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INTRODUCCION

El concepto de que un organismo posee cierta inmunidad que
le provec una defensa en contra de la aparicidn de células malignas fu€
propuesto inicialmente en 1909 por Paul Ehrich (1) con su teoria de la
vigilancia inmunoldgica. Esta teoria propone esencialmente que durante
el curso de la vida de un individuo aparecen en numerosas ocasiones cé-
lulas tumorxales, las cuales por lo general son detectadas y destruidas
por el sistema inmunoldgico. $i la teoria de la vigilancia inmunoldgi-
ca resulta ser verdadera, surge la interrogante del porqué en un gran -
nimero de casos, los tumores si llegan a desarrollarse, crecer y disemi

narse hasta matar a sus huéspedes.

Los tumores malignos por lo general se caracterizan ademis
de su crecimiento incontrolable acelerado y no regulado, y de su capaci
dad de diseminacidn (metdstasis), por poseer en su superficie celular -
estructuras "alteradas” gue el organismo reconoce como extraias coneei-
aas como antigenos tumorales. La naturaleza bioguimica de los antige--
nos tumorales.es bastante diversa. Los tumores experimentales induci--
dos por virus tienden por lo general a expresar antigenos similares, --
los cuales son producto del genoma viral. Por otro lado, los tumores - -
inducidos por substanéias quimicas expresan antigenos tumoralés muy di-
versos; algunos de ellos probablemente de orfgen fetal y otros produé—-
tos de mutaciones inducidas pdr'las substancias quimicas tumorogénicas

(2,3,4).



En condiciones experimentales se ha podido demostrar que al-
gunos productos de la respuesta inmune tales como son los anticuerpos y
algunas células como los linfocitos T citotdxicos, las células asesinas
naturales y los-macrdfagos, son capaces de rechazar y destruir tumores
traﬁsplantables (5,6,7,8). Dentro de las reacciones inmunes mediadas -~
por células con actividad antitumoral, la mis importante parece ser la =
producida por los linfocitos T citotxicos. Estas células, gque se dife
rencian en el timo, sonitambién las encargadas de combatir algunas infeg
ciones virales y de rechazar transplantes alogénicos de tejides. Aﬁnque
el mecanismo de lisis de los linfocitos T citotdxicos es todavia descono
cido, se sabe que para gue éstas células reconozcan y eliminen a sus cé-
lulas blanco, es necesario que éstas filtimas expresen en su superficie -
algunos de los productos del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)
ademds de la estructura antigénica (antigeno viral, tumoral) gue estuvieron
presentes en la célula que inicid la generacidn de las células citotdxi-

cas (9,10,11,12).

El gran interég que ha despertado el complejo genético de --
histocompatibilidad dentro del campo de la inmunologia durante los‘ﬁlti;
mos afios es en parte debido al creciente nimero de funciones ligadas a la
respuesta inmune que le han sido atribuidas a &ste (13-15). Este comple
‘jo genético llamado H;Z.en el ratdn y HLA en el huméno, es un conglomefg
do de genes que determinan fenémenos inmunes tales como la regulacidn de
respuestas de anticuerpos, la expresién de moléculas de la superficiefcg'
lular invelucradas en las interacciones celulares éomﬁlejas, la exﬁre-——

sibn de moléculas inmunoreguladoras y otras (16).



Comprendidas dentro de las moléculas de 1a superficie celu--
lar codificadas por el CMH H-2 se encuentran los antigenos mayores de -~
histocompatibilidad H-2D y H-2K, presentes en la mayoria de las células
. del ratdn (16). Estas moléculas cuya estructura bioguimica ha sido es--
tudiada con gran profundidad, se encuentran codificadas por genes extre-
madamente polimdrficos; es decir, que existe un gran nimero de distintas
formas alélicas dentro de uﬁa misma especie. Los aloantigenos H:2D'y -
H-2K son glicoproteinas de 45 000 daltones que por lo general se encuen-

tran asociadas en forma no-covalente a una proteina llamada beta~2micro-

globulina (17,18).

Por otro lado son estos los aloantigenos H-2K y H-2D los que
necesitan ser reconocidos por los linfocitos T citotSxicos para que es—-

tos lleven a cabo su funcidn citolitica.

La lisis mediada por anticuerpos y complemento constituye --
otro de los mecanismos efectores del sistema inmune por medic del cual -
un oxganismo suele defenderse en contra de una agresidn externa (infec--~
ciones) o interna (aparicidn devcélulas aberrantes o tumorales). E1 deg;
cubrimiento del complementc surgid de las observaciones de Buchner, Von
Fodor y Nuttal (19) de que el suero de cobayo tenia actividad bacterici-

" da, quteriormente Bordet (19) demostrd que la actividad bactericida =-
del suero requeria de la cooperacidn de una substancia termoestable lla-
mada anticﬁerpo y de otra termoldbil nombrada complemento. Desde enton-
ces, se ha demostrado que el complemento es capaz de interaccionar y li-
bsar prdtozéarios (20}, virus (21), eritrocitos (22,23) y cé&lulas nuclea-

das (24) . Ademis, la actividad del éomplemen;o ha sido_deteétada en mu~



chos sueros de distintas especies mamiferas asi como en suero de algunas

especies de invertebrados (25}).

La activacidn por la via clisica del complemento se inicia -
por los complejos antigeno-anticuerpo que se forman en la membrana de la
célula blanco. Las once proteinas presentes en el suero que constituyen
al complemento han sido agrupadas en tres unidades: la unidad de reco-
nocimiento formada por Clg, Clr y Cls, La unidad de activacién.forﬁada
por C2, C3 y C4 y la unidad de ataque de membrana formada por C5, C6, C7

c8 y Cc9 (26).

Cl, es un complejo Ca#+ deﬁendiente formado por tres protel-
nas: Clqﬁ Clr y Cls que se combina reversiblemente con los complejos --
antigena anticuerpo por medio de la fijacidn de la subunidad Clg a la -
fraccidn Fc de los anticuerpos. Esta fijacidn de Clq inicia una serie -
de reacciones proteoliticas que culminan con la formacién de dos enzimas
la C3 convertasa (6353 y la C5 convertasa (63533. Esta Gltima, a la vez,
determina que los demds componentes del complemento formen el complejo -
1itico C5b-C9, el cual se incerta en la membrana plasmitica de la célula
blanco provocando la pé&rdida de su integridad fisica y funcional, causan
do la muerte celular (27,28). La cascada de eventos del complemento se

‘ 1levan al parecer en tres sitios distintos en la membrana celular talk-é

como se explica en la Figura 1 (26).
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El ataque celular mediado por anticuerpos y complemento es -
una complicada seric de reacciones e interacciones entre la superficie -
celular, las moléculas de anticuerpo y los componentes del complemento:-
El mecanismo bé;ico del ataque requiere de: (1) la fijacidn del anti--
cuerpo a los antigenos de la superficie celular, (2) la activacidén y --
fijacibén de el complemento a la superficie celular y (3) la permanencia
sobre la superficie celular de los componentes del complemento, por un -

periodo de tiempo suficientemente largo para causar un desarreglo fisice

e integral de la membrana.

Es claro que la fijacidn y activacidn del complemento en la.
superficie éelular no necesariamehte resulta en la muerte de la célula -
tumoral. Por lo tanto, tal parece que las propiedades metabdlicas de -
la célula blanco pueden influencia en el résultado final de este ataque.

Muchos estudios hoy en dia estan dirigidos para determinar los eventos -

qelulares gue gobiernan las propiedades de la superficie celular que lo-

gran modificar la susceptibilidad de la célula a la lisis por complemen=

to.

El fracaso de la vigilancia inmunol8gica en la destruccién -

de las células tumorales podria ser explicado por una o varias de las -=-

siguientes posibilidades:



Los estados de inmunosupresidn en que el hu@sped puede llegar a

encontrarse, facilita@ndose asi el desarrello del tumor (29).

Dichos estados de inmunosupresidén pueden ser inducidos por el

mismo tumor (30). Aunque el indice de tumores esponténeos en

individuos inmunosuprimidos no parece ser significativamente
mayor al de los individuos con funciones inmunoldgicas normales, -
si existe claramente una gran diferencia en cuanto al desarrollo

de tumores inducidos por agentes virales o quimicos (31).

Los antigenos tumorales pueden no ser lo suficientemente "fuer-
tes" para inducir una respuesta inmune r3pida y eficaz que pro-

teja al hudsped y destrufa el tumor a tiempo (32,33),

El tumor puede crecer con tal rapidez que no da tiempo al orga-
nismo para elaborar una respuesta inmune adecuada protectora y

eficaz.

En sus inicios, las células tumorales pueden no expresar anti-=

'génos tumorales en su superficie y no es hasta que el tumor se

desarrolla que &ste expresa nuevas entidades antigénicas (34).

