UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONALES
Y DE POSGRADO DEL COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES
INSTITUTO DE INVESTICACIONES BIOMEDICAS

“ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL
EN RATONES CS57BL/6J Y EN LOS HIBRIDOS
(C57BLJ6J x BALB/C).. FRENTE A UNA LINEA
TUMORAL DEFICIENTE EN MOLECULAS DEL

COMPLEJO PRINCIPAL DE
HISTOCOMPATIBILIDAD, LR.4™

>
. T E S I S
- QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN INVESTIGACION BIOMEDICA BASICA
(INMUNOLOGILA)

PRESENTA

Q.EB. ROXANA DE@_O/GQELM—

ASESOR DE TESIS
DR. GUILLERMO ALFARO MARTINEZ

SEPTIEMBRE 1997

sis CON
"m?]g DE ORIGEN

o6& 2
= = ?



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agosto de 1997,

Dr. ENRIQUE PINA GARZA
Emcargado de In Direccién de la
UACPYP-CCH

Presente.

Por medio de la presente informo que la tesis “Estudio de la respuesta
CS7BL/6J y en lns hibrldns (C578L/62 x
en fécul. del

i ul en ¥
BALB/c)F1 frente a una linea tul al
complcjo principal de histocompatibilidad, ILR.4", que presenta la QFB. Roxana
cuenta 9481246-2 y numero de expediente

tesis de Macstria cn

del Rio Guerra con numero de
reane ampliamente los requisitos de una

30942021,
Investigacién Biomédica Basica. Por lo tanto doy mi voto aprobatorio para que Ja

tesis sea presentada en examen oral

Atentamente




Agosto de 1997,

Dr. ENRIQUE PINA GARZA
Encargado de Ia Direccién de In
UACPyP-CCH

Presente.

Por medio de la presente informo que la tesis “Estudio de ia respuesta

al en r CS57BL/63 y en los hibridos (C57BL16.I x

BALB/c)F1 frente a una linea celular tumoral defici en |} del

complejo principal de histocompatibilidad, LR.4", que presenta la QFB. Roxana

del Rio Guerra con numero de cuenta 9481246-2 y numero de expediente

30942021, reune nmplmmeme los requisitos de una tesis de Maestrla en

Investi ion Biomédicz B Por lo tanto doy mi voto aprobatorio para que la
tesis sea presentada en examen oral.

Atentamente

SE e (X Ao
Dra. Emma Melendro Lozano



"

Agosto de 1997,

Dr. ENRIQUE PINA GARZA
Encargado de Ia Direccion de la
UACPyP-CCH

Presente.

Por medio de la presente informo que la tesis “E Jio de la r
inmune humoral en ratones CS57BL/6J y» en los hibridos (C<7BLI6J x
BALB/:)FI rrenn: a una linca cclular tumoral defici en del
principal de b ibilidad, LR.4™, que presenta la QFB. Roxana
del Rio Guerra con num«.ru de cucnta 9481246-2 » nuamero de expedicnte
3094"02! redanc pli los reyuisitos de una tesis de Maestria ¢n
Inv on Bi édica Basi Por lo 1anto doy mi voto aprobatorio para que la

tesis sea presentada en examen oral.

Atentamente

TN,
Dr. Glj‘crmu .-\lfum":z

\




Agosto. 1997,

Dr. Enrique Pifia Garza

. Encargado de la Direccién de la
UACPyP - CCH
Presente.

Por medio de la presente informo que la tesis “Estudio de la respuesta
inmune humoral en ratones CS7BL/6J y cn los hibridos (CS7BL/6J x
BALB/c)F1 frente a una linea cclular tumorat defici cn lécul del
complejo principal de histocompatibilidad, LR.4”, que presente la QFB. Roxana
del Rio Guerra con nimero de cuenta 9481246-2 y numero de expediente
30942021, reane amplamente los requisitos de una tesis dec Maestria en
Investigacion Biomédica Basica. Por lo tanto doy mi voto aprobatorio para que la
tesis sea presentada en examen oral,

Atentamente

Dr. Pascal Hérion Scohy




Agosto de 1997,

Dr. ENRIQUE PINA GARZA
Encargado de Ia Direccion de In
UACPYP-CCH

Presente,

Por medio de la presente informo que la tesis “E dio de Ia resg

i h al en rat s CS57BL/6J y en los hibrides (C57BL/6J x
BALB/e)F1 frente a una linea celular tumoral deficicnte en moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad, LR.4”, que presenta la QFB. Roxana
del Rio Guerra con numero de cuenta 9481246-2 y nimero de expediente
30942021, reune ampliamente los requisitos de una tesis de Maestria en
Investigacion Biomeédica Basica. Por lo tanto doy mi voto aprobatorio para que la
tesis sea presentada en examen oral.

Atentamente

2t

Dr. rge Alcocer Varela



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Guillermo Alfaro Martinez por permitirme realizar este
trabajo bajo su asesoria.

A la Dra. Emma Verdstegui Avilés por su valiosa critica y
comentarios para la realizacidn de esta tésis Yy por
compartir conmigeo el gusto por la Inmunologia.

A mi comité tutorial formado por los doctores:
Saavedra y Lino Diaz de Leén,
este trabajo.

Rafael
por sus acertados comentarios a

A los doctores gue forman el jurado asignado:

Ratil Mancilla,
Emma Melendro,

René Pascal Herion y Jorge
por sus valiosos comentarios a este trabajo.

Guillermo Alfaro.
Alcocer,

Al Dr. Jorge Reyes por sus comentarios, su apoyo y por

enseiiarme todo 1o que sabe sobre Citofluorometria.

A los Institutos de Investigaciones Biomédicas

(U.A.C.P. ¥ P.
del C.C.H.),

Instituto Nacional de Cancerologia y al
C.O.N.A.C. ¥y T.

A los miembros del Departamento de Compuracién del INCan:

Erick, Myrna, Letty, Benny y Alejandro.



A mis papds: Eustolio e Hilda por estar siempre conmigo y

apoyarme en todo.

A mis hermanos y amigos: Heberto, Gabriel 'y Vianey por

soportarme todo este tiempo.. Gracias

A los nuevos integrantes de la familia: Carlos Mariscal, el

tremendo Carlitos y a Susana.

A mis compaifieros del laboratorio: Emma, Gabriel, Claudia,
Euclides, Venancio, Jorge, Ana, Graciela y Emmy. )

A los amigos que compartieron conmigo esta experiencia
maravillosa: Emma Verdstegui, Claudia Martinez, chlides,
Avila, Jorge Reyes, Gabriel del Rio, Susana‘CascrO:y‘HeberCO_

del Rio. Gracias por su entusiasmo contagioso y por todo el

tiempo y conocimiento gque me brindaron.
A los nuevos amigos: Emma Verdstegui, ClaudiarMa:cinez;
Carlos Carranza, Euclides Avila, Gabriel Ramos. y Emmy,

Estudillo.

A los amigos que siempre han estado presentes. GRACIAS.



DEDICATORTINA

Al compafiero de mi wvida ALEJANDRO, porque al comenzar este
crabaje comenzaron nuestros sueflos. Gracias por todo tu apoyo

Y por tu sonrisa. Gracias por gue vamos juntos.




ESTA TESIS FUE REALIZADA EN EL INSTITUTO NACIONAL DE
: ) CANCEROLOGIA

EN LA DIVISION DE INVESTIGACION BIOMEDICA BASICA-UNAM

BAJO LA SUPERVISION DEL DR. GUILLERMO ALFARO MARTINEZ



Acido desoxirribunocleico

H
‘;
ADN |
Acido ribonucleico ARN ‘;
Acido ribonucleico mensajero ARNm ;
Agua destilada H. 04 !
AlbGmina de suero bovina ASB
Amortiguador de fostatos PES
Anhidrido anh.
BALB/cANnN, cepa de ratones B/c
BALB/k, cepa de ratones B.k
C3HeB/FeJd, cepa de ratones Cc3n
C57BL/6J., cepa de ratones . B6
Cadena ligera ’ R CcL
Cadena pesada ' . CP
Células asesinas naturales * AN
Citotoxicidad celular dependiente:
de anticuerpos : . R g CCDA
Complejo principal de his:ocompa:i_bili‘dad céH
Diacilglicerol . R . -DAG
Factor de crecimiento del nervio - I SGF
Factor estimulante de colonias de LT
granulocitos y macrdéfagos GM-cSF
Factor de necrosis tumoral TNF.
Fosfaridil inositol bifosfato »'éIPz
Fosfatidil inositol-3 cinasa ' e PI3-k.
Fosfolipasa C . P PLC
Gramos ' ' : g
Gramos . /mililitro - g/ml
Guanosin difosftato ) GDP
Guanosin trifosfatco

GTP



Hora
Inmunoglobulina
Inmunoglobulina de membrana
Interferén

Interleucina

Linfocitos T citotdxicos
Linfocitos T de ayuda
Lipopolisacaridos

Litro

M&dula osea

Miligramo

Microcurie

Microlitro

Mililitcro

Milimolar

Minuto

Mitomicina C

Molar, solucidén

Noxmal, solucién
Ortofenilendiamina

Proteina activante de GTPasa
Proteina cinasa activada por mitégenos
Proteina tirosina cinasa

Receptoxr para antigenos de c&£lulas B
Regidén constante

Regidn determinante de complementaridad
Regidn de diversidad

Regidén variable

Regidn de unidn

Revoluciones por minuto

Suero fetal bovino

Ig
Igm
IFN
L
Tc

LPS

OFD
GAP
MAPK
PTK
RCB

CDR

<

rpm
SFB



Segundo
Temperatura
Trifosfato de inositol

Ip3



NP L CE. . S ENERML

ANTECEDENTRES Y JUSTIFICACION

CAPITULO I

MARCO TEORICD

~ Imntroduccidn

- Respuesta inmune celular cui cra células neopldsicas
* Linfocitos T )

C&lulas AN y macrdfagos

-
Mecanismos de evasidn inmune por cé&lulas

-

tumorales
- Respuesta inmune humoral contra cé&lulas neoplédsicas

* Anticuerpos anti células neoplédsicas
* Desarrello de la respuesta humoral

* Activacidén de c&lulas B

CAPXTOLO XX
OBIBTIVOS

CAPITULO XXX
MATERIAL Y METODOS
~ Animales

Lineas celulares
Obtencién de cBlulas wmononuclearesg

Viabilidad celular
Tratamiento de cé&lulas con Mitomicina ©

Protocolos de inmunizacidn
Adsorcién de suero inmune

Citofluorometria de flujo

1.

17

21

23

T23

24
24
25
25
26

127



- Transferencia pasiva de suero

- Ensayo inmunoenzimitico para la deteccidén de
anticuerpos (ELISA) !

- Marcaje radiactivo de célnlas

- Ensayoc de ci:cr_oxicidad celular dependienr_e de
anticuerpos .

