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INTRODUCCION. -

Prblogo.

En esta seccién se describen las relaciones funcionales existentes
entre cé&lulas neoplasicas y el sistema inmune del huésped portador. Se -
fundamenta la importancia que una respuesta inmune adecuada tiene en con
trolar y detener el crecimiento de c&lulas tunorales, con énfasis en la
reaccidn inmune mediada por cé&lulas, particularmente los denominados lin .
focitos T citotdxicos (LICs) . Pué:-':o que estos lJ‘nf@itOS efectores -
constituyen el modelo experimental utilizado a lo largo de este trabajo,
se analizan mis detalladamente las caracteristicas de estas c&lulas, .sus
mecaniswos de reconocimiento y accidn citotdxica, y el papel que ciertas

lectinas tienen en modificar estog procesos.

Finalmente se mencionan los mecanismos mas importantes desarrcllados -
por las cé&lulas tumorales para escapar a la respuesta inmune establecida
en su _contra, para posteriomente, en la siguiente seccidén (Anteceden -
tes ), describir dentro de este contexto, el modelo experimental de eva-—

sidén inmune antitumoral estudiado en nuestro laboratorio.




.

- Caracteristicas de una cé&lula tumoral

Una célula tumoral es una c&lula normal modificada que puede mang'__
festar cambios estructurales en forma, tamano y arreglo cromosomal. Sus
peculiaridades funcionales fundamentales se refieren a: a) disminucidn
y/0 pfrdida de funciones especializadas, b) acentuacién de funciones
vegetativas como la actividad proliferativa, c) en algunos casos ad-
quisicién de funciones nuevas como la capacidad de crecer en sitios
distintos al tumor original (metéstasis) y la de destruir los tejidos
que la rodean. "
El cambio operado en la transformacidn de una cé&lula normal es irre-
versible y la evolucidn de un tumor representa el desarrollo de una
colonia de células permanentemente alteradas. Quizds la caracteristica
mds general y dramdtica de una c&lula neopldsica es su capacidad de
crecer indefinidamente, en forma rapida o lenta, de manera progresiva
y sin responder a los mecanismos normales de control y homeostasis
del huésped .
Finalmente una cé&lula tumoral difiere normalmente de su contraparte noxr
mal ,en que sufre, entyve otras, alteraciones en la estructura y funcibn
de ciertos componentes de su membrana citoplasmé{tica (Pollack,1974; Ni-
colson, 1976).

Antigenicidad de tumores

Esta {ltima caracteristica de las c&lulas neoplésicas ha atraido €l
interés de muchos inmundlogos en la blscueda de moléculas alteradas e in
clusive la aparicién de nuevos componentes que no se expresen en la cé
lula normal y que, por lo tanto, pueden ser reconocidos como extranos por
el huésped y producir una respuesta de rechazo. Ya épn 1943 Gross denostrd
la existencia de antigenos relacionados con cZlulas malignas. Desde enton—
ces la superficie membranal de las cé&lulas cancerosas ha sido examinada
por métodos bioquimicos e inmunoldgicos para identificar constituyentes
asociados y cavacteristicos del estado tumoral, y varias categorias de an

tigenos han sido recconocidas:

a) En la superficie de células tumorales inducidas por virus se han detec
tado glicoproteinas y polipéptidos del viridén (Kennel,1976; Okasaki,1976;
" Kurth,1975;. Obata 19'81))“.1251:95 ‘antigenos dependen Ginicamente del yiius' on-




cogénico, siendo los mismos, aundque los tipos de tumores que los expre
sen sean raddicalmente distintos. (Lloyd,1977) . _

b) En tumores inducidos por agentes quimicos se han detectado antigenos
denominados tunor-especificos, que constituyen una categoria distinta y
separable de los antigenos virales (Natori, 1977;1978; Baldwin,1973).Se
ha establecido que estos antigenos son productos caracteristicos de ca-
da tumor individual, siendo inclusive diferentes en dos tumores deriva-
dos del mismo tipo histoldgico y producidos por el mismo agente quimi-
co (Moore,1978; Lloyd, 1977). Es importante mencionar que no obstante
estos antigenos fueron originalmente encontrado en esta clase de tumo-
res, también se han detectado en tumores inducidos por virus y en neo-
plasias de origen esponténeo (Baldwin, 1969;0Okasaki,1976), lo cual habla
de la generalidad de este fendmeno. '
c)Por otra parte, también antigenos fetales o embrionarios.se han detec
taao en neoplasias inducidas por virus y por agentes gquimicos (Ting,—
1972; Coggin,l974;: Rees,1979). '

respuesta Inmune antitumoral

Ia resistencia por parte del huésped al crecimiento de cé&lulas can-
cerosas ha sido tema de intenso interés y trabajo por anos.la demostra—
cidtn de que muchos tumores en animales experimentales y también en pa-
cientes humanos presentan este tipo de antigenos asociacdos al estado tu
moral que _desarrollan una respuesta inmune en el huésped', ha provisto
de . una fuerte base experimental para su estudio. Por estudios de recha-
zo en huéspedes singénicos se han obtenido evidencias decisivas de inmu-
nidad especifica en contra de células tumorales (Baldwin,1976).En el ca-
so de neoplasias hunanas, las pricipales evidencias de que estas células
presentan neocantigenos similares a aquellos detectados en tumores anima
les experimentales se derivan de ensayos in vitro de la respuesta inmu-
ne humoral y celular en contra del tumor, y de estudios de hipersensibi
lidad tardia a extractos tumorales (Herberman,1974:Hellstron,1974).

" Vigilancia immunoldgica .- El papel del sistema inmune en prevenir y li-

mitar el crecimiento de ncoplasias ha sido enfatizado por muchos investi-~
gadores,quizas enpezando por Trlich en 1909, cuando postuld que el orga
nismo posee mecianismos positivos de control que mantienen en estado la-—
tente el desarrollo de células y tejidos aberrantes, prefigurando de es

ta manera 1o que seria desarrollado después como la teoria de la Vigi-




lancia Inmunoldgica , concepto retomado por Thomas en 1959 y finalmente
elaborado por Burmet (1970)en la forma de tecria. ILa parte central de -
ésta consiste en afimmar que el sistama irmune del hulsped destruye nox
malmente las c@lulas aberrantes o cancerosas que aparecen en forma es—
pontédnea en el organismo cuando el tumor se encuentra todavia en estado
incipiente de formacitn.Para esto,las c€lulas malignas deben diferir an
tigénicamente de las mormales y provocar en el huGsped una respuesta in
mne de rechazo. Ll curso normal de estos eventos seria la eliminacidn
de estas células alteradas por un mecanismo similar al rechazo de trans
plantes alogénicos mediado por los LTCs. Lste concepto de la vigilancia
inmunol&gica ha generado desde entonces muchos estudios experimentales,
discusibn y controversia hasta la fecha (Schwartz,1975; Frehn,1974;Reith,
1978;Mitchison et al, 1980; Moller et al, 1979; Smith et al,1970).

Hoy en dia se proponen ademids de los linfocitos T, otras poblaciones —
efectoras capaces de destruir cé€lulas neoplisicas incipientes: los ma-
cxbfagos activados (Alexander,1976; Hibbs et al, 1978; Weinberg et al,
1978) , y las c@lulas denominadas asesinag naturales (ANs). Estas Glti-
mis constituyen una subpoblacidn de 1a$ células linfoides, con activi-
dad citotdxica antitumoral y presentes en altos niveles en organismos
normales (Herbexrman et al,1975a;1981; Roder et al, 1979). Puesto que su
actividad es independiente de estimulacidn previa (Herberman,1975b) y

se ha demostrado que inhiben metdstasis y crecimiento tumoral in vivo

(Hanna et al,1981;Warner,1982) es de espararse que constituya una pri-
mera linea de defensa en contra de neoplasias de origen reciente.

. Dado el gran debate que existe sobre la efectividad de estos me-
canismos de vigilancia inmumoldgica es importante distinguir entre &s-
tos y una respuesta inmune de rechazo en contra de un tumor ya estable-
cido, ésta Gltima ‘extensamente fundarentada en la literatura (Cerottini
et al,1974a;Baldwin et al,1976;1973; Ievy,1974).

Basados en estudios de transferencia pasiva de inmmunidad se ha demostra
do que la inmuidad mediada por células es la esencialmente involucra-
da en el proceso de rechazo de tumores (Herberman,1974).

Linfocitos T citotdxicos (LTCs)

Dentro de las reacciones mediadas por cé&lulas con actividad antitu-
moral, la mis importante es la producida por los LiCs (Palladino et al
1982; Greenberg et al, 1981; Cerottini, 1974a). Estos linfocitos son c&



Goldstein et al, 1977;Martz,1977; Ryscr et al,1982). Aunque la presen-
cia de calcio no es requerida para que se forme el complerjo celular,es
necesaria para que el evento litico tenga lugar (Plaut et al, 1976).

b) Programacién para la lisis y/o ataque letal.-

El estado denominado Programacidn para la lisis se definid en ba-
se a resultados experimentales que mostraron que cuando se permitia in
teraccionar a las células efectoras con las cé&lulas blanco por tan sblo
10 minutos,la inmediata remocidn de las primeras ya no prevenia la li-
sis ulterior de las c@lulas blanco. Es decir, &éstas habian quedado pro-
gramadas para una lisis subsecuente, proceso que toma varias horas y
no requiere mis la presencia de los LTCs (Martz,1975;1977). Esta etapa
fue originalmente dencminada asi puesto que no era claro si la accidn
de los linfocitos T en estos primeros minutos posteriores al fenémeno
de adhesibtn representaban ya un dafio real a la c&lula blanco, o mis
bien alguna otra alteracidn que no fuera inicialmente litica. Sin em-
bargo, estudios posteriores demostraron en esta fase,la existencia de
lesiones funcionales en la mambrana de la célula blanco (Martz,1976).
Después de la adhesidn especifica entre cé&lula citotdxica y c&lula
blanco y concomitante a los eventos post-acoplamiento de Programacidn
para la lisis, la célula efectora ejerce un efecto tdxico para la cé-
lula blanco, fendmeno conocido como el del Ataque Letal. Con la excep—
cidn de que es unidireccicnal (Kupper et al, 1977) y localizado (Wei-
Zen et al,1981), el mecanismo de accibn litica es préacticamente desco-
nocido. Se han manejado tres teorias para intentar explicarlo:

1) .-~ Mediante la secresidn de factores solubles tipo linfotoxina (Gran—
ger et al,1968), dque en su forma mids elaborada supondria la liberacidn
de ciertos compuestos en forma inactiva por el linfocito T al momento
de interaccionar con la cé&lula blanco.Posteriormente estas moléculas
pro-citotdxicas adquiririan su conformacidn activa al interaccionar
con el complejo receptor—-antigeno formado, destruyendo a la cé&lula -
blanco en una forma polarizada. Esto aparentemente no es el caso, pues
se ha denmpstrado que se puede abatir la actividad litica de la célula

efectora sin alterar su capacidad de secretar mediadores solubles del

tipo méncionado (Hlenney,1974a).




