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RESUMEN

En ¢l presente trabajo se analiz6 el efecto de los
anticuerpos monoclonales (AcM) anti-células T
sobre la expresién de los antigenos T en los linfocitos
de la sangre periférica, utilizando los AcM IOR-T1
(CD6), IOR-T3 (CD3), IOR-T3A (CD3), IOR-T4
(CD4) ¢ IOR-T8 (CD8). Se encontré que los
AcM IOR-T3 ¢ IOR-T3A inducen pérdida de los
receptores de membrana y este efecto no estd
asociado a la expresién de los ant{genos reconocidos
por los AcM IOR-T1, IOR-T4 ¢ IOR-TS, dado que
estos antigenos estdn presentes en las células
moduladas T3 y T3A negativas. Se sugiere la
utilidad de los AcM IOR-T3 ¢ IOR-T3A como
inmunosupresores, as{ como la posibilidad de
emplear el AcM IOR-T1 en pacientes con cédncer.

SUMMARY

We studied the extent of antigenic modulation
induced by the monoclonal antibodies (MAbs)
IOR-T1, IOR-T3, IOR-T3A, IOR-T4 and IOR-TB.
The Mabs IOR-T3 and IOR-T3A were efficient at
modulating antigens but the antigens reactive with
IOR-T3, IOR-T3A are not linked to the expression
of subset specific antigens IOR-T1, IOR-T4 and
IOR-T8 since these receptors are still present on
IOR-T3 and IOR-T3A negative modulated T-cells.

We discuss the usefulness of MAbs IOR-T3 and
IOR-T3A as immunosuppressors and the possibility
to use the Mab IOR-T1 in cancer patients.

INTRODUCCION

El desarrollo de los anticuerpos mono-
clonales (AcM) dirigidos contra antfgenos
de superficie de las células T ha permitido
caracterizar a los linfocitos T y definir
subpoblaciones celulares con funciones
especificas (Reinherz et al., 1981).

Los linfocitos T maduros expresan en
su membrana la molécula CD3 que se
encuentra asociada al receptor de células T
(RCT). Dentro de los linfocitos T se han
identificado dos subpoblaciones, consi-
derando las funciones auxiliadoras y
supresoras, expresando en su superficie las
moléculas CD4 y CDS8, respectivamente
(Acuto er al., 1985).

Por estudios experimentales se conoce
que determinados AcM que reconocen el
RCT pueden producir agrupamiento de
estos receptores, con modulacién y desa-
parici6bn de ellos en la membrana. Este
fen6meno es reversible y la expresion original
se alcanza después de 24-48 horas, cuando
el RCT es sintetizado nuevamente
(Tsoukas et al., 1984; R. Palacios, 1985;
Estabrook et al., 1985).

En la actualidad, el empleo de los AcM
se ha extendido a su utilizacién terapéutica,
resultando de interés el efecto beneficioso
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de los AcM anti-células T, en pacientes con
rechazo al trasplante renal y en el tratamiento
de enfermedades linfoproliferativas (Miller
et al., 1981; Dillman et al., 1984; Kreis et al.,
1985; Herrera et al., 1987).

El propésito de este trabajo fue analizar
el efecto de los AcM anti-células T sobre la
expresion de los antfgenos T de los
linfocitos de sangre periférica, como una
evaluacién previa in vitro de los posibles
cambios que se producirfan al utilizarlos
con fines terapéuticos.

MATERIALES Y METODOS

Anticuerpos monoclonales

Se utilizaron los AcM anti-células T IOR-T1,
IOR-T3 ¢ IOR-T3A y los AcM IOR-T4 ¢ IOR-TS;
estos Gltimos reconocen a las células T auxiliadoras y
T supresoras respectivamente. Estos AcM fueron
purificados a partir de liquido ascitico por la Unidad
de Produccién del Departamento de Biologia del
Instituto Nacional de Oncologfa y Radiobiologfa
(INOR). Las caracterfsticas principales de los AcM
utilizados se resumen en la tabla 1.

Obtencién y cultivo de las células

Se obtuvo sangre venosa de sicte donantes
voluntarios sin cnfermedad conocida y las células
mononucleares periféricas (CMP) fueron aisladas por
centrifugacién en gradiente de densidad (Garcia y
Silva, 1979). Las c€lulas se ajustaron a 1 x 106 ml
con medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal
al 10% y antibiéticos, y se incubaron con 200 ug/ml
de cada AcM a 37°C en atmoésfera himeda con 5% de

CO; en ¢l aire. Como control, las células fueron
incubadas solamente con el medio de cultivo.
Se evalué la presencia de antigeno después de
2,8, 12, 24, 48 y 72 horas de incubacidn, utilizando la
técnica de inmunofluorescencia indirecta.

