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INTRODUCCION.

El términe cancer agrupa un conjunto de enfermedades cuya
caracteristica mas evidente esx  la de presentar uwun crecimiento
celular anormal. En algunas ocasiones, la ceélula cancerosa tiene
la capacidad de diseminarse desde el lugar de origen y alcanzar
el tborrente sanguinen . o el sistema linfatico vy producir
metastasis (1,2).

Son muchos  los factores que han sido atribuidos como
posibles causantes del cancer, por ejemplo: radiaciones, agentes
quimicos, o infecciones virales; todos ellos son capaces de
producir neoplasias malignas pero no todos ellos producen los
mismos tipos de cancer {(2,23).

El sistema inmunoldgico de los animales Jjuega un  papel muy
importante en el control del crecimiento de wuna célula cancerosa.
Este sistema es el responsable de vigilar y destruir agquellas
celulas que han sufrido una transformacidn maligna (2,3, 4,

El papel gue desempeda el sistema inmune en el control de
tumores fue inicialemte propussto por Burnet en 1947 con la
teoria de la "Sobrevivencia Inmunolégica" (ANEX0O 1). Esta teoria
ha sido comprobada en varios modelos experimentales,
ejemplificados por el crecimiento de tumores de distintas
especies en ratones desnudos, por el incremento en  la aparicion
de tumores en animales timectomizados, y en humanos que presentan
inmunosupresion (3,

En el treconocimiento  de una ceélula tumoral. por  los
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componentes celulares del sistema inmune, las proteinas presentes
en  la superficie de la membrana de ambos tipos celulares
desempefan un  papel muy importante. Estas proteinas incluyen los
antigenos clasicos de transplante, los antigenos Ly y proteinas

expresadas de novo comeo consecuencia de la tranformacion maligna.

COMFPLEJO FRINCIFAL DE HISTOCOMFATIRILIDAD (CMH).

Los genes del Complejo principal de histocompatibilidad
(CFHY, que en el raton se denomina H-2, se encuentran localizados
en &l cromosoma 17. Estos genes son muy polimorficos y codifican
para un  grupo de glicoproteinas las cuales se encuentran
distribuidas en la mayoria de las células nucleadas del organismo
(G, . Algunas de las funciones asociadas con estas moléculas
e@stédn relacionadas con el reconocimiento celular y la regulacion
de la respuesta inmune.

Al conjunto de alelos que comprenden el H-2 de un  rabtdn se
le conoce comod haplotipo, el cual se denota con wa letra
mintscula (por ejemplo, la letra d define el haplotipo de
BALEB/c) .

Debidn a la alta homeologia vy Tuncitn de los genes gue
comprenden el sistema -2y e@stos han sido agrupados en tres

clases.

A) Moléculas clase I.
Los genes pertenecientes a le clase I (FIG. 1), estéan

comprendidos en los loci [, D/L, Ba vy TlL.. encontrandose el locus



genico i hacia el centromero y el locus JTL hacia el teldmero.

conestituida por

La region gue comprende los loci [y

una familia de gatructuralmente homdlogos (S-8).

Estos genes una glicoproteina de 45 EDa {(cadena

®), la cual se asocia de manera no covalente con  una proteina no
glicosilada de 12 #Da denominada 3-2m (cadena ). Esta Qltima
cadena es codificada por un locus genico distinto al de H-Z el
cual se localiza en el cromosoma 2.

t.a  asociacion de #-2m con  las moléculas de clase 1 es
reguerida para la expresion del complejo en  la membrana
plasmatica (9,10). En la membrana, este complejo se caracteriza
por la presencia de cuabtro dominios exbracelulares, tres de los

y el cuarto

cuales pratenecen a la cadena é, (@i, &2 vy
pertensce a la A-2m (§,6).

La diversidad presente en las moléculas de clase I se piensa
que confiere ventaja en la funcidon de estas proteinas como
elementos presentadores de antigeno a leos linfocitos To (11).

La funcion de las moléculas codificadas por los loci Qa y Th
es desconocida, pero debido a su alta homologia con los productos

de los Joci y D/L y & gue s  expresan en  celulas linfoides se

ha sugerido que pueden desempedar algun papel en las
interacciones celulares. Estos loci presentan un menor grado de

polimorfismo comparado con los loci &y D/L (5,6, 12-19).

B) Moléculas clase 11.

En el ratdn existen siete genes clase 11 (FIG. 1),
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denominados A%, ABS, apl, Ax, EBE, EBZ, Exy, Vv £33, los cuales
estan localizados en los loci I-A e I-E (5,6,16,17).

A diferencia de los antigenos de clase I, los productos de
los genes de clase I1 presentan una distribucidon mdés restringida,
siendno  expresados por células B, Mg vy células epiteliales
(5,4,164).

Los productos de estos genes  forman un  heterodimero
compuesto  por dos cadenas glicoproteicas denominadas oy 3,
unidas por un pusnte disulfuré. Cada una de las cadenas presenta
dos dominios extracelulares, una regidn transmembranal y una
regidn citoplasmica. La cadena « tiene un peso molecular de 34
EDa y la cadena § de 28 kDa (16,17). La funcidn de las moléculas
de clase 11 se a asociado con la presentacion de antigero hacla

los linfocitos Ta (18).

C) Moléculas clase III.

Los genes de clase III comprenden un grupo de genes cuyos
productos tienen funciones distintas a las dos clases anteriores.
Asi, por ejemplo encontramos cuatro genes para proteinas del
complemento (C2, Bf, C4A, vy C4B), el gene B de hidroxilasa de
gsteres, dos genes para los FNTg y 8 vy un gene para una proteina

de chagque teérmico ("heat shock”, HSF) (5,6)
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Fig. 1. a) Distribucién de las regiones del H-2 en el cramosama 17; b)
Representacién esquemtica de las moleculas de clase I y clase I1 del H-2.



ANTIGENDS DE LINFOCITOS T.

Los linfocitos T expresan un gran numero de moléculas en la
superficie de sU membrana, algunas de las cuales fueron
inicialemte definidas por el uso de sanpantisueros y mas
recientemente por =1 wso de AcMo (19,200,

La poblacion de caélulas T maduras ha sido dividida
funcionalmente en varias subpoblaciones las cuales tienen la
capacidad de desemperar funciones especificas (citotoricas (Tc),
supresoras (Ts), ayudadoras (Tal), asesinas naturales (AN . Estas
subpoblaciones generalmente expresan antigenos especificos, los
cuales han sido ubilizados como marcadores para identificar cada‘
uno de estos tipos celulares.

A las proteinas presentes en la superficie de la célula T se
les conoce genericamente como antigenos Ly y a la fecha se
conocen cerca de 40 loci que codifican para un numero equivalente
de proteinas, algunas con formas alélicas (200,

Se ha encontrado gue los antigenos Ly son expresados por
células T que presentan actividades celulares especificas, y

algunos de estos antigenos se presentan en la TABLA I.



TARLA 1.

ALGUNOS ANTIGENOS Ly ASOCIADOS CON RECONOCIMIENTO Y FPROLIFERACION
DE LA CELULA T.

ANTIGEND FESO DISTRIBUCION FUNCION REF
MOLECULAR CELULAR
(KDa)
Ly—-2 (CD&) 30 LTC fdhesion 21
Ly—4 (CD4) a2 Ta/Ts Molécula accesoria 22

en la interaccidn
involucra Ag I1

del H-2
Ly-19 (LFa-1) 177 Te Adhesion 23
Ly-Z7 (CD2) G560 T/8 Activacion 23
Ly—43 (CD2E) 4757 T/8 Receptor de IL-2 24
Thy—1 2530 T Activacion 25
RCT T
B 45,40 Reconocimiento dae 26
Ty2 45,40 Ag vy productos del
H-2
CD= T 25-28 T Transduceion de 26,27
£ 20 sefales. 28
€ 20
G 14
n 10

FUNCIONES ASﬁCIADQS A LA CELULA T.

En el rechazo de una célula tumoral por el sistema inmune,
éate tiene la capacidad de responder con dos mecanismos basicos:
a) mediante una respuesta de tipo celular en la cual proliferan
celulag T reactivas contra el tumor y b)) mediante una respuesta
humoral en la cuwal se  producen anticuerpos dirigidos contra

cantigenos propios de la célula tumoral.
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A continuacion se  describen algunas de las actividades
celulares con capacidad antitumoral:

» a) Te. Bon celulas con actividad litica, las cuales
reconocen  antigenos presentes en  las  células {transformadas
I8,110.

La preoliferacidn de linfocitos T =se origina como upa
respuesta a antigenos "extrafos", los cuales  son reconocidos a
traves del RCT durante las interacciones celulares (18,26,29).

Varios experimentos han mostrado que células presentadoras
de ahtigenms (CFAY primero  "procesan" estos antigenos y después
los presentan a células Ta en asociacion con moléculas de clase
IT del H-2 (18,70). Durante las interacciones celulares el ROCT
lleva E cabo un reconociniento dual, interaccionando
concomitantements con el antigeno vy con la moléculas de clase I
en el caso de Tec y con moléculas de clase II del H-2 cuando se
trata de célulag Ta (30). Durante las interacciones celulares

también estan implicadas otras proteinas como CD4 y/o CDB, CD2 y

LFA-1 (2 y27) . Datos experimentales recientes sugieren que

250 1as . No so0lo dessmpedan un papel importante

estas moléculas
@n la adhesion celular, sino que también contribuyen
positivamante o negativamente en las primeras fases de la
activacion de la célula T (31).

El evento de lisis ocurre después del reconocimiento del
antigenon por el RCT. Inicialmente se lleva a cabo un estrecho
contacto entre la célula efectora y la célula blanco parecide al

que se presenta en  la @ terminal sindptica. Fosteriormente se
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observa una polarizacidn v liberacion de granulos secretorios en
el Tec dirigidos hacia la membrana de la célula blanco, log cuales
contienen enzimas protecliticas, asi como una  proateina
relacionada a la molécula de C%9 llamada perforina o citolisinad
Esta 0ltima proteina la que parece iniciar el fentmeno de lisis
formando poros en la membrana plasmatica de la célula blanco, lo
cual  ocasiona wn desequilibrio osedtico y/o la penetracidn de

enzimas proteoliticas Fig 2, (32-34).

b)Y AN, fLa actividad de AM se encuentra generalemente
aspciada a una subpoblacion de linfocitos los cuales pueden ser
identificados morfolagicemente como células  de granuwlos grandes,

Esta subpoblacidn representa el 574 de la poblacidn total de

linfocitos en la sangre periférica

Carateristicamente las células AN no presentan capacidad de
adherencia, ni capacidad fagocitics y en s tipificacidn
fenptipica se ha encontrado que carecen de  inmunoglobulina de
superficie vy del receptor para la subunidad C3b del complementa.
Se ha reportado en estas células la presencia-de receptor para la
fraccion Foc de las  inmunoglobulinas, lo que permite gue estas

ceélulas puedan llevar a cabo el fendmenco de citotoxicidad celular

mediada por anticuerpos (CCDA) Finalmente, otros marcadores
también se han reportado, como son: Ly-2 (€CDBal, Ly-37 (CD2), Ly~

40 (CD1ibh) E73.1, CDE6 y GM-1 (35,34).