2).— Se ha postulado que a través de conexiones intercitoplasmiticas en -
tre la cé&lula efectora y la cé&lula blanco se establecerian canales de co-
mmnicacién entre amkas sin contacto cbn el medio extérno, Por los cuales-
pasarian los componentes liticos (Sura et al, 1967; Selin et al, 1971) .
Sin embargo este tipo de interconexiones no han podido sér identificadas

(Biberfield et al, 1975). Por otra parte, el tiempo requerido para que -

se formen uniones intercitoplasmiticas con estas caracteristicas es mucho
mayor que el necesario para que suceda el evento citotdxico ( Mac Donald

1975).

3) .- Finalmente, a través de mecanisimos que involucran moléculas citotd-—

xicas enlazadas a membrana. Estas moléculas adquiririan su posicidn ac —

tiva y orientada en la superficie de la membrana efectora, justo en la -

zona de contacto especifico con la cé&lula blanco. Se ha postulado fosfo-

lipasas (Frye et al, 1975), metil-transferasas y proteasas tipo tripsina.
Ia evidencia mis sugestiva e inesperada que apoya este modelo es la de -

mostracién de actividad citotbxica mediada por mambranas plasmiaticas pu-

rifica’as de linfocitos T citotbxicos (Ferluga et al, 1975).

¢) Destruccidn de la cé&lula blanco.-

Como consecuencia de la lesién irreversible inflingida por la c&lu-
la efectora durante la fase del Ataque Ietal, la célula blanco sufre un -
proceso de desintegracidn. Ia membrana muestra cambios progresivos en su-
permeabilidad. Inicialmente la les‘ién solo permite un répido intercambio-
de iones inorgénicos y pequefias moléculas. La salida de macromoléculas -
tiene lugar despuds como consecuencia de una regulacién osmbtica alterada
( Martz et al, 1974). .
La destruccién final de la cdlula aparentemente seri ocasionada por las ~

°

fuerzas osmdticas coloidales resultantes de la entrada de agua a ésta -~
( Henney et al, 1974b).




Relacidén del Completo Mayor de Histocompatibilidad (CMI) con ¢l me-

canisno de reconocimiento de los ILiICs (Fendmeno de restriccidn por
. B-2.)

El QM llamado 11-2 en el ratbn y HL-A en el humano, se encuen
tra ligado intimamente con diversos fendmenos inmunes. Entre ellos, el re
chazo de transplantes alogénicos (Shrefflery David, 1975) y la regulacidn
de respuesta de anticuerpos a ciertos antigenos, determinada por la expre
sifn de gencs inmunoreguladores (Katz et al, 1974; Klein, 1975). Compren-
didas dentro de las moléculas de superficie celular ccodificadas por el -
Conplejo H-2 se encuentran los antigenos mayores de histocompatibilidad -
denominados H-2K y H-2D, presentes en la mayoria de las células de ratbn-
(Katz et al, 1974). Estos aloantigenos son glicoproteinas integrales de -
membrana de 45 000 daltones que por lo general se encuentran asociados a
una proteina mis pegueiia denominada B-2 Microglobulina (Nathenson et al ,
1974; Silver et al, 1974). Son precisamente estas glicoproteinas las reco
nocidas por los LTICs en una.reaccidn de rechazo de transplantes alogéni -~
cos. Por otra parte los ITCs solo podrédn reconocer antigenos alterados o
extranos expresados por células singénicas, Unicamente si éstos son ex -~
puestos en presencia de los aloantigenos H-2K yH-2D homSlogos. De esta ma
nera tanto la expresién del antigeno alterado o extrafio, como la del pro-
pio H-2, son indispensables para que un LTC pueda interac'cionar y destxru
ir a las células blanco {(Berke et al, 1981).

Este fendmeno conocido como restriccién por H-2 es bastante general y ha-

sido descrito en sistemas donde los LICs se encuentran divigidos en contra
de antigenos virales (Zinkernagel, 1975, 1976; Koszinowski et al, 1975),-

antigenos menores dé histocompatibilidad (Bevan, 1975a), antigenos induci

dos por agentes quimicos ( Formman, 1975) y en contra de antigenos ﬁurrnora—

les que es el caso que nos interesa (Schroder et al, 1975,1976; Germain —

et al, 1975). '




Linfocitos T Citotdxicos inducidos por lectinas

Ias lectinas son proteinas de plantas que tienen la capacidad de in
teraccionar especificamente con ciertos residuos de carbohidratos ( Nicol
son, 1974). Por ser moléculas polivalentes pueden aglutinar células y pro
ducir diversas alteraciones en su superficie ( Noonan et al, 1973; Forman
et al, 1973; Rapin et al, 1974). ILectinas tales como la Concanavalina-A -
( Con.n) y la Fitohemaglutinina (FHA) tienen efecto mitogénico en linfoci
tos T de ratdn (Toyashima et al, 1976; Palacios, 1982). Si linfocitos T -
no inmuines son colocados en presencia de estas lectinas sufxen una trans-
formacién blastoide policlonal v adgquieren la capacidad de ser citotbxi -
cos si el ensayo de lisis se desarrolla cn presencia de esﬁas mismas pro-
teinas. Sin embargo, tal actividad litica es altamente inespecifica y una
gran variedad de c€lulas pueden ser lisadas, inclusive cé&lulas singénicas
De esta forma la actividad de este tipo de linfocitos es inespecifica e -
inducida y revelada por lectinas (Bevan et al, 1975b; Asherson et al, -
1973 ).Se ha postulado que c@lulas con estas caracteristicas son DIECUrsO
ras de los LTICs maduros que habiendo desarrollado su potencial 1itico to-
davia no tienen suficiente cantidad de receptores especificos en su super
ficie, o son de baja afinidad (Rubens et al, 1977 ).

Efecto de lectinas en Ja lisis mediada por LICs especificos.- De manera -

similar si ITCs producidos especificamente son colocados en presencia de—
estas proteinas aglutinantes en un ensayo de citotoxicidad, su actividad-
litica tendrd lugar en ausencia de reconocimiento antigénico, perdiendo a -
si su especificidad original‘y superando el fendmeno de restriccién por -
H-2 (Foxman et al, 1973; Bevan et al, 1975b; Moller, 1964; Bonavida et al,
1976 ). Trabajos mis recientes han demostrado que el papel de las lecti -
nas en mediar este tipo de lisis inespecifica no se restringe a la forma-.
cidn del complejo celular efectora-blanco, sino también a la activacién -
del mecanismo litico en el linfocito ( Green et al, 1978; Parker et al, -
1980 ). Se han reportado lectinas que preferencialmente inducen adhesiéﬁ—
celular como la Aglutinina de Germen de Trigo (AGT), vy lectinas como la -
ConvA y la FHA caracterizadas como potentes activadoras del mecanismo 1i-
tico.




Evasitn turoral de la respuesta inmune

Si una célula nceoplésica induce en el hu@sped una respuesta inmane- .
de rechazo en su contra, surge entonces la pregunta de <Smo pucde crecer-—
y desarrollarse en este modio ambiente potencialmente hostil., En la lite-
ratul}a se han reportado diferentes mecanismos utilizados por la cé&lula -
canccrosa para cvadir o escapar a la reaccidén inmune en su contra y sobre
vivir dentro de un sistema que de otra forma le seria letal.
Ios mis importantes son :

a) Modulacidén antigénica.- \
Algunas células turorales tienen la capacidad de modular la expresidn de-
sus antigenos de superficie al momento de entxar en contacto con sus anti
cuerpos especificos (Klein, 1973 ),ya sea desprendiéndolos en forma de -
complejos immunes o internalizéndolos (Esmon et al, 1976) .De esta manera,
al disminuir o desaparecer los antigenos tumworales de su supexrficie, las
células neoplisicas pueden evadixr la respusta inmune del huésped ( Van -
Blitterswijk et al, 1975; Hilgers et al, 1980 ).

b) Desprendimiento antigénico.—

Ciertas neoplasias pueden desprender esponténcamente y en cantidades con-
siderables antigenos tumorales de superficie «: medio sin requerir de in-
teraccionar con anticuerpos (Doljanski et al, 1976). Estos antigenos des-
prendidos tienen la capacidad de reaccionar con los LTCs y anticuerpos -
dirigidos en contra del tumor e inhibir su actividad litica (Currie, -
1973; Alexander, 1974).

c) Otros factores s@ricos solubles.-

A partir de los primeros reportes indicativos de que el suero de huéspe. -
des portadores de tumores bloqueaban la actividad de linfocitos T y anti-
cuerpos in vitro en contxa del mismo tumor ( Hellstrom et al, 1970; Hell-
strom et al, 1969 ), muchos trabaj‘os. se abocaron a determinar la naturale
za de estos factores. las primeras evidencias indicaron que posiblemente-
se trataba de cierto tipo de anticuerpos no citotdxicos denominados "blo-
queadores o facilitadores", que competian por los mismos sitios antigéni-
cos reconocidos por los ITCs (Todd et al, 1973). Estudios posteriores han
dado mayor énfasis al papel de los complejos inmunes antigeno-anticuerpo-

en mediax este tipo de actividad bloqueadora ( Baldwing et al, 1975 ).




d) Escasa antigenicidad.-

Cuando un tumor se encuentra en sus primeras etapas de desarrollo puede -
expresar cantidades muy pequeias de antigenos tumorales para que el siste
ma inmme sea capaz de reconocerlos. Para el tiempo en que estos antige -
nos son finalmente detectados, el tumor ha crecido en tal magnitud que atin
la mejor respuesta inmunoldgica de rechazo es insuficiente para controlar
1o (Old et al, 1965; Klein, 1973). |
e) Estados de inmunosupresién inducidos en el huésped por el tumor.-—
Ciertos tumores son capaces de producir estados de inmunosupresidén en sus
huéspedes (Adler et al, 1971; Guillete et al, 1973; Golub et al, 1974 ) ,
mediante la secrecidén de moléculas farmacolégicamente activas (Prescia et
al,- 1975 ) o a través de la estimulacidn de c&lulas T supresoras que alba-
ten la respuesta inmune en su contra (Kirkwood et al, 1974).