CAPITULO IV R
RESULTADOS ¥ DISCUSION
- Respuesta inmunébl_n’.::n;o_'ralvl

C57BL/6J - .

-

nei. LR.A en ratones

Induccién Y. caracceri-aciGn de anr_icuerpos
anti LR.4

*<A1gunas propiedades de los’’ detexm:.nan:es

ancigéniccs iden:xficados en . la linea celulaxr
"LR.4

Proteccién de ratones CS57BL/6J conferida por
el antisuero -anti LR.4 T -

- Respuesta inmune humoral anti LR.4 en ratones
-hibridos, -:u

*

Caracteristicas generales del Aérecimienco de
LR.4 en la cavidad peritoneal de ratcones B6C
Induceién y caracterizacién. de anticuerpos

anti LR.4

Citotoxicidad celular depe '.ie'm:‘e de anticuerpos

Determinacién del isotipo_dé los anticuerpos
anti LR.4

28

28
29

29

31

32

32

36

k3]

39

40

az,

43

44




CAPITULO V
CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

APENDICE

Tablas y figuras
Amortiguadores
Soluciones

Medios de cultivo

APENDICE
APENDICE
APENDICE
APENDICE

a7

49

vnuwy



ANIECERENTES X JUSTIEICACION

La 1l1linea celular LR.4 (H-2") fué aislada in <vivo al
transplantar la linea celular L5178Y (H-2¢, linfoma de cé&lulas
) en ratones que expresaban el haplotipo H~-2* (A/J). La
capacidad de crecer a través de barreras alogénicas fué
confirmada Yy extendida a ratones gque expresaban uno de

distintos haplotipos (H-2*, H-2* y H-2*) o en animales no

endogimicos por Nava y cols (1992). Con excepcidén de 1los
ratones C57BL/6J (H-2%), en los cuales el tumor fué rechazado
o establecido en forma crénica (200 dias), el resto de los

animales sucumbieron al tranplante.

La propiedad de crecer en forma irrestricta en distincos
tipos de ratones es debida, al menos en parte, a un conjuntoc de
alteraciones genéticas que repercuten en la expresién de
moléculas de clase I y clase II del CPH (Nava, G., et al
1992). El1 andlisis genético de las células reveldS que: (a) l1a
linea celular en estudio era portadora de deleciones en los
genes que codifican para la pB2-microglobulina e I1IA8, (b) los
genes gque codifican para moléculas de clase I es:abain
anormalmente metilados y, (¢) los arreglos de los genes que
codifican para la subunidad B del RCT no eran productivos. La
consecuencia de estos defectos genéticos se tradujo en la falta
de expresién de los mensajeros correspondientes. La ausencia de
transcritog para IAx, IEx e IEf fué detectada también, peroc los
datos obtenidos en "Southern blots"™ no permitieron det:ermin_ar
la causa. El anédlisis de la superficie celular realizado con
antisueros anti H-2¢ o anticuerpos monoclonales en contra de

CDh4, CD8 o CD25 no permitié detectar estas moléculas en la
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superficie.

La relevancia de 1la respuesta humoral en el

rechazo/control del tumor en ratones C57BL/6J se fortalecid al
demostrarse gque LR.4 es resistente a células AN y LAK, y por la

incapacidad de inducir LTC en contra de la misma bajo distintas
condiciones experimentales {Verastegui, E., et al. 1997).
se identificé in vitro actividad litica en contra de

LR.4 mediada por anticuerpos y células AN (Verastegui, E., et
al. 1997).

Ademas,

Por lo anterior, se considerd gue era necesario obtener

mayor informacién sobre la respuesta humoral

inducida en
ratones CS57BL/6J y determinar si la resistencia de los ratones
CS7BL/6J a LR.4 tenia un caracter dominante o recesivo en los

hibridos (CS7BL/6J x BALB/c)m. Los resultados gque pudieran

obtenerse en un proyecto de esta naturaleza contribuirfan al

conocimiento de la respuesta inmune en contra de los tumores
malignos.
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INTRODUCCION

La principal caracteristica del sistema inmune es
distinguir entre lo propio y lo extrafio (Janeway, C.A. 1993;
Marrack, P., et al. 1993).

Las cé&lulas neoplisicas difieren de las cé&lulas normales
en algunas caracteristicas importantes, tales como la pérdida
de los mecanismos normales en el control del crecimiento
celular, capacidad invasiva o el decremento en la sensibilidad
a drogas, por mencionar algunas. Estas alteraciones se deben,
principalmente, a mutaciones que dan como resultado
inestabilidad genética y conducen a un desarxrollo celular
anormal (Hartwell, L.H., et al. 1994; Urban, J.L., et al.
1992) . Estas diferencias celulares no sScolamente conducen a un
crecimiento anormal sino que involucran diferencias a nivel del
proceso de diferenciacién celular. Algunos estudios clinicos
(Klein, G., et al. 1985; Vogelstein, B., et al. 1993) han
reportado que se requieren miltiples cambios genéticos par-a que
una célula llegue a sSer cancerosa y e€sto se ve reflejado en el
incremento de padecimientos oncolégicos en pacientes de edad

avanzada.

Peter C. Nowell (1976) propuso gque las células neoplé&sicas
podfian tener mutaciones y que esto conducia a inestabilidad
genética, de esta manera se alteraba el proceso de
diferenciacién celular. Posteriormente se han hecho trabajos
(Fischel, R., et al. 1993; Hanawalt, P.C., et al. 1986; Nowell,

P. 1986) gue confirmaron estas observaciones. Por ejemplo, las
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mutaciones a nivel de los genes que reparan el ADN predisponen
a necplasias, los sindromes hereditarios
telangiectasica)

(como ataxia
se caracterizan por su alta susceptibilidad a

agentes que dafian al ADN y conducen a céncer, etc.

RESPUESTA INMUNE CELULAR

Linfocitos T

Las mutaciones ocurridas en las células neoplésicas (como
las mencionadas anteriormente) conducen a la formacién de

proteinas mutadas. De esta manera, los cambios ocurridos en las

cé&lulas cencerosas pueden ser detectados por el sistema inmune,

ya sea como péptidos derivados de proteinas de origen wviral,

de proteinas propias no mutadas, de proteinas propias
sobreexpresadas o como péptidos derivados de proteinas mutadas
(Loyd, J.0. 1992; Roth, C., et al. 1994; Tjoa, B.A., et al.
1994) . Estos péptidos pueden ser presentadoes por células

inmunes (células presentadoras de antigenos o bien, la propia

célula tumeral) en el contexto de moléculas de clase I o;II.del,
complejo principal de histocompatibilidad a liufocités T éba+"
o CD4+, respectivamente (Knuth, A., et al. 1991; Apasov,“‘sl,’ et
al. 1993; Ostrand-Rosenberg, S. 1994; Slingluff, C.L., et al.:

19%4; Coulie, P., et al. 1993; Coulie, P., et al.:1993a}

‘Urban, :
J.L., et al. 1992; Townsend, A., et al. 1989). -



CELULAS ASESINAS NATURALES Y MACROFAGOS

Las células asesinas naturales y los macr&fagos tambié&n
contribuyen a la inmunidad antitumoral del huésped,
mecanismos citoté&xicos
CCDA) ,

ya sea por
(contacto célula-cé&lula o a través de

a través de diversas citocinas que secretan (IL-12, TNF-

o, IL-1, IFN-vy)} y/u otras sustancias solubles
prostaglandinas.

en las c<¢é&lulas

como
Los factores solubles se ha visto gue actidan

tumorales ya sea modificando su

capacidad
proliferativa o directamente su capacidad metastasica
(Brittenden, J., et al. 1996; Klein, B., et al. 1993; Cui, S.,

et al. 199%4; Mantovani, A., et al.1992) .

La respuesta inmune celular contra las células cancerosas
se ha estudiado in wvitro por miés de dos décadas en muchos

laboratorios de investigacién (Anichini, A., et al. 1987). La

relevancia in wvitro de 1los linfocitos T citotéxicos gque

reconocen a los tumores ha sido evidenciada por cultivos
autdlogos de linfocitos con células tumorales.

respuesta ha

Este tipo de
sido considerada la wéis eficaz en contra de
células neoplé&sicas (Lloyd, J.0. 1992; Slingluff, C.L., et al.

1994; Townsend, A., et al. 1989; Tanaka, K., et al. 1988) _

MECANISMOS DE EVASION INMUNE POR CELULAS TUMORALES

Existen algunas condiciones gue permiten a las células
tumorales escapar del control inmunitario:

I.~ Alteraciones en la expresién de moléculas de clase I del

8



CPH:
i .

La disminucién en la expresién de moléculas de clase I del
CPH ocurre principalmente en leucemias, linfomas y tumores
s6lidos (Browning, M.J., et al. 1992; Schrier P.I., et al.
1993). Se ha aceptadc gue la ausencia en la expresién de
moléculas del CPH y por consecuencia la incapacidad de 1las
células para presentar péptidos antigénicos, derivados de

tumores, a LTC puede conducir a un escape del control
inmunitario hacia éstas células (Levitsky, H.I., et al. 1994;
Ferrone, S., et al. 19985) .

Se han reportado algunas causas que conducen a la
disminucién o a la falta en la expresién de moléculas del CPH
por las células tumorales. Entre éstas causas se incluyen la
pérdida en los genes que codifican para los transportadores de
péptidos (TAP) como en la linea murina RMA-S (Restifo, N., et
al. 1993) ¥y en carcinomas cervicales humanos (Cromme, F.V., et
al. 1994), mutaciones en el gen de la pB-2 microglobulina como
en la linea de melanoma SK-MEL-33 (Wang, 2., et al. 1993; Roth,
C., et al. 1994) © en la linea murina LR.4 (Nava, G., et al.

1992), entre otros mecanismos.
II.- Ausencia de moléculas coestimuladoras (B7-CD28/CTLA-4):

Para que exista una respuesta de células T hacia péptidos
antigénicos presentados por moléculas del CPH se requiere una
sefial coestimuladora, generalmente proveniente de las células
presentadoras de antigenos (células B activadas, macréfagos o
células dendriticas). La activacién de cé&lulas T, a través de

9



su receptor para antigenos (RCT), sin sefales coestimuladoras,

les induce un estado de anexgia, que se caracteriza por la

ausencia en la produccién de IL-2 y en la proliferacidn en

respuesta a exposiciones subsecuentes con el antigeno
(Schwart=z, R.H. 1990; Schwartz, R.H. 1996; Roger, R., et al.
1996) .

Aungque a nivel molecular todavia no se conoce bién el
fenéSmeno de anergia de células T (Lombardi, G., et al. 1994),

existen evidencias que sugieren el requerimiento de 1la’
interaccién de sus antigenos de supexrficie CD28 y/o CTLA-4 con:
los ligandos CD80/CD86 (B7.1/B7.2) en la célula presentadora de
antigenos para la activacién completa (Leung, H.T.,
1994) .

et al.