Inmunofluorescencia indirecta

Las células fueron lavadas tres veces con tampén
fosfato salino 0,15 M, pH 7,2 (TFS). Para conocer el
grado de modulacidén antigénica, las células fueron
incubadas nuevamente con los AcM IOR-T1,
IOR-T3, IOR-T3A, IOR-T4 ¢ IOR-T8, y con TFS
como control durante 30 minutos a 4°C. Después de
la incubacién se repitieron tres lavados y se afiadieron
50 ul de una dilucién 1:30 de suero de carnero
anti-inmunoglobulina de raténm conjugado,
con isotiocianato de fluoresceina (Meloy Lab, USA)
y s¢ mantuvieron a 4°C durante 30 minutos.

Para evaluar la influencia de la modulacién de los
antigenos T3 y T3A sobre la expresién de otros
antigenos, a las muestras de linfocitos que fueron
previamente incubados con los AcM IOR-T3 ¢
IOR-T3A se le afadieron los AcM IOR-T1, IOR-T4
¢ IOR-TS.

Finalmente, a todas las muestras se les realizaron
tres lavados y se examinaron con objetivo de 100 X
en microscopio de luz fluorescente (Leitz, RFA).

Evaluacién de la re-expresion de
los antigenos modulados T3 y T3A

Para cvaluar si las células moduladas podian
expresar nuevamente los antigenos, se incubaron las
células con los AcM IOR-T3 ¢ IOR-T3A,
en concentraciones de 60 ug/ml durante
24 y 48 horas. Posteriormente las células fueron
lavadas y resuspendidas en medio de cultivo.
Después de 24 y 48 horas los antigenos T3 y T3A se
determinaron por el método de inmunofluorescencia
indirecta, previamente descrito.

Tabla 1
CARACTERISTICAS BIOLOGICAS PRINCIPALES DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES (AcM)
ANTI-CELULAS T
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RESULTADOS

Modulacién antigénica inducida
por los AcM anti-T IOR-T1,
IOR-T3 e IOR-T3A

El AcM IOR-T1 no induce modulaci6n
antigénica en las condiciones estudiadas.
A las 48 horas hubo un ligero descenso en
los valores medios de 68,1 = 4,7 a
54,2 + 5,6 pero esta diferencia no resulté
significativa (figura 1).
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A diferencia del AcM IOR-T1 con los
AcM IOR-T3 e IOR-T3A, luego de 2 horas
hubo una disminucién en el ntmero de
células positivas. Con el AcM IOR-T3
hubo un descenso de 65,7 = 1a 457 £ 4y
con el AcM IOR-T3A los valores variaron
de 65,1 = 5,7 a 47,5 = 6,5. En las horas
siguientes este descenso se acentud y a las
48 horas se aprecia que practicamente hay
una pérdida total de los antigenos T3 y T3A
sobre la membrana celular, siendo los
valores promedios de 8,4 + 6,7y 6,8 + 4,3
respectivamente (figura 2).
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FIG. 1. Modulacién antigénica inducida por ¢l AcM IOR-T1.
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Modulacién antigénica
inducida por los AcM IOR-T4
e IOR-T8

Con ¢l AcM IOR-T4, el valor promedio
inicial fue de 46,5 + 7,3 observdndose una
disminucién no significativa cn la cifra media
en las primeras 24 horas. Los valores
minimos fueron de 38,2 + 63y de 36,1 = 7,6
a las 48 y 72 horas respectivamente.

Con el AcM IOR-T8, la media de
26,1 = 7,3 descendi6 a 18,1 + 5 a partir de
las 8 horas, y a las 72 horas los valores de
la media fueron de 16,3 + 7,1 (figura 3).

Influencia de la modulacién
de los antigenos T3 y T3A sobre
otros antigenos de células T

La modulacién antigénica inducida por
los AcM IOR-T3 e IOR-T3A sobre los
antigenos T3 y T3A no origina variacién
sobre la expresi6n de los otros antfgenos de
la serie T (T1, T4 y T8). Cuando las células
incubadas previamente con los AcM IOR-T3
¢ IOR-T3A fueron evaluados por IFI con
los AcM IOR-T1, IOR-T4 e IOR-TS, los
valores de células positivas fueron similares
a los obtenidos con los linfocitos incubados
directamente con estos AcM (tabla 2).
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FIG. 3. Modulacién antigénica inducida por los AcM IOR-T4 ¢ IOR-TS.
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Tabla 2
EFECTO DE LA MODULACION DE LOS ANTIGENOS T3 Y T3A SOBRE LA EXPRESION DE OTROS
ANTIGENOS DE LAS CELULAS T, A LAS 48 HORAS DE CULTIVO