ANTECEDENTES .-

Un tipo distinto de evasioén inmune es el estudiado en nuestro labora
torio. Bl modelo experimental lo constituye un tumor de mieloma murino de-
nominado LPC-~1, inducido en ratones de la cepa BALB/c por aceilte mineral.
Ias c&lulas que se obtienen del tumor IPC-1 de 2 a 4 dias después de ser -
trangplantadas en la cavidad peritoneal del ratdn huésped (cé&lulas LPC-1 -
tanpranas ), son susceptibles a la lisié por LIICs y anticucrpos; sin embar
go, si las c€lulas tumorales crecen por un periodo mis largo y se recolec—
tan de 12 a 14 dias despu@s de ser transplantadas (células IPC~1 tardias)-—
éstas son resistentes (Celis et al, 197%a). Se enconltxd que eéta resisten
cia de las c&lulas LPC-1 tardias correlaciona con una disminucidn de 6 a -
10 veces en la capacidad de estas c€lulas de reaccionar con anticuerpos an
ti-H-2, en comparacidn con las c&lulas tampranas (Hale et al, 1979). |

Esto planteaba dos alternativas principales: que las cé&lulas tardias
dejan expfesar sus antigenos de histocompatibilidad, o que &stos se. encuen
tran inaccesibles de interaccionar con los anticuerpos y por lo canto, con
los LICs debido al fendmeno de restriccidn por H-2. Posteriomuonte se de -
mostrd que la aparicién del fenotipo resistente, correlacionaba estrecha —
mente con la expresidn de una glicoproteina de aproximadamente 160 000 dal
tones (gp-160) que se acumula en la superficie de las células tumorales -
(Celis et al, 1979 b).

gp -160 es una glicoproteina formada por una sola cadena polipeptidica
rica en Acido si&lico, es sintetizada por las células tumorales y no sim —
plemente adsorbida a su superficie del suero o liquido ascitico del hués -
ped. Es altamente susceptible a tripsina y reacciona con algunas lectinas—
como la Con.A y la AGT (Celis et al, 1979 b). Ademis se observd que las c&
lulas LPC-1 tardias y resistentes pueden revertir a tempranas y suscepti -
bles y nuevamente capaces de reaccionar con anticuerpos anti-H-2 , si: a )
Se transfieren a un nuevo hu@sped y se recolectan después de 2 a 4 dias de
crecimiento (Celis et al, 1979%a). b ) Si se colocan en cultivo de tejidos-—
por mas de 4 dias ( Hale et al, 1979 ). ¢ ) O se tratan con algunas prote-
asas tales como la tripsina, quimiotripsina y subtilisina (Celis et al, -
1979h) . Todos estos tratamientos tienen en comn qﬁe afectan la presencia
de gp-160 en la superficie de las células tardias, haciendo desaparecerla
practicamente de su superficie. -

En conjunto, estas observaciones sugicren que los antigenos H-2 re-
almente no disminuyen en las c€lulas tardias, sino que son blogueados por




- §p-160. También se ha observado que ambas células tumorales, tewpranas y -
tardias, reaccionan por igual con anticuerpos dirigidos en contra de anti-
genos de supcerficie no relacionadcs con el Complejo H-2, y se damostrd que
la aparente interaccidn entre gp-160 y los antigenos H-2K y H-2D se man -
tiene en fragmentos de membranas celulares (Celis et al, 1980).

Estos resultados pareccen indicar cue gp~160 blocuea preferencialmen-—

te a estos aloantigenos interfiriendo en su reaccidn con los ITCs y anti -

cuerpos anti-H-2, evadiendo de esta manera su mecanismo litico.




ORJETIVO .~

Siendo los LTICs la poblacidn efectora del sistema inmune principal -
mente involucrada en el rechazo y deskruccidn de células neoplésicas, estd
bamos interesados en estudiar nds detalladamente las interacciones entre -
estos linfocitos y el mieloma murino LPC-1 y caracterizay con mayor detendi
miento el papel que tiene gr-160 en cuanto a su capacidad de conferirles -
resistencia inmune a estas células turorales.

Este objetivo fundamental es abordado a través de dos acercamientos-
experimentales diferentes:

Por una parte se estudia la posibilidad de que esta glicoproteina no solo-
funcione bloqueando los antigenos -2, sino también interfiriendo con el -
mecanismo 1litico de los LTCs. Para responder a ello se analiza el papel de
clertas lectinas en alterar el fenotipo resistente del tumor frente a es -~
tas cglulas efectoras y se discuten los posibles mecanisnos de accidn.

Por otro lado, se valora la pertinencia de los LTICs en el fendmeno de re -~
chazo de IPC-1 en ratones DBA/2 y se investiga la importancia que pueden -
tener diferencias en antigenos menores de histocompatibilidad en este pro-
ceso. En esta segunda parte el enfoque est& dirigido a tener una visidn -
mas completa de la dinfmica de la reaccidn de rechazo inmune establecido -

por los ratones DBA/2 en contra del tumor LPC-1 y cuidl es su relacidn con—

la presencia de gp-160 en estas c@lulas neoplisicas.




MATERTAL Y METODOS .-

Animales |

Ratdnes congénitos de las siguientes cépés Fueron utilizados: BALB/c
(H—2d) , Obtenidos a través del Instituto Mexicano del Seguro Social.DBA/2-
(H—2d) .. C57BL/6 (II-—2b) y CBA/n (I~I—-2k) fueron originalmente obtenidos de -
los lalboratorios Jackson, Bar Harbor Maine. ILos ratones BALB/D (H—2b) Fue~
ron donados por el Instituto Tecnolégico de Massachussetts. Todas las ce —
pas fueron reproducidas en el Instituto de Investigaciones Biom&dicas de -
la UNAM. Animales del mismo sexo y edad (6-10 semanas ) fueron utilizados—

en cada experimento.

Tunores

Ios tumores murinos de células plasmaticas (mielomas ) LPC-1 (I—I—Zd)—
v %63 (-29), los linfomas de células T EL-4 (#-2°) v vac-1 @25 y el -
mastocitoma P815 (I—I——Zd) fueron obtenidos del laboratorio del Dr. H. Eisen-
(Instituto Tecnoldgico de Massachussetts). IPK~1 es una sublinea del tumor
IPC~-1 adaptada a crecer en cultivo.

Ios tumores fueron crecidos en forma de ascitis, transfiriendo 1 x 107
células intraperitonealmente a cada ratén a intervalos de 7 dias. X63 y -
YAC~1 fueron mantenidas en cultivo a lo largo de todo el estudio. Células-
LPC-1 definidas como tempranas y tardias fueron tomadas 4 y 12 a 14 dias -
respectivamente despué&s de ser transplantadas en ratones BALB/C.

Medios de culiivo

Preparacidn de medio de cultivo para células tumorales . (Medio C) .- Todas

las c€lulas crecidas in vitro se cultivaron en medio RPMI-1640 (GIBCO, # -

de Cat. 430-1800) adicionado con 2.0 gr. de Bicarbonato de Sodio (GIBCO, #

de Cat. 895-1810). 100 ml. del Medio C completo se prepara con:

1) 1 nl de solucitn de antibidticos penicilina y estreptomicina 100 .x (GI-
BCO, # de Cat. 600-5145).

2 ) 1 nl de solucidn antimicbtica (fungizone) 100x (GIBCO, # de Cat. 600 -
5295) .

3) 1 ml de solucién de L-Glutamina 200 mM 100x (GIBCO, # de Cat. 320-5030) -
4 ) 10 ml de Suero Fetal Bovino (SIB). ‘

5) se éfora a 100 ml con RPMI-1640 adicionado con bicarlonato.
Preparacidn de medio de cnlFivo para I7Cs . (Medio K).




Cada 100 ml del Medio K coanpleto se prepara cons

1) 1 ml de solucibén de anleléthOb penicilina y ebtreptom101na 100x.

2 ) 1ml de qoluglén antimicdtica (fungizone) 100x. ;

3 ) 1 ml de solucidon de L-Glutamina 200 mM 100x.

4 ) 6 ml de SFB. = ,
5 ) 1 ml de golucidn de aminocdecidos no esenciales 10 mM 100x (GIBCO,320 1140)
6 ) 2-Mercapto etanol a una concentracitn final de 50 uMe

7 ) Se afora a 100 ml con RPMI-1640 adicionado con Bicarbhonato.

GENERACION DE ILTCs

A ) In vivo .- Se produjeron LTCs especificos en contra de diferentes
haplotipos. Para obhtener LTCs anti—H—2d, se inyectan intraperitonealmente -~
5x10° células IPC~1 viables por animal, en ratones BAIB/b y C57BL/6. A los 15
y 30 dias se inyectan nuevamente con l}:lO7 células tumorales. 4 dias después-—
de la tercera inmunizacidn laé células efectoras se obtienen por medio de la—
vados de la cavidad peritoneal con 5-10 ml de Solucidén Salina Balan~eada de -
Hanks . (SSB) (GIBCO, # de Cat. 310-4060).

Para obtener LICs anti-H-2° se utilizan ratones BALB/c y células tumora
les EL-4 siguiéndose el mismo esquema anterior.

Para generar LICs singénicos anti-LPC-1, lxlO7 c@lulas ILPC~1 son inyec—
tadas intraperitonealmente en ratones DBA/2. El tumor es rechazado alrededoxr—
del dia 12, tiempo en el cual se recogen las células efectoras por el método-

ya descrito.

B ) In vitro .- En cultivo se produjeron LICs de diferentes. caracteris
ticas: 1) Imespecificos estimulados por Con.A, y 2) Especificos por medio de-
una reaccidén alogénica denominada Cultivo Mixto de Linfocitos (CML) .
Obtencitn y preparacitn de células esplénicas para estos cultivos .- Con téc-

nica estéril los bazos se remueven y se colocan en cajas de petri de pléstico
de 60 x 15 mm (Costar, # de Cat. 3060) conteniendo SSB. Se obtiene una suspen
sidn celular disgregando el bazo en una malla metélica. Posteriormente las cé
lulas se transfieren a tubos de plastico cbnicos de 50 ml (Falcon Plastics, #
de Cat. 2070) y se dejan 5 minutos en frio para que las particulas mfis grue -
sas sedimenten, transfiriendo el scbhrenadante con una pipeta Pasteur a tubos—

nuevos. las ctlulas se-lavan una vez mids con SSB, recuperdndolas por centrifu
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gacidn a 100 x o por 5 minutos. Finalmente se resuspende el hotdn celular ‘en
Medio K y se cuenta el nimero de cé&lulas viables por medio del m&todo del a -

zul de tripano, ajustando las células a la concentracidon deseada.

1) Estimulacicén de c&lulas esplénicas in vitro por Con.A (LTCs inespe—

cificos).~ Se siguid el protocolo descrito por Bevan (1975b). Brevemente : -
‘ 7
5 x 10

se resugpenden en 25 ml de Medio K que contiene 2 ug/ml de Con.A. Se colocan-

células de bazo previamente preparadas por el procedimiento anterior,

25 a 30 ml de esta suspensifn en cajas de petirri de pléstico de 100 x 20 mm -
Costar, # de Cat. 3100). Jos cultivos se mantienen a 37°C en una atmisfera hu
midificada de 7% CO'2 y 93% aire (Todas las incubaciones a 37°C se mantienen -
en estas mismas condiciones ). Las c@lulas se cosechan 3 dias despu&s para -

ser utilizadas en el ensayo de citotoxicidad.

" 2 ) Produccitn de LICs especificos am:i—H—2d in vitro (CML) .-

a ) Estimulacién Primaria .- 7><:106 cdlulas efectoras viables de bazo se culti
van juh 0 con 3 % 106 células estimuladoras de un haplotipo de histocompatibi
lidad diferente, pretratadas con Mitomicina C, en 1 ml de Medio K. Se coloca-
1 ml de esta suspensidn por pozo en placas de cultivo de tejidos (Costax, # -
de Cat. 3524). ILas c€lulas se alimentan el dia 3 o 4 con 1 ml adicional de Me

dio K fresco por pozo v se cosechan el dia 5 para el ensayo de citotoxicidad.

b ) Estimulacién Secundaria .- Para una estimilacidn secundaria, el (ML origi
nal se mantiene en cultivo durante 14 dias. En este dia se adicionan nuevamen
te 3 x 106 células estimuladoras por pozo. Las c&lulas son cosechadas 3 dias—

después para el ensayo de citotoxicidad.