La modulacidn antig@nica, la cual vincula diferentes grados. de
pérdida de antigenos de la superficie celular por medio de in--
ternalizacidn o desprendimiento, dependiendo del tipo de célu--

la y del sistema-antigé@nico (35).



6. Los antigenos de las células tumorales no son accesibles a los
linfocitos T citotéxicos por encontrarse bloqueados por anti--
cuerpos no citotdxicos llamados facilitadores (36) o por pro-—-

teinas sintetizadas por el mismo tumor (37-48),

7. Las c8lulas tumorales son capaces de expresar un tipo aldlico
distinto a sus antigenos H-2 o HIA (49) o dejar de expresar --

estos antigenos (50) o expresarlos cn cantidades minimas (51).

8. Las células tumorales expresan cantidades normales de antigenos
en su superficie pero se wvuelven resistentes a la lisis por me-
dio de la produccidn de material con actividad anti-complementa

ria (52,53).

9. Las células tumorales se pueden mostrar resistentes a la lisis
del complemento dado a una rdpida reparacidn de los sitios de -

la membrana celular dafiados (54-56).




ANTECEDENTES

Se ha reportado anteriormente que alguncs miclomas de ratdn
evaden la lisis por linfocitos T citotdxicos debido a un enmascaramiento
de sus antigenos H-2 que se efectua por medio de una glicoproteina que la
misma c€lula. tumoral produce y acumula en su superficie (37,39,40). Esta
glicoproteina esta constituida por una sola cadena polipeptidica, tica
en dcido siflico y tiene un peso molecular aproximado de 160 000 daltones.
ta expresidn de esta molécula llamada gpl60 en la superficie celular y -
la resistencia a la lisis observada siguen un comportamiento ciclico en -
‘los mielomas que la expresan (LPC-1, MOPC-315 OPEC). Cuando estas célu--
las se transplantan a huéspedes singénicos BALB/c (H-Zd) y son obtenidas
3-4 diaé después de su inoculacidén (c€lulas tempranas), son susceptibles
a la lisis por linfocitos T citotdxicos y expresan cantidades minimas de
esta glicoproteina. Por otro lado, las células obtenidas de 12-14 dias
después del transplante (cBlulas tardias) son resistentes a dicha lisis
Q expresan en su superficie grandes cantidades dé gpl60 (39). La corre-
lacién entre la expresién de gpl60 y la resistencia a linfocitos T cito-

o
téxicos va mis alld: si las células tumorales LPC-1 tardfas son trata--
das con tripsina, colocadas en medio de cultivo o transplantadas a un --
huésped nuevo, la cantidad de gplGQ disminuye significativémente y las -

células se muestran de nuevo susceptibles a la lisis por Linfocitos T -~

citotdxicos (37,39,40).

Recientemente se ha observado que aunque las c&lulas LPC-1 -

tardias son resistentes a la lisis celular (linfocitosT) éstas pueden -~



ser rechazadas al ser introducidas a otras cepas alogénica de ratén (57).
Esta observacidn sugiere que otros mecanismos inmunes estan involucrados
en el rechazo inmunoldgico de este tumor. Al mismo tiempo se ha observa
do que la resistencia, de estas células a la lisis por linfocitos T cito
téxicos va acompafiada paralelamente con una disminucidén de 6-10 veces la

capacidad de &stas c@&lulas de reaccionar con anticuerpos anti-H-2 en com
paracidn con las células‘LPC—l tempranas o células LPC-1 tardias tratadas
con proteasas. Por medio de estudios de adsorbeidn cuantitativa de anti
cuerpos anti-H-2 9, se ha observado que gpl60 interacciona preferentemente
con los aloantigenos H-2K y H-2D {40), enmascarindolos y no permitiendo

que las células tardias reaccionen con los anticuerpos. Otros antigenos
de la superficie celular no relacionados con el CMH, no se encuentran --
enmascarados ya gue las células tempranas y las tardias reaccionan. de un
modo similar con anticuerpos dirigidos en contra de Ags no relacionados

con, el H-2.

“En vista de que estos resultados correlacionan la expresidn
de gpl60 con la resistencia a la lisis inmune, en este estudio:se discu-
te el papel de esta glicoproteina en la inhibicidn de la accibn del com-

plemento y se proponen algunas posibles explicaciones de este fendmeno.



MATERTAL Y METODOS

Animales
.

Los ratones BALB/c (H—Zd) fueron cbtenidos a través del ;ﬁs-
tituto Mexicano del Seguro Social. Los ratones DBA/2 (H-Zd) y N2B -
(H-Zd) fueron originalmente obtenidos de los ILaboratorios Jackson, Bar
Harbor, Maine , vy los ratones BALB.B del Instituto Tecnolégico de Massa-
cﬁussetts y reproducidos en el bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM. Animales del mismo sexo y edad (6~10 semanas) fueron

utilizados en cada experimento.

Tumoxes

Los tumores de células plasmiticas (mielomas): LPC-1 -
MOPC-315 OPEC, MOPC-167 (gpl60 -}, MOPC~167 (gpl60 +) MOPC-460 y PC.3 y
el mastocitoma P?lS fueron obtenidos del laboratorio del Dr. H. Eisen
(Instituto,TecnoLBgico de Massachussetts) y se mantuvieron en forﬁa de
ascitis en sus hudspedes transfiriehdo 1x107 células intraperitoﬁealmente

por cada animal semanalmente.

Las células LPC-1 tempranas y tardias fueron obtenidas des-
pués*ﬁe 3-4 dias y 12-14 dias después de su transplante respectivamente;k
Todos los mielomas crecidos in vivo fueron obtenidos por medio de lava--
dos de ia cavidad peritoneal del animal con 5-10 ml de solucidn amorti=-
guadora de fosfatos/salina (PBS, 0.15 M NaCl, 0.0l M fosfatos pH 7.4)l -

Cuando se presentaron eritrocitos junto con estas células, se eliminaron



por medio de varias centrifugaciones a 50xg durante 7 minutos.

Las c8lulas LPC-1C, sublinea de LPC-1, fueron adaptadas al
crecimiento in vitrd, y las c&lulas SP-2 y P8B15 fueron cultivadas en me-
dio RPMI 1640 con 10% suero fetal bovino y antibiéticos (Gibco) a 37°C

en una atmdsfera himeda al 7% CO, y 93% aire.

2

Antisueros

Los siguientes antisueros dirigidos en contra de antigenos

no relacicnados con H-2 fueron utilizados en este estudio:

d , . . - : .
DBA/2(H-2") anti-LPC-1, Este antisuero (anti-PC.l) fué producido al in-

munizar repetidamente bor via intraperitoneal a ratones DBA/2.con 107 —-—
células.LPC-l. El tumor crece inicialmente, pero es rechazado para el -
dia 21, Los animales fueron reforzados con 107 células 1PC-1 en el dia

28 y después.cada 15 dias. Los ratones fueron sangrades 7 dias después
de cada refuerzo, Se ha reportado (40) que este antisuero inmunopreci--

éita un solo componente de la superficie celular de las células LPC-1, =
el cual corresponde al aloantigeno PC.l descrito por Takagaéhi et al,

(58) y Tung et al., (59).

. Antisuero C57BL/10.D2 (H—2d) anti-LPC-1. Este antisuero (énti~p30—4o)

fued obtenido del inmunizar animales C57BL/10;D2 con 107 células Lec-1 y
fué adsorbido ocho veces-con vollmenes iguales de células MOPC-167 -
“{gple0’ =) para eliminar los anticuerpos dirigidos en contra de PC.1. -
Este antisucro reacciona inicamente con proteinas superficiales de 36 y

40 Kdaltones presentes en la superficie de las células LPC-1 (40).



Antisuero de cabra anti-virus Moloney. Este antisuero (anti—gp70-100)f-

fué obtenido a través del Dr. David Baltimore (Instituto Tecnoldgico de
Massachugsetts), Sc ha demostrado anteriormente (40) que este antisuero
reacciona con dos glicoproteinas de 70 y 100 Kdaltones en la superficie

de algunosAmielomas de BALB/c.

Antisuero de conejo anti-timocitos de ratén. Este antisuero (anti-B220),

.

fué adquirido comercialmente de los Laboratoriocs Cappel (Corchanville,

Pennsylvania) y se ha reportado que reacciona con una molécula de -
200,000 daltones presente en la superficie celular de timocitos (T-200),

-y con un antigeno de 220,000 daltones 'de las células B (60).

Antisuero anti—H—Zd. Este antisuero esta dirigido en contra de los pro

ductos del CMH H-2 y fué obtenido de la inmunizacidén de animales BALB.K

(H-2k) con 107 células de bazo de animales BALB/c (H—2d).

