéloma OPEC-315, MOPC-167 y PC.3 expresan una molBcula de peso éproxima—

Qo de 160 000 daltones gue migra de manera idéntica a la gplGO de las cé-
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TABLA - I. RENDIMIENTO DE LA PURIFICACION DE LA
GLICOPROTEINA TUMORAL gpl60 A PARTIR
DE CELULAS LPC-1 TARDIAS.

Purificacifn de gplé60 ug totales ’ %
{1x10°% =gc&)

Cé&lulas rotas 47 000 + 00 100

" Membranas plasmiticas 777.3 + 0.07 1.65

Glicoproteina tumoral 187.4 * 69 0.4
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grafia de afinidad en Sepha-

rosa 6B-WGA (Tincidn de -

Schiff). Carril 3, marcado-

res de peso molecular (liso-
sima 14 000 4, inhibidor de
tripsina 21 500 d, ovalbimi-

na 45 000 d, seroalbimina bo
vina 66 000 4, fosforilasa B

92 000 d, B —galactosidasa -

117 000 4, miosina 200 000 a&).



lulas LPC-1 (Fig. 1l1).

El mieloma ¥~63 Ag.8 (#-2Y) y el mastocitoma PB15 (-22) no -

expresan alguna protefna semejante a gpl60 (Fig. 12).

‘5.2 Inmunoprecipitacién de gplé0 de los Diferentes Mielomas con Antisuero
- Anti~LPC-1l
Para determinar.si la glicoproteina de 160 000 daltones preseh
te en ios tumores HOPC-167, HOFC-4G0 y PC.3 ara antig@nicamcate idéntica
a la glicoproteina de 160 600 daltones de las células LPC~l, se realiza--
ron' immunoprecipitados con antisuerxo BALB.6 anti-ILPC-1l (anti-gpl60) de los

componentes radioiodinados de la superficie celular de estos mielomas.

la Fig. 13 muestra que el antisuexo anti-LPC-1 inmunoprecipita
a gpl60 juntds con los antigenos H-2D y H-2K de las cé&lulas LPC-1l y MOPC-460,
‘no giendo asf en las células p8l5 (mastocitoma a—'zd) en las que solo se ~-—

identifican los ags H~22.

Asimismo la Fig. 13 muesira gue <l antisuess antl-Lro-1 proci--—

pita tambidn gplé0 del extracto radiodinado de las células PC.3 y‘MOPC-167.

6. IDENTIFICACION DE LA GLICOPROTEINA TUMORAL gpl60 EN POBLACIONES CELULA
RES EMBRIONARIAS Y ADULTAS

Las células LPC~1 .(991604') cuando se ensayan por 'inmu‘nofluores-
cencia indirecta con anticuerpos anti-gpl60 ;'uresentan un. 80% de fluorescen . '
ci..a, en tanto que las células X63 Ag8 presentan un 5% de fluorescencia =—-—
(Fig. 14 y Fig. 155 - Cuax_'uio ambos tipos celulares se incuban con inmﬁno—

globulinas normales de conejo, como primer anticuerpo, sSlo fluoresce el - -



Fig.
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Patrén electroforético de «-
las células tumorales LPC-1

(1), MOPC-167 (2), PC-3 (3}
v MOPC-460 (4). _Las células
sSe marcaron con I, sSe so-
lubizaron con NF-40 0.5% y -
se sometieron a electroforé-
sis en geles de poliacrilami
da-sps-10%. (Autorradiogra--
fia).
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- "Bdg. 12. Electroforesis en geles de poliacrila-
Lo mida -SDS- de los coaponentes radioidi

nados de la superficie de las c@lulas .

X~63 (a), PBl5 (B) y LPC-~1 tardias (C).
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Autorradiografia del gel de poli~--
acrilamida~-SDS de los componentes

radioiodinados de la superficie de
las c@lulas tumorales inmunopreci-—
pitados con el antisuero de ratén

BALB.b anti-LPC-1l. Carril 1 P8lS5,
Carxii 2, MOPC-460, Carxil 2, ~--—
MOPC-167, Carril 4, LPC-1, Carril

5, PC.3.
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LPC—t X—683

Porcentaje de c&lulas tefiidas por las inmanoglcbu-
linas anti-gpl60 cuando se ensayan por inmunofluo-
rescencia indirecta. Células incubadas con inmuno-—
globulinas anti-gpl60 (ler. anticuerpo) , cé-
iulas incubadas con inmunoglobulinas normales (ler.
anticuerpo) 232 , y células sin primer anticuerpo
-—, Todas las células se incubaron con el anticuer
po de cabra anti-IgG de conejo como segundo anti--
cuerpo. Los valores representan la medida de los -
triplicados de cada experimento + desviacidn stan-
dar. -

Células LPC-1 tardias tefiidas por immunofluores--—
cencia indirecta con inmunoglobulinas de conejo -
anti-gpl60. Notese la fluorescencia en la super—
ficie celular.