GENERACION DE ITCs DE LARGA DURACTON

Estéd ampliamente reportado en la literatura que sobrenadantes de cé&lu -

~las de bazo estimiladas in vitro por ciertos mitSgenos como la Con.A y la FHA
permiten mantener cultivos de LICs especificos indefinidamente ( @illis et al
1977,1987a; Rosenberg et al, 1978 ; Ruscettl et al, 1977), e inclusive esta
blecer lineas clonadas y nonoclonadas de estas c&lulas (Lutz et al, 1981; En-—
gers et al, 1980; Baker et al, 1979; Glasebrook et al, 1980). Para obtencr po
blaciones de linfocitos con estas caracteristicas, c&lulas provenientes de -

una estimulacién secundaria son alimentadas con una mezcla de Medio K 50% y —
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50% sobrenadantes de c@lulas esplénicas estimuladas por Con.A, rico en facto-~

res de crecimiento de c@lulas 7', ahora definido como Interleukina 2. ILstos -
» P 6 Pnd I3

ITCs son estimulados cada 15 dias con 1 x 107 c&lulas por ml tratadas con Mi-—

tomicina C. Se les cambia el medic y se diluyen cada 7 dias aproximadamente.

Seleccidn del SIB iddneo para estos cultivos de larga duwraciGn .- Se seleccio

nd qué marca y lote de SFD es el que permite la produccidn de los LICs més ac
tivos. Esto es importante puesto que el SFB es un cormponente imprescindible —
en cualguier medio de cultivo tradicional para células de mamifero, y no sdlo
el cambiar de marca, sino inclusive de lote pucde alterar gravemente la viabi
lidad y el crecimiento de las c&lulas, por lo cual es necesario dado los peri
odos prolongados de cultivo de estas células, seleccionar un SIFB que pexrmita—
altos valores de lisis y del cque se disponga en cantidades suficientes. Las -—
figuras 1A, 1B y 1C muestran los resultados de este expesrimento, escogiéndose

el utilizado en la figura 1C (Micro-lab producido en México) .

Produccidn de Facltor de crecimiento de células T (Interleukina 2).- Se si -

guid la técnica descrita por Gillis (1978b) con algunas modificacicnes. Breve
mente: 1 x 106 células esplénicas viables de ratones BALB/c o DBA/2 en un ml
de Medio K son cultivadas en presencia de Con.A a 2 ug/ml en cajas de petri -
de plastico a 37°C. A las 48 hrs. las células se centrifugan 500 x g por 10 -
minutos vy se colecta el sobrenadante. Ia Con.A se absorbe utilizande G-50 en-

lote. El sobrenadante obtenido se guarda a —-20°C hasta ser utilizado.

Trataniento de células de bazo con Mitomicina C .- Con algunas modificaciones

se siguid la técnica descrita por T. Meo (1979). Brevemente: Una cantidad de-
células esplénicas correspondientes a txes veces el nimero total de estimula-
doras requeridas para el erperimento, son transferidas a un tubo de 50 ml a u
na concentracién de 1 x 10’ células por ml en Medio K., ILa Mitomicina C se ahade
de una solucidn concentrada (500 ug/ml en RPMI-1640) a razén de 50 ul de ésta
por cada ml de la suspensidn ceiular. El tubo e@s incubado a 37°C por 30 minu-
- tos agitlndolo ocasionalmente. Las células se lavan 4 veces en SSB fria y se-
resuspenden en Medio K. Finalmente se cuenta su viabilidad y se ajustan a la—

concentracion deseada.

Induccidn de MNs in vivo .- Ratones CBA/n son inyectados intraperitonealmente




con 100 mg de &cido poliinosinico: policistidilico (Poli I:C) en .2 ml de SN,
24 horas despuds se extraen los bazos y las c&lulas de la cavidad peritoneal-

para probarse en el ensayo de citotoxicidad.

PREPARNCION DE CELULAS BIANCO PARA EIL, INSAYO DII CLTOTOXICIDAD

Las_células crecidas in vivo se obtiencn por medio de Javados de la ca—
vidad peritoneal con una solucidn salina amortiguadora de fosfatos (SAF) . La-
mayoria de los eritrocitos contaminantes se eliminan con varios ciclos de cen
trifugacidn (40 x g por 10 minutos ). Las células tumorales crecidas in vitro
se centrifugan 1 vez en SSB. Blastos de Con.A son preparadeos incubando 5 x 10'7

células de bazo con 10 ug de Con.A en 5 ml de Medio K 2 a 3 dias.

TRATAMIENTO DE TAS CELULAS CON TRIDPSINA

7 cé&lulas tumorales son lavadas 3 veces con SAF ( 100 x g por 5 -

1x10
minutos ). Se resuspenden en 10 ml de SAF conteniendo 0.25 mg/ml de tripsina.
las cé€lulas son incubadas 30.minutos a texf\peratura ambiente. Posteriormente —
son lavadas 5 veces con SAF frio y se ajustan a la concentracidn deseada en —
Medio C. Para ensayos de citotoxicidad la viabilidad en todos los casos debe—
rd ser igual o mayor al 90%.

MARCAJE CELULAR CON 51CR0MO PARA EL ENSAYO DE CI’IO’I'OXiCIDAD

6

Ias células blanco son marcadas incubando 5 x 10~ cé&lulas con 250 uCi
de Na2 51C1:04 (New England Nuclear, Boston, Mass. , 1 mCi/ml) en 0.5 ml de

Medio C durante 1.5 horas a 37°C. Se centrifugan 4 veces en SSB fria y se a

justan a la concentracidén deseada en Medio C.

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

2 x J.O4 células blanco previamente marcadas con Slf:r. son colocadas en—
tubos de plastico con diferente nimero de células efectoras en un volGmen —
final de 100 ul. Se anaden 50 ul de Medio C con o sin lectinas a las diferen—-‘
' tes concentraciones utilizadas. Después de 4 horas de incubacifn a 37°C se a—
gitan suavemente los tulos y se anaden 0.85 ml de SAF frio por tubo. Después—
de centrifugar las c&lulas (100 x g por 5 minutos) y tomar 0.5 ml del sobrena
dante de cada tubo, se cuentan éste y el sobrenadante remanente con el paq'ue-




te celular en un contador gamma (ABBOTT Autologic gamma counter ). El porcien
to de lisis es calculado como porcicnto especifice de liberacidn de SlCr. ’

el cual es igual a (LEx - les/1 - LEs) 100, donde 1LEx y LIS corresponden a -
la liberacién del radioisdtopo en presencia de 1UCs (liberacidn experimental.)

y en ausencia de LICs (liberacidn espontinea) respectivamente.

ENSAYO DE AGLUTINACION DE CELULAS TUMORALES POR LECTTNAS

5 células tumorales en 50 ul de RPMI-1640 adiciconado con AlbGmina -

2 x 10
Sérica Bovina al 0.1%, son coleccadas en placas de cultivo de tejidos con po -
zo0g de fondo plano (Falcon, # de Cat. 3040). Se anaden 50 ul del mismo medio-
con las diferentes concentraciones de lectinas a probar. Después de incubar -
las c&lulas por 1 hora a temperatura ambiente, se observa en el microscopio -

invertido el grado de aglutinacidn.

CONJUGACION DE Con.A CON ISOTTOCIANATO DE I'LUORESCEINA

Para acoplar las molé&culas de Con.A con el isotiocianato de fluorescei~-
na (FITC) se siguid el método descrito por Cebra y Goldstein-(1965) para mar-
car anticuerpos, con alqunas modificaciones. Brevemente: 5 mg de proteina se-
mezclaron con 12.5 ug de FITC por ml en una solucién de 0.1 M de Na,CO,. Ph 9
a 4°C durante 18 horas con agitacidn lenta. Posteriormente esta solucidn se -

.centrifuga para eliminar los precipitados formados. La sepafacién del conjuga

do de la FITC libre.se lleva a calbo mediante una cromatografia en una columna
de Sefadex G-25 equilibrado con SAT.




RESULTADOS.~

Parte I. Estudlo de las 1ntera001oncs entre IPC—l y los ITCs utili -

zando diversas lcctlnas.

Como ya fué descrito en la introduccidn, para que un LICs especifico pueda-
reconocer a su célula blanco y destruirla, es necesario que ésta exprese en
su superficie celular los antigenos del (M. Si estos aloantigenos no es-~
t4n presentes, son distintos a los que LnduJeron al ITCs a diferenciarse, O
se encuentran inaccesibles a los receptores de las células efectoras, és-
tas son incapaces de ejercer su activadad citotbxica. Sin embxargo, la adi-
cién de ciertas lectinas en el ensayo de lisis es capaz de sup,rdl cs,{.o re-
quisito de la expresidén del H-2, y una gran variedad de cclulas blanco pueJ'
den ser destruidas inespecificamente por los LICs. .
Este efecto de las lectinas en mediar lisis inespecificamente nos es de -
gran utilidad para estudiar con mas detalle el papel de gp-160 en la resis—
tencia a los LTCs mostrada por el tumor IPC-1. Particularmente para estu -
diar la posibilidad de gue gp-160 no solo tuviera la funcidn de bloquear el
proceso de reconocimiento linfocito-tumor al emmascarar el H-2, sino tam -
bién la de interferir directamente con el mecanismo de lisis de los LICs.
En el caso de la lisis del tunor ILPC-1 mediada por anticuerpds mds comple -
mento, se ha descrito un fendmeno de este tipo en el cual gp-160 aparte de-
bloquear el acceso de los anticuerpos anti-H-2, ha mostrado también activi-
dad anticomplementaria(Celis B. et al, 1983). Basados en esto, era intere-
sante demostrar si la presencia de esta glicoproteina en la superficie de —
las células tumorales les permitia ser resistentes a la actividad litica -
ulterior al fendmeno de reconocimicnto de los LICs.

El diseno experimiental es relativamente simple: Consistiria en colocar cé
lulas IPC-1 en presencia de diferentes tipos de LTCs y anadir en el ensayo-
de citotoxicidad las distintas lectinas a probar, tratando de forzar inte-
racciones inespecificas entre linfocitos y estas células tumorales, supe -~
rando de esta manera el fendmeno de restriccin por H-2.

En estas condiciones experimentales si se encontraba efecto positivo media-
do por aléuna lectina y si éste era o no modificado por la presenéia de gp-



160, nos daria informacidn valiosa parva un entendimiento mis coapleto de -
las funciones de esta macromol&cula en relacitn a la resistencia inmune de

las células turorales que las portan.

Efecto de la AGT v la I'HA en la lisis de IPC-1 tardio por LTCs. Ensa-

preliminar.