Antisuero BALB.B anti LPC-1. Este antisuero (anti-gpl60) fué obtenido

. . b T s A
del inmunizar ratones BALB.B (H-2") con 10" c&lulas LPC-1 siguiendo el
mismo esquema de inmunizacidn utilizado éara anti-PC.1l, contiene anti--

cuerpos anti-H-24 y anti-gp°160:

antisuero de conejo anti-IgG de ratdn. Este antisuero se produjo por --

miiltiples inmunizaciones a conejos con inmunoglobulinas de ratones BALﬁ/c
purificadas por cromatografia de afinidad con Sefarosa-Proteina A." Los
anticuerpos se purificaron por cromatografia de afinidad ccn-Seiérosa—

IgG de ratén.



Complemento

Suerc normal de conejo (Low Tox, Cedarline Lab, Canada), de
cobayo (Gibco) y de sujetos humanos normales fueron utilizados como fuen

te de complementec para los ensayos de citotoxicidad.

Iodinacidn (1251) de Inmunoglobulinas .

Los anticuerpos de conejo anti-IgG de ratdn fueron iodinados
por el método de Greenwood y col, Brevemente, se mezclaron 0.2 ml de -~
anti-IgG (2 mg/ml) con 0.2 ml de PBS y 2 mCi de 1251 Na (New England Nu-
clear) neutralizado en 10-20 ul de PBS.pH 7.4 y 0.1 ml de cloramina T -
(2 mg/ml). Esta mezcla se incuba a 4°C durante 20 minutos y se agregan
0.4 ml de metabisulfito de sodio (2.5 mg/ml) en PBS y 0.1 ml de yoduro -
de potasio 0.1 M. El iodo libre se separd por medio de cromatografia en
"Sephadex G-25 (equilibrada con PBS, 1 % albimina sérica bovina). Se co-
lectaron fracciones de aproximadamente 0.5 ml y se determiné la radioacti

vidad de cada una y se colectaron las fracciones -que corresponden a los

anticuerpos marcados {Figura 2).

conjugacidén de Inmunoglobulinas y lectinas con isotiocianato de fluores-

-
ceina

Para conjugar los anticuerpos y lectinas con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) se siguid el método descrito por Cebra y Goldstein ~-
'(61) con algunas modificaciones. La concentracidn de proteina con la que
_obtuvimos mejores resultados fué de 4-5 mg/ml. Con esta concentracién de

proteina, se utilizaron 12.5ug de FITC (Sigma) por ml de solucidn de pro
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Figura 2. Perfil de elucibn de las inmunoglobulinas de conejo-anti=
inmunoglogulinas de ratén en una columna de Sefadex G-25.

Se muestra una separacidn adecuada de los anticuerpos y el
1251 1libre,




tefna. La reaccidn se llevd a cabo en una solucién de 0.1 M de Na,CO,
pH 9.0 a 4°C durante 18 horas cén agitacién lenta. Al finalizar este
périodo, la solucién se centrifugd para eliminar cualquier precipitado
formado. Para la separacidn del conjugado de la fluoresceina libre, se

llevd a cabo una cromatografia en una columna de Sefadex G-50 equilibra

da con PBS.

Radioiodinacidén (1251) de los componentes superficiales de células tumo-

rales

Para la caracterizacifn de las moléculas de la superficie -
celular de los mielemas, se siguid la t&cnica de iodinacidn descrita por
Marchalonis (62). En esta reaccidn los iones iodo son oxidados en pre--
sencia de lactoperoxidasa y perdxido de hidrBgeno para dar lugar a un --
complejo enzimAtico con la capacidad de convertir las tirosinas de las -~
proteinas superficiales a derivados monoiodinados. Ta histidina también

puede iodinarse aunque en menor grado (63).,-

Brevemente, 107 cdlulas tumorales (95-100% de viabilidad) ==
previamente lavadas con PBS, son colocadas en presencia de 1o/u1 de lac-
toperoxidasé {4 mg/ml) y lOQ/QCi de Nal (1251, New Englaﬁd Nuclear) neu—:
tralizado en 300/a1 de PBS. Después de agreqar 10 ui de una solucidn --
fresca de Hzo2 al 0.63% preparada en PBS, la mezclg se ‘incuba 10 minutdsI‘f

a 30°C. Bl finalizar este periodo, las células se lavan 5 veces con 10 .

ml de PBS KI 5 mM.



Para solubilizar los componentes superficiales radioiodina--
dos, las células marcadas (107) se resuspenden en 100 &i de NP-40 -
(Nonidet P-40, Particle Labs) al 0.5% en PBS y se incuban a 4°C durante
30 minutos. Los restos celulares no solubles se eliminan por medio de -
una centrifugacidén a 800 xg durante 10 minutos. Estos extractos celula-

res se almacenaron a -70°C hasta ser utilizados.

Inmunoprecipitacién de los antigenos de la superficie celular

Las células tumorales fueron icdinadas y solubilizadas en --
NP-40 como se describid anteriormente. A 100 ul del extracto celular se
le afladieron 20 ul de antisuero especifico y se incubd la mezcla durante
15 minutos a 4°C. Posteriormente, se agregaron 100 ul de una suspensidn

al 10% de Staphylococcus aureus Cowan‘fijado en formaldehido e inactiva-

do por calor (en PBS NP-40 a 0.5%). Transcurrido este periodo, los inmu
noprecipitados se centrifugaron a 1300 xg durante 15 minutos y fueron la
vados tres veces con NP-40 al 0,5% en PBS por medio de centrifugaciones.
Los compuestos radioiodinados unidos a la bacteria, fueron eluidos con -
50 ul de O.l'M Tris, 5% SDS, 4% beta—mercaptoefanol, PH 6.4 en un bafio -
" de agua en ebullicidn durante dos minutos. Las muestras se centrifuga--
ron a 800 xg durante 10 minutos vy los sobrenadantes se analizaron pér ﬁg
dio de electroforesis en geles de poliacrilamida en SDS. Las prqteinas

inmunobrecipitadas se identificaron mediante una autoradiografia de los

geles secos en placa de rayos X o por medio de la cuantificacidn de la -

radioactividad de rebanadas de 2 mm de grosor en un contador gamma.



Electroforesis

Las proteinas de la superficie celular se anélizaron median=-
te electroforesis de geles de poliacrilamida SDS segin’ el método de -—-
Laemmli (64). Este método consiste en un gel discontinuo de concentra--
ciones de acrilamida y de pH. La acrilamida de la parte superior es de
5% con un pH de 6.8, mientras que el gel inferior és al 7.5% de acrila--
mida con un pH de 8.8, Esta discontinuidad ayuda a concentrar la mues—-
tra en la parte superior y asi obtener una mayor resolucidn de la separa
¢idn en el gel inferior. Como solucidn de corrida se utilizé Tris-Glici
ha (pH B.8). Inicialﬁente, las muestras son mezcladas vol/vol con 0,08 M
fris, 5% SDS, 5% betamercaptoetanol, 0.002% azul de bromofenol) y calen-
tadas en un bafio de agua en ebullicidn durénte 3 minutos. Despuds de --
aplicar las muestras, se aplica una corriente de 10 mA por gel en placa
© 3 mA por gel en tubo hasta que el colorante (azul de bromofenol) reba-
sa al gel concehtrador y se continfia a 20 mA por gel de placa & 5 mA en
tubo, hasta que el colorante llegue al limite inferior, Posteriormente,
los geles se fijaron en una solucidn de &cido tricloracético (TcpA) al --

-12.5% y se procesaron de alguna de las siguientes formas:

1) Tincibén de Schiff. Esta tincibn es especifica para glicoprbtei‘
nas con dcido siflico. bDespués de fijar los geles en TCA al --
12.5% durante 30 minutos, los geles se sumergen en una éolucién
de acido periédico al 0.7% durante dos horas seguido por un tra
tamiento con metabisulfito de sodio al 0.2% durante 3 horas con
cambios cada 30 minutos. Posteriormente, los geles se tifien con

reactivo de Schiff y el color de las bandas donde se encuentran



las glicoproteinas se desarrolla en un periddo de 3-4 horas -~

(65) .

2) Los geles en placa de muestras radioiodinadas se procesaron pa-

ra autdradiografia en placa de rayos X.

-3) Los geles de poliacrilamida en tubo de muestras radioactivas --
fueron congeladas sobre hielo seco, rebanados en secciones de -
2 mm de grosor y se detemmind la radiocactividad de cada seccién

en un contador gamma para su cuantificacidn.

Ensayos de citotoxicidad con anticuerpos y complemento

Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo en una etapa
de la siguiente form;: 5x104 células blanco marcadas con ler (67) se -
diluyeron en presencia de complemento (1:10) en RPMI 1640 y se colocaron
en tubos de pléstico (12x75 mm, Falcon) con diferentes concentraciones -
del antisuero en un volumen final de 0.1ml. Después de 1 hora de incuba
qién a 37°C, se abadieron 0.9 ml de PBS frio a cada tubo para parar la =
reaccion litica. Despuds de centrifugar los tubos (100 xg, 7 minutos),
se determind la radioactividad en la mitad del sobrenadante y en ei pa—--
quete celulaf mas la otra mitad del sobrenadante en un contadoxr. gamma --—
(Autologic, Abbott). La lisis especifica o liberacién especifica de =~

51Cr se calculd:

. fein o - _ 00
% Lisis especifica (Lex Les/loo Les) x 1



ponde:

Lex = liberacién experimental de las células blanco en presen--
cia de anticuerpo y complemento.
L = liberacidn espontanea de las células blanco en presencia

Gnicamente cde complemento.

