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OBJETO DEL PRESENTE TRABAJO

Los linfocitos T pueden activarse in vitro,inducién-
dose la liberacibén de factores solubles capaces de llevar
a cabo actividades biolbgicas muy diversas. Parte,al menos,
de estos factores estén relacionados con el receptor especi-
fico de los linfocitos T,receptor cuya presencia en la mem-
brana celular ha sido postulada en numerosos sistemas,pero |

cuya realidad fisica es dificil de demostrar. i

Entre las actividades mediadas por los factéres solu-
bles de las células T, se encuentra la de reemplazar a las
células T (actividad TRF) en la cooperacién con los linfo-
citos B en la respuesta de &stos a antigenos timo-dependien-
tes. En el presente trabajo hemos estudiado la activacibn
in vitro de células B en presencia dé antigeno y factores
solubles de células T inducidos por estimulacidn con la lec-
tina Concanavalina A (ConA-TRF). Asimismo, se estudid la
capacidad de ciertas lectinas (WGA) de reemplazar la activi-
dad auxiliar de las células T en la activacidbn especifica de
los linfocitos B. También se estudiaron algunas propiedades
ffsico-quimicas de los TRFg, compardndose con las de otro
factor producido por las células T en idéntiv:; condiciones
y que es capaz de mediar otra actividad biol6gica distinta

(induccidn del crecimiento de blastos T, actividad TGF).

Nuestro interés principal se ha dirigido a determinar



la especificidad de los TIRFs por distintos antigenos timo-
dependientes, discutiendose su relacién con el receptor es-
pecifico de las cé&lulas T y su importancia en el reconoci-
miento de las estructuras idiotipicas de los linfocitos B,
asi como otros tipos de interacciones celulares que condu-
cen a la activacidn de células B por antigenos timo-depen-

dientes,



T e

ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL PRESENTE TRABAJO
|

SI: Sistema Inmune.

MHC: Sistema Principal de Histocompatibilidad.

Ig: Inmunoglobulina.

Cadena H: Cadena pesada de la molécula de Ig.

Cadena L: Cadena ligera de la molécula de Ig.

-

IgGi: Inmunoglobulina Gq.

IgGy,: Inmunoglobulina Gpg,.
IgGop: Inmunoglobulina Gpp.
IgG3: Inmunoglobulina G3.
.iﬂﬂ: Inmunoglobulina M.

IgA: Inmunoglobulina A.

IgD: Inmunoglobulina D.

Y1: Cadena pesada de la IgG;.
Y24 Cadena pesada de la IgG2s.
Y2p:Cadena pesada de la IgGlp.
Y3: Cadena pesada de la IgG3.

U : Cadena pesada de la IgM.

Q

: Cadena pesada de la IgA.
£ : Cadana pesada de la IgD.

K : Cadena ligera Kappa.

>

: Cadena ligera Lambda.

: Dominios variables de la cadena pesada.

=

: Dominios variables de la cadena ligera.



CH: Dominios constantes de las cadenas éesadas.

Cy,: Dominios constantes de las cadenas ligeras.
EH:‘Células T auxiliares.

Tc: Celulas T citotbxicas. g
Tg: Celulas T supresoras. /
MLC: Cultivo mixto de linfocitos.

AFC: Célula formadora de anticuerpos.

PFC: Célula formadora de placas hemoliticas.

TDL: Linfocitos del conducto tor&cico linfético.
PBA: Activador policlonal de células B.

TRF: Factor que reemplaza a las células T.

‘TGF: Factor que induce el crecimiento de blastos T.
LPS: Lipopolisacdrido de E.coli.

LP: Lipoproteina de E.coli.

Dx: Dextrano

POL: Proteina polimérica flajelar de Saimonella.
PVP: Polivinilpirrolidona.

PPD: Extracto purificado de Micobacterium tuberculosum.

Poli (I,C): Polinuclebtido de inosina y citosina.

(T,G)-A-L: Polimero sintético de tirosina,glutémico,alanina y
lisina.

(Phe,G) -A-L: Polimero sintético de fenilalanina,glutémico,

alanina y lisina.

(T,G) -Pro-L: Polimero sintético de tirosina,glutémico,prolina

y lisina.



PHA:

ConA:

WGA:

SBA:

fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris.

Concanavalina A de Canavalia ensiformis.

Aglutinina de germen de trigo.

Aglutinona de semilla de soja.

LA: Leucoaglutinina.

TD: Timo dependiente.

TI: Timo independiente.

SRBC:

HRBC:

TNP:
NIP:
Eﬁgﬁ
FCS:

PLL:

Hematies de carnaro.