Se produjeron LICs in vivo especificos anti--Hw2b e inespecificos indu
cidos por Con.A. Para este ensayo de citotoxicidad se utilizaron como c@lu-—
las blanco, aparte de IPrC-1, P8Ll5 y LI-4 como controles. En la figura 2A u—
tilizando los LICs anti—l-l-zb se puede observar lo siguiente: a ) LPC-1 per-—
manece resistente tanto en presencia de la AGT cowo de la FHA. b ) P815 se-—
torna susceptible en presencia de la FHA pero la AGT no muestra efecto algu
no. Estos linfocitos espec.i_ficos en ausencia de lectinas son irncapaces de -
interaccionar con estos turnres pues estin dirigidos en contra de otros an—
tigenos de histocompatibilidad, el hecho de que en presancia de 1 FHA sean
capaces de destruir a P815, es un control positivo de lisis inespecifica -
propiciada por la lectina. ¢ ) El tumor EI-4 es ampliamente lisado en ausen
cia de lectinas. Esto era lo esperado pues EL~4 es la célula blanco en con-
tra de la cual estén dirigidos los LTCs utilizados, sin enbargo,la adicidn-
de ITA incrementa ligeramente su lisis. Ia AGT en este caso tampoco muestra
efecto alguno.

Utilizando los LICs inespecificos inducidos por la Con.A, se cbservan-—
en la figura 2A los siguientes resultados: a ) Ia presencia de la AGT y -
la FHA no alteran el fenotipo resistente de ILPC-1 tardfa. b ) Tanto EL~4 -
como P815 son ampliamente destruidos por estos linfocitos inespecificos si
la IHA esta presente en el ensayo. Ia AGT no tiene efecto.

Por qué LPC-1 permanece resistente a la lisis mediada por estos LICs en pre
seﬁcia de las lectinas probadas, siendo cque la FHA es capaz de mediar lisis
inespecifica de P815 y EL-4 . Estas diferencias en la suceptibilidad de es~
tos tumores pueden deberse a tres causas principales: a ) Que la FHA no sea
capaz de formar uniones inespecificas entre IPC-1 y las c&lulas efectoras -
probadas; b ) Que a pesar de aglutiﬁar a LPC-1 (rico en gp-160), el tumor -

sca resistente en estas condiciones al mecanismo litico de los. IICs; ¢ ) -




Que no se esté utilizando la dosis adecuada de lectinas para ver un efecto-
positivo. ) ‘
Todas estas posibilidades serén evaluadas a lo largo del trabajo.

+

Efecto de diferenlcs concentraciones de AGT de 2 distintas fuentes en

la lisis del tumor P815 por LICs inespecificos.

Basados en los resultados negativos de la AGT para mediar lisis ines—
pecifica, era posible que no se estuviera armpleando a la concentracién Spti
ma para observar algin efecto. Para verificarlo se probaron maestras de AGT
de Sigma y Phammacia a diferentes concentraciones en un enzayo de citotoxi-
cidad. Puesto que existen reportes en la literatura de que la AGT a ciertas
concentraciones s8lo produce aglutinacidn entre LICs y cé@lulas tumorales -
sin destruirlas (Wei-zZen et al, 1981; Parker et al, 1980), y sdlo anhadien-—
do otras léctinas activadoras del mecanismo litico (Con.A y FHA) se consi —
gue su lisis; se probd tambi&n este posible efecto sinérgico en nuestro sis
tema combinando AGT con FHA. En la tabla I se muestran los resultados obte-
nidos. Se puede observar que: a) La AGT de Sigma no mostid tener efecto a -
ninqguna de las concentraciones probadas. b) ILa AGT de Pharmacia manifiesta-
grados variables en su capacidad de mediar actividad citotdxica dependiendo
de la concentracidn utilizada, alcanzando un dptimo a 10 ug/ml. Estos resul
tados se repitieron probando dos lotes diferentes de cada fuente. c) Para -
el caso de las mezclas de AGL y I'HA, no se encontrd un efecto aditivo o de-~
potenciacidn claro.

Estos resultados demuestran que la AGT por si sola es éapaz de unir a los -
LTCs inespecificos con las células tumorales P815 y ademis activar el meca-
nismo litico de estos linfocitos, condiciones necesarias para que la lisis—

tenga lugar.

Efecto de la AGT de Pharmacia en la destruccidn de ILPC-1 por LICs in-

especificos.

Una vez establecido que la AGT de Pharmacia (de aqui en adelante la 0
nica utilizada) era capaz de mediar lisis de P815, en presencia de LICs in-




.
especificos, y determinada la dosis dptima, se probd su efecto con el tumor
resistente LPC-1. En la figura 3A se puede obscrvar cue: a ) LPC-1 permane~
ce resistente en presencia de la FIIA y la Con.A. b ) Sin embargo, tanto en-—
presencia de la AGT sola, como las cohinaciones AGT-Con.A y AGT-FHA, este-
turor se torna susceptible. ¢ ) Las meuclas de lectinas mencionadas no po -
tencian su capacidad de mediar lisis de LPC-1 por cstos linfocitos. En la -
figura 3B se pucde observar cdmo el turor P815 utilizado como control posi-.
tivo es altamente destruido por las tres lectinas probadas.

El hecho de que la AGT sea capaz de volver suscoptille a LPC-1 tardico a -
ser destruido por estos 11Cs, es un resultado que es importante enfatizar ,
pues nos provee de una herramienta experimental valiosa que nos permite es—
tudiar con mayor detenimiento el fenotipo resistente de LPC-1 y su relacién
con la presencia de gp—160.

Efecto de lectinas en la lisis de ILPC-1 utilizando LTCs especificos -

'anti—H— 2d .

Una vez denostrado que LPC-1 se volvia susceptible a ser destruido -
por TTCs inespecificos si en el ensayo de citotoxicidad o afiadia AGT; el -
siguiente paso fue estudiar el efecto de esta lectina en un sistema mejor -
definido utilizando LTCs anti-—H—2d. Por otra parte las caracteristicas de -~
esta clase de linfocitos son mds semejantes al tipo de cé&lulas efectoras -~
que el tumor enfrentaria in vivo. En la figura 4 , donde se muestran estos
resultados se puede apreciar que: a ) IPC -1l sin lectinas o en presencia de
Con.A permanece resistente. b ) Ia presencia de la AGT es capaz de revertir
el fenotipo resistente de IPC-1, como si hubiese sido pretratado con tripsi
na (el tratamiento de ILPC—~1 con esta enzima, remueve la glicoproteina de la
supexficie). Esto significa que esta lectina esta siendo capaz de nulificar
el efecto de emmascaraniento producido por gp-160, v que LPC-1 tardio no es
resistente al mecanismo litico de los LTICs, sugiriendo ademis que la expre-
sidn de esta glicoproteina no le confiere a la célula tumoral un efecto pro
tector adicional que interfiera directamente con la actividad litica de los

L1Cs.

)

Efecto de diferentes concentraciones de AGT, Con.A y su combinacién -

en la lisis de IPC-1 tardio por LICs especificos anti—I-I—-Zd.




Una vez demostrado que la ACGT a diferencia de la Con.A, era capaz de—
mediar la destruccidn de LPC-1 tardio por linfocitos-antifnv2d, faltaba por
definir su rango Sptimo de concentracidn para estos liﬁfocitos, pues la con
centracidn ideal determinada anteriormente fué evaluada utilizendo linfoci-
tos inespecificos y podria variar en ambos sistemas. Con respecto a la Con.
A, cabia también la posibilidad de no estar ensayindola en la dosis correc-
ta para observar efecto. En este experimento se analizd también el efecto -
de utilizar la combinacidn AGT-Con.A. Las figuras 53, 5B y 5C muestran res-
pectivamente estos resultados en donde se chserva que: a ) La lisis de -
IPC-1 en presencia de diferentes concentraciones de AGT (10, 20 y 30 ug/ml-
aunenta de manera.similar). h ) Por su parté, ninquna de las concentracio -
nes probadas de Con.A fueron capaces de aumentar la escasa lisis de IPC-1 -
en ausencia de lectinas. ¢ ) Finalmente, la curva de lisis de ILPC-1 ante -
las mezclas de AGT-Con.A a las distintas dosis probadas, es igual a la pro-
vocéda por la AGT sola. BEs decir, no hay fenfmeno sinérgico o de potencia -
cidn detectable. '

Efecto de la AGT a diferentes concentraciones en la lisis de LPC-1 - |

tardio tratado v no tratado con tripsina por LICs especificos anti~g~

o4,

Se estudié la capacidad de la AGT en alterar la lisis de LPC-1 previa
mente tratado con tripsina. EL objetivo de &sto era determinar si los dos -
tratamientos podrian actuar en forma aditiva. Esto permitiria evaluar con -
mas, detalle el papel de gp-160 en el’comgortamiento resistente de LPC-1 -
frente a los IfICs. En la figura 6A se observa,como ya habia sido anterior -
mente mostrado, cue la AGT, a las tres concentraciones probadas, aumenta en
wa manera importante y similar la lisis de LPC-1 tardio. Por su parte la -
amplia lisis de LPC-1 pretratado con tripsina en la figura 6B, sblo muestra
un ligero incremento cuando se antade AGT a 10 y 20 ug/ml respectivamente. A
30 ug/ml de esta lectina, pricticamente no hay carbio en el patrén de muer
te celular con reépecto al control (LPC-1 tardio tratado con tripsina). Fi-
nalmente en la figura 6C se observa que la lisis‘de P815 es alta en ausencia
de lectinas, aumentando ligeramente cuando se anade la AGT a 10 ug/ml. Sin-
cnbargo, concentraciones mayores de la AGT inhiben. fuertemente la actividad

. citotdxica de estos linfocitos. Este fonSrneno pucde deberse a que a altas -



concentrac1ones de la lectlna se forcen 1nteracc1oneq entxe dos o més célu-
las efectoras dceruyendoso entre si y dJsmlnLyendo el nfimero de llnfoc1tos
viables capaces de atacar a las células tumorales.

ELl hecho de que no se manifiesten diferencias importantes en las curvas de-
lisis entre LPC-1 tardio + AGT y LPC-1 tardio tratado con tripsina con o -
sin esta lectina, sugiere que el papel de gp-160 se restringe Gnicamente a
una funcidn de enmascaramiento, de forma que si el linfecito anti-H-—2d es o
bligado a interaccionar con estas c€lulas tumorales por medio de la AGT, su
perando asi los requerimientos de especificidad y de reconocimiento antigé—.
nico, las cé&lulas LPC-1 ricas o carentes de esta glicoproteina son igualmen

te destruidas.

Ensayo de Aglutinacion de células tumorales.

Con la finalidad de determinar a qué se debian las diferencias obser-
vadas entre las lectinas AGI, Con.A y FHA en cuanto-a mediar lisis de LPC-1
se realizd un .ensayo cualitativo de aglutinacidn de los tuwores LPC-1, P815
y 315-0PEC, que es otro mieloma resistente gp-160 positivo. Estos resulta -
dos se encuentran expresados en la tabla II. Se encontrd que correlacionaba
positivamente la capacidad de las lectinas para aglutinar el tumor con su -
capacidad para mediar lisis celular por los ILTICs. P815 es amnpliamente aglu-
tinado por las tres lectinas y como se ha mostrado en los encayos anterio -
res. de citotoxicidad, todas estas lectinas produjeron lisis inespecifica de
éste. En cambio, las c&lulas IPC-1 y 315-OPEC, s6lo son considerablemente a
glutinadas por la AGT, Gnica lectina capaz de mediar la lisis de LPC-1 por-
LTCs inespecificos y anti—H—Zd. Estos resultados apoyan la idea de cue el -
papel de csta lectina, al revertir el fenotipo resistente de IPC-1 tardio a
ser lisado por los LTICs, consiste basicamente en forzar las interacciones -
entre los linfocitos efectores y las células tumorales. Puesto que la Con.A
y la FHA sin incapaces de aglutinar el tumor, posiblemente tampoco sean ca-
paces de unir linfocitos y células tumorales, lo cual es un requisito indis
pensable para que ocurra la lisis.