Pruebas de adsorbcidn cuantitativa de anticuerpos

Diferentes cantidades de c€lulas tumorales se incubaron con
75 ul de una dilucidn del antisuero, a 4°C durante 30 minutos. Dos mues-
tras de 25 ul cada una del antisuero no adsorbido se obtuvieron después -
de centrifugar a 800 xg durante 10 segundos y se determinéila actividad -
citotdxica remanente en células blanco apropiadas marcadas con 51Cr como

ha sido descrito anteriormente.

Tratamiento de c@lulas tumorales con proteasas

lxlO7 células tumorales fueron lavadas tres veces con PBS y

se resuspendieron en 10 ml de PBS con 0.25 mg/ml de tripsina o subtilisi -
‘na (Sigma). Las células s¢ incubaron 30 minutos a temperatura ambiente
y posteriormente se lavaron. 5 veces con PBS (160 x g 7 minutos). "Estas
* ¢células se marcaronh con 51Cr cuando se utilizaron como células blanco —-

en los ensayos de citotoxicidad.

Microscopia de Fluorescencia

La deteccién de Clq'Y C, y.de los recéptores de la aglutinina de

3

germen de trigo en la superficie de c&lulas LPC-1 se llevd a cabo en una



suspensidn de células vivas (107/m1) en medio RPMI 1640, 1% BSA (68). ==
Para.ello, se colocaron 50-100 ul de la suspensidn de células con 50 ul
del antisuero (anticuerpo de cabra anti-Clq y anti-C3 humano, Boehringer,
Mexico) o de la lectina conjugados a fluoresceina a 4°C durante 20 minu-
tos, Posteriormente, las c&lulas se lavaron 3 veces por medio de centri
fugacidn (100 xg, 10 minutos) con el mismo medio y se resuspenden en ~-
500 yl para de ahi tomar alicuotas y llevar a cabo observaciones en el -

microscopio de epifluorescencia.




RESULTADOS Y DISCUSION

1. Expresidn de gpl60 en otros mielomas de ratén

Tres diferentes mielomas: MOPC-460, MOPC-167 y PC.3 fueron
ensayados para determinar su susceptibilidad a la lisis por anticuerpos
anti—H—Zd en presencia de complemento de conejo, por medio de ensayos -
de citotoxicidad. Como se muestra en la figura 3 éstas células se mos-
traron significativamente mis resistentes a la lisis por anticuerpo =--
anti--H—2d y complemento al ser comparadas con las mismas células trata-

das previamente con tripsina.

Para determinar si la resistencia a la lisis por complemen-.

toy anti-H—2d observada en estas células podia deberse a un enmascara-
.miento.dé los al&aﬁtigenos H—é éof ia.éiicoéfoteiﬁa ééléo; coﬁé'éuEééé
con el tumor LPC-1 (40), se analizaron los componentes radioiodinados -
de la superficie celular por medio de electroforesis en poliacrilaﬁida
y SDS. Es evidente que las cB8lulas de mieloma MOPC-460, MOPC-167 —
(g§160 +) 'y PC.3 expresan una molécula de peso molecular aproximado de
de 160,000 daltones que migra idénticamente a la gpl60 presente en las
células LPC-1 (Figura 4 A}. Bsta glicoproteiné es eliminada, casi en -

su totalidad, de la superficie celular por medio de un tratamiento de -

las células con tripsina (Figura 4 B).

2. Inmunoprecipitaciones de gpl60 de los diferentes mielomas con anti-

gpl60- (BALB.B anti LPC~1)

Para determinar si la glicoproteina de 160,000 daltones pre

sente en los tumores MOPC-160 y PC.3 era antig@nicamente idéntica a la



gpl60 anteriormente descrita en el tumor LPC-1, se llevaron a cabo inmu
noprecipitaciones con un antisuero BALB.B anti LPC-1 (anti-gpl60) de los

componentes radioiodinados de la superficie celular de &stos mielomas,

En la Figura 5 se puede apreciar que este antisuero inmuno--
precipita de igual forma a gpl60 (junto con los antigenos H-2D y H-2K) -

de LPC~1 que de MOPC-460.

En la Figura 6 se hace una comparacién de la habilidad de --
distintos anticueros para precipitar a gpl60 de la superficie de células
LPC-1 y PC.3. Se puede observar quec en todos los casos, los anticuerpos
inmunoprecipitaﬂ a gpl60 (junto con otros antigenos: p30 y pd0) de todas

las lineas celulares.’

Estos datos indican que la gpl60 de los distintos mielomas ~

es antigénicamente idéntica.

3. Accesibilidad de los antigenos no relacionados con H-2 a sus anticuer-

pos ‘en células LPC-1

Para determinar si los antigenos de la superficie celular @g
Léc—l no relacionados con H-2 (PC.1l, gp-70, B220 y p30-40) se encuentran.
igualmente accesibles a sus respectivos anticuerpos en las células L?C;l
tardias y LPC-1 tempranas, se llevaron a cabo las adsorbciones cuantiﬁati
vas de anticuerpos mostradas en la Figura 7. Estos resultados indican -

. que las ceélulas intactas LPC-1 tardias y LPC-1 tempranas no difieren sig-

nificativamente en su capacidad de adsorber la actividad citotdxica de --

los diferentes antisueros probados. Asimismo, asi se muestra la expre--
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Figura 3. Efecto del tratamiento con tripsina en la lisis mediada por

anticuerpos anti-H-2d y complemento. - La susceptibilidad a

la lisis fud determinada en las siguientes células:
MOPC=-460 (A}, PC.3(B) y MOPC-167 (gp160+) (C) ..
Células normales (e)

Células tratadas con tripsina (O).

€40



Figura 4. Autorradiografia de geles de electroforesis en po--
liacrilamida SDS de extractos de células radioiedi-
nadas. Las células tumorales fueron iodinadas y so
lubilizadas en NP-4 y sometidas a electroforesis en
geles de placa.

A) 1. Ceélulas LPC-1 tardias
2, (Células MOPC-167 (gpl60)
3. C&lulas PC.3
4. C&lulas MOPC-460

B) 1. C&lulas LPC-1 tardias
2. Células LPC~1 tardias tripsinizadas
3. Células PC.3 )
4. CB8lulas PC.3 tripsinizadas
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. Figura 5. Auroradiografia del gel de electroforesis de
poliacrilamida SDS de los inmunoprecipitados de
los componentes radioiodinados de la superficie
de las células tumorales con el antisuero BALB.B -
anti~-LPC~1 (anti-gp160)

A. Células LpC-1

B, Células MOPC-460



Pigm

5.
6.

8.
9.
10.

PL.3 con suero normal

LPC-1

. LPC-1

LPC-1
LPC~1
LPC-1

con
con
con
con
con

BALB.B anti-LPC-1
BALB.B anti-~LPC-1

NZB anti-LPC-1
(NZB:—:NZW)E‘1 anti LPC-1
suero normal

1s



e e

AT P

-




% LISIS ESPECIFICA

60}- + B
40 qr. o"o .
Lo o
:f\
% A
.
SQ'
o o+ O Omufnn
- : —t - ' —
60} 4 o i ¥ ¥
C \‘ D
No
N,
40 T .§°\ -4
20F < 4- & -
s :i.\
g,
~g e ‘0, *
ot T \::\o
1 " 4 N N N y -0 -
10° lo® 10? I0® 10° i0® 107 108
NUMERO DE CELULAS
Figura 7. Comparacién de la adsorbcifn de distintos antisueros dirigidos

en contra de antigenos no relacionados con H-2, por células: -~

LPC-1 tempranas y tardias. -
Diferentes cantidades de c8lulas LPC-1 tempranas(©) y tardias.

(®) fueron probadas para su capacidad de adsorber la actividad
citotdxica complemento-dependiente de los siguientes antisueros:’ .

A. DBA/2 anti-LPC-1 C. Anti-B220
B, B.10.D.2 anti-LPC-1 D. Anti gp70-100

La actividad remanente del antisuero fué ensayada en células
LPC-1C. Lo o




sidn de moléculas no relacionadas con H-2 no se encuentran enmascaradas

por esta glicoproteina ya que son accesibles a sus anticuerpos.