243 de las células. Cuando se omite el primer anticuerpo  fluoresce el 1%

de las c€lulas. Por todo lo anterior las células LPC-1l y X63. Ag8 se --—
emplearon como controles positivo y negative, respectivamente, en cada -

ensayo de inmunofluorescencia con células del sistema inmune.

Para determinar la presencia de ypl60 en c&lulas del sistema
inmune, Se crecieron in vitro cé&lulas de bazo y timo y se obtuvieron cé-
lulas de la médula Ssea de diferentes cepas de raidn (DALB/c, BALB.b, -

BALB.k y CS57BL/6.

Las células de bazo y timo de tres dfas de cultivo asi como -
las cé€lulas de la m@dula dsea se ensayaron por inmunofluorescencia con --—

anticuerpes anti-gpl60.

. a) CElulas de bazo. Cuando las células de baZo estimuladas-

~.

con T;.Ps (linfocitos B} se ensayaron con anticuerpos anti-gpl60 presentan
un porcentaje significativo de fluorescencia (P ££ .001), siendo 58, 52%
y 48% para las c€lulas de las cepas BALB/c, BALS.X y C578E/6, reapectiva-—
mente. En cambio resulta interesante notar que solamente un 13% de las -
células de la cepa BALB.b fluorescen (P% .001) A (Tabla II, Pig. 16 y E;ig.

) 17).  Las células.de bazo estudiadas con Con-A {linfocitos T) no presen-
tan tincidn positiva significativa (P> .001) ccn el antic;:uerpo anti-
gpl60, en ninguna de las cepas. (Tabla IX y Fig. 16). Lo mismo ocurre -
cuando las c@lulas se crecen en ausencia de mit8genos y se observd que ——

Presentan niveles de fluorescencia muy semejantes a los contx:olés (Tabla

I y Fig. 16).



Tabla II.

Presencia de gpl60 en c&lulas de bazo de ratbn
de diferentes cepas. Las células se crecieron
in vitro en presencia de LIPS, Con A o sin mitd

genos (RPMI).

cepa  HeeLolac @ a b |% DE CELULAS FLUORESCENTES

TIPO |gpI60 | T NC | 2° Ac RPMI CON-A LPS

+ ~ + 7.3 10.0 58.0

BALB/c [H-29] - + + <25 <2.5 <25
- - + <2.5 <2.5 <2.5

ES = + 36 3.0 13.2

saLB.b|H-2b] = + | + <25 <2.5 <2.5
- - + <as <2.5 <2.5

+ - + 8.2 100 - 52.0

BALB . k{H-2¥[ = ¥ | + <25 <2.5 <2.5
- - + <2.5 <25 <2.5

—+ - + 70 9.5 47.6

C57BL/6|H-28] = + + <28 <2.5 <25
- - + <2.5 <25 <2.5

(a) Inmunoglobulinas normales de ratfn
(b) . Anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo
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Presencia de gpl&0 en células de bazo de ratdn. Las
células de bazo de las diferentes cepas se cultiva-
ron 3 dfas en presencia de LPS, Con-A o sin mitSge-—
no (RPML). Al cabo del tiempo las células se ensaya
ron por inmunofluorescencia indirecta. InmunoglobE
linas de conejo anti-gpl60. BZ2ZY , Inmunoglobuli--—
nas normales de conejo B . En todos los tascs se
usé como segundo anticuerpo, el anticuerpo de cabra
anti~IgG de cenejo.
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b) Células de Timo: ©Las c€lulas de timo de las diferentes -

cepas crecidas in vitro, en presencia o ausencia de mitSgenos (LPS o Con-A)
no presentan un porcentaje significativo de fluorescencia (p 9> .001) -=

cuando se ensayan con anticuexrpos anti-gpl60, siendo 2.5% en todos los

casos.

c) Cé€lulas de MEdula Osea. Las células de la médula Ssea -

(Prelinfocitos B y T) fluorescen significativemente (p< .00l) al ser ro-

cubiertas con el anticuerpo anti-gpl60. El porcentaje de c&lulas positi
vas es 42% para BALB/c,.z‘l% para BALB.b,43% para BALB.k,43% para -—--

c5785/6 - {TablaliI, Fig. 18 y Fig. 19).