Hematies de caballo.

Derivado 2,4,6-trinitrofenil.
Derivado 3,nitro,5,iodo-fenil-acetil.
Solucidn salina balanceada.

Suero bovino fetal.

Poli-L-Lisina.



I. INTRODUCCION

I.1. ORGANIZACION GENERAL DEL SISTEMA INMUNE. l
Los animales superiores poseen un siséema de recénoci—
miento especifico que permite la neutralizacidn y eliminacién
de sustancias (antigenos) potencialmente nocivas. Para este
fin, se ha desarrollado durante la evolucién de dichos orga-
nismos un sistema completo de células (linfocitos y cé&lulas
accesorias) y moléculas (anticuerpos especializaﬂos, capaces
de reconocer estructuras quimicas (determinantés antigénicos
o epitopes) presentes en la molécula de antigeno. E1 Sistema
Inmune (SI) puede reconocer tanto antigenos libres como anti

genos presentes en estructuras celulares.

En el hombre el Sistema Inmune estd formado por apro-
ximadamente 2 x lO12 linfocitos. Este nfimero es proporcional
mente menor en animales m&s pequefios (alrededor de 109 linfo
citos en el ratdén y de 106 en el renacuajo). De esta forma,
el nlmero de cé&lulas especificas del SI es equi&alente al del
higado o el cerebro. Los linfocitos, sin embargo, se encuen-
tran presentes en todos los 6rganos (excepto el cerebro), te-

j 1os y fluidos intersticiales, con especial preferencia en

los 6rganos linfoides (médula osea, timo, bazo, génglios lin-



faticos, apéndice, etc.). Ademds, las células linfoides re-
circulan continuamente a £ravés del sistema sanguineo y lin-
fadtico (l1). Los linfocitos tienen una vida media }imitada '
existiendo un continuo reemplazamiento a partirfdé'células

precursoras. Este reemplazamiento da cuenta en/el hombre de

la aparicibn de aproximadamente 106 nuevos linfocitos por se

gundo.

Existen dos tipos principales de linfocitos (T y B),
distinguibles tanto por la presencia de distintos marcadores
de membrana, como por sus diferentes vias de maduraci6én on-

togénica y distintas funciones efectoras.

Ambos tipos de linfocitos se originan a partir de cé&-
lulas pluripotenciales del saco vitelino o del higado fetal
en el embribén o de la médula osea en-él adulto. La genera-
cidén de diversidad (en cuanto a las especificidades antigé—
nicas distintas que los linfocitos pueden reconocer) asi co
mo la maduracién a linfocitos inmunocompetentes ocurre en los
6rganos linfoides primarios, timo para los linfocitos T y 1la
bolsa de Fabricio en aves o su equivalente en mamiferos para
las células B. Estas cé&lulas que ya han adquirido la capa-
cidad de reconocimiento antigénico, abandonan los 6rganos
linfoides primarios y recirculan entre los 6rganos linfoides
secundarios (bazo, génglios linf&ticos, apéndice, placas de

Peyer, amigdalas, tejido difuso subepitelial del tubo diges-



tivo, etc.) a través de la sangre y de las vias linféticas.

Los linfocitos T y B ocupan distintas areas especializadas
|

dentro de la arquitectura de los 6rganos linfoides secunda
i
rios (2-5). ‘

\

El papel de los drganos linfoides secundarios durég
te la estimulacién antigénica, se ha puesto dé manifiesto
estudiando linfocitos obtenidos por canulacibdn del conducto
linf&tico tor&cico (TDL). De esta manera, se ha podido de
mostrar que en los b6rganos linfoides secundarios tiene lu-
gar el reconocimiento del antigeno por los linfoéitos y la
subsiguiente formacidn de centros germinales. ‘Sin embargo,
tanto la recirculacidn como la localizacidbn tisular de 1los
linfocitos depende de las diferentes etapas de su activacidn.
Asi, por ejemplo, ;n el ratdn, un 85-90% de los linfocitos
recirculantes son linfocitos T, sienao ademds la capacidad
para recircular de los linfocitos virgenes (no activados por
el antigeno) menor que la de linfocitos estimulados.

Mientras que los linfocitos T controlan la respuesta
inmune de tipo celular (rechazo alogénico, reacéiones de in
jerto-contra-huésped, hipersensibilidadrde tipo retardado,
activécién del sistema reticuloendotelial en la eliminacidn
de ciertos agentes patégenos, destruccidén de células infec-

tadas con determinadas virus) y colaboran con los linfocitos

B en la respuesta inmune a determinados antigenos llamados



timo-dependientes (TD), las cé&lulas B son las responsables
de la respuesta inmune de tipo humoral (secrecidén de anti-

cuerpos especificos). Algunos antigenos, llamados timo-in-
dependientes (TI) son capaces de activar a las células B

{
i
/

i

en ausencia de células T. {

I.2. LINFOCITOS B

I.2.1. Estructura de las inmunoglobulinas.