CITOTOXIC z?DAD @EL ULAR.
A

Al CELULA TUMORAL / ) B
B: CELULA T CITOTOXICA. . / ® |

C: GRANULOS DE SECRECION ™/

Fig. 2. Citotoxicidad celular, El contacto estrecho entre la oélula : B
efectora y la oflula blanco, permite que se libere la proteina

perforina, formandose poros en la membrana y ocasionando un

desequilibrio osmético, lo cual conduce a la lisis celular.
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La actividad de las células AN se ha considerado como una

-

actividad de resistencia natural contra fumores, la cual no se ha
encontrado que presente memoria. Las células AN no son las dnicas
células efectoras de la inmunidad natural, pero durante muchos
afins han  sido reconocidas como células que dessmpedan un papel
importante en la resistencia natural a tumores (35).

A diferencia de los Te, el reconocimiento de las AN no esta
restringido por moléculas clase 1 del H-2 y s8 ha encontrado que
presentan una fuerte reactividad cibtotérica contra céldlas gue
carecen de la expresion de moléculas clase I del H-2, como es el
casn de los carcinomas embrionarios o células gque por algan
problaema gendmico (represion de la  trancripecidon por  virus,
metilacidn, mutaciones) presentan defectos en  la expresion de
estas moleéculas (35, 37-39) .

c) LAK. Es  una subpoblacion de células T la cual se
ancuentra representada en baja proporcién en células T. de sangre
periférica de un  animal adulto. bLas células LAK han  sido
generadas incubando células de bazo en presencia de IL-2 por
tiempos prolongados  (40). Se  ha reportado gue esta subpoblacion
celular presenta un precurser con actividaed de ANy capacidad de
responder a  IL-2 (36). Fenotipicamente las células LAK son CDI
CDA-ChB-, vy se ha encontrado que algunas clonas celuwlares
expresan un RCT1/% o o/1 (41). Esta poblacidn no ez homogénea va
que en estos cultivos pueden encontrar células con actividad de
AN, asi  como células con actividad semejante a To (Z&). Tal y

como ocurre con las células AN las células LAK presentan wuna



actividad 1itica no restringida por H-2 (42).

Experimentos in vitro sugieren gue la activacion de estas
celulas no solo depende de la presencia de IL-2, sino gue btambién
FNT desempefa un papel importante (43).

Estas células han sido muy utilizades en experimentos de
inmunoterapia adoptiva tanto en animales de laboratorio, como en
humanos; sin embargo, los resultades obtenidos han sido variables
(40,42, 44) .,

d) Ma. Se ha reportado que los macrdfagos bajo ciertas
condiciones son capaces de llevar a cabo una accion citotdxica
contra células ftumorales. Los macrdfagos al  ser activados, son
capaces de producir citocinas como Il~1, FNT-g vy 8 y proteinas
del complemento (Clg), para las cuales se ha encontrado una
actividad antitumoral (43,46).

Este tipo celular no presenta proteinas que le confietran
especificidad hacia antigenos particulares de la célula tumoraly
sin embar‘goU se ha reportado gque la unidn de anticuerpos a través
de receptores para la fraccién Fo, presentes en  la membrana,

pueden conferirle esta especificidad (CCDA)Y (46-48).

ANTIGENOS MENDRES DE HISTOCOMPATIBILIDAD (AmH).

En el rechazo a uwna célula tumoral no solo los antigenos
mayores son importantes, sino gue muchas veces en  una célula que
ﬁarece de los mismos, el rechazo puede estar mediado a traves de
los AmM (49,50),

La naturaleza de los AmH ha sido desde hace algun  tiempo un
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enigma. En el raton se ha reportado gue existen cerca de 40 loci
distribuideos en tode el genoma, Estos ganes pargcen  ser
expresados por todas las celulas del organismo (51).

Estos antigenos fueron originalemte definidos por respuestas
de rechazo a injerto y mas recientemente por To especificos.

Los protocolos disefados para la produccidn de  AcMa
dirigidos contra productos AmH han sido infructuosos y los sueros
péoducidms entre cepas que expresan el mismo H~-2 principamente
contienen especifividades contra otros antigenos pero no contra
AmH. Farece ser que los AmH Gricamente pueden ser reconocidos
cuandn  se  encuentran o asociados con la molécula de H-2, siendo
esta la razon por Io que solo pusden generar una  respuesta de
tipo celular (B2,

Se ha sugerido gue los virus pudieran estar involucrados en
la generacion de algunos AmH. Colosbo et al en L1987 (535,
cdescribieron la adguisicidn de nuevas AmH en ratones transgénicos
los cuales Tueron producidos por la insercidon de un retrovirus en
el genoma de embriones de las cepas singénicas CS7R1/6F y 12R/J.

Debido a la dificultad para inducir anticuerpos contra este
tipo de antigenos, las caracteristicas bpioguimicas de las

moléculas codificadas por los genes AmH es aun desconocida.

MECANISMOS DE EVASION A LA RESFUESTA INMUNE.
Muchos son  los  factores involucrados para gque una célula
tumoral pueda crecer eficientemente en un organismo.

La pérdida de los antigenos de clase 1 ha sido
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frecuentemente observada en células tumorales tanto en modelos

nurines como humanos. Estas células presentan un aumento  en su

agresividad, asi como también en su capacidad metastasica. La
falta de expresion estos antigenos en la superficie de la
membrana, impide que esta pueda ser reconocida por los Tcoc y de
esta forma escapa a la vigilancia inmunolégica (54,55).

En algunas ocasiones las células que expresan los antigenos
clase I del H-Z, también expresan proteinas las cuales tienmen la
capacidad de unirse a los antigenos clase I, transforando a la
célula tumoral en un fenotipo H-2- (56).

Dentro de los mecanismos de evasion a la respuesta inmune
algunas células tumorales tiene la capacidad de secretar
proteinas  con  alta capacidad inmunogénica  impidiendo de esta
manera que anticuerpos especificos puedan llegar hasta ella (57).
Ademas, se  ha reportado gue algunas células tumorales carecen de
inmunogenicidad, como es el caso de algunos tumores espontdneos
humanos (S58).

Finalmente algunos tumores tienen la capacidad de estimular
una respuesta supresora local, la cual impide que células del

sistema inmune logren atacar al tumoy (59-41).

ANTIGENOS ASOCIADOS A CELULAS TUMORALES.

Durante muchos afos se ha intentado identificar antigenos
particulares de uwna celula tumoral. Al  menos tres tipos de
antigenos han sido identificados: a) los gue son especificos para

una celula tumoral  (AETY; b)) - aguellos compartidos  por varios



tipos de células tumorales (ACT); y ©) los antigenos oncofetales

(ADF) .

Las AET bhan sido frecuentemente encontrados en Sunores
generados por  agentes guimicos o fisicos y en algunas ocasiones
en tumores espontanens. Se conocen varios AET y  algunos ejemplos
de ellos los encontramos en los antigenos expresados-en los
melanomas humanns y en tumores murinos  inducidos en  ratones con
el uso de agentes fisicos o quimicos (&2~464). Se piensa gue los
AET corresponden a: 1) versiones alteradas de los antigenos
clésicos de transplante; 2) antigenos inducidos por una infeceion
viraly vy 3 modificaciones a rearrcveglo de moléculas ya
enistentes.

Los ACT se han encontrado en células tranformadas por virus
y frecuentemente corresponden a productos de  genes virales, Un
ejemplo de estos antigenos lo encontramos en la lingas celulares
tumarales transformadas por retrovivus (635, 44).

Los AOF han sido encontrados en  células  tumorales en un
egtadio de diferenciacien temprano. Este tipo de antigenns son
normalmente expresados durante el desarrollo esbrionario (677.

La identificacién bioguimica de estos antigenos ha sido
dificil y generalmente se han utilizado sencantisueros o bien

AcMo (19).
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ANTECEDENTES DE LR.4.

L5178Y es una linea celular linfoide de estirpe 7T, la cual
fué - originada por Metil-colantreno en ratones DRA/Z {(68). Una
clona (LR) obtenida en el laboratorio, mostro capacidad de crecer
-en  cepas de ratones singénicos representantes de distintos
haplotipos; i. 2. BALRB/cANN, DBA/ZJ (H-2¢); CH7E1/6J y BOLB.bD (M-
22) s AKR/J y BALB.E (H-2%). En la mayoria de estas cepas la linea
celular crecid y causd la muerte del 1004 de los animales. 8Bin
embargo, se encontrd que la cepa de ratones CH7R1/6J fue capax de
contralar vy rechazar a esta linea celular.

Esta linea celular fue posteriormente clonada vy selecionada
por su  resistencia a S-Bromodeoxiuridina, obteniendose una clona
TE~ con un caricotipo estable, la cual fue denocminada LR. 4.

La clona celular presentd las wmismas caracteristicas de
crecimiento a través de barrera alogénicas gue la linea original,
‘por lo que fue utilizada en todos los experimentos posteriores.

Ensayos de citotoxicidad mediados por anticuerpos, mostraron
que antisueros contra moléculas clase I del H-2 fueron incapaces
de lisar =a las ceélulas LR.4 independientemente de la
especificidad del antisuern, mientras que las células blancos
utilizadas como control fueron lisadas eficientememte. As{ mismo,
Te reactivos contra distintas especificidades de H-2 tampoco
fueron capaces de lisar & las células LR.4,

For otra parte, estudios de biologia molecular permitieraon
explicar las bases genéticas del fenotipo de las células LR.A4.

Hibridaciones en fase solida tipo “Southern" revelaron gque la
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linea celular LR.4 no conftenia transcritos para moleculas clase I
del H-2 ni para g-2m. En el caso de los genes que codifican para
moléculas clase I no se detectaron arreglos o deleciones en esta
region del genomag sin embargo, 21 andlisis  con enzimas de
restricecidn apropiadas  mostrd niveles elevados de metilacidn, lo
que explica parcialmente la ausencia de transcritos. For 1o gue
sa rafiere a B-2m, las células LR.4 tienen deleciones exnbtensas y
posiblemente uno de leos alelos estée deletado. Todas estas
evidencias indicaron que la linea celuwlar LR.4 presenta un
Tfenotipe H-2-, &l cual permite que esta célula tenga la capacidad
de crecer & travées de barreras alogénicas.
Experimentos preliminares con  varias cepas de ratones
transplantados con las células LR.4 mostraron gue la cepa
Ca7B1/&4F fue la dnica en donde se generaron anticuerpos con

capacidad citotéxica.

ANTECEDENTES DE S.180.

‘8.180 es una linea celular la cual surgid espontanemante en
la anila de ratones suizos (H-27) (49). Debido a que los ratones
sUizos no son  una cepa singénica, el haplotipo de  la linea
celular fue desconocido. ‘ 7

Las células S.180 han sido wtilizadas por su capacidad de
crecer a través de Dbarreras alogénicas para la obtencion de

liguido de ascitis rico en Igs de animales inmunes,
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ORJETIVO.

Los objetivos del presente trabajo fTueron:

a) Analizar loz mnecanismos inmunologicos a traves de los
cuales la cepa de ratones CES7B1/4J es capaz rechazar a. la linea
celular LR.4, asi como  tambiéen caracterizar 1 antigeno(s)
involucrado en el rechazo.

b) Estudiar con otro modelo celular, 21 papel de H-2 en el
mecanismo. de progresion  tumoral oy la manipulacion del sistema
immune para generar una respuesta protectora contra el

crecimienta tumoral.



MATERIAL Y METODOS

AMDRTIGUADORES UTILIZADOS:

Amortiguador de fosfatos (FES).