Incubacién Marcaje de los AcM (IFT)
48 horas
IOR-T3 IOR-T3A 10R-T1 I10R-T4 IOR-T8
 Medio 64,7 £ 73¢ 642 & 66 453 %53 26,0 + 4,6
 AMIORTS | 84267 22536 | 696293 | 49672 24+9
 AcM IOR-T3A 363+ 56 ' 70,1 % 86 487 % 6,9 336 + 81

* X * DS del % de células positivas.
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Re-expresion de los antigenos T3
y T3A

A las 24 horas las células comenzaban a
expresar nuevamente los antigenos T3 y
T3A y ya a las 48 horas los porcentajes de
células T3+ y T3A* fueron de 63,6 = 6,8
y 62 = 7,1 respectivamente, muy similares
a los valores obtenidos sin inducir
modulacién antigénica.

DISCUSION

Los AcM que reconocen especificamente
a determinantes antigénicos expresados en
la superficie de los leucocitos humanos,
pueden producir diversos efectos sobre
estas células (Kung et al., 1979).

La modulaci6n antigénica fue observada
por Ritz et al. (1980) con el AcM J-5 que
reconoce un antigeno asociado a la leucemia
linfocitica aguda (CALLA), reconocida
como CDI10 (4th International Conference
on Human Leukocyte Differentiation
Antigens, 1989).

En el presente estudio se encontré que
los AcM TOR-T3 e IOR-T3A inducen la
pérdida de los receptores antigénicos por
ellos reconocidos, estando relacionado este
efecto con el tiempo de incubacién. Por
otra parte, los AcM anti T IOR-T1, IOR-T4
¢ IOR-T8 no modifican la expresion de los
antigenos T1, T4 y T8.

La modulacién antigénica inducida por
los AcM IOR-T3 ¢ IOR-T3A no afecté la
expresion de los antigenos T1, T4 y T8,
por lo que no existe asociacién molecular
entre los antigenos reconocidos por los
AcM IOR-T3 e IOR-T3A y los antigenos
T1, T4 y T8 dado que estos receptores
estan presentes en las células moduladas
T3 y T3A.

La densidad antigénica de los antigenos
T3 disminuyé en las células moduladas por
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el AcM IOR-T3A, y este hecho también se
observé con el antigeno T3A, cuando las
células fueron incubadas previamente con
el AcM TIOR-T3A. Estos resultados
sugieren la presencia de estructuras
antigénicas similares que son identificadas,
tanto por el AcM IOR-T3 como por ¢l
AcM IOR-T3A.

Los AcM han sido utilizados en el
tratamiento de varios linfomas By T
(Miller et al., 1981; Garcia et al., 1985); de
leucemias (Dillman et al., 1984); de tumores
gastrointestinales (Sears ef al.,, 1984); de
melanomas (Goodman et al., 1985) y en el
rechazo de los trasplantes (Kreis ef al.,
1985; Herrera et al., 1987).

Estos AcM empleados con fines tera-
péuticos presumiblemente actilan a través
de las células efectoras humanas o por
mecanismos humorales (Herlyn et al., 1982;
Hale et al., 1985).

En nuestro trabajo encontramos que los
AcM IOR-T3 e IOR-T3A inducen modula-
cién selectiva de los receptores T3 y T3A,
sin producir cambios en la densidad de
otros antigenos anti T.

Simultdneamente, en el estudio de
inhibicién de la citotoxicidad con estos AcM,
se encontr6 que estas inmunoglobulinas
bloquean la lisis mediada por linfocitos T
citotéxicos en la fase efectora (Faxas et al.,
1989) (en preparacion). Estas propiedades
sugieren que tanto el AcM IOR-T3A como
el IOR-T3 pueden utilizarse, por su actividad
inmunosupresora, en el tratamiento del
rechazo a los trasplantes y en otras enferme-
dades como la anemia aplastica.

La pérdida de los antigenos especificos
de membrana es, ademés, un mecanismo
por el cual las células evitan su destruccién
por vias inmunolégicas. Dado que el
AcM IOR-T1 no induce modulacién
antigénica y es una inmunoglobulina del
tipo IgG2a, puede sugerirse su empleo
en enfermedades neoplasicas donde
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predominan alteraciones de los linfo-
citos T, como ocurre en las leucemias y
linfomas a células T.

La alta especificidad de los AcM unida
a la escasa toxicidad encontrada en humanos,
posibilita que las perspectivas futuras de
estas inmunoglobulinas sean ilimitadas.
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