\

Los anticuerpos o inmuncglobulinas (IgS) bertenecen
a un grupo de glicoproteinas estructuralmente relacionadas
y responsables de la inmunidad humoral. Los anticuerpos son
secretados por los linfocitos B como resultado de su acti-
vacién por un antigeno, siendo capaces de unirse especifica

mente a éste (6).

La estructura bisica de las IgS estd formada por un
dimero compuesto de dos subunidades idénticas que a su vez
comprenden dos cadenas polipeptidicas unidas entre si por
interacciones covalentes y no covalentes. Una de dichas
cadenas contiene alrededor de 450 aa y se denomina cadena pe
sada (H); la otra es de menor peso molecular (220 aa) y se
denomina cadena ligera (L). La estructura dimérica se man-
tiene por uniones covalentes y no covalentes entre las ca-

denas H de los mondmeros.



Existen dos tipas (isotipos) de cadenas ligeras, de-
nominadas k y A\ distinguibles por su estructura primaria.
Igualmente existen siete isotipos distintos para la cadena
pesada que en los mGridos se denominany 1,7y 2a, Y2b,y 3, u,
or 6. Cada isotipo de cadenas pesadas se asocia con un ti-
po de cadena ligera k 6) , form&ndose la molécula completa
de Ig (IgG,, IgG IgM, IgA e IgD) (7,8). |

IgG I1gG

2a’ 2b’ 37

1

La estructura primaria de las cadenas polipeptidicas
puede dividirse en dos regiones. La regién formada por 1los
110 aa prbéximos al extremo N-terminal de la molécula presen-
ta una gran variabilidad de secuencia y se denomina regibn
variable (V) (9). Existen tres grupos de regiones variables,
‘uno correspondiente al isotipo K(VK), otro al A (VA) y un
tercero comGn a todos los isotipos de cadenas pesadas (VH).
El resto de la molécula correspondieﬁte al extremo C-termi-
nal se denomina regidn constante (C), existiendo un tipo de
secuencia b8sico para cada isotipo. Las pequenas variacio-

nes encontradas en la regi6n C de cada isotipo constituyen

variaciones heredables denominadas alotipos (10).

La especificidad antigénica de las IgS reside en su
regidn variable siendo la diferente secuencia de aa de esta
regidén la base de dicha especificidad. De esta forma, cada
secuencia de aa originan un sitio de unidn distinto (par&to-

pe), capaz de interaccionar con un determinante antigénico



(epitope) concreto (11).: El sitio de unidn del antigeno, es-
td formado por aa de las regiones variables de las cadenas

ligera y pesada.

Las moléculas de IgS de una especie tienen propieda-
des antigénicas para otra especie. Los determinantes anti
génicos de las IgS pueden residir en la regién C de la molé
cula (determinantes isotipicos o alotipicos) o en su regiénf
variable (determinantes idiotipicos) (12). E1 determinante;

i
idiotipico de una Ig estd estrechamente relacionado con su
centro de unidn; sin embargo, en algunos cascos se ha demos-
trado que la relacidn idiotipo-especificidad antigé&nica no
es univoca (13,14). Asi, pues, los idiotipos confieren in-
dividualidad a las IgS, por lo que permite que E&stas puedan

ser reconocidas por otro animal singénico con el donante del

idiotipo (15).

Los idiotipos normalmente se detectan por reacciones
seroldgicas con anticuerpos anti-idiotipo, aunque en algunos
casos ha sido posible correlacionar la identificacidén serold

gica con la secuencia primaria de la regibén variable (16,17).

En los mlridos, los genes que codifican las cadenas
ligerask , cadenas ligeras )X y las cadenas f%adas de 1las
moléculas de IgS, estdn situadas en cromosomas diferentes (18).

Las cadenas pecsadas estan codificadas en el cromosoma 12 ,



.

mientras las ¢ lo estdn en el 6, siendo aun desconocido el

grupo de ligamiento que codifica la cadena ligera .

Los genes que codifican las reéiones \Y yfc‘%e cada gru
po de ligamiento se encuentran separados en el éenoma, exis-
tiendo un mecanismo de unidn pretranscripcional‘que origina
un cistr6n funcional V-C que se traducir8 en una cadena de Ig

completa (19).