= A v 8 M

El s uwnvneuanmnansannnuunanans O.0026 M

NaHaFOa e vuonunsnavnnawrnrnann 0,008 M
EHaFOa s s e s s s nsnnamenannnnws Q0014 M
pH 7.4

FES—-ASHE.

FRS s nvunnsunnusunnusneasnnuwwus 100 ml

OB v s nuaonmnennuan s annn 3 ]

MaNme v v nonavusnnussnansusaannns 0,05 g
pH 7.4

Amortiguador de lisis.

Tris—HCle s wuonnvwsnawnuunuwwn S0 mpt

MaCliwnusasuvnaavrunsnsonuweaua LOD miH
EDT A ca s v umunnsrsunusnnansons

MGy e e n s m o u e s mmnwn s nnw

i 4
pH 7.4

=
2 .2
ENZE

Amortiguadores de electroforesis:

Amortiguador de corrida.
TriGe—DaSE. s v iunaanvuvwunununna 7.55
Glicind@.evansunanunawuureananes 14,4
123 1
1

L

pH B.3

o)

= 0o

Amortiguador de muesttra.

Tris=HCl.owounmmesonavanuannus 80 mi

Blicerol. s vuvewoniusavonnunnn 10 %

L 2 %

Azul de Bromofenol...ouvseavswn 0,001 %
pH 6.8

Amortiguador concentrador.

ACPIl-BiSu s neunwarsusanunasnun 3 %

Trig=HClewswunanonnuusnnnswens 125 mi

L3 I L1 | A
pH &.8 i



Amortiguador separador.
ACril=BiSeuunavenanunnansonnn

Trig—HCliwu e cnwrvunnonnnens .
DS s v wsnevaannnscsaans Nakwa s
pH 8.8

Medios de cultivo.

Medio RFMI.
RFMI—1640. cian s nucnunavnnenn

CaHimbarvnr i i neviannvnwaonons

NaHCOmw ve s cnsnsnnonunuonamons

Medio RFMI-Suplementado.

[ W
Suero fetal bovino..s .o ovsvuon
L-Blutaminduu s nwseusvusansenn
Firuvato de s0dioiiiecusnsven
amino—-acidos no-esenciales...
Anfotericina=Be.woii s coananna
Sulfato de estreptomicina....

Animales:

Se utilizaron ratones

DBEA/Z (H-2¢)5 CS7BL/6J (H-2R);

y A/J (H=24)3 asi cone
BALE/c.C37B1/6-H-22 (BALE.D)

bioterio del Instituto de

20

10 %
E7S mM
0.1 A

10,39 o/l

g/l

2.0 g/l
1 1
10 “
2 mi1l

1 mi
0.1 mM

50 pg/ml
100 pg/ml

de las cepas singénicas BALB/cANN,
CBA/J, CIHeR/FeJ y C3H/Hed (H-2%);
ratones de las cepas congénicas
y  BALB/c.CIEH-H-Z%  (BALB.I0), del

Investigaciones Riomédicas de 1la

U.M.ALM. Los ratones se alimentaron ad  libitum con  tabletas de

purina y agua.

Ratones hembras de 10-12 semanas fueron wtilizados en todos los

experimentos.

lLineas celulares:

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo se presentan.

en la TABLA II.



TABLA 11

ORIGEN Y ESTIRFE DE LAS LINEAS CELULARES.

LINEA CEULAR  HAFLOTIFD  CEFA ORIGEN  ESTIRFE REF
* LR.4 - DBEA/Z MEC T &8
* L1 d DEA/Z MEC T 48
# EL4.4 b CI7EL/8] DME T 70

Yar-1 a A/SN Mo—-Mul.V T 71
BUS 147 k AR/ J Es T 72
BE2 s CIHeR/Fed Es F 73
L1210 d DEA/Z FIEE L 74
*% Sap-1 b CHTBL/&T Es M 75
#% FlO-2 b CS7EL/6T Es M 76
5.180 B Suizos Es E 69

MEC: Metil colantreno; DMB: 9,10-Dimetil-1l, 2~benzantraceno; Es:
Espontaneo; Mo-MuLV: Virus de linfoma murino tipo Moloney.

T: Linfeoide Ty L: Leucémico; M: Melanoma; E: Epitelial;

F: Fibroblastos

*: clonas derivadas de L317BYy %%:  clonas derivadas de la linea
de melanoma Blée. #: clona celular derivada de la linea celular
EL4.4; B82: Fibroblastos de células L

Cultivos celulares:
Las células tumorales se mantuvieron en cultivos in vibtro,

utilizando medio de cultivo RFMI suplementado. Todos los cultivos

in vitro se incubaron a I79C bajo una atmésfera hameda vy 5% de

CO:z.

La. viabilidad celular se determind por exclusidn del
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colorante azul tripano.

El protocolo de propagacion consistid en  transplantar 1 X
104 células  tumorales en animales compatibles (células EL4.4 en
CE7R1/6J). SHlo en el caso de las lineas celulares LR.4 y 8.180
(ambas H~Z7) s utilizaron ratones BALE. Ik y CE7B1/&6J
respectivamente. Después de dos o tres semanas las células
tumorales se obtuvieron de la cavidad peritoneal de los animales

y s lavaron con PES por centrifugacitn a 200 g durante [0 min.

Tratamiento con Mit-C (77):

Se obtuvieron células LR.4 de la cavidad peritoneal de un
ratéon, se lavaron IX con FBS y se determino su viabilidad. Se
trataron X 10% gélulas LR.4 con Mit~C a una concentracion final
de 25 pog/ml y pesteriormente se incubaron a Z7C durante 30 min.

Al término de la incubacidn, las células se lavaron 3X  con FBES y

se resuspendieron a una concentracion de o % 10% cels/ml.

Tratamiento con Tunicamicina (78):

Fara la deplecion de glicoproteinas de membfana, 1 X 107
células tumorales o células provenientes de  timo, se in;ubafcn
durante 48 hrs an medio de cultivo RPMI completo, suplementado
con 5 pg/ml de tunicamicina. Al Tinal del tratamiento, las
células se lavaron 22X con FBS vy 1 X 10% células se utilizaron en

el ensayo de inmunofluorescencia.
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Marcaje radiactivo con Nad®2®l (7%):

Se lavaron 2 X 107 células IX con PRS vy se resuspendieron en
un volumen final de 200 pl. Fosteriormente 1 x 107 células en un
voldmen de 100 gl se incubaron en una mezcla de reaccion
preparada  con: 300 pCi de Na*®¥"] (actividad especifica 3.7
GBg/ml), 10 pl de lactoperoxidasa (2 mg/ml), 10 pl de glucosa

Hidasa (2 uw.i./ml) ¥y 10 pl de glucosa (1.8 mg/ml). La mezcla se
agitd vigorosamente y se dejd  incubar durante 20 min/4%C,
Fosteriormente se adicionaron 9 ml de FBS a 4%C y se lavd 2X por
centrifugacion a 200 g durante 10 min. El paguete celular
resultante se resuspendid en 10 ml  de PBRS, se incubd durante S
min a temperatura ambiente y se centrifugd a 200 g durante 10

min.

Marcaje radiactivo con Na®”Crls (BO) 4
Se tomaron 1 X 107 células tumorales obtenidas de un caltivo
in  vitro, se lavaren por centrifugacion con FRES y &@

resuspendieron en 500 pl de medio RFMI. Posteriormente, se

oadicionaran Z00 yCi de Na®7Cr0a (actividad especifica 9.25-18.3

GBRg/mg) vy se dejd  incubando  durante 1 hP/37°C. Terminada la
incubacion las ceélulas se lavaron ZX - con FPBS, se Pesuapendierbn

una ve: mas en 500 yl de PES y se incubaron una ver mds durante 1
he /3760, Las células se  lavaron con FBE y la concentracion

celular se ajusto a 1 X 104 cels/ml en RFMI completo .



Extraccion de timocitos:

Fara la obtencidn de timocitos se utilizaron ratones de la
cepa BALE.b  de seis semanas de edad. Los ratones fueron
gsacrificados por  intoxicacidn con éter y los timos se retiraron
guirtrgicamente de la cavidad tordxica. Los timos se colocaron en
una caja Fetri de 35 mm con 10 ml de PES y posteriormente se
disgregaron con la ayuda de dos agujas (20 w 22). Lag células
obtenidas se lavaron ZX con FES y la viabilidad se determind con

azul tripano.

Obtencidn de células de varios tejidos linfoides.

Las células derivadas de médula dsea se obtuvieron mediante
la perfusion del fémur con 2-3 .l de wmedio RFMI al cual se le
adiciond heparina para evitar la formacién de coagulos.

Los ganglios linfaticos axilares y el bazo se entraj@ron‘con
la ayuda de agujas y tijeras finas. Las células derivadas de
estos Organos se recuperaron por medico de la disgregacion con
agujas (20 X 22), como en el caso del timo.

En el caso de las células linfoldes de sangre periférica, se
colectd sangre de la arteria axilar en tubos heparinizados y las-
ceélulas mononucleares se  separaron  en un gradiente de Ficoll-
hypague. ;

Todas las preparaciones celulares se lavaron 32X  con FBES,

antes de realizar 2l ensayo de inmunofluorescencia.
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Lisis celular (B1):

Se lavaron 1 X 107 células sg lavaron 2X por centrifugacion
en FRS y se resuspendieron en | ml de amortiguador de lisis y se
incubaron 20 min/4eC  con agitacian frecuente y vigorosa.
Terminada la incubacion, el solubilizado se centrifugd a 10,000 ¢

durante 3 min el sobrenadante se recupero vy almaceng a —~70°C.
Y

Protocolos de inmunizacion:
a) Inmunizacion contra celulas LR.4 por crecimiento y rechazo

Se  inoculsaron  ratones  CS7EL/6T por via. i.p. con 5 X 10%
células LR.4. Después de gue el tumor crecid y fue rechazado (40
dias aproximadamente), los animales se inmunizaron & veces i.p,
con intervalos semanales, con 5§ x 10* células vivas de la linea
LR 4., Los animales se sangraron 5 dias después de la altima
inmunizacion y el suerp obtenido se almacend a ~20°C.

b) Inmunizacicon con celulas de LR.4 tratadas con Mit-C.

Se inocularon ratones CS7BL/&F por via i.p. con 5 X 10%
cé&lulas LR.4  tratadas con Mit-0 una ver por semana durante &
ocaslones. Los ratones se sangraron 5 dias después de la dltima
inmunizacian y el suero recuperado se almacend a —~20=C,

c) Inmunizacion con células derivadas del timo de BALE.b.

e  inocularon ratones de la cepa C37BL/6T con § X 10+
celulas del timo de la cepa BALEB.D por via di.p. una wvez por
semana durante 6 ocasiones. Los ratones se sangwaﬁon 5 dias

después de la Gltima inmunizacidn y el suero se almacentd a —Z0°C.
4] 3



Titulacion de los antisueros:

Los distintos antisueros en diluciones crecientes se
incubaron con  los blancos apropiados y sus controles. El titule
de anticuerpo reactivo se determing mediante el ensayo de
inmunofluarescencia indirecta. La dilucidn mayor a la cual las
células presentan fluorescencia percetible a8 escogid  como

dilucion de trabajo.

Adsorciadn de antisueros:

Se incubaron 1 X 107 células de un cultiveo apropiado con 100
gl de antisuero especifice dwante 1 hr/4*0. El  antisuero
adsorbido se recuperd por centifugacidn y se probd .contra blancos

y controles adecuados por insunofluorescencia indirecta.