Marcando la Con.A con isotiocianato de fluorcsceina e incubando célu -
las IPC-1 y P815 con este complejo para ser obsérvadas cn ¢l microscopio de
epiflworescencia, (figuras 7A y 7B respectivawente), se puede apreciar que-
3 ambos tipos dp turores fljan ampllamente la Cbn A marcada en su superFJcne.
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trones de aglutinacidn en ambos tumores, a pesar de que la Con.A se fija po
sitivanente en los dos, pucden deberse a la localizacidn particular de los-
sitios de wnidn cspecificos para estas lectinas en la superficie de las cé-
lulas tumrales. Si éstos se encuentran en lugares profundos de la membrana
(cripticos), la lectina al interaccionar con alguno . de ellos en una cé&lula,
quedaria impedida de alcanzar estos mismos sitios de unién en otras, y por
lo tanto seria incapaz de actuar como puente de unidn entre ambas. Por otra
parte en la literatura se ha descrito que asociado al proceso de aglutina -
cidn por Con.A, existe una reorganizacidn de estos sitios de pegado para es
ta lectina. Estas moléculas se encuentran homogéneamsnte distribuidas en la
superficie de la cé&lula twwral, en el momento en gue entran en contacto -
con la lectina, solamente las c@lulas en las que se agruran estos complejos
en forma de conglonzrados, son capaces de aglutinar ( Noonan et al, 1973;-
Rosenblith™et al, 1972). Con LPC-1 podria darse un fenfmeno de este tipo.

Efecto de la AGT en la lisis de ILPC~-1 tavdio utilizado ITCs especifi

cos en contra de antigenos de histoconpatibilidad diferentes a los expresa

dos por este tumor.

Si la AGT produce lisis de LPC-1 fundamentalmente cone consecuencia -
de formar interacciones de una manera inespecifica, superando de esta mane
ra el efecto de enmascaramientc producido por gp—-160 y el fendmeno de res
triccidn por H-2; entonces LPC-1 también deberia de ser igualmente destrul
do en presencia de esta lectina si se utilizaran ITCs dirigidos en contra -
de otro H-2 (cualquiera). Como se puede observar en la figura 8, esto no ——
fue el caso, pues LPC-1 permanecid altamente resistente frente a LTCs espe
cificos anti—H-—2b. Es interesante notar que la lisis inespecifica de P 815-
mediada por esta lectina al utilizar estos linfocitos, también es muy esca _
sa. Estos resultados complican la funcidn inicialmente asignada a esta lec
tina en su capacidad de mediar la lisis de LPC-1; la cu&l necesariamente ya
no puede solo circunscribirse a la formacidén de uniones conducentes a lisis
entre linfocitos y células tumorales, al menos en un sistema que utiliza —-
LTCs especificos.

*.— Rosenblith,J.%., Ukena,T.E.,Yin,H.H., Berlin,R.D., and Karnovsky ,M.J. (19
7?:&) ¢+ A comparative evaluation of the distribution of concanavalin A=bin
ding sites on the surfaces of nommal, virally-transformod, and protecase—
Ltreated fibroblast. Proc. Nat. Acad. Sci. 70:1625. '
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Efecto de preincubar IPC-1 tardio con 2GT en un ensayo de citotoxici-

. - . d -
dad usando INCe especificos anti-H-27,

. BEs claro cque el papel de la AGT en producir lisis de LPC-1 tardio por
ITCs anti—H—Zd, en caso de que formara complejo efectora/blanco (todavia —-—
por. damostrarse) su mecanismo de accitn no se restringe solamente a esto.-—
Trabajos previos del laboratorio habian mostrado que esta lectina es capaz-—
de interaccionar con gp-160 y dada la carvacteristica polivalente de la AGT-
podirian producirse rearreglos en la superficie de la cZlula tumoral tales —
como la formacidn de "parches y casquetes" del tipo antIigeno-anticuerpo.De
hecho recientemente se ha demostrado en el laboratorio gue LPC-1 en presen
cia de la AGT forma agregados que pueden ser desprendidos por la célula tu
moral (Celis B,1983) . Complejos moleculares lectina-gp~160 podrian separarse
de la c&lula tumwral o al menos alterar la distribucidn original de esta =-
glicoProte:fna. Como consecuencia de estos procesos la lectina podria estar
descubriendo los aloantigenos H—-Zd_ blogqueados por gp-160, permitiéndole ﬁhli_
camer..e a los LTCs amti—ll—?ld interaccionar especificamente con la cé]'.ula tu
noral y ejercer su efecto litico. Con la finalidad de determinar la existen
cia de este posible fenfmeno de "desemmscaramineto"” producido por la AGT ,
células IPC-1 tardias se incubaron en presencia de la lectina durante 1.5 -
horas en condiciones metabdlicamente activas. Degplies de lavarse extensiva _
nmente en medio rico en a-metil-mandsido, que es el ligando natural de esta-
lectina, para removerla de la superficie celular y de esta mancra observar,
en caso de que fuera ilrreversible, sblo el efecto de la lectina en el proce
sO de incubacidn previa y no en el ensayo de citotoxicidad. Células P 815 -
fueron sometidas al mismo tratamiento como control. En las figuras 9 Ay 9-
B, se muestran los resultados respcectivos obtenidos: a) LPC-1 pretratado —-—
con la AGT permanece resistente. b) Si la AGT se anade en el ensayo de cito
toxicidad, IPC-1 tardio se vuelve susceptible. c¢) Si la AGT se afade junto -
con ‘el azlcar inhibidor, en el ensayo de lisis, la lectina no tiene efecto.
d) P 815 incubacdo tanto con la AGT cono sin tratar es amplia e igualmente -
destruido por estos linfocitos en ausencia de lectinas en el ensayo de cito
toxicidad. e) Ademiis si la AGT se anfade en el ensayo de lisis de P 815, la-
destruccidn del tumor se inhibe considerablemente. Este efecto de inhibi
cidn es suprimido si el azlcar competidor se ahade al medio.

Aparentemente los cambios o alteraciones cque produce la AGT en la sa_
perficie de LPC-1 necesarios para que el mecanicno litico de los LTCs anti-

H-Zd se active, son reversibles y deopenden de la presencia de esta lectina-



en el ensayo de citotoxicidad. La AGT, como ha sido reportado en otros traba
jos, puede mediar adhesiones inespecificas no conducentes a lisis entre lin
focitos especificos v células tumorales (Wei-Zen et al, 1981; Parker et al,-
1980). Tal parece que por si misma es incapaz de disparar el mecanismd cito
toxico de linfocitos efectores especificos. Solamente si los LICs estdn diri
gidos en contra de los antigenos de histocompatibilidad expresados por IPC-1
la ACGT puede mediar su destruccidn. Esto indica cue si esta lectina actha de
manera similar sobre los linfocitos especificos, sin importar en contra de -
qué esten producidos, entonces la AGT debe estar'"descubriendo" los antigenos
pertinentes en la superficie de la célula tumoral, que activen el mecanismo-

litico de los linfocitos anti~H—2d, ya sea desprendiendo a gp-160 de la su

perficie celular o al menos alterando su funcidn.




RESULTADOS .~
Parte II. BEstudio de las interacciones .entre. el tumor LPC-1 y los LTCs

provenientes de ratones DBA/2 cque han rechazado el tumor. . .. . .. .

Un enfoque diferente al estudlode las interacciones entre LICs y c&lulas -
tumorales LPC-1, es ofrecido por ¢l comportamiento de este tumor en ratones-—
DBA/2. Si LPC-1 es inyectado intraperitonealmente en ratones de esta cepa,-
singénicos con el twmor pero con diferencias en antigenos menores de histo -
compatibilidad, las cdlulas neoplisicas son eliminadas después de haber cre-—
cido durante los primeros diez dias en igual forma y magnitud que en los ra-—
tones BAIB/C . IEstos en cambio , mucren victimas del turor alrededor del -

7 células neoplésicas viables por ratdn DBA

dia 15. De un promedio de 50x 1.0
/2 el dia 10, sblo guedan restos celulares de &stas, dos o tres dias después.,
cCual es el papel de los LICs en este proceso?

Es importante mencionar que asociado con la destruccién de las céiulas-
tumorales ILPC-1 en la cavidad peritoneal, aparecen, junto con cé&lulas linfoi
-des, grandes cantidades de células adherentes que morfoldgicamente moseen -
las caracteristicas propias de los macrdSfagos activados (Mackaness, 1970). -
Vexr figuras 10A y 10B respectivamente. Estas células podrian estar cooperan
do con los ITCs atacando dircctamente a las c€lulas tuworales y producir un
efecto sinérgico de lisis, como ya ha sido previamente reportado en la lite-
ratura en un modelo que utiliza precisamente macrdfagos activados y LICs pe-
ritoneales de ratones DBA/2(Robinson et al, 1982). Sin embargo , estudios -
preliminares, muestran que estas c€lulas acdherentes no tienen actividad cito

téxica antitumoral en contra de ILPC-1.

Efecto de ANs en la lisis de LPC-1 in vitro.-

Con la finalidad de determinar si otras poblaciones efectoras aparte -
de los LICs o en conjunciOn con estos, estuvieran involucradas en el mecanis
mo de rechazo de este tumor, se estudié su susceptibilidad a ser destruido -
por células ANs. Como se puede apreciar en la Figura 11, un ensayo de cito-
toxicidad mediado por estas células, demuestra que LPC-1, independientemente
de la expresidn de gp-160, permanece resistente.

Ios resultados negativos de macrdfagos activados y ANs en cuanto a lisar -
IPC-1, sugiercen un papel mias activo a los LACs encontrados en la cavidad pe-

ritoneal para poder explicar la destauccidn del tumor in vivo.



Especificidad de los LICs obtenidos al inminizar ratones DBA/2 con cé-
Tulas tumorales LRC-1. = T "* e - s

Con el fin de determinar la especificidad de los LTCspresentesen la—- ;
cavidad peritoneal de los ratones DBA/2 al tiempo en que elyr‘{:ﬁi‘lbr es rechazg
do, se probd su actividad citotdxica in vitro. . |

Los dos siguientes experimentos fueron enfocados a estudiar la importancia -
que podrian tener las diferencias en los antigenos menores de histocompatibi
lidad existentes cntre el tumor LPC~1 (originado en LAIB/c), y los ratones -
DBA/2, y su relacién con la respuesta de rechazo inmune. Como se puede apre
ciar en las figuras 12 y 13, estos linfocitos son incapaces de lisar en al-
to grado cé&lulas (PC-1 tardias. Sin embargo, si el tumor es pretratado con
tripsina, sus valores de lisis aumentan claramente. IO relevante es que tan
to Blastos de BALB/c (Pigura 12), como el tumor X63(Figura 13), que es -
otro mieloma inducido en ratones BAIB/c, gp-160 negativo; mostraron un alto—
grado d susceptibilidad a ser destruidos por estos linfocitos singénicos.
Esto indica que al menos una subpoblacidn de estos linfocitos, estan dirigi-
dos en contra de antigenos menores de histocompatibilidad, y que esta dife -

rencia antigénica puecde tener un papel importante en la destruccidn de ILIC-1.