Mientras el nimero de genes que codlfican'la§ regiones
constantes es relativamente pequeno (uno por cada isotipo) ,
los genes que codifican las regiones variables son m&s abun-
dantes, si bien su nimero aproximado es objeto de discusidn
(20). Existen dos corrientes de pensamiento que representan
interpretaciones antagbnicas del origen de la diversidad del
SI. La teoria de la lfinea germinal propone que en el genoma
de un individuo existe un gran nfimero de genes (VL+VH) capa-
ces de codificax anticuerpos especificos para todos los anti-
genos. Por el contrario, la teoria de la mutacidn somética
defiende la existencia de un nﬁmefo pequeno de genes V en 1la
lfnea germinal de cada individuo admitiendo un mecanismo de
diversificacidn ontogénica del SI basado en pfocesbs de mﬁta—
ci6tn que daria cuenta de la diversidad funcional del SI (21,

22).
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I.2.2. Receptores especificos de los linfocitos B.

El antigeno induce la activacibén de los linfocitos B
especificos produciéndose su proliferacidn y diferenciacién
a células plasmaticas secretoras de IgS. E1l libfocito B re

conoce los determinantes antigénicos mediante Ig de membrana

que funcionan como receptores especificos (23).

Los receptores especificos se distribuyen clonalmen-
te en la poblacibn de linfocitos B, de manera que cada lin-
focito expresa en su membrana receptores (IgS) de una deter
minada especificidad. De acuerdo con la teoria de la Selec
cidén Clonal descrita por Burnet (24), el antigeno selecciona
el clon de linfocitos especificos que es capaz de interaccio
nar con &l. La proliferacidn y diferenciacidn del linfocito
seleccionado no afecta la especificiaad de las IgS (regidn
V) que produce, asegurdndose asi, la identidad de los anti-
cuerpos secretados por la célula plasmética y el receptor Ig

del linfocito inicial (25).

Asi, pues, el SI en un momento determinado esta con-
stituido por un cierto nmero de clones de linfocitos, cada
uno de los cuales se caracteriza por la molécula de Ig que
sintetiza, residiendo la diversidad del SI en el nGimero de
clones diferentes y en el nGmero de moléculas de anticuerpo

diferentes presentes en el sistema.



Sin embargo, el proceso de sintesis y secrecibén de in-
munoglobulinas no siempre es consecuencia de la entrada en el
organismo de antigenos exteriores. Aproximadamen?e, el 1% de

oo
todas las cé&lulas B se diferencia en ausencia d? antigero a cé
lulas plasmiticas, con la consiguiente producci%n y secrecibn
de inmunoglobulinas. La presencia de estos linfocitos que es
ponténeamente secretan anticuerpos "naturales" ha sido estudia
da tanﬁo en el hombre como en el ratdén (26,27). En este sen-
tido, todavia resulta incierto si esta produccidn dg anticuer
pos naturales es consecuencia de la estimulacién ' de los linfo
citos B por alglin agente interno o si las cé&lulas B que secre

tan anticuerpos de determinadas especificidades esté&n someti-

das a algfin proceso de seleccibn.

Mediante antisueros especificos, se ha podido identi-
ficar la presencia de distintas clases de IgS tanto en el ci-
toplasma como en la superficie celular. De esta manera, se
ha detectado la presencia de moléculas de IgM, IgM e IgD,IgD
e IgG e IgG sola en la superficie celular, donde actfian como
receptores especificos. Se ha observado asimismo, que los lin
focitos B activados por el antigeno son capaces de producir
durante su diferenciacibén IgS con isotipos diferentes al ini

cial, pero manteniendo la misma especificidad (idiotipo)(28).

Tanto la aparicién posterior de la IgD en la ontogenia



j
respecto a la IgM asi cémo la presencia de ambas IgS en la su
perficie de la misma cé&lula, ha sido interpretado por algunos
autores en el sentido de que la interaccién del antigeno con
el receptor IgM induciria una senal de par&lisis celular en tan
to que la interaccibén con el receptor IgD daria lugar a proli
feraci6n y diferenciacidén. La tolerancia durante la vida fe
tal frente a los autoantigenos estaria asi relacionada con los
diferentes tipos de senal liberados por los receptores espe‘i

|
ficos de la superficie de las cé&lulas B (29,30). |

I.2.3. Receptores mitogénicos de las cé&lulas B.

La activacién ée las cé&lulas B inducida por el antige-
no, puede reproducirse experimentalmente por la accidn de de-
terminadas sustancias capaces de inducir en las cé&lulas B pro
liferacién y diferenciacidn a cé&lulas efectoras productoras

de anticuerpos (31).