Inmunofluorescencia indirecta (82):

Las suspensiones celulares obtenidas de un cultivo in vitro
o de distintos tejidos linfoides se lavaron 3X con FBRS-ASE. Be
incubd 1 X 104 células durante una 1 bher/49C con  un antisuero
diluido t:10, en un veldmen final de 100 ul. Al términe de la
incubacion, las células se lavaron 23X en FRS-A5E v resuspendidas
en 100 ul del mismo amortiguador. Fosteriormente, las células se
incubaron con un segundo anticuerpo anti-lg de raton obtenido en
cabra, conjugado con isoticcianate de 7luaoresceina diluideo 1210,
Terminada la incubacidn, las células se lavaron ZX  con FES-ABE vy

la positividad de la reaccidn se determind bajo un microscopio de

epifluorescencia Zeiss con lampara de tungeteno. El porcentaje de
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células fluorescentes se determing contando el ntmero de células
positivas con Tluorescencia en  cien células  contadas en campo

clara.

Desafic a corto y largo plazo:

En estos experimentos los animales se sincronizaron en los
esquemas de inmunizacion.

(a) En el desafio a corto plaszo, tres grupos de 7-10
animales se inmunizaron des (2X) o cuatro veces (4X) con células
LR.4 tratadas con Mit-C. Los animales se desafiaron D5 dias
daespues de la dltima inmunizacion con 5 x 104 células de LR.4,
S.180 o 5.180 respectivamente. En - todos los  grupos, &1
experimento se did por terminado 120 dias después de la segunda
inmunizacidn y el ndmero de sobrevivientes registrado.

(b)) En estos experimentos el protocolo de inmunizacion fue
similar al descrito en (&), aunque los animales se desafiaron 120

=

dias despues de la ltima inmunizacion con § X 104 células de las

lineas LR.4 & 5180,

Determinacion de proteinas (83):
La determinacion de proteinas se llevd a cabo utilizando el

metodn de Lowry-Follin.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (81):
Fara la separacion de proteinas en geles de poliacrilamida

{(SDS~-FAGEY se utilizd el sistema de amortiguaador discontinuo
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descrito por Laemmli. la concentracitn de acrilamida en el gel
concentrador fue de 5%, mientras gue la del separador fue de 1074,
Los geles se corrieron durante 4 h a 100 volts y posteriormente
ag fijaron con wuna solucidén de 30% de metanol y 10 % de &acido
acético. El gel fue tefiido con azul de Coomassie y posteriormente

destedido con 3% de metanol y 7% de dcido acético.

Inmunoprecipitacion (81):

Se trato 1 ml de un lisado de células mawcadés
isotopicamente con 19 pl de suero normal de raton vy se incubo 1
he/279C, Posteriormente  se adicionaron 100 gl de una suspension
al 10% de Froteina-R-Sefarosa-4b seguida de incubacion durante 1
he/ZE79C, Las esferas de spfarosa sg | recuperaron [aInlus
centrifugacidn a 10,000 g durante 13 seg. Se tomaron 100 gl del
sobrenadante  obtenido y se hiclieron reaccionar con 30 gl del
antisuero durante 4 hr/37°C. Los complejos inmunes se recuperaron
por  la adicion de Proteina-A-sefarosa+ lavando secuencialmente
con: (&) 150 pl de 0.5 % NF40 en amortiguador Tris-NaCl, (b) 130°
pl de 0.3 %4 8D5 en amortiguador Tris-NaCl y (¢) 150 yl de
amortiguador Tris-Nall. La sefarosa proveniente del Gltimo lavado
s@ resuspendid en 20 pl de wrea 8 M y 20 yl de amortiguador. de
muestra de electroforesis y posteriormente se hirvié durante =
min. Los inmunoprecipitados se analizaron en geles de SDS-FAGE y

avtorradiografia.



Citotéxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) (84):

La obtencién de Mé peritoneales se llevd a cabo inyectando
ratones C57B1/6J hiperinmunes contra la linea celular LKR.4, con &
X 104 células vivas de la qisma linea celular. La cavidad
peritoneal se lavo § dias después con 0.234 M de sacarosa a 490y
las ceélulas obtenidas se diluyeron en FBS, se lavaron 2X en FES y
resuspendieron en medio de cultiveo RFMI a una concentraciédn final
cla 1’X 104 cels/ml. La suspension célular se adiciond en un
volamen final de 100 pl a cada pozo de una placa con 96 y se
incubd durante toda la noche. La poblacidon de M@ se selecciond
por su capacidad de adbherencia a las placas después de tres
lavados con FES. En general, el rendimiento en estas condiciones
experimentales fue de 1 X 104 M& por pozo.

El sobrenadante de cada pozo se elimind después de 24 hrs de
incubacion y en su lugar se adicionaron: 100 yl células tumorales
(1 X 10¥ celulas) marcadas con Na®iCrOs y 100 pl de anti~-LR.4 o
SN de raton en una de distintas diluciones realizadas en RPMI
suplementado. Cada una de estas treacciones se hizeo por
triplicado. Fara facilitar las interacciones celulares, las

placas se centrifugaron a

durante 30 seq. El cultive se
incubd 48 hrs/3I7°C. Al término de la incubacidn se retiraron 100
ul dee cada pozeo y se determind la cantidad de Na®7Crls liberada
bajo las condiciones experimentales utilizando un contador para

radiaciones gamma.
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El porcentaje  de lisis se determing mediante 1a sigqiente
farmulaz

% CCDA= (RM - RE/ RT-RE) (100)

Rt= Radiactividad liberada por M€ vy anticuerpos.

RE= Radiactividad liberada por M&.

RT= Radiactividad total.

Citotoxicidad mediada por anticuerpos (BO):

Se colocaron 1 X 10% ceélulas tumorales previamenle marcadas
con Ma®iCr0a en placas de 26 pozos y se lavaron una vez con FHES.
La pastilla celular se resuspendio en 100 pl de antisuero o suero
normal  a diluciones crecientes con medio RPMI, y se incubd
durante 1 hr/4=C, Fosteriormente se adiciond en cada pozo 100 pl
de complemento de conejo al 12% y se incubd durante 1 hr/37°C. Al
término de la incubacion, la cantidad de radiactividad liberada
en el ensayo se determind en 100 upl de sobrenadante, wtilizando
un contador para radiaciones gamma.

El porcentaje de lisis se determind utilizando la siguiente
farmula:z
7% de lisis= (RTL-REL/RT-RE) (100)

RTL: Radiactividad total liberada por el atisuero vy

complemento.

REL: Radiactividad liberada espontaneamente.

RT : Radiactividad total.




RESULTADOS Y DISCUSION.

CRECIMIENTO Y RECHAZO ALOGENICOD

En la Fig 3 se presenta el crecimiento y rechazo alogénico
de 1 X 10 células de LR.4 transplantadas en la cepa CS7B1/6J.
Este se caracterizd inicialmente por un aumento sincrénico en el
peso corporal, derivado de un aumento en el voldmen presente en
la cavidad peritoneal y posteriormente por una  disminucion
gradual asincronica, en el cual los animales tienden a recuperap

su peso inicial.

En la literatura se han reportado varios mecanismos de
control vy rechazo alogénico de tumores, los cuales estén mediados
por  la accidén de Tec dirigidos contra antigenos de transplante
(85,86) o contra proteinas especificas de tumores (87). En el
rechazo a la linea celular LR.4 la participacion de los Tc gquedd
descartada debido a que la células presentan un  defecto en la
‘expresion de los antigenos clasicos de transplante. Cabe destacar
) Einrembabgw, que el tiempo transcurrido durante sl  crecimiento y
rechazo fue semejante al repDPﬁado en los modelos anteriormente

mencionados.

ANALISIS DEL SUERO ANTI-LR.4.
Con la finalidad de determinar los mecanismos a traves de
los cuales la cepa de ratones CH7B1/6J es capaz de conbrolar y‘

rechazar la linea celular LR.4, analizamos mediante un  ensayo de
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inmunofluorescencia indirecta, el suero de ratones
hiperinmunizados  con  las células LR.4 (antisuerc anti-l.R.4)
(MATERIAL Y METODOS).
Como se muestra en la TABLA III, el antisuero anti-LR.4
’ﬁeconocid varias lineas celulares representantes de distintas
estirpes, asi como también células normales obtenidas del timo de
la cepa BALB/cAnM. For otra parte, el antisuero no reconocid dos
clonas celulares denominadas F10-2 y Jab-1, ambas derivadas de la
linea de melanoma Blé (TABLA II). Estos resulitados mostraron gue
al antisuero anti-LR.4 no tiene un reconocimiento especifico

hacia la linea celular LR.4.

Debido a la reactividad cruzada encontrada con este
antisuern, se decidid posteriormente determinar el ndmero de
especificidades presentes. Fara esto se realizaron adsorciones
diferenciales, utilizando en forma independiente la linea celular
BB2, células oblenidas del timo de BALB/cARN o ambos tipos
celulares (MATERIAL Y METODOS) .

En la TABLA IV aobservamos que el antisuero  anti-LR.4
presenta al menos tres especificidades las cuales correspondieron
a las lineas celulares LR.4, BB2 vy & las células linfoides del
time de la cepa BALRB/cARN.

Utilizando otras lineas celulares, cabe la posibilidad de

gue puedan identificarse mas especificidedes a antigenos.



Un analisis de microscopia electrdnica de la linea celular
LR. 4 mostré particulas virales en el citoplasma y membrana de
algunas célulasy sin - embalrgo, @l tipo de wvirus no  fue
identificado (Dr. B. AQlfaro, comunicacidon personal). Otros
ejemplos de la existencia de particulas o proteinas de origen
viral han sido reportados para las lineas celulares YACD-1 (71)
L1210 (88), BWIL47 (89) y 5.180 (90).

Se ha reportado que todas las cepas de ratones singénicas
presentan secuencias de retrovirus insertadas @n sy genoma y
chhas de  éstas se encuentran  asociadas con los antigenos de
diferenciacion de linfocitos (Ly) (?L). Be desconoce, sin
embarge, si estas secuencias de retrovirus corresponden también a
log antigenos Ly o bien regulan su expresion (92).

En este estudio, se determing gque el antisuero anti-LR.4
reconocid  todas las  lineas celulares anteriormente mencionadaé
asi como también las células del timo, por lo que cabe la
posibilidad de que uno de los. antigenos reconocidos por el

antisuero se trate de una proteina de origen viral.

ESFECIFICIDAD DE LA RESFUESTA ANTITUMDRAL in vivo.

Debido a la reactividad cruzada encontrada in vitro por el
antisuero anti-lLR.4, se decidid explorar si en experimentos ig‘
vivo existia también una proteccitdn cruzada contra el crecimiento
tumoral de tres lineas celulares, que tienen la capacidad de

crecer en la cepa CS7R1/6&6J.

Tres grupos de. diez  animales de la cepa C37Bl/76J que
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crecieran v rechazaron las células LR.4  se desafiavon 120 dias
después del transplante con 3 X 10% ceélulas de las lineas
celulares LR.4, ElL4.4 & 8,180,

Los resultados mostravon que 21 grupo de ratones desafiados
can  las células LR.4  persanecieron  inmunes al crecimiento
tumoral, mientras que aguellos desafiados con las lineas EL4.4 y
5.180, fueron susceptibles al crecimiento del tumoer, no siendo
protegidos por  la inmunizacion  creada por el crecimiento de la
linea velular LR.4 y aurieron en @l mismo  lapso gue el grupo de
ratores no inmunes (FIG. 4).