Produccién de LICs de larga duracibn.-

ILa finalidad basica de producir un cultivo de LTCs de larga duracidn =—-
era la de obtener una poblacidn homogénea y altawente purificada de linfoci-
tos ahti~H-2d, que permitiera validar el estudic microscépico de las interac
ciones entre linfocitos citotdxicos y las células tuworales LPC-1l. Esto ha-
ria posible = " comparar los resultados obltenidos por la AGT en cuanto a
su capacidad de mediar lisis, con la de favorecer o forzar interacciones en—
tre LTCs vy células IPC-1. D& cualquier otra manera, serfa sumamente dificil
determinar la naturaleza del linfocito unido a la célula neopldsica. Por o-
tra parte, con respecto a los macrdfagos existentes en la cavidad peritoneal
cuando LPC-1 es rechazado; otro posible mecanismo de cooperacidn con los -
LICs, seria mediante la secrecién de factores solubles al medio, o actuando
directamente sobre las células tumorales para remover fisica, o al menos fun

cionalnente a gp-160 de la superficie de las células IPC-1, y de esta manera




hacer posible una interaccidn positiva entre linfocitos y células tunorales,
provocando asi su destruccitn. Nuevamente la obtencién de un cultivo alta—-
mente purificado de LTCs, permitiria evaluar al microscopio esta posibilidad.
Ademds, dstos serfan simplemente dos ejemplos de la gran utilidad y aplica--—
cidn para resolver un problema experimental concreto, de tener a la mano cul
tives de linfocitos T con estas caracteristicas. [l reciente desarrollo de
esta técnica ha revitalizado el campo de la inmunclogia celular, permitiéndo
le analizar fendmenos hasta la fecha inabordables o de dificil interpreta -—.
cidn(Schwartz, 1982; Nokel et al, 1981).

In la figura 14 se comparan las actividades liticas de los LTCs convenciona-—
les especificos énti-—H--fzd producidos en un C(MH de 5 dias, con el cultivo de
LTCs de 20 dias crecido ya en presencia de Interleukina 2. Se puede apre -
clar que aunque los patrones de lisis son muy parecidos, los LICs de 20 dias
tienen mejor actividad. Finalmente en la Figura 15 se chserva la activi —
dad citotdxica de estas c8lulas a los 63 y 104 dias de cultivo, utilizando -
coro blancos células P 815 y LPK-1 respectivamente. Sin embarc_jo, a pesar de
mostrar que en nuestras condiciones si pueden mantener creciendo estos linfo
citos y con altos valores de.lisis, es necesario aumentar su viahilidad y

velocidad de crecimiento antes de utilizarlos en experinmentos méas detallados.




DISCUSION GLOBAIL: Y COMENTARIOS.-

‘Parte I.- 1Ia interpretacién del papel de la AGT en mediaxr lisis de -
IpC-1 'por ILTCs es compleja. Por un lado, a diferencia de la Con.A y la FHA,
es capaz de aglutinar y volver susceptible al tumor utilizando LICs inespeci
ficos inducidos por Con.d, o especificos anti-—H—2d. Si la funcidn de la AGT
se limiltara a fonmxr interacciones inespecificas entre linfocitos y cé&lulas-
noeplisicas LPC-1, superandn los requerimientos de la expresidn de los anti-
genos del CMH, entonces también deberia inducir la lisis de 10C-1 por LICs -
dirigidos en contra de otro H~2. 8in enbkargo , esta lectina no muestra e -
fecto alguno al utilizar LTCs ’dnti—H~2b cono cé&lulas efectoras en contra del
tumor. Lste hecho, indica que la funcidn de la lectina no puede restringir-
sblo a la formacidn de agregados celulares. Basados en esto,se estudid la -
posibilidad de que la AGT al interaccionar con gp-160 en la superficie de la
célula tumoral y dadas sus caracteristicas polivelentes, pudiera formar com-
plejos moleculares cuyas caracteristicas alteraran la prescencia y topografia
de esta glicoproteina, y consecuentemente se modificara su funcidn enmascara
dora, dejando al descubierto los sitios antigé&nicos solamente reconccidos -
por los LICs especificos anti—-H-—2d, permitiendo la activacidn de su mecanis-
mo litico. De ser asi, porqué entonces esta lectina es capaz de revelar la-
actividad citotdxica de los LTCs inespecificos y no la de los LICs anti—I-I—Zb
Esta diferencia podria deberse a los distintos estados de diferenciacifn en-
que se encuentran anbas poblaciones efectoras.

Por otra parte, hasta aqui resulta imposible definir si ¢p-160, aparte de en
mascarar el H-2, le confierc a las c&lulas turorales LPC-1 otras caracteris-—
ticas de resistencia al ataque litico de los L’i‘Cs, pues la presencia de la
AGT en el ensayo puede alterar tambi€n su ubicacidn y funcionamiento. En es
te punto se vuelve necesario la aplicacidn de técnicas mias sensibles y cudn-
titativas que permitan por un lado detectar esta glicoprote:fna en la supexrfi
cie de las cé&lulas tumorales, como también su actividad enmascaradora y asf__
determinar en gqué manera la presencia de la AGT alteora estos par&metros. . En
esta forma se podrrd tener una idea mis clara de su mecanismo de accidn y un-—
entendimiento aln mis detallado del papel de gp-160 en el comportamiento re-
sistente de los tumres que la expresan.

Existen en la literatura algunos reportes de otros tumores que median-



te mecanismos similares son resistontes al atague inmune poy LTCs y anti -
cuerpos. El primero de ellos, trata sobre una glic,op;rfotefna de aproximada —
ménte”'SO,O"‘OVOO’ daltones; llamada epiglicanina, que se encuentya presente en -
la superficie celular del adenocarcinoma mamario TA3 (Sanford, 1972; Codington
1978). Este tumor reacciona poco con anticuerpos anti-H-2 y sobrevive al -
ser transplantado a través de barreras de histocompatibilidad en otras cepas
de ratén e inclusive en ratas y hamsters( Iriberg, 1972). Bstas c@&lulas al
ser tratadas con neuroaminidasa o tripsina reaccionan mejor con los anticuer
Pos , pueden ser rechazadas en los transplantes histoincompatibles y desapa-—
rece la epiglicanina de su superficie (Bekesi, 1972). El segundo ejemplo se

rata de una glicoproteina de 120-160 000 daltcnes cque se encuentra presente
en la superficie de un mieloma de la cepa BALB/c originado en el Japdn, que
también es resistente a los anticuerpos anti-H--2 mfs carmplemento (Tokuyama et
al, 1978). Sin ambargo, en ninguno de los trabajos mencionados se ha estu -
diado el efecto de lectinas para inducir la lisis de estos tumores por LICs,
por 1o que no se puede establecer un patrdén de comparacién con los resulta -

dos obtenidos en esta investigacidn.

Parte II.— Con respecto al dramdtico rechazo de LPC-1 en los ratones _
DBA/2 donde los macrdfagos activados y las ANs no mostraron actividad citotd
xica en su contra, se estudid la especificidad de los LICs obtenidos en es -
tos animalesg, y los resultados sugieren que diferencias en antigenos menores
de histocompatibilidad pueden tener un papel activo en este proceso. Por -
otra parte, en caso de existir, permanece todavia por demostrarse el tipo de
cooperacifn que para destruir el tumor LPC-1, se daria entre los macrdfagos
activados y los LICs encontrados en la cavidad peritoneal de estos ratones.
Cultivos de LICs de larga duracidn sexrdn de gran utilidad en este tipo de es
tuidos, pues permitiri&n definir con mayor claridad si el macrbfago estd ha--—
ciendo posible interacciones positivas entre linfocitos citotdxicos y las cé
lulas tumorales LPC-1l.. En este contexto seria muy interesante demostrar que
gp~160 es sensible a plasird.na y que las células adherentes méncionadas se en
cuentran inducidas a sintetizar activador de plasminégeno, como ha sido re--
portacdo para otros macrdfagos activados (Unkelness, 1974; Gordon et al, 1974,
1978). Dstudios de este tipo darian una visién mis completa de la compleja
dinanmica existente en la interaccidn de este tuwr con los mecanismos inmu -
‘nes del hudspad encargados de mantener su inteqgridad; y de cua/lcs serian al-—

gunas de las respuestas alternativas manipuladas por el organismo para en -



frentar con mejores pDSlbllldadeS el mecanismo de énmas c:dranacnto utilizado

por estas células necplisicas, para evadir la respgesta inrune de rechazo.

F:Lna]mcntc baste dec:Lr que la expres:Lon de gp~160 y gllcoprotelnas de
este tipo en la superficie cclula;r, aunque se han detcctado inicamente en cé&

lulas tumorales, no se ha demostrado que sean caracteristicas de una condi -
cidn neopldsica. Su presencia en ciertas células normales podria ser deter—
minante para que estas pudieran llevar a cabo correctamrmte su funcidn. Un
ejemplo claro de esto, serian las cé&lulas del trofoblasito que en mamiferos -
representan un tipo- de aloinjerto, al exponér el feto los antigenos de histo-
caompatibilidad del padre, en contra de los cuales la madre podria entablar -
una respuesta inmune de rechazo. La existencia de glicoproteinas como gp-160
que bloguearan estos aloantigenos en etapas criticas del desarrollo fetal, po

dria ser determinante para su sobrevivencia.




EPILOCO.—

Parte I. S o

Un tumor de mieloma murino (LPC—-J.) ' lmplou._po de h.'l.StOCOI‘npalellldad—
(H—éd), se vualve resistente (LP C-1 tardio) ala llSlS por LICS y anticuer
pos mis complanento, mediante la sintesis de una gllcoploi.e.ﬁm de superfi -
cie de 160 000 daltones (gp—160) que enmascara los antigenos H-2. Sin embar
go, si la lectina AGT- (a diferencia de la FHA y la Con.A) estc’i presente en-
un ensayo de cilotoxicidad cue utiliza LICs inespecificos inducidos por Con.
A, o especificos anti-H-—2d; el tumor se torma altamente susceptible. Ia re-
mocidn de esta glicoproteina de las celulas LPC-1 tardias no altera este e~
fecto de la lectina en mediar la destruccidn del tuwor por LICs especificos
anti-H—Zd. Ensayos de aglutinacidn de las células neoplésicas muestran co -
rrelacidn directa entre la capacidad de las diferentes lectinas para .agluti

nar el tumor con la de mediar su lisis por log LTCs mencionados.