III.- Presencia de factores solubles inmunosupresores:

Aparte de los cambios que pueden ocurrir en las células
tumorales cque las conducen a evadir los mecanismos inmunes de
vigilancia contra tumores, también se han detectado factores
inmunosupresores secretados por células neoplisicas que
contribuyen al escape inmunolégico.

Entre los factores secretados por cé&lulas neopldsicas, el
mejor caracterizado es el factor de crecimiento transformante
(TGFR) . Se ha visto gque inhibe la actividad de varias citocinas
incluyende 1la IL-2, IL-4 e TIFN-y. Tambié&n inhibe 1la
proliferacién de células T y B y la generacién de LTC. Otros
trabajos han demostrado que el TGFR bloguea la actividad de

c&lulas AN e induce una disminucién en la expresién del
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receptor para la IL-2 y de molé&culas dél‘ CPH ° (Sulitzeanu, D.
et al..1994) .

1993; Kroemer, G., et al.: 1993 JPaull WiE: [

otro factor imz)ort:aiu:e con’prt‘ﬂn-ly_ “Lnm Vlrp*'esora's =v-1
la IL-10 originalmente 1llamada . factor de inhibicién de 1a
sintesis’  de citoeinas “(CSIF). DtAndrea v cols. (1993)
demostraron que la-IL 10 ‘@8 capaz de inhibir el efecto de la
IL-12, producida por células monenucleares humanas, sobre la
proliferacidﬁ'dé cé&lulas asesinas naturales. Ademds, tiene un
efecto inhibitorio sobre la actividad de varias citocinas por
lo gue se le considera un fuerte supresor de la funcidn de
c&lulas T, AN y macréfagos (Fiorentino, D.F., et al. 1921; De
Waal Malefyt, R., et al. 1991; Howard, M.C., et al. 1992;
Knuth, A., et al. 1991).

RESPUESTA INMUNE HUMORAL

ANTICUERPOS ANTI NEOPLASIAS
Existen mecanismos alternativos del sistema inmune para. el
reconocimiente de las células neoplédsicas que involixc:fan-‘lé
produccién de anticuerpos. Estos también son’capacag‘_" de’
reconocer proteinas propias mutadas, proteinas normales:sobre’

expresadas o componentes modificados (v.g. e]:*‘"
glicosilacién) pero expr dos en la ficie "celuiéx}
J.L., et al. 1992; Loyd, J.0. 1992; Tzyy-Choouwu. 1994
A., et al. 1951; Lioyd, K.O., et al. 1989; Lloyd, ‘J.0. 1881,

Houghton, A.N. 1994).




En las filtimas dos dé&cadas se ha demostrado,

en personas
con padecimientos oncolégicos,

la presencia de células B y/o T
que Treconocen antigenos expresados por células neoplisicas
autdlogas.

En los cénceres humanos, a diferencia de la mayoria

et al.1978), el
reconoce antigenos expresados por

de los murinos (Boon, T., sistema inmune
tumores asi como expresados

en células de tejido normal. Asi, los mecanismos de tolerancia

inmunolégica, al parecer, no eliminan el repertorio linfoide en

contra de las células normales.

El indice de pacientes que presentan anticuerpos contra

glicolipides de superficie celular

(principalmente
gangliésidos, G) es alto (Lloyd, K.O.,

et al. 1989). Como
ejemplos de éstos podemos mencionar los anticuerpos anti Go2

Qgue reconocen tumores de origen neurcectodérmico (Cahan,

L.D.,
et al. 1982).

También se encuentran 1o0s anticuerpos anti Ge3 Yy

Go3d que selectivamente reaccionan con células de melanoma

(Yamaguchi, H., et al. 1987) .

Por otra parte, wvarios grupos de

investigadores han
caracterizado la respuesta

inmune humoral y celular

en
pacientes con melanoma (Cai, X.,

et al.

1995; Vijayasaradhi,
S., et al. 21990; sShih, F-M., et al.

1994), encontrindose que

los anticuerpos generados reconocen la proteina gp95/p97

presente en las células de melanoma. En el modelo murino, la

inmunizacién de los animales con un derivado del wvirus

de
vaccinia E;ue expresa el antigeno p97 (Hu, S-L., et al. 1988) se
induce la produccién de anticuerpos y la proliferacién de

células T. Ademds, los ratones inmunizados con éste virus

recombinante son capaces de rechazar células de melanoma que
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expresan la proteina. p97 mientras que é&éstos mismos ratones

permiten el crecimiento de tumores negativos a p97 (Estin, C.D.
ec al. 1988). Tambié&n sé han encontrado autoant:icuerpbs en
pacientes con melancma metastisico con reactividad en conr_ravde
la
cataliza la

la élicoproceina gp75, relacionada al producto del gen de
. tirosinasa, esta proteina es una enzima que
formacién de (Vijayasaradhi, s.,
Utilizando anticuerpos monoclonales,

wmelanina ec al. 1591).
obtenidos de ratones, en
contra de gp75 se ha demostrado que la transferencia pasiva de
estos anticuerpos en ratones que tienen células tumorales de
melanoma B1l6 inducen wun rechazo a tumores previamente
establecidos y también producen autoinmunidad en contra de

melanocitos (Roth, C., et al. 1994).

Otro ejemplo de anticuerpos antitumorales es el presentado
en pacientes con céincex de mama, en donde el antigeno gue
reconocen estos anticuerpos es el producto del gen

(Disis, M.L., et .al. 1994) , el cual es una proteina

transmembranal tipo-receptor con una masa molecular
(p185)

HER-2/neu

de 185 kD
¥ cuya funcién pudiera estar asociada con la

actividad
de tirosina-cinasa. .

Existen otros modelos de céncer en ratones en donde se han
detectado la presencia de anticuexpos anticumor,

tal es el caso
de los ratones

inoculados con sarcomas inducidos con
metilcolantreno en donde se detectan anticuerpos en contra de
la molécula supresora de tumor psS3 (Deleo,
Los trabajos de Alfaro y cols.
demostraron,

A.B., ec al. 1979).

(1992) y de Nava y cols.

(1992)
en ratones C57BL/6J,

la presencia de anticuerpos
citotéxicos en cenrra de las lineas tumorales murinas S180 y
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LR.4, respectivamente.

Estas y otras evidencias nos permiten concluir qQue existe
un repertorio inmune B en contra de neoplasias; sin embargo, no
puede asegurarse si las respuestas por anticuerpos son
respuestas especificas contra las cé&lulas tumorales o bien, son
el resultado de una respuesta inmune inespecifica. En los
Gdltimos afics se le ha dade un papel importante a los
anticuerpos monoclonales (marcadores tumorales) no solo como
reactivos para probar tumorigénesis y patogénesis, sino también
en el uso potencial como tratamiento inmunoterapéutico (Dyer,
M.J.S., et al. 1989; Ritz, J., et al. 1981; Meeker, T.C., et
al. 1985; Miller, R.A., et al. 1982; Foon, K.A., et al. 1984;
Grossbar‘d, M.L., et al. 1992).

DESARROLLO DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL

La capacidad del sistema inmune para reconocer estructuras
antigénicas extrafias depende, en gran paxrxte, de los anticuerpos
generados por las células B y del reconocimiento por células T.
Aungque el reconocimiento por ambas cé&lulas es distinto, las dos
poblaciones son capaces de reconocer a una amplia gama dJde

agentes extrafios.

A diferencia de los linfocitos T que reconocen péptidos
asociados con moléculas del CPH, los anticuerpos principalmente
reconocen estructuras complejas, en forma tridimensional ¥y
generalmente son multivalentes (Humphrey, J.H. 1981; Brunswick,
M., et al. 1988; Pike, B.L., et al. 1987).
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La subunidad tasica de una inmunoglobulina est& formada
por dos cadenas glicoproteicas de 55 KDa (CP).y do’cadenas
glicoproteicas de 25 KDha (CL) aproximadamente, . asociadas no
covalentemente por puentes disulfuro (Max, E.E;. 1993) . Existen
dos tipos de cadenas ligeras: N Y K, VY 5 ;ipbs‘de_‘ cadenas

pesadas: u, 5, v, o ¥ e, las gque dan el nombre a’ los_ subtipos
de Ig (IgM, IgD, IgG, IgA e IgE). )

En cada subunidad bésica de’ inmunoglobulina se encuentran
dos regiones de las cuales, una es la xegibén de unién al

altamente variable. en la  secuencia se aminocicidos
regidn Fab {en la cual

antigeno,

‘se encuentran areas de
hipervariabilidad, no definidas por  cortces con enzimas) Y la
ocra regifn gue es relativamente constante en su secuencia de

amino&cidos y es en donde resi'd‘ella‘ funcién efectora de 1los
anticuexpos (Fec). Asi, la IgM:tiene la capacidad de iniciar la
activacién del complemento Ppor 1a“via cldsica al unir al

componente Clg (Roice, I., et . al. ‘1993; Abbas, A.K., et al.

1994; Roitt, I.M. 1988; Carayannopoulos, L., et al. 1993); la
IgG aparte de unir a’'.la ¢

otéiné del complemento C3b (Roitt,
;7:ilec’al. 1994; Roitc, I.M. 1988;
 1993) y de atravesar la placenta,

I., ec al. 1993; Anbas
carayanncpoulos, L., et a

es capaz de unirse a:rei:

tores Fc presentes en varios tipos de

células inmunes 'y, . de).esta  manera,

inducir wuna actividaad
citotéxica celular deéer{dieyx:e'-de anticuerpos (Ravetch, J.V.
1994 ; Amigorena, 'S..,

et al. 1992; Vance, B.A.,
Fridman,

ev al. 1993;
la-IgE se une a receptores especificos en

basSfilos y en mastocitos e induce la liberacién de agentes
inflamatorios - (Roitr,

W.H. 1993);

I., ec al. 1993; avbas,

A.K., et al.
1994; Roitt, I.M. 1988; Carayannopoulos, L.,

ec al. 1993;
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Ravetch, J.V. 1994); 1la IgA es la principal clase presente en

secreciones y la Igbh sin funcién. aftin c;:;nocida (Roitt, T., et
al. 1993; Abbas, A.K., et al. 1994; Roitt, I.M. 1988;
Carayannopoulos, - L. ,_‘ et al. 1993).

Como ya se menciond, aparte de tener diversas funciones,
los anticuerpos tienen una capacidad extensa en Su repertorio
para reconocer antigenos. Esta

diversidad est& dada,
principalmente,

por las combinatorias de las recombinaciones

que ocurren entre los miltiples segmentos génicos que codifican

las regiones variables, por la imprecisidén (con gque se producen

estas recowmbinaciones y por mutaciones puntuales a este nivel
(Max, E.E. 1993; Blackwell, T.K., et al.

1989; Abbas, A.K., et
al. 1994; Roitt, I., et al.

1993; Schatz, D.G. 1992;

Yancopoulos, G.D., et al. 1986; Gellert, M. 1992; Lieber, M.R.