Cabe mencionar gque en un animal de cada wno de los gropos
desatiados can las lineas celulares El4.4 y S.180

respectivanante, el crecimiento tumoral se evidencid més

tardiamente con respecte a los grupos contrpl; sin embargo, el
crecimiento de las celulas malignas cawsd finalmente la muerte de
aeatos ratones. (30 dias con las celulas EL4.4 y 30 dias con las
células S.180).

De wate experimento s pusde concluir gue la respussta

inmune generada por crecimiento de las células LR.G es especifica

in vivoe y no confiere proteccion contra el crecimiento de las

linegas celulares de EL4.4 y 8§.1BO, al menos con las dosis
utilizadas en el experimento.

ta inmunidad anti-LR.4 se mantiene activa al menos durante
80 dias, ya& que el crecimiento y rechazo de las células LR.4
fiene una duracidn aproximada de 40 dias y el desafio se llevd a

cabo 120 dias después del transplante.
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Los resultados de este experimento contrastan con el
analisis del antisuvero anti~-LR.4, ya gue este antisuévo PRCONECLA
in vitro a las lineas celulares EL4.4 y 8.180. Sin  embargo, esta
reactividad cruzada no permitid gue animales inmunes contra las
células LR.4 puedan controlar el crecimiento de las lineas EL4.4
y 5.180.

Estos resuliados sugieren que en los ratones CH7R1/6F el
rechazo & las células LR.4 es consecuencia de un mecanismo de
control complejo, que parece no depender Unicamente de la
presencia de anticuerpos reactivos contra la linea tumoral y gue
tal vez involucra también la participacidn de células reactivas

contra el tumor.

“ANALISIS DE LA DE LA RESFUESTA INMUNE ANTI-TUMORAL in vivo.

A) DESAFINS A CORTO Y LARGO FLAZQO.

Con la finalidad de determinar el tiempo y el namero de
inmunizaciones necesarias para gue se genere una respussta inmune
capaz de conferir proteccién contra el crecimiento de 1a linea
celular LR.4, se llevaron a cabo protocolos de inmunizacion en la
cepa CE7B1/6J utilizando como  inmundgeno ceélulas LR.4 tratadas
con Mit-C. Se inmunizaron grupeos de 10 animales con dos o cuabro
inoculaciones de células LR.4 tratadas con Mit-C, y se desafiasron
S dias despues de la Qltima inmunizacion conk una de las
siguientes lineas celulares: LRi4, EL4.4 & 5.180 (MATERIAL Y

METODOS) .
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Asi mismo, con la finalidad de determinar la duracidn de la
respuesta inmune protectora al crecimiento de la linea celular
LR.4, se inmunizaron grupos de 10 animales dos o cuatro veces y
se desafiaron 100 dias después de la altima inmunizacion con las

lineas celulares LR.4 6 5.180 (MATERIAL Y METODOS).

Los resultados encontrades meostraron gue dos o cuatro
inmunizaciones son suficientes para proteger a los animales
contra el crecimiento de las ceélulas LE.4, cuando 21 desafio se
realiza poco  tiempo después de  la inmunizacian. En  esta
pratecciﬁn“ la  respuesta  inmune temprana parece desempedar un
papel importante, ya que solo 12 dias (dos inmunizaciones) fueron
suficientes para proteger al 90% de los animales (TABLA V,
Exp.A) .

Cuando el desafio con las células LR.4 se llevd a cabo 100
dias después de la udltima inmunizacion, se observd gue la
inmunidad anti~-LR.4 tuvo una duracidn limitada y dependid del

numero de inmunizaciones (TABLA V, Exp.R).

Eﬁ el .caso de  los animales desafiados § dias despues de 1ai
Gltima inmunizacion con la linea celular §.180, se determing. un
aumento en la  proteccidon contra el crecimiento de esta linea
tumoral, el cual dependid del nimero de inmunizaciones. Este
aumanto sin embargao, alcanzd wun porcentaje maximo - (40%)
tpricamente cuando habian  trancurrido un periodo de 26 dias

(cuatro inmuniraciones) (TABLA V, Exp.A); por otra parte en la
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pPDteccién contra la linea LR.4, la respuesta inmune temprana no
parece desempedar un papel importante en el control de esta linea
tumoral.

For otra parte, cuandp el desafio sg llevd a cabo 1Q0 dias
“después de la 2ltima  inmunizacion, la  inmunidad  anti-5, 180
presentd una disminucicdn evidente en los animales inounizados
cuatro veces, la cual sin  embargo no fue equivalente a la
disminucidn ebservada con la  inmunidad anti~LR.4 (TABLA V,

Exp.E).

For lo gue se refiere a el desafio a corto plazo con la
linea celular EL4.4, el nimero de inmunizaciones no influyeron en
su crecimiento, por lo gue no se realizaron los experimentos a

largo plazo.

E) ANALISIS DE SUEROS DE ANIMALES INMUNIZADOS CON CELULAS

LR. 4 TRATADAS CON MIT-C Y SANGRADDS A CORTO Y LARGO FLAZO.

”El analisis del suero de grupos ratones inmunizados en
paralelo dos o cuatro veces con ceélulas LR.4 tratadas con Mit—C v
sangrados 3 6 100 dias después de la dltima inmunizacion mosterd
la existencia de reactividad contra las lineas celulares LR.4,

EL4.4 y S.180.

Es probable gque la reactividad de anticuerpos detectada in

vitro, sea en parte responsable de la - proteccion contra el



crecimiento de las ceélulas LR.4 y del aumento en la proteccidn de
los ratones desafiados con. la linea celular §.1B0C  (con ambos
tipos celulares, dosis mayores de | X 10% células son capaces de

crecer en el 100% de ratones CS7BL1/46J ne inmunes).

Debido a las diferencias encontradas en  la inmunidad anbti-
LR. 4 vy anti-5.180, es probable gue la inmunizacion con células
LR.4 tratadas con Mit—-C, genere un mecanismo de inmunidad
antitumoral en el cual la respuesta inmune temprana sea capa: de
controlar eficisntemente el orecimento de las células LR.4,
mientras que  en el control del crecimiento de la linea 5.180 ge
necesita la activacion de oiroz componentes del sistema inmune,
los cuales sin embargo neo son capaces de controlar en un 1007 el
crecimiento de este tumor. Desconocemos por obtra parte, si la
actividad de anticuerpos anti-LR.4 y anti-5.180, estd mediada por
anticuerpos de un isotipo distinto, lo cual en parte también

podria explicar las diferencias encontradas.

Los resultados enconirados con el aunento en la sobrevida
cbntra lé calulas 5,180 contrastan con los encontrados ‘CDn La
inmunizacion activa generada por crecimiento de células LR.4, en
donde a pesar de la existencia de reactividad anti-5.180, no se
encontrd aumento en la sobrevida de los animales retados con
células de 5.180.

Comparativamente, ambos protocolos de inmunizacion

presentaron  diferencias en cuanto a la inmunidad generada.
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rperimentos llevados a cabo en el laboratorio han mostrado que

la proteccidn  contra el cwecimientﬁ dee la linea LR.4 se mantiene
mas de 100 dias despugs del rechazo, mientras gue la respuesta
inmune generada por celulas LR.4 tratadas con Mit-C es de una
menor duracion. Lo anterior puede explicarse debido a gue el
tiempo en que la respuesta  inmune esta en contacto con el
antigeno en el crecimiento y recha:o es de al menos 40 dias (FIG.

-
A

3y mientras gue en el caso de las  inmunizaciones con células
LR. 4 tratadas con Flit-C, cuando 1= utiliraron cuatro
inmunizaciones es de aproximadamente 26 dias. Ademas, el nimero
de células tumorales en la fase mixima de crecimiento alcanza
valores de hasta 1 X 10% células.

La Mit—~-C es un agente alguilante el cual tiene la capacidad
de unirse al DNA y ocasionar wn  gran ndmero  de rompimientos
cromosdmices, lo cual ocasiona la muerte celular. Este mecanismo
de accidn, tal vez altere, la sintesis de algunas proteinas de la
meinbrana plasmatica afectando principalmente aguellas gue
presentan un recanhic acelerado. 8i esto sucediera, es probable
gue la  composicidn proteica de la membrana de células bratadas
con Mit-0 sea distinta a la de células no tratadas, lo cual .
euplicaria en  parte, algunas de las diferencias en la respuesta
inmune generada por las céelulas LR.4 tratadas con Mit-C y la
generada por crecimiento del tumor.

Finalmente, el agente alguilante Mit-C se ha encontrado gue
tiene la capacidad de unirse a proteinas. Esta uwnidn  tal vesz

nenere epitopes  "nuevos", los cuales sean en parte responsables
=] p
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de las diferencias encontradas.

Far otra parte, analizando la pespuesta  inmune generada por
células LR.4  tratadas con Mit-C, ercontramos que la proteccion
contra gl crecimiento tumoral comenzo a perderse & los 100 dias,
a pesar de la presencia de anticuerpos. Haagensen et al (93)
reportaron una respuesta  inmune contra wna linea celular de
adenocatrcinaoma  denominada  AD~735, la cual se mantiene acliva
aproximadamente 100 dias y es mediada por anticuerpos y M@, Se
tienen evidencias también de gue la inmunizacion pasiva con
células T confiere proteccion contra el crecimiento tumoral de la
linea celular LIZ210 dwerante cerca de 20 dias (87) y por otra
parte, se ha reportado que actividades de anticuerpo contra el
haptenn 2-fenil-omazol (phdy) pueden determinarse en un titule
considerable un  afo despuéds de gue animales de la cepa BALB/c
fuaeron inmunizados (94).

Lo datos anteriores sugieren que la respuesta  inmune
antitumoral mediada por células es de menor duracion gue la
respuesta de anticuerpes contra @l  Lumor. Varios modelos
experimentales han demostrado la participacion de anticuerpos y
c@lulas reactivas, en el control del crecimiento tumoral (90, 95,
94.). En el caso de la respuesta contra la linea LR.4, es
probable gque también se lleve a cabo la participacion de células

del sistema inmune y anticuerpos en =21 control del tunor.
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FOSIBLES ACTIVIDADES CELULARES INVOLUCRADAS EN EL RECHAZO.

LKR.4 es una linea celular detficiente en la expresidn de los
antigenos clase I del H-2. Es debido a esta falta de expresidn,
que la linea celular puede escapar a la accidn litica de los Tc.
El sistema inmune, sin embargo, presenta otras actividades
celulares las cuales podrian  ser las  responsables del rechazo,

tales como la actividad de AN, M8, y "Lak".

La actividad de AN ha sido reportada como wna actividad
natural contra tumores. Los siguientes puntos sugieren que la
actividad de. AN no es importante en el rechazo a la linea LR.4:
a) En el rechazo & la linea celular LR.4 primero se observd un
crecimiento de  las células  tumorales, antes de que pudieran ser
controladas y posteriormente  rechazadasy; b)) experimentos con
células AN obtenidas de CRA/ZJ tratados con poli-I-C, mostraron
que la linea LRE.4 no ez lisada por esta actividad celular,
mientras que la linea celular YAC-1 utilizada como control es
lisada eficientemente (97) y ¢) se ha reportado que la proteina
citolisina no es capaz de llevar a cabo la lisis de la linea

celulap L3178y (1inéa celular de la cual derivd LR.4) (38).