4, Cambios en la susceptibilidad a la lisis por anticuerpos y complemen-—

to en células LPC-1

Se investigd la susceptibilidad a la lisis mediada por anti--
cuexpos y complemento en células LPC-1 bajo tres distintas condiciones --
de crecimiento., Las células LPC-1 tardias y tempranas crecidas en la ca-
vidad peritoneal de ratones BALB/c, y una sublinea de este tumor adaptadé
al crecimiento en cultivo de tejidos (LPC-1C), se incubaron con cuatre --
distintos antisueros dirigidos en contra de antIgenos no relacionados con
H-2 (anti-PC.l, p30-40, B220, y gp-70-100) en presencia de suerc normal -
de conejo como fuente de complemento. La Figura 8 muestra que en los cua
tro expesimentos, las células LPC-1 tardias fuerxon menos susceptibles al
ataque del complemento que las células LPC-l tempranas o las células =--
LPC-1C. Dos de estos antisueros fueron producidos én ratén (A y B), uno

de ellos en conejo (C) y el cuarto en cabra (D).

Estos resultados indican que las células LPC~1 tardias y -
LPC-1 tempranas muestran una diferencia considerable en cuanto a su sué--
ceptibilidad a la lisis por el mismo anticuerpo y complemento. Las cé1u7
las LPC-1 tardias, las cuales expresan mayor cantidaa de gpl60 en su su~--
éerficie, siempre se mostraron menos susceptibles a la lisis por anticuég
pos y complemento que las células LPC-1 tempranas o las c&lulas ch-lc, -
las cuales expresan cantidades menores de gpleo en su superficie celulaf.

La diferencia en susceptibilidad a la lisis por estos anticuerpos y com-
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1/DILUCION DEL ANTISUERO

Reacciones citotdxicas de células LPC-1 con antlcuerpos y
complemento de conejo.

Células LPC~1 tempranas (O), LPC-1 tardias (e) y células
LPC~1C. (A) fueron probadas en su susceptibilidad a la lisis
por complemento de conejo en un ensayo utilizando los siguien-
tes antisueros:

"A. anti-PC.1 C. anti-p30-40

B. anti-B220 C D. anti-gp70-100



plemento no puede adscribirse a diferencias en la expresién de los anti-
genos ya que como se demostrd en la Figura 7 su accesibilidad a los Acs

es la misma.

5. Comparacién de diferentes miclomas en su habilidad para reaccionar -

con anticuerpos (anti-PC.l) y complemento

Diferentes sublineas tumorales, con distintas cantidades de
gpl60 en su superficie, fueron ensayadas para determinar su suseeptibili
dad a la lisis por anticuerpos anti-PC.l y complemento de conejo, y en su
habilidad de fijar estos mismos anticuerpos en un ensayo de adsorbcién -
cuantitativa. Como se observa en la Figura 9 A  la sublinea tumoral mas
susceptible a la lisis por anticuerpos anti-PC.l y complemento fué -
MOPC-lG? (gpl60 -) la cual no expresa gpl60 en su superficie celular. --
Las otras sublineas tumorales, que si expresan gpl60, MOPC 315 OPEC y --
LPC-1, fuercn sigpificativamente menos susceptibles a la lisis por estos
anticuerpos y complemento. De las curvas de adsorbcidn cuantitativa mos
tradas en la Figura 9 B, es aparente que todas &stas sublineas tumorales

fijan aproximadamente la misma cantidad de anticuerpos anti-PC.1.

Estos resultaébs sugieren gue las diferencias en la suscepti.
bilidad a la lisis obserxvada en la Figura 9 A no pueden ser atribuidas a
diferencias en la expresidn cuantitativa del aloantigéno PC.1 entre las
diferentes sublineas tumorales, lAsimismo, es claro que el grado de lisis -
esta correlacionado con la cantidad de gpl60 en la superficie celular; -
" .ya que las c€lulas MOPC 167 (gp-160 -) no expresan cantidades detectables

de gpl60 en su superficie, y fueron las més susceptibles a la lisis por.
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Reacciones de diferentes lineas tumorales con anti-PC.1.
A. Susceptibilidad a la lisis mediada por complemento.

B. Curvas de adsorbcién cuantitativa del antisuero (DBA/2
anti-LPC-1}).

Las células tumorales probadas fueron:

LPC-1 tempranas. { © ) MOPC-167 (gp160=) { &)
LpC-1 tardias (@) MOPC-3150PEC ()




anticuerpos anti-PC.1 y éomplemento, mientras que las c8lulas LPC-1 tar-
dias gue expresan gran cantidad de gpl60, fueron las més resistentes a
8sta lisis ( 9A). Las c8lulas LPC-) tempranas y las c&lulas MOPC-315-
OPEC, que expresan niveles intermedios de esta glicoproteina, fueron li
sadas por anti-PC,1 y complemento mejor que las células LPC-1 tardias -

perc no al mismo grado que las células MOPC-167 (gpl6C-) .

6. Diferencias en la susceptibilidad al ataque mediado por complementos

de cobayo y humano

Cuando se utilizaron sueros normales de cobayo o de humano -
como fuentes de complemento en los ensayos de citotoxicidad con anticuer
pos anti-PC.l y anti-B220, las células LPC-1 tardias mostraron siempre -
menos susceptibilidad-a la lisis que las c@lulas LPC-1 tempranas (Figufa
10). En los datos mostrados en la Figura 10 B es evidente que las célu-
las LPC-1C son significativamente mas susceptibles a la lisis por anti-
B220 y complemento de cobayo que las células LPC-l>tardias. De igual -
forma, en los otros experimentos, donde se incluyeron a c&lulas SP-2, se
;bserva que &stas células, que no expresan gpl60 en su superficie, se -~
lisan mis facilmente con anticuerpos anti~PC.1 y complemento de cobayo o -
humano (Fiquratlo Ay 10 C) y por anti~B220 y suero humano (Figura 10 D)V'

que las células LPC-1 tardias.

Estos resultados indican que el fenémeno de resistencia a ;a 
lisis por complemento en las células de mieloma que exprésan gpl60 en su -
superficie, no se limita a el uso del complemento de conejo. Debe seia-
laxrse, sin embargo, que las diferencias en susceptibilidad a la lisis -

entre c&lulas LPC-1 tardias, tempranas o\célglas gpl60 - varian y pare--




% LISIS ESPECIFICA

;o] 3

4 L 1 1

A

1 3

A
60 120 290 480 30 60 120 240 480 960 1920 .
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Figura 10. Susceptibilidad a la lisis por complemento de cobayo,

conejo y humano de las c@lulas de mieloma.

Las células blanco fueron ensayadas en su susceptibili-
dad a 1a lisis por anti-PC.1 (AyC) y anti-B220 (ByD) ~-- -
utilizande suero de cobayo (AyB) o suero humano (CyD)
como fuente de complemento. Las siguientes células fue-
ron utilizadas como blanco:

LPC-1 tardias { @ ) sp-2 (@)
LPC~1 tempranas ( O ) LPC-iC ( A).




cen ser mas significativas al utilizar anticuerpos de ratdn y complemento

de conejo.

7. 1Incapacidad de un sequndo anticuerpo (anti-IgG de ratén) de aumentar
la lisis mediada por anticuerpos anti~PC.l y complemento en c¢élulas

LPC-1.

Ya que las diferencias observadas en cuanto a la susceptibi-
lidad a la lisis por complemento, en estas lineas tumorales gpl60 + y --
gplé0 -, no pueden atribuirse a diferencias en la expresidn cuantitativa
del antigeno y en su accesibilidad a los anticuerpos, se investigaron --
otras posibilidades para explicar &ste fenfmeno. Se sabe que una molé--
cula de Clq presenta seis distintos sitios para fijar a IgG y por lo tan
to, la fuerza (avidéz) de esta reaccidn dependerd de la proximidad entre
las moléculas de IgG en la superficie celular (69).La baja eficiencia del -
ataque del complemento observada en las lineas celulares resistentes --
(gpl60 +) se podria deber a alguna falta de movilidad de las mol&culas -
de Ig9G sobre la superficie celular, lo cual impediria la formacién de a-
4gregados de IgG y causaria una fijacifn débil e inestable de Clg. FPor -~
lo tanto, al usar un segundo anticuerpo (anti-IgG de ratdn) debefia au-—
mentarse la’ fijacién del complemento, ya que &ste anticuerpo ayudaria la
formacidén de agregados de inmunoglobulinas en la superficie celular, los.
cuales fijarian Clg Eon mayor facilidad. De iguél forma, este‘segundo -
" ‘anticuerpo tambi&n fijaria moléculas de Clg, amplificando asi el efecto

del ataque del complemento.