La naturaleza y origen de estas sustancias es muy di-
versa, incluyéndose en el grupo tanto sustancias de origen bac
teriano (LPS, LP, Dx, polisaclridos-C, POL) como compuestos

sintéticos (PVP, Ficoll).

Estas sustancias reciben el nombre de ~ctivadores po-
liclonales de células B (PBA) porque estimulan a las cé&lulas
B independientemente de la especificidad de sus receptores es:

pecificos. Sin embargo, puede afirmarse que el grupo es he



terogeneo tanto en cuanto a requerimientos de activacién como

al grado de activaci6n policlonal alcanzado.

El receptor mitogénico m&s conocido es el del LPS'(32,
33), gque ha sido estudiado utilizando antisuero? especificos,
obtenidos en una cepa de ratones (C3H/Hej) que éarece de di-

L]

cho receptor. Se ha encontrado en un tercio de los linfoci-
tos B de ratdn y por estudios gendticos se ha demostrado que
el gen responsable de su control estd situadc en el cromoso-
ma 4. El hecho de que en este cromosoma estén témbién codi-
ficados los antigenos Lyb 2 presentes en los linfocitos By
que poseen una heterogeneidad similar a la descrita para los

antigenos Ia, permite numerosas especulaciones sobre el ori-

gen y funcidn de estos receptores (34).

El receptor para Dextrano se encuentra en aproximada-
mente el 10% de las células B (35) y su estudio se ha llevado
a cabo con un antisuero especifico (anti-idiotipo) de la pro-
teina del mieloma J588 (que posee actividad anti-Dx, o , 1-3).
La existencia de estructuras moleculares comunes entre los
idiotipos del receptor especifico y los receptores mitogéni-
cos especificos para el Dx han permitido establecer la hipb-
tesis de la existencia de una relacidén filogenética entre am

bos receptores (35).

La inhibicidn por un antisuero anti-IgM (36) de la ac



tivacién inducidq por LPS ha permitido la elaboracibén de un
posible modelo bésado en interacciones de naturaleza alosté
rica entre ambos receptores (37). Del mismo modo, Coutinho
ha estudiado los cambios en la asociacibn entre distintésrg

ceptores de las células B (IgM, IgD, receptof mitogénico y

Fc) como consgcuencia de la activacidn inducida por LPS (38).

1.2.4. Activacibn de las célqlas B.

Los linfocitos B en ausencia de estimulo antigénico
o mitogénico permenecen largo tiempo en la fasé éo del ciclo
celular. Durante este periodo sintetizan una éequeﬁa carti
dad de IgS que actflan como receptores especificos en la su
perficie celular. Como consecuencia del encuentro con el
inmundgeno especifico o el mitbgeno en el caso de los PBA,
el linfocito B sufre una serie de trénsformaciones tanto a
nivel citolégico como bioquimico que conducen a un proceso
de proliferacidn y diferenciacién a una cé&lula bl&stica vy
plasmética que sintetizan y secretan gran cantidad de anti

cuerpos con la misma especificidad que la del receptor es

pecifico de la célula inicial (39).

La sefial que la interaccidn del antigeno con su re -
ceptor especifico comunica a la célula B asi como los dis -
tintos requerimientos por parte de antigenos TI y TD para la

activacidn de dichos linfocitos han conducido a la elabora-
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cibn de distintas teorias sobre la activacidn de los linfoci-

tos B.

Bretscher y Cohn ( 40,41) propusieron en 1970 la exis
tencia de dos senales en la activacidn especifica de los lin-
focitos B, una de ellas producida como consecuencia de la in-
teraccién del antigeno con su receptor especifico que conduce
a la incapacidad por parte de la cé&lula para sintetizar anti-
cuerpos especificos (senal 1 6 paralitogénica). Para reveréir
los efectos de ia senal 1, se requiere una segunda sehal pro-
ducida por el sistema de reconocimiento asociativo de las cé-
lulas T en el caso de los antigenos TD, o el propio antigeno

en el caso de los antigenos TI debido a sus propiedades intrin

secas.

Esta teoria de dos senales ha‘sido ampliada para expli
car la activacidén de las células T y los diferentes tipos de
respuesta humoral y celular en funcidn del nfimero y relacidn

de senales recibidas por el linfocito (42,43).