1991; Hood, L.E., et al. 1984) .

Estos eventos se llevan a cabo durante la ontogenia de las
células B en la médula &Ssea (Rolind, A., et al. 1993; Kincade,

P.W., et al. 1993; Law, C.L., et al. 1994; Uchida, N., et al.

1993; Kantor, A.B,, et al. 1993). En el ratén, el primer tipo

celular que sintetiza un producto detectable de los genes de Ig

{caracteristico del 1linaje B) es la célula pro/pre-BI. Esta

cé&lula posee la cinasa de tirosina de proteinas c-kit,

la
desoxinucleotidil transferasa terminal (rar) ., los genes
.activadores de 1la recombinacidén (RAG)-1 y -2, 1la cadena

sustituta L y la mol&écula CD43; sin embarge, no posee la cadena

p citoplasmica y solamente muestra rearreglos DJ a nivel de ADN

(Blackwell, T.K., et al. 1989; Rajewsky, K. 1992) . La

transicidén al estado celular pre-BII se caracteriza por una
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disminucién de la expresién de c-kit y TAT y el aumento en la
expresién de CD2S. En este estadio, los linfocitos tienen al
menos un locus de IgH rearreglado (Blackwell, T.K., et al.

1989; Yancopoulos, G.D., et al. 1986).

El paso del estado pre-BII Igm" al estado de célula B
inmadura Igm*, no es muy bien conccido. Se sabe que la IL-7,
producida por las células estromales de la MO es un factor de
maduracién para la célula pre-B (Gellert, M. 1392; Hood, L.E.,
et al. 1984). Esta célula inmadura sale de la MO a circulacién
v a tejido linfoide en donde continua su maduracién a célula B
madura (Blackwell, T.K., et al. 1989; Gellert, M. 1992; Lieber,

M.R. 1991) (ver Figura 1, Apendice A).

ACTIVACION DE CELULAS B

cuando los linfocitos B salen de la médula &sea a la
periferia, se encuentran en un estado de repeso (fase Go del
ciclo celular). El contacto del antigeno especifico con la Igm

ocasiona una serie de procesos bioquimicos en el interior

celular.

Una de las consecuencias inmediatas del entrecruzamiento

del .receptor (Igm) por el antigeno, es la fosforilacién de

residuos de tirosina de una serie de proteinas blanco. Esgto es
llevado a cabo por cinasas de tirosinas de proteinas (PTK), las
cuales incluyen miembros de la familia Src (Fyn, Lyn Yy Blk) y
mis tardfiamente cinarfas relacionadas a la familia Syk (Pleiman,
C.M., et al. 1994; Geld, M.R., et al. 1990; Gold, M.R., et al.
1991. DeFranco, A.L. 1993; Clark, E.A., et al. 1991; Williams,
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G.T., et al. 159%94).

* Se han obtenido evidencias experimentales gque demuestran

la existencia de una asociacién fisica entre las PTKs Yy el

receptor para antigeno de las células B (RCB) a través del

heterodimero Igu/IgR. Esta asociacién es mediada por una

secuencia conservada DCSM
Ademas, existen secuencias ARAM en ambas cadenas del
heterodimero, las cuales,
pueden unir fuertemente a las PTKs a través de los
. et al. 1994; Cambier, J.C., et al.
et al. 1993).

(Asp-Cys-Ser-Met) en la cadena o.

al ser fosforiladas (mecanismo no

descrito)
dominios SH2 (William, G.T
1994 ; DeFranco, A.L. 1994; Songyang, 2.,

Se sabe que las cinasas . de tirosinas de la familia Src
interactdan con proteinas efectoras para la transduccidn de las

seflales. Estas proteinas son PLCyl y v2, . PI3-k, MAPk, p9S5Svay,
; A
91; williams, G.T.,

P62, P190 y rasGAP (Clark, E.A., et al.
et al. 1994; Cambier, J.C., et al. 1999;

DeFranco, A.L. 1993;
Songyang, Z., et al. 1993).

proceso bioguimico . qué', " ocurre después del

otro
entrecruzamiento del RCB es la hidr6lisis . de fosfolipidos de la
membrana que contienen * inositol, especialmente

fosfatidilinositol 4,5—bifosfacd (PIP2), por fosfolipasa C

Los productos resultantes de esta hidSlisis son el

{PLC) .
e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) gue

diacilglicerol (DAG)
conducen a la activacién de isoformas de cinasas de pProteinas

(=4 ({PKC) Y la elevacidn de calcio libre citos6lico,
respectivamente (Pleiman, C.M., et al. 1994; Bijsterbosch,
M.K., et al. 1985). Ambos productos son segundos mensajeros y
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sus proteinas blanco pueden estar 1mplicadas en . a.a
transeripeién y en la traduccién de ciercos genes (Cambiex:,,

J.C.., et al. 1994. DeE‘ranco, Al L 1993).

Aparte de los proéesés bioquimiccs - menc:.onados
axiteriomen_te. también se encuentran la act:ivacién de p21r. la
cual regula a raf e inicia una activacidn s ei;cia,l de ERK2

‘ e T, et
993) . Yy la
& membrana que

cinasa y MAPk (Pleiman, C.M., et al. 1994,
al. 1994; DeFranco, A.L. 1993; Kim, K-M.,7

fosforilacién en la posicién 3 de fosfol:[;p:i‘.
contienen el anillo inositol a través e la enzima
fosfatidilinositol 2-cinasa (PI3-k) y los principales productos

de esta reaccidén son PI-3, 4-P2 y PI-3,4, 5 PZ . 8in embargo,

hasta el momento se desconocen los mecanismos Por los cuales
los fosfoinositidos 3-fosforilados regulan la éonduCCa celular
(Pleiman, C.M., et al. 1994; Cambier, J.C., et al. 1994; Kim,
T K-M., et al. 1993). '

Los eventos bioguimicos producidos por el entrecruzamiento
del RCB, mencionados anteriormente, conducen ’av los linfocitos
B a la produccisn de anticuerpos con u;aa deteminada
especificidad en contra de un antigeno. A este nivel la
presencia de citocinas producidas principalmente por célula T
‘son indispensables para la generacicn' de células B de memor_ia
(Colle, J-H., et al. 1950; Berek, C. 1993;/Gray, D: 1993), el
cambio de clase de :.nmunnglobulinas (‘Coffnbian‘." R'.L.', et:.‘ al.
1988; Kroemer, G., et al. 1993; DeKruyff, 'R.H‘., ‘et - al. 19937
Paul, W.E., et al. 1994) y la maduraciénen ﬁ.a‘éfinidad de los

anticuerpos producidos (Rizzo, L.V., et al. '1992; Liu, ¥Y-J., ‘et
al. 1994). ’
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Sin embargo, existen mecanismos alternativos que ayudan en

la maduracién de la respuesta inmune humoral. Tal es el caso de

las cé&lulas AN, bajo condiciones  apropiadas

Yy en otras,

estimulan 1la
tienen una accién inhibitoria
{(Mond, J.J., et al. 1995; Takeda, K., et al. 1993; Wyattc, R.,

secrecién Ade 1Ig,

et al. 1991).

La activacién de cé&lulas AN por ciertos antigenos puede

ocurrir por distintos mecanismos. Unc de estos mecanismos es a

través de los receptores FcyIIl presentes en la superficie
‘celular de las AN, los cuales al ser entrecruzados,
activacién de PLC y la elevacién de Ca*?
J.J., e al. 19%91; Vivier, E., et al.
et al. 1992) y. esto
citocinas (IFN-y,

inducen la
intracelular (O'Shea,
1991; Wirthmueller, U.,
conduce a las cé€lulas AN a secretar

IL-3 y GM-CSF) qgue influyen en la secrecién
de Ig por los linfocitos B

(Snapper, C-M., et al. 1994;
Snapper, C.M., et al. 1992).
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CAPITULO 11

OBJETIVOS



El objetivo general de é&ste trabajo fué caracterizar la
resgpuesta inmune humoral inducida por la linea celular LR.4 en

ratones: C57BL/6J y (C57BL/6J x BALB/C)e.

Los objetivos particulares de este trabajo fueron:

Estudio de la respuesta inmune humoral inducida en ratones

CS7BL/6J por la linea celular LR.4.

(a) Busgqueda de las condiciones experimentales apropiadas

para la induccién de anticuerpos en contra de la linea celular

en estudio.

(b) Caracterizacidén de 1l1los antisueros: reactividad y

niveles de anticuerpos por citometria de f£lujo.

(c) Estudios de proteccién mediada por anticuerpos en

contra de la linea LR.4.

II

Caracterizacién de la respuesta inmune humoral en contra

de LR.4 generada en ratones (CS7BL/6J x BALEB/c)n.
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respuesta humoral detectada en

(a) Determinar si 1la
en contra de LR.4

ratones CS57BL/6J, pero no en ratones Balb/c,
es dominante o recesiva al usar animales hibridos.

(b) Identificar y caracterizar los anticuerpos del suero

o del lfquido obtenido de la cavidad peritoneal por citometria
de flujo o ELISA.
anticuerpos de los dos

(c) Investigar si los
ensayos de

compartimentos descritos son citoliticos en

citotoxicidad celular.



CAPITULO 11

MATERIAL Y METODOS



Animales

Se utilizaron hembras de B8-10 semanas de las siguientes
CS7BL/6J (H-2%), BALB/cAnN
Y de ratones hibridos Fl1
Todos los

estirpes endogimicas de ratones:

(H-29), BALBR/k y C3HeB/FedJ (H-2%)
obtenidos de la cruza CS57BL/6J x BALB/cAnN (H-292) .
animales fueron obtenidos del Bioterio del Instituto de

Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Lineas celularxes

Las caracteristicas generales de las lineas celulares
La linea

usadas en &ste trabajo se describen en la Tabla 1.
celular LR.4 fué aislada a partir de la linea L5178Y por su
barreras alogénicas y

través de
inmunolégicos

capacidad de crecer a
posteriormente fué caracterizada con métodos
(Verastegui, E., et al. 1997) y de genética molecular (Nava.
G., et al. 1992).

Las células fueron cultivadas in vitro a 37°C, en medio
RPMI-1640 suplementado (ver Apendice D), en una atmésfera
humidificada ¥ con CO, al 5 %¥. Algunas de las lineas celulares
fueron propagadas in vivo en animales gue expresaban el
haplotipo apropiado: L5178Y en BALB/c, EL4.4 y RMA en C57BL/6J,
¥ LR.4 en C3H para evitar la aparicién de revertantes H-2+*.



TABLA 1

Linea Celulax Haplotipo Ceapa Raf.

LR.4 H-2- DBA/2 Nava, G. et a1
1992,

Yac-1 H-2= A/Sn Cikes. M, et a1
1373

EL4.4 H-2v CS57BL/6J | Mave. a. e m
1993,

RMA H-2® CS7BL/6J tifa, M., et

1993

L5178Y H-24 DBA/2 weinhola. k. ex
al.1977.