La Figura 11 muestra el efecto de la adicidén de un segundo -

anticuerpo (dirigido en contra de IgG de ratdn) en la susceptibiiidad de
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Efecto de un sequndo anticuerpo (Ig conejo anti-IgG de ratdn)
en la suscpetibilidad a la lisis en c¢é&lulas LPC-1 por anti=-
PC.1 y complemento (suero de conejo). :

Las células blanco fueron incubadas con distintas concentra-
ciones de anti-PC.1 durante 30 minutos a 4°C. = Posteriormente
las células se lavaron tres veces con PBS a 100xg durante--

5 minutos y se incubaron en presencia de complemento (@&) y .
con una concentracién 1:20 del antisuerc de conejo anti- -
IgG de ratdn (O,A) durante 1 hora a 37°C. Las células ensa~
yadas fueron: ol

"~ LPC-1 tardias (o, LEC-1C (&AM .



las células LPC-1 tardiag y LPC-1C a la lisis por anti-PC,l y complemento
de conejo. En ambos casos, el anticuerpo de conejo anti-IgG de xatén, -
disminuyd significativamente la lisis de &stas células tumorales, indi--
cando, probablemente, que el mecanismo antes propuesto no es el responsa
ble de la falta de susceptibilidad al atagque del complemento de'las célu-

las que expresan gpl60 en su superficie.

8. Estabilidad de los complejos inmunes (antigeno-anticuerpo) en la su--

perficie de las células LPC.1

Los resultados de la Figura anterior (Figura 1ll), sugieren -
por otro lado, la posibilidad de gque las células LPC-l1 resistentes a la
lisis por complemento estuvieran, de alguna forma, desprendiendo molécg-—
las de anticuerpos o complejos inmunes (antigeno-anticuerpo) de su super-
ficie y que al utilizar un segundo anticuerpo (anti-IgG de ratdn} se au--
menta la velocidad de éste desprendimiento y causando asi la disminucién
de susceptibilidad a la lisis por los anticuerpos anti-PC.l y complemen--
to. Con esta segunda hipdtesis en mente, decidimos determinar la estabi-
lidad de las moléculas de anticuerpe (anti-PC.1) en la superficie de éstﬁs

células.

En los reportes previos (40) y en el presente, hemos observaf
do que cuando se realizan experimentos de adsorbcién cuantitativa.de gnti_
cuerpos (Figura 9 B), la fijacién de inmunoglobulinas a la superficie cé )
lulas de mielomas gpl60 + permanece estable durante por lo menos 50 minu-
tos a 4°C.  Sin embargo, puede ser posible que a. 37°C, temperatura a la --
qﬁe sé fija el complemento y la célula es metabSlicamente activa, los anti

cuerpos o los complejos inmunes puedan desprenderse de la superficie celu-



TABLA 1. ESTABILIDAD DE LOS COMPLEJOS INMUNES EN LA SUPERFICIE DE CELULAS LPC-1

2 N
. 5I--Ig de conejo anti-IgG ratén fija.do‘(CPM)a
Células Temperatura b

-Ab +Ac Fijado especifico
- 1LPC-1l tempranas 4°C 33,132 61,276 28,844
1PC-1 tempranas 37°C 30,583 70,507 39,924
LPC-1 tardias 4°C 4,473 45,210 40,737
1PCc-1 tardias 37°¢C 4,780 60,668 55,888

a) 1x 106 células en 100 ul de medio RPMI 1640 se incubaron con o sin 2041 de
una dilucién 1:2 de antisuero anti-PC.1 durante una hora a la temperatura in
dicada. Las células se lavaron tres veces en PBS por medio de centrifugacio
nes a 100 xg durante 5 minutos g se les agregaron 4 x 10° CPM de.anticuerpos
de conejo anti-IgG de ratdn l12 I y se incubaron 30 minutos a 4°C.  Los tubos
se lavaron cuatro veces y se determiné la radioactividad de cada uno de ellos
en un contador gamma. Los valores representan un promedio de dos duplicados.

b) Fijado especifico = (CPM + AC) - (CPM-AC) .




lar por medio de endocitosis o por medio de la formacidén de parches y -

casquetes que se desprenden al espacio extracelular,

La cantidad de anticuerpos (anti-DPC.l) en la superficie celu
lar de células LPC-1 tempranas y tardfas se determind bajo dos distintas
condiciones de incubacidn. Los resultados presentados en la Tabla 1 in-
dican que tanto las células LPC-1 tardias como las células LPC-1 éempra-
nas, después de una hora de incubacién a 37°C, la cantidad de anticuerpos
anti-PC.1 presente en la superficie ceiular, s aproximadamente igual a
la determinada a 4°C, Ademds, las células LPC-l tardias parecen tencr -
cantidades un poco ﬁayores de anticuerpos anti-PC.l fijados a su superfi
cie en l&s células LPC-1 tempranas, tanto a 4°C como a 37°C. Estos re--
sultados indican que la diferencia en susceptibilidad a la lisis mediada
por anticuerpos y complemento probablemente no se deba a una pérdida de -
moléculas de anticuerpo de la superficie celular de los mielomas gpleO +.
El dato inesperado de que las células LPC-1 temprahas fijan siete veces
mis anti-~IgG que las cé;ulas LPC-1 tardias en ausencia de anticuerpos an-
‘ti-PC.l puede ser explicada si las células tempranas expresan mas reéepgg
res de superficie para Fcde inmunoglobulinas gque las cBlulas Lﬁc—l tar--

dias.

9. Fijacidén de Clg y C3 por las células de mieloma gpl60 + y gpl60 -

Para determinar si la falta de susceptibilidad a laylisis por
anticuerpo y complemento cbservada en las c&lulas gplG0 + se debe a una -
“falta de activaci6n de la fuente de complemento o a la falta o disminu---
cibn de su fijacién de algunos de los componentes de éste sistema, se lle

ron a cabo experimentos en los cuales se incubaron células gpled +y -~



Figura 12. Fijacién de C1q y €3 humano a la superficierde las células
. gp160+ y gp160~.
Las células de mieloma fueron colocadas durante 15 minutos en
presencia de anti-PC.1 (1:100) y suero humano como fuente de com—
plemento(1:3); lavadas 4 veces con PBS. Posteriormente a éstas ‘
células se les agregd anticuerpos de cabra anti—d1q y ‘anti-C3 humano
acoplados a fluoresceina y se les observd bajo microscopia de

epifluorescencia,

1. Células sp-2(gp160-)+anti~Cig
2. Células LPC-1 (gp160+)+anti-Clq
3. Células sp-2(gp160-}+anti-C3

4. Células LPC-1 (gp160+) +anti-C3
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+

gp160- en presencia de anticuerpos anti-PC.1, complemento humano y anti-

cuerpos fluorescentes dirigidos en contra de los componentes C3 y Clq.

Los resultados de estas observaciones bajo microscopia de--
fluorescencia se muestran en la FPigura 12; &stos indican que las células
gp160+ y gp160~ fijan aproximadamente cantidades equivalentes de éstos
componentes del complemento y que las resistencia a la lisis inmune por comple-
mento de los‘mielomas que exéresan gp160 probablemente no se debe a una

falta de fijacidn de los primeros componentes del complemento.

10. Efecto en la susceptibilidad de las células de mieloma gp160+ a la

lisis mediada por complemento por el tratamiento con proteasas.

Células LPC-1 tardias y MOPC-315-OPEC fueron sometidas a un
tratamiento con proteasés para determinar si la eliminacién de gp160 de
la superficie celular afecta la susceptibilidad de éstas células a la --
vlisis por anticuerpos y complemento. Los resultados presentados en la
Figura 13 indican gue en todos los casos las células tratadas con pro-
teasas fueron significativamente mds susceptibles a la accidén 1litica

del complemento en presencia de anticuerpos anti-PC.1.

Estudios previos (39) y los resultados presentados en la Fi-
gura 4 han demostrado quq gpl60 es sensible a la actividad enzimdtica de
-la tripsina y subtilisina y que &ste tratamiento transforma -las células
LPC-1 tardias en células blanco sensibles a la lisis por linfocitos T
cititdxicos. Estos resultados indican la posibilidad de que gp160 (u --
otra proteina de la superficie celular dg las células de mieloma senéi-

ble a la accidn enzimatica della tripsina y subtilisina) se encuentre involu-
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Efecto del tratamiento con proteasas en la lisis mediada por .
complemento y anti-PC.1 en células de mieloma que expresan gpl60.
La susceptibilidad a la lisis por anti-pC.1 y complemento :
(suero normal de conejo) fué probado en las siguientes cé-
lulas:

LPC-1 tardias ( O)
1LPC-1 tardias tratadas con tripsina ( @)
MOPC-3150PEC (O )
MOPC-3150PEC tratadas con tripsina ( A)

* MOPC-3150PEC tratadas con subtilisina ( 0)

Las células tumorales fueron tratadas con proteasas bajo -
las condiciones descritas en Material y Métodos.’



crada en la resistencia de &stas células a la lisis inmune por Acs y =-

complemento.