1. Presencia de gpl60 en Tejidos Embrionarios y Adultos

Se llevd a cabo inmunofluorescencia indirecta sobre cortos —
por congelacidn de tejido adulto y embrionario de xatdn, con las inmuno-

globulinas anti-gplé0.

En las seqci.cmes de embriones de 17 dias de gestacién, las in
munoglobulinas anti-gpl60 reaccionan con cé&lulas epiteliales independien
temente de su origen éeminal, es decir, reacciona con céiulas epidéxrmi-
cas (Fig. 20)‘, del iris (ect'cdermo), epitelio de intestino (Fig. 21), epi
telio de bronquios y vtquuea (Fig. 22) ademfs de reaccionar con las célu-~

. las epiteliales del higado (Fig. 23) (Endodermo). El tejido conectivo —-
embrionario (hueso y cartilago) px:esénta una tincidn positiva (Fig. 24) -

(Mesodermo) .



En los cortes de higade de ratén adulto se observd una rcac-
cidn débil pero claramente positiva en la superficie @e las c@lulas paren
gquimatosas y una reaccién fuerte en el epitelio. - En cerebro tanto embrio

nario como adulto no se observd reaccidn positiva.



- Bl -

Tabla ITII. Presencia de gpl6C en células de la wmédula Ssea

de ratdén de diferentes cepas.

HAPLO|Ac &X a b P cal
CEPA TIPO |gpl60|7 NC[2° Ac y
+ - + { 425
BALB/c |H-29] = + | + | <2.5
- - + <2.5
-+ - -+ 27.7
BALB. b |H-2P[ = |+ | <25
- - -+ <2.5
+ - + | 43.4
BALB. k |H-2k=TF 1 ¥ <23
- [ - + [ <25
+ | - + | 433
C57BL/G |H-2P = T+ ¥ [ <2.5
- - + <2.5

.

{a) iInmuneglobulinas normales de conejo
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Porcentaje de fluorescencia presente en células de
médula Ssea de ratén. Las cdlulas de la médula ~-
6sea se ensayaron por inmunofluorescencia indirecta
con las inmunoglobulinas de conejo anti-gplGO EI0Z3
v con las inmunoglobulinas normales de concjo U
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Inmunofluorescencia indirecta sobre cortes histold-—

gicos do embridn de ratdn (BALB/c) de 17 dias de —-—

gestacién  con las IgGs anti-gpl60 (Ver sec. I.2)

A)  Epiderm - campo claro

B) 'Epidermis - iluminacién con luz ultravioleta, -
en la cual sc observa la tincién positiva sola-
mente en las células epidérmicas.
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fas células de higado embrionaxio se tifien positiva--
mente con las inmunoglobulinas anti-gpl€0.

a)} Campo claro
B) Iluminacifn con iuz U.V.
ias células epiteliales,

NStese que ademis de -—
también algunas células

pa.renquimatnsas presentan ,fluorescencia.
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V. DISCUSION

En afios recientes la produccidn de anticuerpos monoclonales -
contra antigenos de superficie celular se ha considerado una de las téc-
nicas mis ventajosas para el estudio de dichos antigenos (56,90). A pe-

. sar de la gran cantidad de tiempo y esfuerzo empleado, el nimerc de molg
culas interesantes descubiertas por esta metodologia es frustrantemente

pequelio.

En el trabajo presentado aqui, se uso un método diferente, wis
directo, en el cual se produjeron anticuerpos policlonales contra la gli-

coproteina tumoral gpl60, purificada por columnas de afinidad.

Ias posibles wentajas @e ecte método son: 1) el proceso de —
geleccifn, se realiza antes de la produccidn de anticuerpos, eliminando -
asi anticuerpos contra antigenos de naturaleza no proteica; 2) la produc
ciSén de anticuerpos policlonales disminuye las dificultades tipicas de la
car@cterizaci&n inmunoquimica de los anticuerpos monoclonales causadas -—

por las uniones inespecificas de estos Gltimos.

Bl énticuerpo anti gpl60 precipita una banda de 160 Kd del

extracto de las cé€lulas LPC-1, por lo que nuestro anticuerpo es especifico.

Por otro lado la glicoproteina gpl60 se marca fuertemente des-—- -
pués de la iodinacién de célula LPC-l, de la misma manera aparece una ban-
da de 160 kd cuando se marcan (1251) células de los mieloma?s OPEC=~315, ==

MOPC-167 ¥ PC.3 en las autorradiografias de los geles correspondientes.