ACTIVIDAD ANTI-LR.4 DE LDS M.

Estudios llevados a cabo en la fase terminal del rechazo
mastraron la presencia de Me, los cuales parecen estat
fagocitando restos celulares. En varias ocvasiones se ha reportado

que los. M8 presentan wna actividad importante en el rechazo a
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tumores. Algunas veces esta actividad antitumoral puede ser
mediada por  anticuerpos especificos contra antigenos tumorales
(45-48) .

Fara determinar la participacion de los M@ en el rechazo a
la linea LR.4, realizamos experimentos de CCDA con MH obtenidos
de animales hiperinmunes contra la linea celular LR.4 y antisuero
anti-LR.4 (MATERIAL Y METODGS). Este tipo de M8 fue escogido
debido a que su  "activacion® ha sido alcanzada mediante una
interaccion directa con  la célula tumoral, por lo que su
utilizacion se acerca mads a la actividad presentada  in vive
durante el rechazo.

Cuando se  uwtilizo una relacidn ME:  linea celular de 1031,
encontramos gue a distintas diluciones del antisuero anti-LR.4 se
produje lisis de las células LR.4, la cual siempre fue mayor que
1a lisis producida cuando se uso suero normal en el  ensayo (FIG.
9)

Estos resultados mostraron que los M& de  animales
hiperinmunes pueden llevar a cabo wuna actividad anti-LR.4, la

cual es mediada por anticuerpos. Cabe destas

que un andlisis
histologico de los distintos tipos celulares presentes durante el
crecimiento vy rechazo, mosterd que MO fagocitando ceélulas
tumorales, se encuentran dnicamente al  final de la  fase de
rechazo, por 1o que es probable gque otra actividad celular este
también participando en el contrpl y rechazo de la célula

tumoral.
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OTRAS ACTIVIDADES INVOLUCRADAS EN EL. RECHAZQ.

Se  ha reportado gque las células  "LAK" presentan  una
actividad antitumoral la cual no es restringida por H-2 (40).
Esta actividad celular podria también ser responsable del control
y rechazo de las células LR.4, sin embargo, aun no ha sido

determinada.

Finalmente, =1] han propuesto otros dos mecanismos
importantes en el rechazo a tumores:

a) El reconocimiento de una celula tumoral a traves de AmH. En
este mecanismo sin embargo, el reconocimientp de estos antigenos
se lleva a cabo generalmente en el contexto de los antigenos
clase I del H-2 (49,30,32). Debido a que la linega celular LR.4 no
expresa los antigenos clase I, no se explord la parbticipacion de
los AmH en el rechazo.

B) For otra parte se ha reportado gue algunas citocinas como IL-1
(98), IL2 40), IL-6 (99), INF-g y INF-1 (100) FNT-x (101), FNT-3
(101) vy FBEx (102) presentan actividad antitumoral.

Experimentos preliminares con el  ligquideo de asciltis de
animales con tumor mostraron la presencia de una actividad capas
de inhibir 1a formacion de placas liticas ocasionada por el virus
de VBV en monocapas de células L (datos no mostrados). Esta
actividad inhibitoria podria ser mediada por la presencia de INF-
T

Si las «citocinas desenpedan un  papel importante en la

respuesta  antitunoral, el mecanismo  de accidon podria  estar
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conducido por IL~-2 e INF-1, las cusles activarian células T (AN vy
"LAKY) v M2 respectivamente. Otras cifocinas prodrian tambien ser
producidas comp consecuencia de la activacitdn celulary lo cual al
final nos conduce a la formacion de wna red de respuesta
antitumoral en la que participan citocinas, anticuerpps y células
activadas, la cual permite el contrel vy rechaze de la lipea

tumoral (FIG &).

ANAL.ISIS DEL ANTIGENO(s) FRESENTE EN CELULAS DEL TIMO.

FATRON DE REACTIVIDAD ANTI-LR.4 EN CELULAS DEL TIMO.

Como el antisuero anti~LR.4 reconpcid célalas del timo de la
capa BALB/cAnN, se exploro la reactividad de este antisuero en
células del timo obtenidas de distintas cepas singénicas. los
resultados mostw@wun gue @1 antisuegro anti~LR.4 reconocid las
células del timo de todas las cepas probadas con la  excepcitn de
las ceélulas de la cepa CS7BL/6T (TABLA VI). Este resultado
demostrd gue las celulas LK. 4 comparten un anbigeno con las
celulas del timo de ftodas las cepas de ratones estudiadas, con l@

pxcapcion de CS7R1/6J.

FROTECCION ANTI-TUMORAL INDUCIDA FOR CELULAS DEL TIMO.
Fara comprobar la participacion de . este antigeno en la
respuesta anti-LR.4, se llevd a cabo uwn protocolo de inmunizacién

semisingénico, inmunizando ratones de la cepa CS7RI/&6J con
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ceélulas del’ timo de la cepa BALB.b. l.a utilizacidn de este
protocoln nes pereitid  generar anticuerpos contera antigenos
presentes en  la células del timo, descartando la produccion de
anticuerpous  anti-H-2 (MATERIAL Y METODOS) . Lo animales
hiperinmunes fusron posteriormente desafiados con § X 104 células

LR. 4, EL4.4 ¢ 5,180 v el porcentaje de sobrevida fué registrada.

Los resultados mostraron gue mediante este  protocolo de
inmunizacidn se  genero una respuesta inmune protectora contra 21
crecimiento de las células LR.4 (TABLA VIID)., En el caso de los
animales desafiados con las células §.180 sze encontro gque la
sobrevida aumentd en un  del 284, nmientras gue en los animales
desafiados con las células EL4.4 no se encontrd ningdn aumento en

s sobrevida.

Egtos resultados comprobaron la existencia de wn antigeno
compartido por las células LR.4 vy células del timo, 21 cual
dasempefa un papel importante en  la generacion de inmunidad
contra el crecimiento de laz células LR.4 y probablemente también
eeté involucrado en la respuesta de cechazo.

El aumento observado en la sobrevida contra la linea celular
5.180 no ha podido ser sxplicado. H5in embarga, a diferencia de la
respursta inmune generada por las células LE.W4, la respuesta
inmuneg producida por las celulas del timo parece ser consecuencia
de un mecanismo inespecitico de actividad antitumoral, ya gue a

pesar  de gue los animales  fueron hiperinmunizados, solo se



44

aluanzo un 257 de awmento en la proteccion.

ALBUNAS CARACTERISTICAS RIODRAUIMICAS DEL ANTIBEND(s) RECONOCIDO
POR ANTI-TRE.

Con 21 proposito de caracterirzar el determinante antigénico
reconocide por el suero de ratones hiperinmunes contra timog da
BALE.D (anti-TBR), se trataron con tunicamicina células LR.4 vy
células del timo de BALE.b (MATERIAL Y METODOS).

Los resultados mostraron que el tratamiento con tunicamicina
no. inhibid el reconocimiento del antisuero contra ambos tipos
celulares, por lo gue el determinante antigenico reconocido por
el antisuearo anti-TRE no esltd determinado por cadenas
glicosidicas y tal ve: pudiera tratarse de un  antigeno de
naturaleza proteica (TABLA VIIID). El efecto de la tunicamicina en
estos experimentos se demostrd por la pérdida de la capacidad de

aglutinacidn ocasionada por la lectina fitohemaglutinina.

ESPECTRO DE REACTIVIDAD DE ANTI-TBE EN LINEAS CELULARES.

Un andlisis del antisuero anti-TEE por inmunofluorescencia
ﬁostwd que este presenta una mayor especificidad gue el antisuero
anti~-LR.4, ya que dnicamente reconocid lineas celulares linfoides
y una linea de fibroblastos (TABLA IX).

En este andlisis la linea celular EL4.4 no fue reconocida,
debido tal ver a gue proviene de la cepa CS7BL/6J, en la cual no
s& encontroe expresion del antigeno reconocido por anti-TBE en las

células del  timo. El reconccimiento de esta linea celular por el
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antisuero anti-LR.4 fu@ probablemente debido =& las otras

especificidades presentes en este antisuero.

REACTIVIDAD DE ANTI-TER EN CELULAS DEL TIMO.

El espectro de reactividad de anti-THE con células del timo
de distintas cepas de ratones mostro gue todas las  cepas
aestudiadas, con la excepcion de la cepa de ratones CS7BL/&T,
éxpresan un antigeno gue es reconcocido por este antisuero (TdBLA
X) .

Con estos resultados se determind que este antigeno es
expresado  en  varias cepas de ratones, las cuales son
reprezentenantes de distintos tronceos genealdgicos de las cepas
singénicas (ANEXD 2). La cepa singénica CS7R1/46] se generd desde
el aﬁob 1214 v presenta un ancestro distinto a las olras cepas de
ratones. S desconoce si a través de la historia natural de la
cepa de  ratones CS7RL/6J, se perdid la capacidad de expresion de

este antigeno.

PATRON DE REACTIVIDAD DE ANTI-TEBE EN TEJIDOS LINFOIDES.

Al dnalizar el patrdn de reactividad de anti~TER contha
células  de distintos tejidos linfoides de la cepa BALB.b, se
cbsarvo que este antisuero dnicamente reconocid celulas presentes
an timol y ganglios linfaticos, mientras gue no reacciond con
células de los otros tejidos linfoides (TABRLA XI).

Cabe la posibilidad de gue este antigeno presente una menwr'

Cenpresion en células CHN y en las células . del bazo, pero debido a
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la limitada sensibilidad de la tecnica de inmunofluorescencia,
ambos tejidos fueren negativos en la expresidn.

Estos resultados sugieren que el antigeno reconocido por
anti-THR puede desempefar un papel importante en la localizacion
de la célula T en los distintes tejidos linfoides. A algunas de
las proteinas gue presentan una expresion preferencial y gue son
importantes para la localizacion de la célula 7T, se les ha

denominado como proteinas "homing” (10%,104),

Existen algunas moléculas que por sus modelos de expresion
diferencial en cepas singénicas de ratones, podrian correspondet
al antigeno compartido por las células LR.4 y  células del timo.
Estas son 1 a) la molécula [-E (103)3; b)) el RCT (106); ©) algunos
antigenos de la regidon {a/TL (155 y d) el antigeno Ly 3F1.1
(107, 108).

Con hibridaciones tipo "Southern” se demostrd que la linea
celular LR.4 tiene una delecidn que incluye & los genes I-Ax e 1-
Af* sin  embargo, se ha podido determinar i esta alteracion se

extiende a los genes I-E.

lixs]

For otra parte, la linea celular LR.4 ha perdido los genes
de la subunidad § de RCT, mientras gue los genes de la subunidad
£ se encontraron en linea germinal, por lo cual los productos de
estos genes fueron descartados como candidatos a ser reconocidos
por el antisuero. En cuanto a los genes de la subunidad 1 del

RCT, la linea LR.4 presentd un rearreglo de los mismos y debido a
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que no se conocen los patronses de expresidn  de estos genes y la
existencia de alguna familia de la regidon variable gue presente
un modelo de expresion diferencial en cepas de ratones parecido
al  reportado para la familia Vg8 del RCT  (10d)s cabe la
posibilidad de gque los productos de estos genes pudieran estar
siendo reconocidos por el antisuero anti-TBR.