Para determinar si el aumento de la susceptibilidad a la li~--
sis por complemento en las cé&lulas gpl60 + causado por el tratamiento con
proteasas era reversible mediante la incubacidén de &stas células bajo =~
condiciones metabSlicas se 1levd a cabo el experimento descrito en la Fi

gura 14,

Estos resultados muestran gue el efecto enzimdtico en la sus-
ceptibilidad a la lisis por anticuerpos y complemento es parcialmente re-
versible después de 4 horas a 37°C y n; a 4°C, lo cual indica que posible
mente esta resistencia adquirida durante la incubacién se debe a sintesis

de novo-de gpl60,

11. Efecto de algunas lectinas en la susceptibilidad a la .lisis por com-

plemento en las células LPC-1

Dada la afinidad de las lectinas por 'las glicoproteinas de la
superficie de células tumorales { 70), decidimos experimentar el efecto -
en- la susceptibilidad ‘a la lisis por anticuerpos y complemento -
de la unidén de diferentes lectinas (AGT:aglutinina de germen de trige, =
Cond:concanavalina A) a las glicoproteinas de la'superficie'de células = -

gpleo +,

Para determinar si la AGT y ConA mostraban afinidad por los -

componentes de la superficie celular de células LPC-1, se incubaron extrgp,
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Figura 14. Efecto de la incubacidn (4°C y 37°C) de las células LPC -1
- tardias tratadas con tripsina antes de la incubacién con
anticuerpos y complemento.
5%106 c&lulas LPC-1 fueron tratadas con diferentes concen-"
" traciones de tripsina, incubadas a 4°C y a 37°C durante dis-
tintos periodos y posteriormente sometidas a un ensayo de
citotoxicidad con anti-PC.1 (1:96) y complemento de conejo.

Tripsina . Temperatura
Oug/ml (®) 37°Cc, (0O) 4°C

250ug/ml ( &) 37°C,. ( A) 4°C

© 25ug/ml (W) 37°c, (Q) 4°C



513 de células LPC-1 con &stas lectinas acopladas

o 12
tos radioiodinados (
a sefarosa y se sometieron a un andlisis en geles de poliacrilamida-SDS.
Los resultados se muestran en la Figura 15 e indican que gpl60 (junto ~-

con otras glicoproteinas de la superficie celular) muestra gran afinidad

por ambas lectinas.

El efecto de estas dos lectinas en la.susceptibilidad ala -
lisis por anticuerpos y complemento fue analizado mediante la adicidn de
AGT y ConA en diferentes ensayos de citotoxicidad. Los resultados se --
muestran en las Tabla 2 y en la Figuras 16 y 17 e indican que la AGT -~
causa un aumento en la susceptibilidad a la lisis con anticuerpos {(anti~
H—Zd, anti-B220 y anti-PC.l) y complemento en las células LPC-1l, sin em-
.bargo, la Cona disminuye en g;érto grado la susceptibilidad a la lisis;~
en estas células. BEste {ltimo fendmenc puede deberse a un impedimento -
estérico causado por laVConA en la superficie celular, Cabe mencionar -
que experimentos previos (71) han demostrado por medio de epifluorescen-
cia, que ambas lectinas, la AGT y la ConA, se fijan a la superficie de -
células LPC-1; sin embargo, se puede observar claramente que la AGT_aglgvk
tina a las c8&lulas tumorales, mientras que la ConA no tiene la capaéidad

‘de aglutinarlas,

Para determinar si el aumento en la susceptibilidad a la li-
sis por complemento de c€lulas LPC-1 causado por la AGT se debfa a una -
eliminacién de gpl60 de la superficie celular (por medio de ia formacidn
de parches y casquetes) se analizaron en geles de poliacrilamida-SDS la
superficie de células LPC~l preincubadas con AGT, ConA, Tripsina'y PBS.
Los resultados que se muestran en la Figura 18 indican que uhicamehte;se

A




elimina gpl60 mediante el tratamiento enzimdtico, y gque las lectinas no
causan una disminucién aparente y significativa en la cantidad que se -

expresa de ésta glicoproteina.

Por filtimo, con el objeto de observar el efecto de la AGT -
sobre la superficie de células LPC-1, se incubaron &stas células en pre
sencia de AGT acoplada a fluoresceina y se llevaron a cabo observaciones
en microscopia fluoresqente cada 15 minutos en un periodo de 90 minutos.
Los resultados se muestran en la Figura 19. Es claro, que la AGT causa
un rearreglo de la distribucién topogrdfica de las glicoproteinas que la
fijan en la membrana de las cé&lulas LPC-1 formando parches y aglomerados

de estas glicoproteinas en un polo.

Por otro lado, en la Figura 20 se muestra que el azlcar espe
cifico de la AGT, la n-acetil-d-glucosamina, inhibe el fendmeno del au--
mento en la susceptibilidad a la lisis causado por &sta lectina en-las -

células LPC-1,

" Todos estos resultados indican que la AGT causa un rearreglo -
de la conformacién de algunos de los componentes de la superficié de las
células IPC-1 lo cual trae como consecuencia un aumento en la susceptibi
lidad a la lisis al usar anticuerpos anti—H-2d causado :por la fijacidén -
de la lectina a la superficie celular, podria deberse a un desenmascafa-

miento de los aloantigenos. H-2.



TABLA 2

Lectina ug/ml Lisis espontanea Lisis especifica
AGT 125 13% 49,35%
62.5 20% 50.20%
31.3 19% 50.70%
15.6 19% 51.9%
7.8 19% 48.20%
0 10% 25.0%
ConA 62.50 18% 20.5%
31.3 ' 18% 28.1%
15.6 19% 32.0%
7.8 16% 36.0%
3.5 13% ' 36, 0%
0 11% 41,0%

Efecto de la AGT y Conh en la susceptibilidad a la lisis por
complemento de células LPC-1 tardias con anti-PC.1 (1:96) y
suero normal de conejo. ' ‘ :
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FPigura 15. Patrdn electroforetico de los extractos en NP-40 de células LPC-1
incubados con lectinas acopladas a Sefarosa.
Los extractos celulares fueron in¢ubades con AGT-Sefarosa ( A ) y
ConA-Sefarosa ( B )} durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, el material unido a las lectinas se extrajo me~
diante un hexrvor en 0.08M Tris, 5% SDS y 5%2-mercaptoetanol y

tardias radioiodinadas

sometido a un andlisis en geles de poliacrilamida SDS.

Los geles

fueron rebanados en secciones de 2 mm de grosor y se les deter-

mind su radioactividad en un contador gamma.
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Figura 16. Efecto de la AGT en la susceptibilidad a la lisis con anti-
cuerpos y complemento. i
Células LPC-1 tardias fueron probadas en su susceptlbxlldad
a la lisis por anticuerpos: .

{ A) anti-PC.1, ( B ) anti-H-2¢ y ( C ) anti-B220
con suero normal de conejo como fuente de complemento
' en presencia y ausencia de AGT (30 ug/ml).

Lpc-1 tardias (@ )
LPC-1 tardlas + AGT (O )
LBC-1 tardlas tratadas con tripsina (&),
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Figura 17. Efecto de la ConA en la susceptibilidad a la lisis con
anti-B220 y' complemento. .
Células LPC-1 tardias fueron probadas para su ..‘uscoptl-
bilidad a la lisis por complemento en presencia (O ).y
ausencia (@ ) de ConA (30 ug/ml) y anti-B220. ’
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Figura 18. Electroforesis en poliacrilamida SDS de las proteinas super--
ficiales de células LPC-1 tardias radioiodinadas incubadas
con lectinas. o
106 células LPC-1 radioiodinadas fueron incubadas durante
30 minutos con : (A) PBS, 37°C, (B) AGT, 37°C, (C) ConA
37°c, (D} PBS, 4°C y (E) Tripsina {25mg/ml) 37°C.
Posteriormente las células fueron lavadas 4 veces con PBS,
solubilizadas en NP-40 (100ul) y sometidas a un analisis
en geles de tubo de poliacrilamida SDS.
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Figura 20. Efecto de la n-acetil-d-glucosamina en la inhibicidn- del
aumento de la susceptibilidad a la lisis por complemento -
de células LPC-1.
Células de mieloma LPC-1 (AyB) y sp~2 (CyD) fueron incubadas
con la lectina AGT y su inhibidor (n-acetil-d-glucosamina) bajo
distintas condiciones antes de llevar a cabo el ensayo de cito-
toxicidad con anticuerpos y complemento.
A, anti-B220, B. anti-H- 2d, C. anti-PC.1 y D. anti B220Q.