Cuando se realizan inmunoprecipitados con las inmunoglobulinas



de los ratones BALB.b inmunizados con c&lulas LPC-l, las inmunoglobulinas

precipitan una proteina de 160 kd de 1los extractos de las células MOPC-167,

MOPC-460 y PC.3. Por lo que csta glicoproteina es i >18gic te

jante a la presente en las cé&lulas LPC-l. Los mielomas MOPC-~167, MOPC~490
y PC.3 al igual que el mieloma LPC~l son resistentes a la lisis por anti—-
cuerpos ant:i-H—Zd y complemento (21). Se han reportado otras glicoprotei-
nas que estan asociadas a la resistencis inmune, por ejemplo el mieloma de
BALB/c reportado por un grupo japonés (88), que también presenta en su su-
perficie una glicoproteina de peso molecular de 120-160 kd; el adencocarci-—
noma mamario de ratdn llamado TA-3Ha, el cual expresa en su superficie una
glicoprotefna de alto peso molecular (500 kd) (75) llamada epiglicanina, -
el cuzl puede crecex: en ratones alog@nicos y en ratag. TA-3Ha es una va—-~
riante del tumor TA-35t, el cual no expresa la epiglicanina y s8lo puede -

transplantarse en la cepa en la gque se or_igins {(A/HeHa) .

Estag glicoproteinas enmascaran efectivamente antigenos de his-
tocompatibilidad y como resultado el tumor no es rechazado por linfocitos
T citotdxicos. Por otro ladv:;, ‘hay evidencias ’ que sugieren que al -
incrementar 12 c:..;:tid::'. dn fcide siflico en las alicoproteinas de superfi-

cie aumenta la resistencia de las células tumorales al atague por células

asesinas naturales (94).

La gran cantidad de gpl60 en las c&lulas LPC~1 (1.5 x l()6 B

molécuias/céiula ) y el alto contenido de dcido siflice de asta proteinz -~
(25-40 residuos por mol&culas de gpl60) (78) proporcionan un mecanismo —-—

efectivo de evasifin a la respuesta inmune por parte de las c8lulas LPC-1.

Los resultados de inmunoflucrescencia indican que gpl60 no sG-

lo esta presente én las células LPC-l sino cque también se encuentra en —-



células de bazo de los ratones de las cepas BALB/c, BALB.k y CS57BL/6 esti
muladas con LPS (células plasmiticas), cosa que no ocurre en las células

de la cepa BALB.b. Las c&lulas de la médula Ssea de las cuatro cepas pre
senta fluorescencia significativamente con respecto a los controles -—
(p £ .001). BAunque hay que hacer notar que hay una dispersidn alta en los

rresultadcs de la cepa BALB.b (27 + 9%).

Los resultados de las células de bazo (c&lulas plasmiticas) y
e lew ¢flulas de la mEdula Suea de los ratones de la ceps BLLY b concuexr

dan con el hecho de que los ratc

<5 de esta cepa son los {nicos que produ
cen anticuerpos anti-gpl60 cuando se inmunizan con células LPC-1, dado --
que si gplé0 no estd presente en las c8lulas de estos ratones, la recono-

cen como extraia y produrnn anticuerpos contra ella.

Estd bien ectablecido que las molé&culas de la superficie celu-
iar estan asociadas a la aparicidn de fenotipos particulares durante el -
i~ sarrollo, diferenciacidén y estados neoplisicos (17). ©Los linfocitos
R presentan un cTupo Gnico de molé&culas de superficie !L:b—Z, Lyb-3, Lyb-4,
Lyb-5, 1y¥pn~6, Lyb-7, Pc-1, Pc-2 y Ly—l7,(45ﬂ y que algunas de estas molécg
Tm~ ~=‘'~ -~ rncucntran en las c@lulas B en zlgunas etapas de diferegcia——
cién (Pc-1 y Pc-3) y algunds ernticenos de las c&lulas B también se expre--
szt er células de la médula Ssea (Lyb-2 ). gplé60 es una molécula ausente
en linfczitos B no estimulados y presente en blastcs de c€lulas B, en tanto
que en células T como en blastos derivados de ellas gpl60 estd ausente. -
Por todo lo anterior, gpl60 parece ser una glicoproteina exclusiva de los
linfocitos B gue aparece en un estado determinado de diferenciacidn, pero

hacen falta estudios para determinar el papel que juega esta proteina eﬁ -



las supexficies de las c&lulas plasmiticas, ya que otros antigenos que se
expresan durante la activacidn de linfocitos se han identificado como re—
ceptores para nutrientes que se requieren para crecer y expanderse répidi
mente (por ejemplo, receptor de la transferrina (72) o como receptores ~-—
para hormonas polipeptidicas tales como Interleucina 2 gque Se requiere ——

para mantener la expansidén clonal de las células T (85).