Inesperadamente, cuando se utilizan IICs especificos anti~-H~_2b, la -
AGT no tiene efecto, y tanto el tun:r LPC-1 como P815 , gp-160 negativo ( H
—2d) no son lisados. Se postula que esta lectina ademis de producir agluti
naciones celulares entre efectoras y blancos, probablemente altera la pre -
sencia y funcidn enmascaradora de la gp-160 en la sup=rficie de las células
turorales IPC-1 y que las diferencias observadas en su lisis utilizando LTCs
anti-II—~2d Y 'anti-—H—-2b, se deben, mids que a los patrones de aglutinacién en-—
tre efectoras y blancos, al tipo de J_nterac010n que se establece entre e -
cnmascarama.ento o tamblc,n interfiere

llas. Si el papel de gp—:LGO‘es solo~’
con el mecanismo litlco de os nnanec ] todaVJ."" por demostrarse.« o
Parte IT. e SN
Si LPC-1 es. myectado -"muap_rltoneahnen e en- raLones DBA/Z s:.ngenl—

cos con el tumor, a pesar. de que este crece :me1almcntc en grandes cantida
des, es rechazado violentamente 12 a 14 dias después de haber sido inocula-
do. Macrbfagos activados presentes en grandes cantidades en la cavidad peri-
toneal de estos ratones al tiempo en gue el tumor es destruido, y células -
MNs estimuladas cpimicamente, no nuestran actividad antitumoral en contra -
del tumor. En cambio, LTCs obtenidos de estos anlmalos inmmes,. reaccionan-
fuertemente en contra de diferencizs en antigenos menores de histocompatiibi




lidad expresados por el fumor . Este fendmeno podria tener un papel activo -
en el mecanismo de rechazo.

Un estudio mids detallado caracterizando los paré&metros involucrados en la -
destruccidon del twwor TPC-1 en este modelo experimental de rechazo singénico
nos permitird entender con més claridad la dinf@mica de la intcraccidn de es-
tas cé&lulas neoplésicas portadoras de ¢gp—-160, con los mecanismos inmunes an-

titumorales del hu&spad.
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Figura 1. Efecto de diferentes fuentes de SFBE (I, II, III) en la produccidn
y actividad de LICs especificos H—Zd (C57BL/6cBALB/c CML) .
r‘ -~

Ias cé&lulas blanco marcadas con Q"lc:::. son : (@), LPK-1; (0J), X63; (A), -
P815.
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Figura 2. EBEfecto de diferentes lectinas en la lisis de los 'tunores LPC~.1,
P815 y EL-4 por ILICs J.I'IESpeCiflCOB inducidos por Con.A (figura 2A) , y LICs |
especificos anLJ_-h-Z (BALB/C o EL~-4) (figura 2B). ,
Tratanientos: (A), P815 + FHA 10 mg/ml; (A), P815 + AGT 10 mg/ml; (Q), "=
LEC-1 4+ FilA 10 mg/ml; ([3), EL-4 + FHA 10 mg/ml; (B, EL~4 -+ AGT 10 mg/ml;
. A(W)+ EL-4 sin lectina., (@), ILPC-1 + AGT 10 mg/ml.

Los simbolos utilizados son los mismos en ambas figuras.




TIPO DE LTCs. CONCENTRACION DE LECITINAS EN ug/ml..
P—‘TCTINAS Rel., B/DR 50 40 30 20 10 5
AGT- 50 2.67 1.21 0.2 2.2 0.8 ‘ O.‘86‘
STGMA (1) 5 2.04 1.63 4.1 0.7 0.6 ~0.5
0 0 0 0 0 0
AG’I‘—-PI~IJ5]_R_ 50 15.467 1 20.20 27.6 34.9 37.8 11.5 5
MACIA (2) 5 4.86 8.33 20.7 25.8 28.5 15.0 EB’
0 0 0 0 0 0 0
&
IGT (Ly + 50 37.92 37.07 32.0 35.7 34.5 28.9 é
FHA 10 ug| 5 38.68 39.0L 38.6 38.5 38.6 31.7 E
ml| 0 0 0 0 0 0 0
g
AGT (2) -+ 50 l7.43 27.2 34.1 41.2 44.77 32.7 é)
FHA 10 ug 5 2.39 9.2 22.2 25.3 44,2 38.2 B
il &
0 0 0 0 0 -
oe
FHA 10 ug| 50 27.3
mb g 29.3
ﬁnicamen_ 0
te.
Tabla I . Deteminacidn de la concentracién Sptima de la AGT proveniente de

dos diferentes fuentes (Sigina vy Pharmacia), y su conbinacién con la FHA, para
nediar lisis del tumor P815. Ias c&lulas efectoras son LICs inespecificos in-

ducidos por Con.A.
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Figura 3. Efecto de diferentes lectinas en la lisis del tumor resistente LPC-1
y P815 (Control positivo), mediada por IICs inespecificos inducidos por Con.A.
Tratamientos: ([3), ACT 10 mg/ml; (A), FHA 10 ng/ml; (©), Con.A 10 mg/ml ; -

(E) AGT + IFA 10 mg/ml c/u} (£s), AGT -+ Con.A 10 mg/ml c/u. Ios simbolos son—
" los mismos en ambas figuras.
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TFigura 4 . Susceptlbllead del tumor IPC-1 tardio ha ser lisado por LICs es-
pecificos antJ_-H—- (BALB/b & LPC-1), en presencia de las lectinas AGT vy -
Con.A Los diferente_s simbolos representan: (E3), P815; (), LPC-1 tardio ibrg_
tratado con tripsina; (Z});‘,'fL_PC-r 1 4 AGT a 10 mg/ml en el ensayo de citotoxi-
cidad; (). LPC-—lita_j:_dio,f;k;ﬂ-' Con.A a 5 rg/ml; (£) LPC-1 tardio sin lectinas.
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Figura 5 . Susceptibilidad del tumor LPC-1 tardio a la lisis mediada poxr-
d

LTCs especificos anti-1-2Y (BALE/b«IPC-1l) en presencia de diferentes con -
centraciones de AGT (figura 5A): (@), 30 mg/ml; (©), 20 mg/ml; (A), 10 -
mg/ml respectivamente. De Con.A (figura 5B): (@), 30 mug/ml; (Q), 20 mg/ml
(A), 10 ng/ml. Y las combinaciones AGT-Con.A (figura 5C): (@), 20 mg/ml -
c/u; (O), 10 ig/ml c/u; v (A, 5 mg/ml. LPC-1 tardio sin lectinas (1), v
pretraitado con tripsina sin lectinas (§)) . Se ‘reportan de la misma mancra -

en las tres fiquras.



CTUMOR | LECTINA | CONCENTRACTON DE LECTINA ug/ml
200 . 100 - 50 25 s
P 815 '
LPC-1 o
1
3
315-0PEC Con.A 1 0 0 0
FHA 1 0 0 0 0
AGT 3 4 1 0

Tabla IT . Ensayo de aglutinacidén de los tumores P8l5, LPC-1 y 315 OPEC
utilizando las lectinas Con.A, FHA y AGT.
y métodos) . Criterio cuantitativo para evaluar el grado de aglutinacidn:

(Para detalles, ver material-

Todas las c&lulas tumorales aglutinadas 4
Casi todas 3
Aproximadamente la mitad de ellas 2
Menos de la mital 1
‘Ninguna o
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Figura 6. Efecto de la AGT a diferentes concentraciones en- la lisis dé LrC-1
tardio pretratado con tripsina (figura 6B), por LICs especificos emti»‘H--Zd -
( C57BL/6 o BALB/c CML) . Comparacidn con la lisis de IPC-1 tardio sin pretra-
| tar (figura 6a) y P815 (figura 6C). C&lulas efectoras y blancos son mezclados
en presencia de AGI a las siguientes concontraciones: (¢3), 30 mg/ml; (Q) ,20.
mg/ml; (A), 10 mgAnd: (F}), sin lectina. Ia curva de lisis LPC-1 tardio pre-
tratado‘con‘tripsina y probadas en el ensayo do éitotoxicidad en ausencia de-

lectinas () es el patrdn de referencia para efectuar las comparaciones.
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Células LPC-1 (Fig. 7 A) y P 815 (Fig. 7 B) incubadas con Con.A fluorescei,
nada y observadas en el microscopio de epiflourescencia.
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Figura 8 . Ensayo de citotoxicidad mediada por ILTCs anti—-H—-Zb (PALB/C~
&C57BL/6 CML) . Bfecto de la NGT y la FHA en la lisis de LPC-1 tardio , -
EL-4, y P815 . (Ver grificas). Tratamientos: (Q), AGT 15 mg/ml: (4\), THA

10 mg/ml; ([, sin lectina. Ios simbolos son los mismos para las tres fi

guras.
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Figura 9 . Efecto ae preincubar LPC-1 tardio y P 815 con AGT (20 mg/ml cu
rante 1:5 hrs. a 37° C.) en un ensayo de lisis mediada por LTICs especificos
anti_—H~-2d (C57BL/6 o BALB/c (ML). Tratamientos de la cé&lula blanco : (% )nin
guno; (Q),ACT 10 mg/ml en el ensavo de citotoxicidad; (A), AGT 10 mg/ml +.
¢ metil-mandsido al 1% en el ensayo de citotoxicidad; (), preincubacidn -
con AGT, posteriormente se remueve la lectina y se arade o metil-mandsido -
al 1% en el ensayo de citotoxicidad.
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- Figura 10. Células adherentes obtenidas de la cavidad peritoneal de ratones
DBA/2 inoculadas con células tumorales LPC-1 al momento en cue el tumor es-—
rechazado.
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Figura 11 . Susceptibilidad de c&lulas ILPC-1 tardias (A). tempranas (A,

y YAC-1 () (Control positivo)’, a la lisis mediada por células ANs prove
nientes de bazos de ratones CBA/M inyectados intraperitonealmente 24 horas
antes con dcido Poli I:C. Los simbolos ([1) representan la lisis de YAC-1
por las ANs presentes en la cavidad peritoneal de estos ratones.
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Figura 12 . Ispecificidsd de los LICs obtenidos 12 dias después de inocular in-

7 células IPC-1 en ratones DBA/2. Reactividad en contra

traperitonealmente 1 x 10
de antigenos menores de histocompatibilidad . C&lulas blanco: (©), LPC-1l tarxrdi-
as pretratadas con tripsina; (0O), ILPC-1 tarxdias; ([J), blastos de xatones -

BALB/c estimilados por Con.A.
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Figura 13 . Especificidad de los LTCs obtenidos 12 dias desples de inocular
intraperitonealnente 1 x 107 células LPC-1 en ratones DBA/2. Reactividad en
con-Era de antigenos menores de 11istocompatibilidad. En este caso las célu
las blanco son : (), IPC-1 tardias; (A), LPC-1 tardias pretratadas con -
tripsina; (), X63 ( mieloma inducido en ratones BALB/c gp-160 negativo).
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Figura 14 . Comparacidn de las actividades liticas de los LTCs. de larga -
duracidn crecidos en presencia de Interleukina 2 durante 20 dias ( simbo
los llencs), con los LTCs producidos en un CML de 5 dias (estimulacidn —
primaria), (simbolos vacios), células blanco : (), (O) P 815; (), (£2)
LPC -1 tardfo; (&), (A) LPC -1 tardio pretratado con tripsina.
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Figma 15 . Actividad litica de los LICs especificos anti*H—2d ( C57BL/6 -
ok BALB/c) de larga duracidn crecidos en presencia de Interleukina 2 proba
da a los 63 (@) y 104 (/A) dias de cultivo. ILas células blanco son P 815-
Yy LPK~1 respectivamente.
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