745 H-24 DBA/2

1.929 H-2* C3H

Obtencién de células mononucleares

Las células mononucleares fueron cobtenidas al disgregar el
bazo o el timo de ratones gque expresaban el haplotipo
apropiado. Los eritrocitos contaminantes fueron lisados con
selucisén ACK (ver Apendice B) y las cé&lulas se incubaron en

medio de cultivo hasta que se usaron (Kruisbeek, A.M. 1993).

Viabilidad celular

La viabilidad celular fué calculada en base a un método
basado en la exclusidn del colorante azul tripano (Strobex, W.
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1993). En todos los casos la viabilidad celular fué >95%.

Tratamiento con MMC

Este procedimiento consistié en i , en la ok idad,

4 X 10* células con una soluciédn de MMC (25 ug/ml) durante 1h
a 37°C (Kruisbeek, A,M., et al. 1993). Posteriormente, las
células fueron lavadas repetidamente para eliminar la MMC
residual v se usaron de acuerdo a las necesgidades

experimentales.

Protocolos de inmunizacién

(a) El1 antisuero anti H-2¢ fué inducido en ratones
C57BL/6J con 1 X 10* células extraidas del bazo de ratones
BALB/c. Los animales se inmunizaron por wvia ip umna vez por
semana durante 5 semanas. Cuatro dias después de la ddltima
inmunizacién los animales fuexon sangrados por puncién

intracardiaca y el suerc almacenado a -20°C.

(b) Los antisueros contra la linea celular LR.4 fueron

obtenidos en base a dos protocolos de inmunizacién distintos.

El primero de ellos fué similax al usado para la obtencién
del antisuero anti H-29, excepto que la Gltima inmunizaciétn se

hizo con células vivas, no tratadas con MMC.

Un método alternativo fué disefiado con el propésito de

incrementar el nivel de anticuerpos contra la linea celular en
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estudio. Este procedimiento consistié en inocular por via

subcutdinea una vez por sSemana, durante 3 semanas, Yy en

cantidades crecientes, células LR.4 vivas (1 X 10, 1 X 10* y

5 X 10%). Posteriormente la inmunizacién fué reforzada al
inocular semanalmente, por via ip, de acuerdo a la siguiente
.secuencia: 1 X 104, 1 X 10%, 1 X 10, 1 X 10 y 1 X 10¢,
LR.4 vivas.

células
La obtencién y manejo de los antisueros fué similar

al procedimiento descrito en (a) (Roloson, G.J., et al. 1981).

(c) Los sueros obtenidos de animales no inmunes y usados

como controles, fueron procesados de acuerdo al método general

descrito anteriormente.

Las propiedades de los antisueros y los niveles de
anticuerpos se determinaron por inmunofluorescencia indirecta

en un citéSmetro de flujo (ver mias adelante) .

Adsorcidén del antisuero

Las adsorciones del antisuero contra LR.4 fueron hechas

con las mismas células (o0 con LS178Y) previamente lavadas con
PBS. El1 método consistié en incubar 1 X 2107
volumen final de 0.1 ml de antisuero diluido

a 37°C; posteriormente,

células en un
(1:20) durante 1h
la mezcla de reaccién se dejdé a 4<C
durante toda la noche. Las células fueron removidas por
. centrifugacién, y el procedimiento se repitié en dos ocasiones.
El producto f£inal fué aclarado por centrifugacién y almacenado
a -20°C. Como control de adsorcifén una muestra del antisuero

fué tratada en forma equivalente perco omitiendo la incubacidén
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con las células neoplésicas (Collins, J.J., et al. 1578).

La reactividad de los antisueros adsorbidos y el titulo

fueron evaluados por inmunofluorescencia indirecta en un

citcSmetro de flujo.

Citofluorcmetrxia de flujo

Para el andlisis de inmunofluorescencia indirecta 1 x 210¢

c&lulas de las lineas seleccionadas fuerxon lavadas dos veces

con PBS y se centrifugaron a 4°C. Para evitar el pegado

las células fueron incubadas con 100 ul de una

inespecifico,
E1l

dilucién 1:10 de suero normal de cabra por 30 min a 4°C.
exceso de suero fug removido lavando dos veces con PBS-ASB-

NaN, . La poblacidn celular resultante fué incubada con

diluciones apropiad:s de suero normal o del antisuero indicado,

en condiciones equivalentes a las descritas anteriormente, para

exponerla en un uGltimo paso a una dilucién 1:30 de un

anticuerpo flucresceinado anti-Ig de ratén inducido en cabra

(Boehringer Mannheim). Las células se lavaron con PBS y se

fijaron inmediatamente con 50 ul de paraformaldehido al 10% en
PBS y se diluyeron en un volumen final de 1 ml con PBS. Las
muestras se analizaron en un citSmetro de flujo FACScan (Becton
Dickinson) calibrando antes de cada experimento con caliBRITE
¥ el andlisis de resultados se hizo con el programa de LYSIS II

(Holmen, K. et al. 1993; Otten, G., et al. 1993).



Transferencia pasiva de suero

Para el ensayo de proteccifnm contra LR.4 por anticuerpos
inducideos en ratones B6 sSe conformaron cuatro grupos de
animales B6 (n=6). Cada uno de los animales pertenecientes a
uno de los distintos grupos recibié 15 ul ip de uno de los
siguientes reactivos bioldSgicos: antisuero contra LR.4 (I),
antisuero anti LR.4 adsorbido (II), suero normal (III) de B6 o
PBS (IV) . Inmediatamente después cada ratén recibié un
transplante ip de 1 x 10° células LR.4 vivas y fué observado
diariamente con el propésito de determinar si habia crecimiento

tumoral.

Ensayo inmuncenziméitico (ELISA)

una modificacién del
(1993) .

El método usado en este trabajo fué
procedimiento experimental descrito por P. Hornmbeck
Para este grupo de experimentos se usaron placas de cultivo de
96 pozos de fondo plano. Los pozos se distribuyeron en grupos
de 3 para su manejo e identificacién posterior. Cada paso de la

secuencia experimental que se describe a continuacién fué

seguido por 4 ciclos de lavado para garantizar la fidelidad y
en cada pozo se depositaron
50 ul de una suspensién de la linea LR.4 (2 x 10* células/ml de
seguido por un

reproducibilidad de los datos: (a)

amortiguador de carbonatos, ver Apendice RB)

periodo de incubacidn de 2h a 37°C; (b) posteriormente se

afjadieron 50 ul de la solucién de blogueo (Apendice C) y se

dejé reaccionar por 2h a 37°C; (c) una vez interrumpida 1la

reaccidn se depositaron, en grupos de 3 pozos, 50 ul de uno de
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los siguientes reactivos biolSgicos: suero normal, suero anti
LR.&. ascitis o soluci6tn de lavadoe (PBS-Tween 20, ver Apendice
(= BN las placas se incubaron a temperatura ambiente y en
agitacién continua por 1h; (d) para determinar la subclase de
Ig, se usaron 50 gl de un anticuerpo de cabra peroxidado
dirigido contra una de las siguientes Ig de ratén: Ig@l, IgG2a,
IgG2b, IgG3 © IgM y se dejaron reaccionar en obscuridad 1h en
agitacidn continua a temperatura ambiente, ¥y (e) finalmente la
reaccldn se reveld con S0 ul de una solucién de OFD (ver
Apendice C) y se detuvo cen 100 gl de H;50, 1M (ver Apendice C) .
La absorbancia fué& medida a 492 nm en un lector de ELISA
Multiskan MS. Los resultados fueron graficados como dilucién de

la muestra contra lectura de absorbancia a 492 nm.

Marcaje radiactivo de células

Cinco millones de células fueron marcadas radiocactivamentce
con 300 ucCi de Na,*'Cr0O, (DuPont NEN) en 700 ul de SFB durante
1h a 37°C. El isé6topo libre fué eliminado lavando con PBS y la
concentracién celular se ajustd a 1 x 10° células/ml en medio

de cultiveo (Nava, G., et al. 1992).

Ensayo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo

Cien microlitros de una suspensién de células blanco (1 x
10* células/ml) previamente incubadas con suero normal de ratédn
© suero anti LR.4 (dilucién 1:20) y marcadas radiocactivamente

con *:Cr fueron derositadas en pozos de placas de cultivo (96
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pozos) con fondo redondo. La poblacién de cé&lules efectoras fué
extraida de bazos de ratones B6 sin c&lulas
efectoras fueron diluidas de tal manera gque se obtuvieran las
células efectoras Yy cé&lulas

et al. 1992). La lisis

tumor. Las

proporciones entre
blanco: 25:1, 50:1 o 100:1 (Nava, G.,
fué determinada por triplicado después de 18h de incubacién a
Para la determinacién de las liberaciones mixima y
minima, a un volumen equivalente al experimental de células

blanco se le adicionaron 100 ul de Tritén 100X al 20% (Sigma)
Los resultados se obtuvieron mediante

siguientes
37°C.

©o RPMI-1640 suplementado.
la siguiente ecuacidn:

% Liberacién especifica = LM - LE X 100
LT - LE

En donde: LM=liberacién de la muestra, LE=liberacién

espontdnea y LT=liberacién total.

NOTA: Todos los experimentos prescntadna_ en esta tesis fueron
realizados por lo menos en tres ocasiones en las mismas
condiciones produciendo resultados semejantes. lo gue les

confiere confiabilidad y reproducibilidad.

30



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



RESULTAROS. X RISCUSION

Los experimentos que se describen a continuacifn fueron

diseflados con el propésito de estudiar si la letalidad en

ratones BALB/c o© la resistencia de los ratones CS7BL/6J,

secundaria al transplante intraperitconeal de la linea celular

LR.4 (H-2"), estaba determinada por la capacidad de desarrollar

una respuesta innmune humoral especifica. Esto era mnecesario ya

que 1la participacién de células del

sistema inmune con
actividad citotéxica,

tales como los linfocitos T citotéxicos,
las células asesinas naturales o© aquellas

obtenidas por
estimulacién in vitro con

IL-2 {LAK)

fué descartada por
Veridsteguil y colaboradores (1997) .

Es importante sefialar que el rechazo/control de la linea
tumeral LR.4 por los ratones B6 no estaba condicionado por
productos del complejo principal de histocompatibilidad.

Esta
.conclusién fué obtenida por Nava y cols.