El mis préspero de todos los aloinjertos naturales es el em-—
bridn de los mamiferos: el desarrollo embrionario de los mamiferos re--—
quiere de un mecanismo para evitar qgue el feto sea rechazado por la madre
(4). Las células embrionarias y fetales contienen antigenos de transplan
te contra los cuales la madre monta una respuesta inmune (80). Ias célu-
las del trofoblasto de los mamiferos resisten a la respuesta inmune del -
hospedero (83). Todas las células cancerosas sin importar el tejido de -
procedencia comparten es-tas propiedades con las células del trofoblasto -
(33). Estas observaciones concuerdan con el descubrimiento de que c&lu--
las tumorales reexpresan antigenos que se expresaron en un estado tempra-
no ée diferenciacidn y que se suprimen conforme avanza el estado de dife-
renciacifn. Ejemplos tipicos pueden ser el antigeno carcinoembrionario -
(77) la a-fetoproteina (1) y alyunas enzimas fetales tales como la fosfa-
tasa alcalina de la placenta. Todos estos hallazgos concuerdan con el —
hecho de que las células tumorales parecen encontrarse en un estado menos
diferenciado comparado con el tejido que les did origen, y presentar una
morfologia similar a la del tejido fetal. En base a estos hechos se ha -
propuesto que las células tumorales y las c€lulas embrionarias comparten

ciertos mecanismos de evasidn de la respuesta inmune como por ejemple li~



beracidn de antigenos de histocompatibilicdad. ©Por el hecho de que gplé0

se encuentre en las células embrionarias epiteliales de tubo digestivo,

bronquios, piel ¢ higado se antoja pensar que posiblemente gplé0 asté ~-

interaccionando con los antig

de histc tibilidad del embxiSn, de

la misma manera Que ocurre en las c@lulas tumorales LPC-1l, evadiendo asi

la xespuesta immune de la madre.

Otro hecho importante es que gpl60 se expresa en células pa—-

renguimatosas de higado embrionario y adulto. Recientemente Sz han des-

crito glicoproteinas relacionadas en la adhesidn celular del hiIgado; ef:
pollos (L~CAM) .(29,36) en ratas (C-CAM) y en ratdn (gpl23) (90) ¥y ademss

que anticuerpos contra estas glicoproteinas reaccionan con tejido embrio

naxio, principalmente cpitelios. Con base en lo antexior se podria ese—-

pecular gue posiblemente gpl60 esté relacionada en procesos de campacta-

eidn o reconocimiento celular tanto en tejidos adultos come en tejidos =~

embrionarios.

La presencia de antigencs comines en células embrionarias y =
tuk:orales. v los mecanismos por los cuales ambos tipos celulares. e'vadgn
‘1.1 resﬁuesta inmune apenas comienzan a ser entendidos. Se trata de un -~
yrob).a;xa multidisciplinaric y se espera gue el entendimiento de estos ma
canismos proveerd una herramienta para @vitar el escape de .las ;:élulas -

. tumorales: objetivo de 2a inmunoterapia.

Alc@ncese © no este objetivo, el reto esti presente: inves—~

{-,.igéxr y entender los diferentes mecanismos de escape inmunol_aqico.

Por .todo lo expuesto en este trabajo.se abren nuevos anfoques

sobre el mismo tema: --iCudl es el papel de gpl60 en las c&lulas del sis



tema immune? ¢ES un receptor importante en la superficie de las cé&lulas

plasmiticas.

~-iEs pogible que gpl60 este intexaccionando con antigenos de
histocompatibilidad en el embridn? ¢BEs &sta la forma en que el embridn -

evade la respuesta irmune de la madre?

—2Qué papel juega gpl60 en los procesos de compactacidn o re-’

conocimiento celular de las c@lulas embrionarias y adultas?



VI. CONCLUSIONES

1. gplé0 en un antigeno presente en diferentes mielomas H-2d,- lo cual «-
favorece la evasidén de la respuesta inmune ¥ el crecimiento del tumor.

2. gplé0 es un antigeno presente en células plasmiticas, aunque su papel
ain no ha sido determinado.

3. gplS60 =ze encuentra presente en células epiteliales embrionarias.

4.

Ya que gpl60 parece expresarse tanto en células tumorales como en cé-

lulas adultas normales y en células.emhriénar:fas, resulta diffcil

55U

clasificacidn, ya sea como un antfgeno oncofetal, de diferenciacidn,

o tumoral.
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