Con respecto a los  antigenos de la region Qa/Tl, hasta el
momento se sabe muy poco de  los patrones de expresidn de los
mismos en distintas cepas de ratones (12,13). 5in embargo, el
hecho de que los productos de los genes Ga/TL reguieren  para ser
expresados  la presencia de $-2m y de que la cepa de ratones
congenicos BALE.b comparte la misma regidn del H-2 con la cepa
CI7B1/6J, en consecuencia los productos de estos genes no pueden
sar el antigeno compartido entre las células del timo y la linea

celular LR.4.

Finalmente, Tada et al describieron en 1984 la generacion de
un Acko el cual reconoce un antigeno en células T denominado Ly-
31.1 y gue ha sido recientemente identificado como una fostatasa
(107,108) ., Este antigeno presentd un modelo de espresion en
células T de distintas cepas de ratones, parzcido al encontrado

con el antisuero anti-TEB. Comparando los patrones de expresion

observados con anti-TBE y los reportados para Ly.31.1 en células
de distintos tejidos linfoides, se  ancontraron diterencias
sustanciales, por lo gue puede tratarse de dos antigenos

distintos (TABLA XI).
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Se han  reportado otros modelos experimentales en donde se
generan anticuerpos contra células del timo. En un estudio
llevado a cabo por Fuji y Milgram (109) se encontrd gue células B
del bazo de ratones de la cepa DBA/ZT pueden producir anticuerpos
contra timos subtdlogos. En un  ensayo de formacion de placas
liticas, estos anticuerpos mostraron gue también reconocen timos
provenientes de varias cepas de ratones, incluyendo la cepa
Co781/6J, asi como también la linea celular L5178Y.

Inmunizando ratones de la cepa BALE.D con células del timo
de CS7B1/6J se produjo un  antisuero el cual no es capaz de
discriminar entre las células del timeo de distintas cepas de
ratones (datos no mostrados). Los resultados con este antisuero
son parecidos a los encontrados en el sistema in vilro uwtilizado
por Fuji y Milgrom, sin embargo son distintos a los obtenidos con
@l antisvero anti-TEH.

El hecho de gue se puedan generar antisueros contra timos
autdlogos sugiere que existen aritigenos que s enpresan
unicamente en celulas T que residen en timo, los cuales nunca haﬁ
sido "vistos” por el sistema inmunoldgico.

En nuestro sistema la cepa de ratones C37B1/6J es capaz de
generar una respuesta de anticuerpos contra el antigeno presente
en células del timo de la cepa BALE.b, debido a qgue sus propias
células T del timo no expresan este antigeno, eliminando. ademis

la posibilidad de una respuesta de tipe autoinmune.
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ANALISIS DEL CRECIMIENTO DE LA LINEA CELULAR S5.180.

Debido a gque en la literatura ne se menciona el tipo celular
a que pertenece la linea celular 8.180, inicialmente se llevd a
‘cabo un estudio inmunohistoquimico para definir  la presencia de
distintos marcadores celulares.

Los resultados encontrados mostraron que esta linea celular
reacciono con anticuerpos contra vimentina vy keratinas, mientras
que no lo hizo con anticuerpos contra mioglobina vy o1
guimiotripsina. Este perfil inmunohistoquimico definido a la linea

celular 5.1380 como un carcoma.

CRECIMIENTO ALOGENICO DE LA LINEA §.180.

Con la finalidad de determinar la capacidad de crecimiento a
traves de barreras alogénicas de la linea celular S8.180, se
transplantaron varias cepas de ralones singénicos por via i. p.
con 1 X 10%¢ células tumorales (MATERIAL Y METODOS). Los
resultados encontrados mostraron que esta linea celular tuvo la
cépacidad de crecer y causar la auerte de todas las cepas de

ratones estudiadas (Fig. 7).

Ei crecimiento de un  tumor a través de barreras alogénicas
ha sido frecuentemente ascociado & alteraciones en las moléculas
clase I del H-2. Se ha reportade que la falta dé expresion o el
gnmascaramiento de este tipo de moléculas impide que las To

puedan reconocer y lisar & la célula tumoral (55).
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Sin embargo, no todas las moléculas de clase I parecen tener
la misma importancia en el desarrollo del tumor. #si, se ha
ancontrado  que la falta de expresidn de la molecula ke
correlaciona con  un fenotipo mas  agresivo y con  capacidad
metastasica. Contrariamente, las wmoléculas DP y D* no parecen

influenciar el desarrollo del tumor, mientras gue D® y K* solo lo

hacen en un grado intermedio (110).

En  celulas tumorales se ha encontrado gue defectos en 1a
axpresion  la molécula g-2m correlaciona  con una  falta de
expresion de las moléculas clase 1 del H-2 en . la membrana
plasmatica (9,10). Cabe destacar sin embargo, gue no todas las
moléculas del H-2 parecen ser afectadas ya que recientemente se
ha reportado que las moléculas Le y D®  pueden ser expresadas en
ausencia de pg-2m (111, 1132

Experimentos de hibridacion tipo "Northern" llevados a cabo
en el laboratorio mostraron gue las células 5.180 no expresan
mRNA  para la molécula #-2Zm (manuscrito en preparacion). Es
probable que esta falta de expresion de fg~-Zm convierta a 1a
células 8,180 en un Tfenotipo H-2- y sea esta la razon del

crecimiento alogénico observado.

Finalmente, para determinar si el crecimiento alogénico
encontrado es uwn fendmenno que depende de la dosis utilizada, se
“transplantaron ratones de la cepas BALE/cAnN y CS7Bl/6J con dosis

de 1 X 105 a 1 X 10% celulas tumorales. Los resultados mostraron



que aun a dosis bajas (1 X 10% cslulas fumorales), el tumor

crecid vy causd la muerte del 100% de los animales.

PROTECCION INDUCIDA FOR INMUNIZACION COM CELULAS S.180 TRATADAS
CON MIT-C.

Con la finalidad de generar una respuesta inmune protectora
contra el creciniento de la linea 5.180, se inmunizaron tres
grupos de 10 ratones de la cepa CE7RL/76J con células 5.180
tratadas con Mit-C y posteriormente se retaron con wuna de las
siguientes lineas celulares: 5.180, LR.4 o EL4.4 {(MATERIAL Y

METODOS) .

Los resultados demastraron gue bajo estas condiciones
experimentales se despertod una respuesta  inmune especifica, va
que lps animales desafiados con las célula §.180 permaneciewon’
sin evidencias de crecimiento  tumoral por mas de 30 dias de
saeguiniento, mientras que en el caso de los grupos de animales
daesafiados con LR.4 ¢ EL4.4, se encontraron, en anbos casos
crecimiento tumoral

Estos resultados contrastan can la  inmunidad encontrada
cuanda ratones de la misma cepa s& inmunizaraon con celulas LR.4
tratadas con Mit~-C, en donde se ohservd una reactividad cruzada
contra las células 5.180. En estos experimentos, las células LR.4
parecen comparticr un  antigeno con 8.180, el cual genera una
respuesta de anticuerpos capaces de teconocer  tanto las células

LR. 4, como a las ceélulas 5.180., Sin embargo, en 2l raso de la
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inmunizacion con las células 3.180  fratadas con WMit-C, se
despierta una respuesta inmune especifica, probablemente mediada
por un antigeno distinto al gue &5 compartido con las células
LR.4., Las diferencias en inmunogenicidad de los antigenos son
prabablemente debidas a la distinta estirpe celular de ambos
tumores. Dtra posibilidad para explicar las diferencias
erncontradas, es gue las células bumorales sean capaces de dirigie
la respuesta  antitumoral, mediante la regulacion de las células
del sistema inmune (Ts o Ta), como ha sido encontrado en el caso
del crecimiento de las lineas celulares L31I78Y y Blé en ratones

de las cepas DBRA/Z y CE7R1/6J respectivamente (59, 60).

REACTIVIDAD DEL ANTISUERO ANTI-S.180.

El analisis mediante un ensayo de inmunofluorescencia de
sueros  obtenidos de animales  inmunizados con células  S5.180
tratadas con WMit~C, mostrd mas evidencias de la especificidad de
esta respuesta  ya que los antisueros solo reconocieron la linea
celular §.180 vy no reconocieron otras Lineas celulares
rapresentantes de distintos tipos celulares (TABLA XII). Ademds
el antisuero anti-5.180 fue citotoxico en presencia de

complemento contra la linea celular $.180 (FIG. 8).

Egstos resultados sugieren que la respuesta inmune protectora
anti-8. 180 generada por células 5.180 tratadas Wit-C puede estar
madiada por  la generacién de anticuerpos. especificos contra la

linea celular.



Benjamini et al (77) y Kawashima et al (99) encontraron que
unda  respuegsta antitumoral en sistemas alogénicos puede estar
mediada por células reactivas y anticuerpos especificos contra el
tumor. Es probable que en 8l caso de la proteccion anti-8.180,
también se generen océlulas reactivas, en las cuales el
reconocimiento de  los antigenos tumorales no  depende de la
presencia de H-23 es decir AN, "LAK", M. Sin embargo, l papel
de los anticuerpos en la proteccion contra el crecimiento de esta
linga celular parece ser de mucha importancia, a diferencia del
papel que juegan @ lps  anticuerpos en la proteccion contra las

células LR.4.

Los resultados de estos experimentos sugieren que cada linea
tumoral despierta distintos mecanismos inmunoldgicos contra el
crecimienta de wn fumor. La  inmunizacion  con  células LR.4
despierta una respuesta humoral de anticuerpos contra las lineas
celulares LR.4 y 5.180, asi como también una respuesta celular,
la cual parece ser mnenos especifica cuando las células LR.4 son
tratadas con Mit—-C. For otra parte, la inmunizacion con ceélulas
S.180 tratadas con Mit~C despierta uwna respuesta  inmune
pspecifica, en donde dnicamente se generan anticuerpos contra las
ceélulas S.18B0 vy  la respuesta celular desempefa un papel menos
importante en el control del fumor.

Finalmente, algunos reportes han descvitm la presencia de
anticuerpos en  ratones que han sido transplantados con lineas

celulares de carcinoma. Experimentos preliminares con
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inmunoprecipitados, mostraron gque el antigeno(s) reconocido por
el antisuero anti-8.180 reconoce moléculas de alto peso

molecular,

En estos dos modelos de estudio, hemos visto que 1a
respuesta  antitumoral es muwy compleja, y depende del tipo
celular. En el caso del rechazo de la linea celular LR.4, se
requiere la participacion de la respuesta humoral y la respuesta
celular, mientras que en el caso de la proteccidn contra el
crecimiento de la linea celular 85,180, la respuesta inmune

humoral parece desempefar un papel mas importante.




CRECIMIENTO ALOGENICO DE LR.4
EN RATONES DE LA CEPA C57Bl1/6J.

o % DE INCREMENTO EN EL PESO.

0 10 20 30 40 50
DIAS POST INOCULACION. ‘

Fig; 3. Incremento corporal (%), de ratones de la cepa C57Bl/6J después de ser g
transplantados con 1 X 105 células LR.4 por via i.p.



FATRON DE REACTIVIDAD
C37B1/6J CON LA LINEA

TARLA 1I1.