{1992) al transplantar
en paralelo y en condiciones experimentales equivalentes un
grupo de ratones caracterizados

por expresar distintos
haplotipos (BALB.b, H-2P;

BALB/c o DBA/2, H-29y BALB.k o C3H,
H-2%) o miembros de una colonia cerrada no endogamica (CD1),

en
los cuales el tumox

se desarrolldé y fué letal para los
animales.
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R ta al antli LR4 en rat C57BL/6J

Induccidn y caracterizacién de anticuerpos anti LR.4 en

ratones CS7BL/6J

Un grupo de ratonas Jjovenes C57BL/6J o BALB/c fueron
inmunizadas contra la linea celular LR.4 de acuerdo a los
protocolos descritos en la seccién de Materiales y Métodos. Los
sueros obtenidos se analizareon por citometria de £lujo en
contra de las lineas celulares: LR.4 (H-2°), L5178Y y 745 (H-
24), EL4.4 y RMA (H-2P), Yac-1 (H-2") y L929 (H-2%) o de cé&lulas
extraidas de timos de ratones CS57BL/6J (H-2®), BALB/c (H-249) o
BALB.k y C3H (H-2%) . Dentro del grupo de lineas celulares es
importante resaltar a L5178Y, que diera origen a LR.4 {(Nava,
G., et al. 1992), asi como a EL4.4 (Nava, G., et al. 1992) ¥y
RMA (Restifo, N. et al. 1993), obtenidas de ratones CS7BL/6J
por mutagénesis quimica. El1 uso de células extraidas del timo
sirvié como indicador de posibles semejanzas o diferencias
entre células T normales Yy neoplésicas. El1 suero anti H-24
(Materiales y Métodos) fué& utilizado como contxol en 1la
expresién de moléculas del CPH en las lineas celulares LR.4 (H-
2°) y L5178Y (H-29) (resultados no mostrados).

Los resultados de é&stos experimentos (Figuras 2-5)
revelaron gue el antisuero anti LR.4 inducido en ratones B6
reaccionS en forma parecida con células T normales obtenidas de
timo (Figura 3) o ccn células neoplédsicas de los haplotipos H-
2=, H-29 y H-2* (Figura 2). Por el contrario, los resultados
fueron negativos con cé&lulas T cobtenidas del timo de ratones B6

(Figura S) o con las lineas celulares EL4.4 y RMA (Figura 4) .
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La posibilidad de que existieran niveles bajos de anticuerpos
contra é&stas dos tiltimas variedades celulares fué descartada al
usar el antisuero sin diluir y obtenexr valores indistinguibles
de los detectados con el suero normal (resultados no
presentados). Por otra parte, el suero de ratones BALB/c
inmunizados con. la linea LR.4 no mostrd reactividad alguna

contra LR.4 (Figura 6) .

Con el propésito de determinar si los anticuerpos contra
LR.4 reaccionaban con uno o mas determinantes antigénicos
expresados éor células neopldsicas o con antigenos compartidos
por linfocitos T normales provenientes de timo, se hicieron
diluciones apropiadas del antisuero, las cuales fueron
adsorbidas posteriormente con LR.4 o con L5178Y. Como se
demuestra en la figura 7, los productos de la adsorcién dejaron
de reaccionar con las dos lineas celulares y con linfocitos T
obtenidos del timo de ratones BALB/c © BALB.k. Es preciso
sefialar que los productos de las adsorciones realizadas con las
lineas celulares {LR.4 y LS5178Y) produjeron resultados
semejantes, por los gque solamente se muestran los realizados

con la linea celular LR.4.

Los resultados presentados en las secciones anteriores
revelaron gque la linea celular LR.4 expresa determinantes
antigénicos no relacionados con moléculas relevantes en la
presentacién de antigenos, productos del CPH, pero gue son
compartidas por cé&lulas T normales. Bs importante destacar que

linfocitos T circulantes, del bazo o de ganglios linf&ticos no

fueron estudiados y en consecuencia la posibilidad de gue-

moléculas de superficie expresadas por células T inmaduras
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fueran responsables de la reactividad con el antisuero no puéde
descartarse. Otra observacién. importante derivada de é&stos
experimentos radica en las diferencias antigénicas que se
detectaron entre ratones B6 y un grupo relativamente grande de
animales endogdmicos entre los cuales se incluy® a ratones
BALB.b (H-2°). La posibilidad de que los ratones B&é expresen
una forma alélica de este o estos determinantes antigénicos no
ha sido explorada todavia.

En la actualidad se acepta que los linfocitos T
citotéxicos o las células asesinas naturales, en forma menos
especifica, son los componentes del sistema inmune mids eficaces
para reconocer y destruir cé&lulas neoplasicas (Van Den Eynde,
B., et al. 1989; Gooding, L.R., et al. 1983; De Plaen E., et
al. 1988; Darrow, T.L., et al. 1989; Trinchieri, G. 1989;
Seaman, W.E., et al. 1987; Welsh, R.M., et al. 1881). En é&ste
modélo experimental, sin embargo, la falta de expresién de
productos del complejo principal de histocompatibilidad (Nava,
G., et al. 1992) y la resistencia a células asesinas naturales
(Verastegui, s.,vet al. 1997) por parte de LR.4 indican que el
reconocimiento, control o rechazo de la linea celular en
estudio esti mediado, al menos en parte, por los anticuerpos
producidos en ratones CS7BL/6J. La posibilidad de que el
antisuerc reaccionara con algunas variedades o/B de receptores
para antigeno de cé&lulas T gue no forman parte del repertorio
de é&sta estirpe de ratones también puede descartarse, ya gque
las células LR.4 son portadoras de una delecién extensa que
afecta a la subunidad B (Nava, G. 1990). Por otra parte, la
incapacidad de 1lcs ratones BALB/c para desarrollar una

respuesta inmune humoral en contra de LR.4 nos sugiere que,
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posiblemente, la susceptibilidad de esta cepa de ratones al

tumor sea en gran parte mediada por la ausencia de anticuerpos.

En forma adicional es posible concluir que &1 o los
posibles determinantes antigénicos detectados en LR.4 y LS178Y

no son expresados exclusivamente por células neoplasicas.
ésta razémn,

Pox
el uso del antisuero en contra de células normales
pudiera contribuir a la caracterizacién de poblaciones de
linfocitos T obtenidos de ratones CS7BL/6J. Estudios realizados

por otros grupos de investigacién (Nickell, S.P., et al. 21993;
Silva, J.S., et al. 1992; Suzuki, Y., et al. 1988; Gazzinelli,

R.T., ec al. 1994; Bogdan, C. 1990) han revelado que existen

diferencias importantes entre ratones Cs7BL/6J b's otras

estirpes, tales como BALB/c, a nivel de la sintesis de IL-4,

IFN-y e IL-12, lo gue repercute significativamente en la

susceptibilidad o resistencia a algunos agentes infecciosos.

Tomados en conjunto los datos presentados demuestran que,

al menos en condiciones experimentales, la respuesta humoral

puede participar en el reconocimiento y destruccién de cé&lulas

neoplésicas. Debe enfatizarse que los ratones CS7BL/6J no son

intrinsecamente resistentes a LR_4. De hecho, el transplante
intraperitoneal, independientemente del nﬁmerb de células
inoculadas, es segu{do en todos los casos por ptoliferacién

abundante, la gue alcanza su mayor nivel 25 y 30, para
declinar © mantenerse por periodos largos (hasta 200 dias)
(Verastegui, E., et al. 1997). La inducciétn de estados crénicos
en los cuales los animales retiemen el tumor con un minimo de
deteriorxo orgénico sugiere gue otTOoSs factores pudieran
contribuir a la resistencia detectada en ratones C57BL/6J. Si
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estos forman parte o no del sistema inmune se desconoce.

Algunas propiedades de 1los determinantes

antigénicos
identificados en la linea celular LR.4

Los experimentos gque se describen a continuacién fueron
disefiados con el fin de confirmar la existencia de epitopes

antigénicos compartidos por la linea celular LR.4 y células T
normales, asi como su posible relevancia en el control del

tumor por ratones B6. Con este propdsito se inmunizaron dos
grupos de ratones (n=6) con células T obtenidas del timo de

animales B/c o B.k y posteriormente se les retd con 1 x 10¢
cé&lulas LR.4 por via ip. Los resultados de estos experimentos

(Tabla 2) revelaron que es posible inducir inmunidad en contra
de LR.4 con linfocitos normales y gue esta proteccién
probablemente es debida a una o maAs proteinas de membrana,

no
relacionadas con

21 haplotipo, expresadas

por diferentes
estirpes de ratdn pero no por B6.

La naturaleza de estas
moléculas y estadio de diferenciaciftn a partir del cual se
expresan no han sido determinados todavia.

Estudios realizados por Verastegui vy cols. (1997)

demostraron gqgue la linea celular LR.4 fué

resistente a
mecanismos clasicos de inmunidad a tumores como los mediados

por LTC o células AN. Sin embargo,

los resultados de los
experimentos presentados

hasta ahora sugieren que los
anticuerpos inducidos bajo distintas condiciones experimentales
son relevantes en el control o rechazo de LR.4 por ratones
CS7BL/6J.
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La capacidad de los anticuerpos de lisar a LR.4 en
presencia de una fuente exdégena de compleménca fué demostrada

poer Nava y cols. (1992). Sin embargo, estos experimentos no

pueden considerarse concluyentes sobre el papel que desempefian
los anticuerpos en el rechazo o control del tumor debido la

falta de actividad 1litica en presencia de suero de ratén

(Yakoleff y Alfaro, resultados no publicados). -

En forma alternativa, los anticuerpos pudieran participar

en forma indirecta, a través de la capacidad citotéxica, de

células del sistema inmune que carecen de receptores capaces de

reconocer a LR.4. Debido a que Barrera (1990) demostréd gue los

macréfagos tenfian un minimo de actividad en contra de cé&lulas

opsonizadas con antisuero anti LR.4, el ensayo de CCDA se llevd

a cabo con c¢é&lulas obtenidas del bazo de ratones B6. En
términos generales se acepta que la poblacién celular del bazo
estd constituida por células B (45%), células T (45%) y cé&lulas
Los resultados de estos experimentos

AN y macr&fagos (10%) .
existe

bajo estas condiciones experimentales,

demostraron que,
de LR.4; en forma adicional es

reconocimiento y 1lisis
importante sefialar que la magnitud de la respuesta dependid de
la proporcién entre células blanco y cé€lulas efectoras (FPigura
el suero de ratones virgenes o el suero

&) . Por el contrario,
Y en consecuencia

adsorbido dieron resultados negativos
consideramos gque un mecanismo egquivalente

participar en la respuesta de esta estirpe de ratones.

in wvivo podria

Los resultados obtenidos por Ver&stegui y cols. (1997)

sugirieron que las células responsables de la destruccidn in
vitro de LR.4 eran AN. Esta conclusién fué posible ya gue se
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Qetectd una inhibicién total de la actividad litica después de
la administracién de anticuerpos anti asialo GMl. Los contactos
celulares se habrian llevado a cabo usando a los anticuerpos
en un excremo del cual las regiones Fc de las

como un puente,
serian reconocidas por receptores expresados

Ig (subclase IgG)
en la membrana de las AN. Si este mecanismo opera in vivoe no ha

Los experimentos de citotoxicidad de este

sido demostrado.
con la interpretacién anterior ¥y

trabajo son congruentes
fortalecen la participacién de una respuesta humoral.

importancia de anticuerpos gque

En aflos recientes 1la
capaces

reconocen antigenos expresados por células tumorales,
de mediar actiwvidad 1litica ha sido motivo de interés por
distintos grupos de investigacién (Lloyd, K.0O. 1989; Cai, X.,
Lubeck, M.D., et al. 1985; Dyer, M.J.S., et al.

et al. 1995;
I., et al. 1987) . Ssi esta forma de

1989 ; Hellstrom,
contrarrestar la progresidn tumoral tiene un futuro en la

inmunoterapia requiere de mayor solidexz.