(- ®)Células tumorales+ Ac+C'.
( ©) Células tumorales + AGT. + AC + C°'.
{ &) Ccélulas tumorales preincubadas con AGT, lavadas 4 veces
con n-acetil-d-glucosamina +Ac 4+ C'.
{ A ) Células tumorales preincubadas con AGT+n~-acetil- d -gluco-
samina y lavadas 4 veces con n-acetil-d-glucosamina, +

Ac + C',
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CONCLUSIONES

No es dificil aceptar el concepto de que la c&lula blanco --
pueda responder o influenciar el resultado del ataque inmune cuando uno
considera que las c@&lulas tienen la habilidad de adaptarse al medio am--
biente que le rodea. Las respuestas que las células tienen a su alcance
para influenciar ste ataqué incluyen su capacidad de reparar elldaﬁq --
causado por el complemento, su habilidad de desprender o degradar los --
componentes del complemento unidos a la membrana, la produccidn de mate-
rial con actividad anti-complementaria y/o su habilidad para modificar -
sus propias propiedades fisicoquimicas; Ademds, la velocidad a la cual
la célula es capaz de responder al ataque inmune juega un papel muy im--
portante en la habilidad de la célula para resistiy este mecanismo de ~-
muerte. Cuando unc considera que bajo condiciones apropiadas, la muerte -
celular por complemento ocurre en 3-5 minutos, es claro que las células
deberan responder en una forma ripida y eficaz. Por lo tanto, el re;q&
tado depende, en términos simples, de los aspectos cuantitativos y cua-
litativos del mecanismo de ataque vs la capacidad total de una c8lula de

modificar o nulificar la actividad citotdxica que se genera.

purante los Giltimos afos, varios grupos de investigadores --
han reportado diferencias en la susceptibilidad a la lisis por complemen
to en células tumorales. Gran parte de este trabajo ha sido desarrolla-. .
do por el grupo de Chanian en el Instituto Nacional de la Salud (NIH), -
Maryland EUA (70), el cual ha reportado que un hepatoma de cobayo (linea

10) es poco susceptible a la lisis por anticuerpos y complemento cuando
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se utiliza complemcnto hu&ano (71,72), Frsta resistencia a la accidn 1li-
tica del complemento parece estar relacionada con algunos mecanismos de

reparacidn de membrana entre los cuales estén involucrados la sintesis -
de 1ipidos y proteinas (73). Por otro lado, se ha encontrado que cuando
se tratan &stas c@lulas con inhibidores metab8licos o con algunas drogas
quimoterapeliticas (como la puromicina o'la ciclohexamina) las c€lulas au

mentan su susceptibilidad a la lisis por complemento (74).

El mecanismo exacto de la resistencia a la lisis por anticuer
pos y complemento en nuestro sistema es afin poco claro. Hasta ahora --
nuestros resultados ihdican que el anticuerpo se fija a su antigeno. --
correspondiente en la superficie celular y permanece establemente unido
a 81 durante periodos hasta de 60 minutos bajo condiciones metabdlicas
en las cuales generalmente se lleva a cabo la fijacidn del complemento.
La presencia y cantidad de gpl60 en la superficie celular siempre se ==
correlaciona con el grado de reéistcncia a la lisis por complemento ob~-
servado en nuestro sistema. Los datos aqui presentados sugieren que --
gblGO puede estar jugando un papel activo en la resistencia a la lisis -
por anticuerpos y complemento; por ejemplec llevando a cabo una actividad
anticomplementaria o por medio de la obstruccidn de la insercién de los
complejos de atague del complemento (C5-9) en la bicapa lipidica. .Esta
actividad podria deberse tanto a la porcidn protefca o a la porcidn de -

carbohidratos de gpl6O.

Se ha detectado material con actividad anticomplementaria en

'la'superficie de varias células {75,76) ¥ en ocasiones este material es
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liberado al medio de cultivo por las células tumorales (77,78). ELl tra-
tamiento de la linea 10 de hepatoma con enzimas proteoliticas de cobayo
causa un aumento en su susceptibilidad a la lisis por complemento y a la
vez, aparece material anticomplementario en el sobrenadante (53)., Un -

anilisis del modo de accidén de &ste material sugirid que la actividad es

taba en la aceleracidn de la degradacién de Cz,a.

Probablemente, gpl60
también actlie en una forma similar, acelerando la degradacién de alguno

de los componentes del complemento.

Se han reportado varios tumores resistentes a la lisis por -
complemento y anticuerpos anti-H-2 o anti- otro antigenoc de superficie.
Aparentemente, esta resistencia se deriva la presencia de ciertas glico-
proteinas en su superficie. Uno de ellos, el adenocarcinoma mamario de
ratdn llamado PA-3Ha, puede crecer en ratones alogénicos y en ratas (79).
Este tumor expresa en su superficie una glicoproteina de alto peso mole-
cular (500 000 daltones (80)) llamada epiglicanina.. TA-3Ha es una varian
te del tumor TA-3St, el cual no expresa la epiclicanina y solo puede ser
transplantado en la cepa en la que se origind el tumor (A/HeHa). Otro -
ejemplo es un mieloma de Balb/c originado en Japdn (81) el cual es tam-—r
bién resistente a la lisis por anticuerpos anti~H-2 y complemento y ex--
presa en su superficie una glicoproteina de péso molecular aproximado de
120 000 - 160 000 daltones. La eliminacién de esta glicoproteina por me
dio de tripsina o pronasa vuelve susceptibles a estas c@lulas a la accidn
del complemento. Estos ejemplos de resistencia al ataque inmune y la-ex
presidn de glicoprotéinas superficiales es continua y no en forma inter—’

mitente como en el caso de LPC-1 {c&lulas tempranas vs células tardias).
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No se tiene afin suficiente informacidn acerca de la.naturaleza dec las -~
glicoproteinas asociadas con la resistencia de LPC-1 y otros tumores co-
mo para determinar si se trata de una misma proteina, tal vez con distin

tos pesos moleculares debido a }a cantidad de aziicares unidas a @sta.

La idea de que una estructura de la superficie celular inter
accione preferentemente con los aloantigenos de histocompatibilidad, blo
gueando el ;cceso a LTC's ¢ impidiendo la fijacidn de sus anticuerpos --
respectivos, puede ser punto de gran importancia tanto en c€lulas tumora

les como en ¢&lulas normales.,

a) En primer lugar, la expresidén-de gpl60 (o alguna otra molécula
similar) en la superficie de la célula, puede ser la responsa-
ble de uno dellos mecanismos por los cuales los tumores evaden
su destruceidn inmune. Esto puede ocurrir en dos distintos -~
estados del desarrollo tumoral:

1) cuando aparece inicialmente la célula ncoplisica puede ex-
presar esta molécula blogueadora y evadir la "vigilancia -
jnmunologica” impidiendo que se genere cualquier tipo de -

respuesta inmune.
s

2) Por otro lado las células tumorales podrian protegerse de
LTC's ya gue gencrados por éstas mismas células, por medio
del enmascaramiento de sus antigenos de histocompatibili--

dad.

b} Por otro lado, algunas c@lulas normales, durante su diferencia

cidn, pueden expresar moléculas nuevas en su superficie, a las
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cuales el huBsped no es tolerante y asi generar una respuesta
inmune (LTC's o anticuerpos). Esta respuesta no favorable po--
dria ser evitada si la c@lula de alguna forma enmascara NUEVOS

antigenos o los antiéenos de histocompatibilidad.

Esta importante regulacidn de la expresién de antigenos de -
histocompatibilidad en c@lulas turorales y normales por medio de una in-
teraccidn con otra molécula de la superficie celular presenta la ventaja
que a pesar de que se bloguean los determinantes antigénicos de los antl
genos del CMH reéonocidos por los LTC's o anticuerpos, otras partes de -
la molécula (como la porcién de carbohidratos) u otras moléculas no rela
cionadas con el CMH, pueden expresarse libremente y asi permitir su fun-

cionamiento.

Hasta ahora, queda la duda si gpl60 se expresa unicamente en
células tumorales, por lo que la considerariamos un antigenb tumoral; o
bien, si por otroc lado algunas células normales expresan gplé0 en su su~
perficie y si esta glicoproteina en ellas desempefia alguna funcidn regu-
ladora. Uno de los tipos celulares normales que se beneficiarfa con la
expresibn de gpl60 seria la clula del trofoblasto. Se sabe que durante
el desarrollo cmbricnario en los mamiferos, el feto representa un aloin-
. jerto, exponiendo a la respuesta inmune materna diferentes aloantigenos
. superficiales de origen paterno. Existen evidencias que esta proteccién
esta brindada por un recubrimiento de la superficie del trofoblasto con
una substancia mucilaginosa. Seria interesante hacer una comparacién --

entre la glicoproteina de células del trofoblasto y la de las células --
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tumorales.

Definitivamente, las observaciones de la resistencia a la 1i
sis por complemento en las lineas celulares que expresan gpl60 estan has—
ta ahora consolidadas por métodos experimentales, pero su interpretacidn
y significado (ltimo para el marco de la inmunologié tumoral, afin no es-

tan establecidos sblidamente y requiere de una mayor investigacién.

Los mecanismos por los cuales los tumores evanden su destruc
cidén inmune apenas comienzan a ser entendidos. Se trata de un problema
multidisciplinario y se espera que el entendimiento de Estos mecanismés
proveerd nuevas herramientas para evitér éste escape: meta final de la
inmunoterapia. Alcancese o nd esta meta, no disminuye el mérito al re;o
del investigar y entender estos diferentes mecanismos del escape.inmuno-

'Légico.
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