Otra teoria acerca de la activaci6én de los linfocitos
B fue elaborada por Coutinho y col. (44,45) quienes demostra
ron que la activacidn directa de las células Bspor los anti-
genos TI refleja la capacidad mitogénica de tales moléculas.
Estos autores postulan que los antigenos TI poseen dos tipos

de estructuras moleculares capaces de interaccionar con la cé-



lula B,el epitope,(que reacciona con el receptor especifico
de la célula B) y la regibn capaz de interaccionar con el re
ceptor mitogénico. De esta manera, los antigenos, TI induci
rian respuestas especificas a bajas concentraci#nes pues sus
determinantes antigénicos, al unirse a sus recgptores espe-
cificos, facilitarian la interaccidn del componente mitogé-
nico con su receptor correspondiente comunicando asi a la cé
lula la sefial necesaria para su proliferacibén y diferencia-
cién a AFC. Por otra parte, a altas concentraciones los an
tigenos TI se unirian a todos aquellos linfocifos B provis
tos del receptor mitogénico apropiado independientemente de
su especificidad, induciéndose asi en ellos la divisidn y sin

tesis policlonal de anticuerpos (pues, se estimulan clones

con distintas especificidades).

Esta teoria postula que la interacci6n del antigeno
con su receptor especifico no comunica ninguna senal a la cé
lula B. Esta conclusidn estaria apoyada por la incapacidad
de los antigenos TD de inducir tolerancia especifica en las
células B en ausencia de cé&lulas T y macrdfagos. Seglin es-
ta teoria, los antigenos TD actuarian concentrando sobre la
célula B especifica las senales mitogénicas producidas por
factores mitogénicos liberados por las células T al recono-
cer el antigeno, de una manera similar’al sistema de recono

cimiento asociativo propuesto por Bretscher y Cohn. De esta
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manera los linfocitos B especificos concentrarian las senales
mitogénicas necesarias para su activacibn, mientras que aque-
1los linfocitos B con especificidades distintas necesitarian de

un estimulo mitogénico muy superior para ser activadas.

En ambos casos, los receptores especificos sobre 1los
linfocitos b funcionarian como concentradores pasivos de 1la
molécula antigeno, permitiendo que un astimulo no especifico
(mitogénico) activasen al linfocito B. Esta teoria ha sido ba
sada en las siguientes observaciones: 1) la separacidn fisi-
ca entre los determinantes antigé&nicos del LPS (hidrato de car
bono) y los mitogénicos (lipido A) de forma que la eliminacidn
por hidré6lisis de lipido A va acompanada de la péfdida de las

propiedades antigénicas de la molécula (46); 2) la segregacidn

‘genética de las respuestas mitogénica y antigénica al LPS en

ratones C3H/Hej (47); 3) la deteccién con antisueros especifi
cos del receptor mitogénico para LPS en la membrana de uno de
cada 3 linfocitos B (32); 4) la dificultad de demostrar 1la éa-
radlisis especifica de células B por interaccibn con los recep-

tores Ig (48).

Melchérs (37), sin embargo, ha propuesto qﬁe el papel
de los receptares especificos no es el de mera presentacidn
pasiva de moléculas de antigeno ya que el tratamiento de cé-
lulas B con anticuerpos anti-Ig (anti-y, anti-x, anti-\) inhi-

ben la diferenciacidn a AFC inducida por LPS o PPD en células



B. Estos autores postulan, sin embargo, que los receptores

especificos modulan la conformacién funcional de los recep-

tores mitogénicos y como consecvencia las senales comunica-

P
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das por los mitbégenos a las células B.

I.2.5. Heterogeneidad de los linfocitos B.

Las evidenéias que condujeron a admitir la heteroge-
neidad de los linfocitos B vinieron por un lado de la dis-
tinta susceptibilidad de dichas c&lulas B a la estimulacién
por mitbgenos v de otro al grado de timo dependehcia O0 inde
pendencia de la respuesta a distintos antigenos asi como por

andlisis de dilucidén limite.

Diamanstein y col. (49) estudiaron comparativamente
las propiedades mitogénicas de LPS, Dx y poli (I,C) encon-
trando una respuesta aditiva en sintesis de DNA a Dx y LPS
o poli(I,C) y LPS cuando ambos mit6genos se ahaden simultd
neamente al cultivo in vitro. Estos resultados sugerian
que el LPS estimula a una subpoblacidn de cé&lulas B distin
ta a la cue estimulaba el Dx o poli(I,C). Igualmente, la
capacidad de responder a Dx de células de bazo de ratones
irradiados, timectomizados y reconstituidos con médula osea,
aparece antes en la ontogenia (primera semana) que la capa
cidad de responder a LPS (segunda semana), indicando que

LPS activaba células B mé&s maduras que las que estimulaba

Dx.
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Gronowicz'y col. (50) demostraron que Dx, LPS y EPD
ademés de activar diferentes subpoblaciones de células B ,
actuaban sobre dichas células en distintos eétadios onto-
génicos; asi mientras el Dx induce una gran proliferaciéﬁ
de los linfocitos B (sin excesiva maduracibn a AFC), el PPD
activa a células més maduras y por tanto el indice de pro-
liferacidn es bajo pero la produccidn de AFC es muy alta.