Proteccisén de ratones C57BL/6J conferida poxr antisuero

anti LR.4.

Para investigar si el antisuero anti-LR.4 era suficiente

impedir el crecimiento de esta linea celular se llevaron

para
consistieron en la

un grupo de experimentos gue

a cabo

administracién ip de este reactivo biolégico producido en el

laborateorio. Con este propSsito se conformaron cuatro grupos de
de

animales B6 (n=6). Los animales pertenecientes a cada uno

los distintos grupos recibid por via ip 15 ul de una de los
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antisuero contra LR.4 (I), antisuero

siguientes reactivos:
suero normal (IrI) de B6 o PBS (IV).

anti-LR.4 adsorbido (II),
‘Inmediatamente después cada ratdn recibié un trasplante ip de

1 > 10* cé&lulas LR.4 vivas y fué observado diariamente durante
45 difas con el propésito de determinar si hubo crecimiento

tumoral (Tabla 3).

Unicamente aquellos ratones que recibieron antisuero anti

LR.4 no adsorbido no permitieron crecimiento del tumor; por el
contrario, aguellos en los que el antisuero adsorbido fué
inyectado se comportaron de la misma forma gque el grupo de
animales cgue recibieron suero normal o PBS. Estos experimentos
consolidan nuestra proposicién de qQue una respuesta humoral
constituye la caracteristica distintiva de los ratones B6 en

relacién con otras estirpes incluidas en el estudio.

demostraron que la transferencia
especifico del
a través de un
Ootros grupos de
en contra de
de

{(1981)

Roloson y cols.
de suero inmune

pasiva a ratones Be

adencocarcinoma AD75Sa
mecanismo similar al descrito en este trabajo.
gsuero hiperinmune

confirid proteccidn

trabajo han mostrado que
esporozoitos de Plasmodium es efectivo para la proteccién
ratones BALB/c en contra de la malaria (Weiss, W.R., et al.

1993; Schofield, L., et al. 1987).

1 anti LR4 en ratones hibridos

El siguiente grupo de experimentos se hicieron con el f£in

de determinar si la resistencia de los ratones CS7BL/6J,
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secundaria al transplante intraperitoneal de la linea celular
LR.4 tenia un caracter dominante o receéivo en ratones hibridos
(C57BL/6J x BALB/cC)ri. Como se mostré en la seccién anterior,
la resistencia al tumor detectada en ratones B§ esta
detexrminada, al wmenos en parte, por la induccién de una
respuesta humoral contra determinantes antigénicos compartidos
con otras células normales © neopl&sicas y gque no guardan

relacidén con productos codificados por genes del CPH.

Caracteristicas generales del crecimiento de LR.4 en la

cavidad pesritoneal de ratones B6C

La capacidad de los ratones B6 de rechazar o controlar a
LR.4 en la cavidad peritoneal es una propiedad que no es
compartida por otros ratones, incluyendo a la estirpe BALB.b
que expresa el mismo haplotipo (H-2P). No todos los animales
‘estudiados desde el punto de vista de la susceptibilidad a LR.4
fueron analizados Jdesde el punto de vista inmunolégico; sin
embargo, es posible que las diferencias con los ratones B&6
radican en la incapacidad para preoducir anticuerpos contra la
linea celular en estudio (como lo ha sido demostrado con los
ratones BALB/cC) . Si esto es secundario a una forma de
proteccién en contra de una respuesta autoinmune o a la falta
de miembros del repertorio de células B detectados en ratones
B6, gueda por determinar. De hecho, Verdstegui y cols. (1997)
demostraron que la limitante en los ratones B/c estaba en la
produccién de anticuerpes y no en la poblacién de células
efectoras capaces de mediar citotoxicidad en presencia de

anticuerpos contra LR.4.
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El uso de hibridos B6Cm se considerd pertinente para
iniciar un estudio sobre la respuesta inmune humoral en contra
de LR.4 en un contexto genético constituido por animales
suceptibles y resistentes.

En un primer grupo de experimentos se inocularon 24
ratones con 1 X 10° células LR.4 y se les siguié por un peridédo
de 240 dias. Durante este tiempo los animales fueron observados
para determinar macroscépicamente el desarrollo del tumor en la
cavidad abdominal y pesados cada dia para seguir el curso de la
enfermedad. Los resultados obtenidos de este an&lisis revelaron
que el crecimiento de LR.4 tenia algunas caracteristicas
comunes a 11losS progenitores y otras gque- - posiblemente eran
consecuencia de la interaccién del genoma de cada uno de los
progenitores. A partir de este grupo de ratones fué posible
identificar tres tipos diferentes de crecimiento de LR.4 cuyas
caracteristicas generales se describen a continuacién y cuya

representacién grafica se encuentra en la Figura 9.

Tipo I.- Los animales de este grupo se comportaron de
forma similar a los ratones Bé al presentar un crecimiento

inicial seguido del rechazo del tumor.

Tipo II.- Fué detectado en un so0loc ratdn y se caracterizé
por tener dos fases de crecimiento, el segundo de los cuales
fué letal. Por esta razén se conegiderd gque no habia habido

rechazo, solamente control temporal del crecimiento necoplasico.
Tipo IXII.- A diferencia de la segunda variedad (tipo II),
los ratones sobrevivieron a la recurrencia tumoral y lograron
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de nuevo rechazar al tumor.

ES importante sefialar, que ninguno de 1los ratones
transplantadeos con LR.4 sucumbieron al tumor como los ratones

parentales BALB/c.

Con las restricciones que lleva implicitas un andlisis por
observacién, los datos fueron interpertados en favor de un
caracter dominante de la respuesta inmune en contra de LR.4. La
presencia de recurrencias tumorales podria ser consecuencia de
la participacién secuencial © competitiva de poblaciones de
células T cooperadoras gque finalmente pudieran repercutir en la
eficiencia de la respuesta inmune humoral contra LR.4. La
complejidad del fondo genético de los ratones hibridos, que no
es la suma de los gendmas individuales, no permite otra cosa

gue una mera interpretacién especulativa.

Induccidn y caracterizacién de anticuerpos anti LR.4 en
ratones hibridos B6C
- Con el propdsito de determinar si las caracteristicas de
crecimiento de LR.4 en los ratones B6C estaban determinadas por
la induccién de una repuesta mediada por anticuerpos, se diseiid
un grupo de experimentos circunscrito a los primeros 24 dias

después del transplante.

Con este planteamiento se analizaron el suero y el liguido
de cavidad peritoneal obtenidos de tres grupos de ratones

hibridos., de 8 semanas (n=3 por grupeo), transplantados con 1 X
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10¢* c¢élulas LR.4 Yy sacrificados de acuerdo al esiguiente
calendario: 60, 150 y 240 dias. Es importante mencionar que los
animales sacrificados en el 6o dia no habian desarrollado
liquide de ascitis y por esta razén se realizéd un lavado
peritoneal con PBS y este fué utilizado para los andlisis

posteriores.

En las figuras 10 y 11 se observa que la concentracién de
anticuerxpos en el suero y en el ligquido obtenido de la cavidad
peritoneal se incrementd progresivamente. EsS preciso mencionar
que el titulo de anticuerpos en el liquido de ascitis fué en

promedio, cinco veces mayor al detectado en suero.

Estos resultados fueron interpretados de  la siguiente
la respuesta humoral inicialmente detectada en
las diferencias en

manera: (a)
ratones B6 es dominante en ratones B6C y (b)
los niveles de anticuerpos entre el suero y el liquido Ade
ascitis podrian ser consecuencia de la difjicultad para

distribuirse con la misma eficiencia en los dos compartimentos.

Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos inducidos

en ratones BEC

Los experimentos presentados en la figura 12 revelaron que
los anticuerpos detectados en el suero o en el ligquido de
ascitis contra LR.<4 inducidos en ratones B6C son capaces de

mediar actividad citotdxica. Las diferencias en la eficiencia

podrian estar determinadas por la presencia de sustancias que

inhiben la accién de anticuerpos citotéxicos en contra de LR.4;
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sin embargo, esto no ha sido determinado.

Determinacién del isotipo de los anticuerpos anti LR.4

Con el propdsirto de determinar si existia un isotipo de Ig
preferencial en esta respuesta humoral desarrollada en los
ratones B6C en contra de la linea LR.4 Yy de esta manera poder
sugerir la participacién de citocinas en esta respuesta inmune
se realizaron ensayos de ELISA para la determinacién del

isotipo de Ig.

En la figura 13 se muestra gque el antisuero anti LR.4
inducido en ratones B6C contiene anticuerpos correspondientes

a la clase IgG (IgGl, IgG2a, IgGzb e IgG3); sin embargo, no se

encontré la participacién de un isotipo particular de IgG.
Estos resultados apoyan la posible participacién de las células

AN como célula efectora en inducir una CCDA en contra de LR.4,
para la porcién Fc de

ya gque las AN poseen receptores

inmunoglobulinas IgG.

La respuesta inmune humoral del tipo IgG generada por los

ratones hibridos en contra de la linea celular LR.4 nos sugiere
una participacién activa de 1linfocitos T de ayuda (CD4+)
et al. 1989; Gajewski, T.F., et al. 1989;
En trabajos realizados por T.R.

se encontré que los linfocites

(Coffman, R.L.,
Rizzo, L.V., et al. 1992).
Mosmann y colaboradores (19589)
Ta pueden ser subdivididos en Tal y Ta2 de acuerdo al perfil de
Se ha demostrado que tanto los Tal como

citocinas que producen.
células B en forma

los Ta2 pueden propeorcionar ayuda a
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moléculas del complejo principal de
anticuerxpos

restringida por -
histocompatibilidad e . indueir respuestas de

o secundarias siempre b4 cuando exisca un

primarias
reconocimento dirigido hacia un antigeno especifico (Parker,
D.C. 1893; Noelle, R.J., et al. 1991; Abbas, A.K., et al. 1993;

Paul, W.E., et al. 1994).