DE ANTICUERFOS INDUCIDOS EN RATONES
CELULAR LR.4 CONTRA DISTINTAS LINEAS

CELULARES.
Linea celular Origen Haplotipo Estirpe Reactividad
* LR.4 DRA/2 H~2- T +
* LW 1 DRA/2 H—2¢ T +
BWS147 AER/J H-—-24 T +
YAC—1 A/8n H~ 2 T +
EL4.4 Co7Rl/6J H-2w T +
Timocitos BALE/cAnN H~2e T +
5.180 Suizos H~2- E +
BE2 CIH/HeJ H=- 2k F +
Sabl CE7B1/67 M2 M -
Flo-2 C87B1/43 H~2k ’ ¥ -

T= Células linfociticas de estirpe Ty E= Epitelialy

F=Fibroblastos;

M=Malanoma.

* Clonas derivadas de la linea celular LS178Y.



TARLA IV.

FATRON DE REACTIVIDAD DE ANTI-LR.4 ADSOREIDO CON DOS DISTINTOS
TIFDS CELULARES.

ANTISUERD *_R.4 *LW, 1 B2 TIMOS DE BALR/c
No-Ads. + + + +
Ads. vs BBZ + + - +
Ads. vs TRE * 4+ + -
Ads. vs BBZ + TRC + + - -

BBZ: Fibroblastos de células Ly TRC: Células del timo de  la cepa
BALEB/cy # Clonas celulares derivada de la linea celular LI178Y.

Se incubaron 1 X 104 células con 100 pl de anti-LR.4, durante 1
h74=C. El suero adsorbido se recuperd por centrifugacidon vy la
reactividad contra distintas calulas se analizd mediante
inmunofluorescencia indirecta (Material y Métodos)
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Fig. 4. Porcentaje de sobrevida de ratones de la cepa C57B1/6J después de ser
transplantados con distintas células tumorales, -
o

a) Se dgsafiaron grupos de 10 ratones hiperinmunes contra las células LR.4 con
1 X 10° células IR.4 (@), EL4.4 (O) S S.180 (O), por via i.p.; b) Se
desafiaron grupos de 10 ratones no inmunes con 1 X 10% células IR.4 (W), EL4.4
(d) 6 S.180 (8), por via i.p.
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TABLA V.

ESPECIFICIDAD DE LA RESFUESTA INMUNE GENERADA A CORTO Y LARGO

FLAZO EN RATONES CS7B1/&6JF INMUNIZADOS CON LR.4 TRATADAS CON MIT-
C.

% de animales protegidos contra:

Exp. No. No.
anim. inmune
LR.4 5.180 EL4. 4
10 2% 0 20 8]
A)
10 4X 100 40 lv]
10 2% 10 20 NH
B) : i
10 4x 80 10 N

A) Los animales fueron desafiados cinco dias después de la dltima
inmanizacion con 9 X 104 células de LR.4, 5.180 & El.4.4. )
B) los animales fueron desatiados cien dias después de la dltima
inmunizacidn con 9 X 104 células de LR.4 & 5.180,

NH: No se realizd.



ACTIVIDAD DE CCDA DE MACROFAGOS
SOBRE LA CELULAS LR.4.

% DE LISIS.
20
/ : 7
1/100 1/1000

DILUCION DEL ANTISUERO.

. B ANTI-LR .4 S.N. I

Fig. 5. La actividad de CCDA se determind cocultivando macréfagos obtenidos de
la cepa C57B1/6J y oflulas LR.4 en una relacién 10:1, utilizando diluciones
crecientes de suero anti-LR.4 8




RESPUESTA INMUNE ANTITUMORL.
CELULA B gy CELULA T

N\
— @CE‘LUZ_{H/MORAL
we o \

FNT
ILs

"5 MACROFAGO

Fig. 6. Respuesta inmune antitumoral. En esta respuesta se crea una
inmunoldgica en la gque intervienen cflulas B {productoras de anticuerpos),
células T y macréfagos, asi como también distintas citocinas.

ILs: Interleucinas; INF: Interferdén; FNT: Factor de necrosis tumoral; PGE:
Prostaglandinas.
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TABLA VI.

FATRON. DE REACTIVIDAD DE ANTISUERDS INDUCIDOS EN RATONES CS7B1/6J
CON LA LINEA CELULAR LR.4, CONTRA CELULAS DEL TIMO DE DISTINTAS
CEFPAS DE RATONES.

Origen de

Timocitos Haplotipo Reactividad,.
BALE/cAnN H-2e +
BALE. b H~2= +
BRALE. k H—-2% +
* DBA/Z2 H--2e +
CBAZS ' H=—2w + ‘
IHeB/Fed H-2w e
CEH/Hed H-24 ’ +
ArJ H=2= +
CoH7R1 /6T H-2t -

¥ Cepa de ratones de la cual se origind la linea celular
LR« 4. ' -



TABLA VII.

ESFECIFICIDAD EN LA PROTECCION INDUCIDA FOR TIMOCITOS DE BALE.E
‘ EN RATONES CS7B1/6J.

Linea Celular 7 de Sobrevida N1/No * Reactividad
LR« 4 100 (Z0/Z0) +
§.180 25 (G/720) -

EL4. 4 8] (0/73) -

N1/Not Namero de animales protegidos vs ndmero total de animales
utilizados.

* Reactividad: Analisis por inmunofluorescencia: de un  suero de
ratones CI7B1/6J hiperinmunes contra timos de BALE.b.

TAERLA VIIT.

REACTIVIDAD DE ANTI-TEBR EN CELULAS TRATADAS CON TUNICAMICINA.

Tipo celular #Tratamiento con Reactividad.
tunicamicina

LR.4 - ) +
LR.4 + +
Timo - +
Time + 4+

¥ Se trataron. 1 X 10¢ células con 5 yg de tunicamicing y se
incubaron a 379C/ 24 hr.

La reactividad del antisuero se determind por inmunofluorescencia
indirecta. ’
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TABLLA [X.
FATRON DE REACTIVIDAD DE ANTICUERFOS INDUCIDOS EN RATONES

CO7B1/6J FOR INMUNIZACION CON TIMOSE DE LA CEFA BALEB.B CONTRA
DISTINTAS LINEAS TUMORALES.

Linea celular Origen Haplotipo Reactividad
LR.4 DEA/Z H-2- +
LW, 1 DBA/Z H-2e +
L1210 DEA/2 H-2u +
YAC~1 A/SnN He2a +
Baz CIHe/Fed H-2n s
BWS147 AKR/ I b—2ne +
EL4.4 CE7EL/6] H-ze SR
Sab-1 CE7EL/ 6T H=2e o -
F1o-2 C57B176J H~2t -

5. 180 Suizos H-20 -




TABLA X.

. PATRON DE REACTIVIDAD DE ANTICUERFOS INDUCIDOS EN RATONES
C357B1/6J POR INMUNIZACION CON TIMOS DE LA CEPA BALBR.B CONTRA
CELULAS DEL TIMO DE DISTINTAS CEFAS DE RATONES.

Origen de

Timocitos Haplotipo Reactividad
BALE/cAnN et "
EALE. b -z +
BALE. k R -
DEA/Z et &
CIHeB/FeJ -2 +
CiH/Hed He-phe . 4
o1 H-27 +
Alg 2o -
CBA/Y H-2 b . S

CS7B1/6T He L
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TARLA XI.
COMFARACION DE LOS FATRONES DE REACTIVIDAD ENCONTRADOS FPARA ANTI-

TEE Y LOS REFORTADOS FARA Ly 31.1 EN DISTINTOS TEJIDOS LINFOIDES
DE LA CEFA BALB.b.

% DE CELULAS FDSITIVAS.

ORGAND

LINFOIDE *  Anti-TER ** Ly 31.1
TIMO 100 50

B.l. 100 20

EAZO : Q 20

M.0. <10 20

CHN 0 10-135

Ly 31.1 es un anticuerpo monoclonal secretado por la clona NIL10,
Ia cual fué obtenida por fusidn de células de bazo de CS7B1/46J
hiperinmunes contra la linea tumoral RADA~1 y una célula de
mieloma (103).

G.Lu: BGanglins linfaticosy M.0O.: Medula oseay CMN: Células
mononicleares de sangre periférica.

¥: Forcentajes determinados por inmunofluorescencia indirecta.
#*: Porcentajes determinadog por citotorxicidad.
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Fig. 7. Sobrevida de distintas cepas de ratones (%), después de ser
transplantadas con 1 X 10° células de S.180 por via i.p.
C57B1/6J (CB; BALB/cAnN (Q); C3HeB/FeJ (A); BALB.b (M); A/J (@); y BALB.k ).

69



TARBLA XIL.

PATRON DE REACTIVIDAD DE ANTICUERFOS INDUCIDOS EN  RATONES
Ca7B1/6J POR  INMUNIZACION CON LAS CELULAS 8.180 TRATADAS CON
MIT-C, CONTRA DISTINTAS LINEAS TUMORALES.

Linea celular Origen Haplotipo Reactividad
5.180 Suizos H-2- 4=
LR. 4 DBA/Z H~-2~ -
L. 1  DEA/Z e -
YAC—1 , A/Bn H-2= S -
EW5147 ARR/J Fi-ghe : -

Sab—1 CS7B1/6J H-2 ) -

EL4. 4 CS7BL/&6T H-2w -
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. v;Fig. 8. Citotoxicidad mediada por anticuerpos contra la linea celular S.180
" utilizando diluciones crecientes de . suero anti-S,180 ‘(O) O suero normal (.



CONCLUSIONES.

1. La trespuesta  inmune  humoral  generada en el control y el
recharo  de  la linea celular LRG4, ez compleja y presenta
reactividades hacia epitopes presentes en celulas  tunorales
representantes de distintas estirpes celulares y en células T
normales.

2. La respuesta inmune anti-LR. 4 se genera aproximadamente an
12 dias y tiene una duracidn de mas de 100 dias.

-

I La linea celular LR.4 y células del timo comparten un
antigeno, el cual es importante en el control del crecimiento de
la linea tumoral.

4. Este antligeno puede desempefar un  papel importante en la
localizacion de la célula T.

5. El crecimiento a través de barreras alogéniceas de la linea
celular §5.180, probablemente se debe a la falta de de antigenos
clase I del H-Z.

G La inmunidad anti—-5.180 basicamente estd mediada por la
generacion de anticuerpos especificos contra el tumor.

7 La respuesta inmune antitumoral depende del tipo celular
involucrade, y en algunos casos requiere de la participacion
conjunta de citocinas, anticuerpos y ceélulas reactivas contra.la

célula tumoral.
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AMEXD 1.

BREVE RESEfA HISTORICA DEL CANCER Y LA INMUNOLOGIA: « Z ).

Halsted en 1898

Ehrlich en 1900

Shone en 1904

Gross en 1941

Foley en 1943

Frehn en 1957

Thomas y Burnet
en 1957

Reportd la presancia de linfocitos
infiltrados en procesns tumorales. La
pregsencia de linfocitos en la zona del tumor
fué correlacionada con un mejor pronostico de
los pacientes.

Fropuso que los tumaros presentan
inmunogenicidad vy sento las bases de la
teoria inmunelogica.

Mostrd gque se puede generar inmunidad hacila
tumores con tejido fetal en ratones
EXOgAMICOSE .

Mostrao el primer rechazo de btunores en
ratones parcialmente endogamicos.

Mostrd evidencias de rechazo en  ratones
endogamicas,

Mostrd gque  ratones endogamicos a los cuales
les fué extirpado el tumor primario, se
vuaelven inmunes a un  segundo desafio con el
mismo tumor

Fropusieron independientemente lo que mas
adelante junto con la -ideas de Ehrlich se
conaciera como  la teoria de la Sobrevivencia
Inmunoldgica.
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