El LPS actfia sobre ambas poblaciones.

Melchers y col. (51),estudiando la secrecibén de IgS
de linfocitos B activados por mitbgenos, demostraron la
existencia de tres, tipos de linfocitos B que aparecen se-
cuencialmente durante la ontogenia: 1) linfocito grande, in
capaz de ser estimulado por LPS y PPD; 2) linfocito pequeno
capaz de ser estimulado por LPS y 3) linfocito pequeno sus-

ceptible de ser estimulado por PPD y LFPS.

El estudio de la respuesta anti-hapteno de derivados
haptenizados de antigenos T™D y TI, ha conducido igualmente
a la descripcibén de una heterogeneidad en la poblacién de

linfocitos B (52,53).

La hipbdtesis de que las distintas subpoblaciones de
células B (Bl y B2) responden a los antigenos TI y TD, fue

postulada por Playfair (54). Posteriormente, Gershon (55)

17.



postuld que el desarrollo del timo est@ relacionado con la
aparicibén filcgenética de las cé&lulas B2’ La pre%éncia de
distintas subpoblaciones de células B que resp&nden aTly
TD, ha podido establecerse posteriormente siguiendo distin
tos criterios: l) marcadores de superficie distintos en am
bas subpoblaciones (CRL, receptor para el C3) (56); 2) adi-
tividad de la respuesta in vitro a TNP-KLH (TD)_y TNP-T4

(TI) (52) y 3) c&lculo de frecuencia de precursqreé especi

ficos in vitro (57).

Se han descrito sistemas en los que las células B,
a lo largo del desarrollo ontogénico,adquieren la capacidad
de responder a antigenos TI o TD, aunque el orden de apari-
cibén de la respuesta es objeto de discusién (58) . Igualmen
te, se ha descrito la influencia del antigeno en la diferen
ciacibén de los linfocitos B (respecto a su capacidad de res

ponder a antigenos TI y TD) (59,60).

Lefkovits y col. (61), en condiciones de cultivo 1li-
mitando el nGmero de células B, han schalado la heterogenei-
dad de las células B en cuanto a su susceptibilidad para ser
activadas por factores no especificos producidos por estimu
laci6n mitogénica de células T. Estos autores postulan que
este fendmeno puede deberse a la heterogeneidad de la res-
puesta de células B a este factor o a la existencia de mQGl-

tiples factcres, cada uno de los cuales seria capaz de ac-

18.



tivar a un determinado clon de células»B.

.
~.

I.3. SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD./

El sistema principal de histocompatibilidad (MHC) (62)
del ratdn, denominado H-2, estd presente en el cromosoma 17,
grupo de ligamiento IX, y codifica diversas proteinas, mu-
chas de las cuales estén presentes en la mayoria.de‘lascé—
lulas. Mediante andlisis de recombinaci6bn de loéi marcado-
res, se ha podido dividir el sistema H-2 en varias regiones.
Las regiones K y D situadas en los extremos del sistema H-2
(clasicos antigenos de histocompatibilidad H-2) contienen ge
nes cue condifican especificidades definidas serolbgicamente
y que se presentan en la superficie de casi todas las células,
siendo los antigenos diana en el rechazo de aloinjertos. De-
bido a su alto grado de poliﬁorfismo, existen un gran nQmero

de alelos en los loci H-2K y H-2D.

Los antigenos Ia estén codificados por la regibn I,
estrechamente ligada a loci K (63), que comprenden 5 loci :
I-a, I-B, I-J, I-E, I-C. En contraposicibn con los antige-
nos H-2K y H-2D, los antigenos Ia se encuentran predominan-
temente en las cé&lulas del sistema linforeticular (células B,
algunas subpoblaciones de células T, macr6fagos, etc.) y tam

bién en las células epidérmicas de Langerhans. Existen tam-

19.
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I
bién diferencias en cuanto a la distribucifmn celular de anti
genos Ia, codificados por distintas subregiones, asi los&co-
dificados por el locus I-J se presentan en Ilas células T su-
|

presoras. Existe, igualemente, un alto gracio de polimorfis-

mo en la regibn I.