Numerosos trabajos han reportado que la sintesis de IgGl

en respuestas secundarias ocurre por varias vias, una de ellas

(respuesta Ta2) y la otra wvia involucra
et al. 1989; Abbas, A.K.,

involucra IL-4 e IL-S
IL-2 (respuesta Tal) (Coffman, R.L. ,
Paul, W.E., et al. 1994; Schultz, C.L., et al.

la sintesis de IgG2a requiere citocinas
especificas como la IL-2 y el IFNy (respuesta Tal) (Snapper,
C.M., et al. 1987; Stevens, T.L., et al. 1988; Finkelman, F.D.,
es necesaria la participacién de varias

et al. 1993;
1992). En contraste,

et al. 1988). Asi,
citocinas para dirigir la respuesta de anticuerpos hacia un

isoripo particular.
Varios autores han demostrado que puede existir wuna
regulacidén de la respuesta inmune humoral por medio de células

T, en la cual, no existe restriccién por moléculas del complejo

principal de histocompatibilidad. Esto es llevado a cabo por el
acoplamiento de CD28 en la cé€lula T a B7/BBl expresado en la

c&lula B activada o bién, a través de la estimulacién de

células T por citocinas derivadas de macréfagos o de células B

estimuladas con antigenos TI (Leung, H.T., et al. 1994 ;

DeKruyff, R.H., et al. 1985; Solbach, W., et al. 1991). Sin
embargo, no ha sido posible descartar © no la participacién de
células T en la regulacién de la respuesta humoral anti LR .4

15




(IgG) generados en nuestro modelo experimental.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES



SONCLUSIONES

- La linea celular LR.4 es capaz de inducir la produccidn de
anticuerpos en los ratones de la cepa C57BL/6J, no asi en los
ratones de la cepa BALB/c.

- La susceptibilidad de los ratcones de la cepa BALB/c pudiera
estar influenciada por la incapacidad de desarrollar una
respuesta inmune humoral en contra de LR.4.

- La respuesta humoral inducida en los ratones C57BL/6J reveld
que LR.4 expresa determinantes antigénicos en la superficie
celular, compartidos con cé&lula T normales y relevantes en el
control/rechazo del tumor. Estos epitopes no estan relacionados
con moléculas del CPH; sin embargo, no gse ha podido descartar
8i estos determinantes antigénicos son exclusivos de células T

maduras, inmaduras o presentes en ambas poblaciones de células

T.

- In vitro, los anticuerpos generados en ratones CS7BL/S5J son
capaces de lisar a LR.4 por un mecanismo de CCDA, en el cual,
la célula efectora fué de la estirpe de las AN. Sin embargo, su
relevancia in vivo no ha sido posible determinar.

-~ Posiblemente, el desarrcolle de una respuesta inmune humoral
en los ratones hibridos B6C sea una caracteristica dominante de
ratones resistentes CS7BL/6J.

El andlisis de los anticuerpos anti LR.4 generados en los

.
ratones hibridos B6C mostrd que, in vitro, el mecanismo litico
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para la linea celular fué semejante al de los ratones B6

(CCDA) . Ademéds, el isotipo de inmunoglobulina dominante en esta

respuesta fué IgG.

- Este modelo experimental murino permitié demostrar la
importancia del desarrollo de una respuesta inmune humoral para
el control y/o rechazo de células carentes de la expresién de

relevantes en la presentacién de antigenos. Asf{

moléculas
mismo, el uso del antisuero generado en los ratones CS57BL/6J en
contra de la linea en estudico pudiera contribuir a 1la

caracterizacién de poblaciones de linfocitos T obtenidos de

esta misma cepa de ratones.
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ESTADOS DE MADURACION DE CELULAS B
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rigura 1.- lopn'unncien esquemitica de los principales estados de maduracin de
linfocitos B. la enzima deoxinucleotidil transterasa terminal (TdT) aparece antes del
rearreglo y expresién de los genes IgH. La cadena y es detectada en el citoplasma de
células pre-B antes de que la molécula completa de IgM se exprese en la superficie de
células B inmaduras. La expresin o ausencia de algunas glicoproteinas de la superficie

pueden ser detectadas con anticuerpos monoclonales (Paul, W. 1993).



Figura 2.- Reactividad del suero anti LR.4 contra lineas
celulares de diferentes haplotipos. La dilucién empleada del
suero fué de 1:20. Los histogramas representan intensidad de la
fluorescencia contra ntmero de cé&lulas.



Figura 3 .- Reactividad del suero anti LR.4 contra cé&lula T
normales provenientes de timo. Los ratones empleados fueron de
los haplotipos H-2¢ (BALB/cAnN) y H-2% (BALB.X y C3HeB/Fed).
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Figura 4.- Reactividad del suero anti LR.4

contra lineas
celulares provenienctes de ratones CS57BL/6J:

EL4.4 y RMA. lLa
diluciédn de suero uctilizada en este experimento fué& de 1:20;

8in embargo, los mismos resultados se registraron uctilizando el
suero sin diluir.




CS7BLs6J

Pigura 5.- Reactividad del suerco anti LR.4 contra
células T normales provenientes del timo de ratones
CS7BL/6J. E1 anidlisis fué realizado en un citédmetro de
flujo Becton Dickinson. El1 histograma representa la
intensidad de fluoresencia contra nimero de c<¢élulas. La
dilucién de suero empleada fué de 1:20; sin embargo,

los mismos resultados se registraron utilizando el
suero sin diluir.
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Figura 6.- Reactividad del suerc obtenido de ratones
BALB/c transplantados ip con LR.4. La dilucién empleada
del suero fué de 1:20; sin embargo,

reactividad empleandose suero sin diluir.

mostré la misma
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Figura 7.- Reactividad del suerco anti LR.4 adsorbido con la
l1inea celular LR.4. Las células empleadas fueron LR.4, L5178Y,
células T provenientes del timo de ratones BALB/c y BALB.k. En
todos los histogramas se muestra el suero anti LR.4 antes de
ser adsorbido. Resultados semejantes se presentaron cuando se
adsorbid con L5178Y.




Inmunizacidén Proteccidn

No. de Ratones
(%)

6 Timos C57BL/6J o/6 (0)
3 Timos BALB/c 6/6 (100)
6 Timos BALB.k 6/6 (100)

Inmunizacién de ratones CS7BL/6J con células

de diferentes haplotipos. La
positiva s8i los ratones no

Tabla IX.-
obtenidas de timo de ratones
praoteccidn fué evaluada como
desarrollaban un crecimiento tumoral en la cavidad peritoneal

en un pericodo de 50 dias aproximadamente.
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Figura a.- Ensayo de citotoxzicidad caelular
dependiente de anticuerpos. Los anticuerpos
provienen del sueroc de ratones C57BL/6J inmunizados
con 1la linea celular LR.4. En todos los casos la
célula blanco fue LR.4 y las células efectoras
fueron obtenidas del bazo de ratones virgenes B6.



No. de Ratones SN B6 8T Anti LR.4 Proteccidn
(%)
[ Si . No o/6 (0)
& No Ssi 6/6 (100)
(-3 No No 0o/6 (o)
€ No Suero ads. o/6 (0Q)

Tabla IIXI.- Ensayc de proteccidn in vivo mediante 1la
transferencia pasiva de suero Anti LR.4 © el suero
adsorbido. A todos los ratones se les transfirid ip 15 ul
de suero © de PBS. La proteccidén fué evaluada en igual
forma como la descrita en la tabla II.
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Pigura 9.-
Peritoneal de ratones B6C.
trasplante ip de LR.4 contra el porcentaje de incremento en
peso. Los tipos de crecimiento estidn descritos en la seccién
de Resultados y Discusidn.
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Figura 10.- Concentracidén de anticuerpcos anti LR.4
provenientes del suero de ratonaes B6C. Todos los sueros
se utilizaron sin diluir. El1 histograma muestra la
intensidad de 1la fluorescencia contra el ndmerc de

cé&lulas.
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Figura 11.- Concentracién de anticuerpos anti LR.4
provenientes del liquido de la cavidad peritoneal
de ratones B6C. Tocas las muestras se utilizarcen

gin diluir.
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Figura i12.a.- Ensayo de citotoxicidad caelulax
dependiente de

anticuerpos.
suero de

os
ratones B&C

previernen del
con LR.4.

anticuerpos

transplantados
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Figura 12.b.- Ensayo de citotoxicidad celular
dependiaente de anticuespos. Los anticuerpos
dez liguice obtenido de za cavidad

prcocvienen

peritcnezl de ratones 36C transglantades con

LR.4.
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Figura 13.- Determinacidn del iscotipo de

inmunoglobulina. En este experimento se utilizd el

liguice obtenido de la cavidad peritoneal de
razones B6C transplantados con LR.4 {dilucién 1:35).

La determinacidn se realizd por la técnica de

ELISA.



APENDICE B

Amortiguadores utilizados
2mortisuador de fosfatos (PBS) :

1.5 mM MaH, PO, anh.
8.1 mM NaHrPO, anh.

154 mM WaCl
Ajustar pE a 7.2-7.4 con NaOH, 1M.
TVeilizar filtro de 45 um de diametro

2 . 3 ie ILizmis & ;

0.015 M NHCL
1.0 mM KHCO,

0.1 mM Na,EDTA

Ajustar pH a 7.2-7.4 con HCl, 1 N.
Esterilizar por filtracidn.

Apprrisnaador de Carbogates J(ELISA)

15 mM Na.COo,

35 mM NaHCO,

3.1 mM Nan,
Ajustar pH a 9.5

2 ; 5 3 ~y 2rT
0.05 mM de dcido citrico

0.048 WM de citrato de Na.2H,

Ajustar pH a 4.5



APENDICE C

Soluciones utilizadas
Solucidn. de blggueo (FLISA)

0.05% Tween 20
1.0 mM Na,EDTA
0.25% ASB
0.0S% NaN,
Aforar con PBS

Sgolucion de lavado (ELISA)

250 uL Tween 20
500 mL PBS

Sustrato Ortofenilendiamina (OFD, ELISA)
12 mg OFD
12 mL Amortiguador de citratos

4.8 pL H,0,, 30%
Se prepara antes de su uso en la obscuridad.

H,SO,.. 1M (ELISA)

54.5 mL H,S0, (35=1.835)
Aforar a 1.0 L conn H,O0 d.



201 160 _de 1 1o (I £1 ia)

3% ASB
0.1 % NaN,

Aforar PBS. Utilizar filtro de 45 um.

Mi joi C(MMC

2.0 mg Mitomicina € (Sigma)
4.0 mL Agua bidestilada
Guardaxr a 4°C en la obscuridad



APENDICE D

Medioa dAe cultivo
Medio de Cultivo RPMI-1640
20.8 g RPMI-1640 (GIBCO/BRL)
5.0 g Dextrosa
1.9 L de H,O d

Ajustar pH a 7.2-7.4 con NaHCO,.
Esterilizar por filtracién.

RPMI=1640 suplementado

500 mi» RPMI-1640
S ml. Piruvato de sodio (Sigma), 100 mM
5 mL Amino&cidos no esenciales (Sigma), 10
1 mL Fungizona (Gibco/BRL), 1%
1 mL Estreptomicina (Sigma), 0.2 %
50 mL SFB (Gibco/BRL)

Esterilizar por filtracidn.
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