La regién I, ademé&s de codificar los antigenos Ia,
contiene genes (Ir® (64) que controlan la respuesta a ciertos
antigenos sintéticos, proteinas y algunos aﬂoantigenos. La
subregidn I-A contiene también el locus LD queﬁcodifica los
antigenos que estimulan la proliferacibén celular en el MLC

(cultivo mixto de linfocitos).

Préximo al locus D se encuentra el lmcus TL que codi-
fica para antigenos expresados en timocitos y en células de

algunos linfomas derivados del timo.

Pr6ximo a la regidn K aparece el complejo T/t, cujos
genes controlan una serie de etapas esencialles durante la em
. . \ e |
briogenesis, probablemente codificando compwnentes de la su-

perficie celular en etapas relevantes del desarrollo.

La regidén S contiene el gen estructural para el cuarto
cc 'ponente del complevento (65), mientras que: la G codifica pa
ra determinantes antigénicos presentes predominantemente en

eritrocitos (66).



Los antigenos H-2K, H-2D y TL son glicoproteinas dc
peso molecular similar y que llevan asociadi& en su estructura

la molécula de 82 microglobulina.

Es de gran interés el hecho de que estos loci, que |
estén dentro de una regidén de 15cM, codifican moléculas anéi
logas en la membrana celular y que juegan um papel importanﬁe
en las interacciones celulares. Esto ha comducido a la hip6-
tesis de que todos estos loci han evolucion&do a.partir de un
gen ancestral cue codifica proteinas implicaidas en fendmenos

de reconocimiento intercelular de gran impoxtancia en la evo-

lucibn de los metazoos (67).

Inicialmente se considerd como papel bioldgico del MHC
el rechazo de aloinjertos, fenbfmeno que per se quiz&s no pue-
da dar cuenta de las presiones selectivas ne:cesarias para man
tener la integridad de la estructura genéticia del MHC. S6lo
Gltimamente, y como se desprende de la descripcidn anterior,
se ha demostrado el significado funcional de: los productos
génicos del MHC en los fendmenos inmunolbgicios. Se han asi
descrito su participacién en el control de T~ £specificidad
de la respuesta inmune, en las interacciones entre células in
munocompetentes y en la generacibn de células reactivas con

autoantigenos modificados.
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Igualmente, es de suma importancia la participaciéi
de antigenos codificados en el MHC en la generacibn de 1la
diversidad de los linfocitos T, lo que constituye uno de los
mecanismos de tolerancia inmunolbgica frente a los antigenos

propios.
I.4. LINFOCITOS T. !

I.4.1. Heterogeneidad de los linfocitos T.

Aunque los linfocitos son por criterios morfolbgicos
una poblacién celular uniforme, pueden separarse en subgru-
pos funcionales. TIsta separacibdn ha podido realizarse de-
bido a la existencia de un gran nfimero de marcadores de su-
perficie. Los marcadores més utilizados son: thy-lf que di
ferencia a los linfocitos T y B, asi como los Ly-1, Ly-2,3 y

la gran familia de antigenos Ia (68,69).

I.4.1.1. Marcadores sobre la superficie celular. El antige
no thy-1, inicialmente descrito por Reif y Allen (70), se
encuentra presente en casi todos los timocitos, y en lascé-
lulas T de otros brganos linfoides. Aparece, {éualmente, en
células de cerebro, fibroblastos y células epidérnicas. Re-

cientemente, se¢ ha localizado en el cromosoma 9 el gen que

controla su sintesis, no estando por tanto ligado ni a los
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genes que codifican las IgS ni al MHC (71). Su expresibn es-
td controlada por dos alelos, el thy--la gue cod%fiba el anti-
geno thy-1.1 presente en la cepa de ratones AKR; RF y otras

subcepas y el thy—lb que codifica el antigeno tky—i.Z presen

te en la cepa C3H.

Desde el punto de vista molecular, el antigeno thy-1
es una glicoproteina de peso molecular 25.000-30.000 gue ré&-
pidamente se secreta al medio, lo que hace pensar que se tra

ta de una proteina de superficie (72).

Los antigenos Ly han despertado recientemente gran in
terés desde el punto de vista inmunoldgico puesto que se ha
postulado que los genes que controlan las especificidades an
tigénicas Ly est&n iIntimamente relacionados con las funciones
inmunolbégicas de los linfocitos. Han sido ya descritas ocho
especificidades Ly, cuatro de las cuales se encuentran funda-
mentalmente en los linfocitos T (Ly-1, Ly-2, Ly-3 y Ly-5)mien
tras que las restantes se encuentran en linfocitos B ¢ en am-

bos tipos de células.

De los cuatro antigenos presentes en los linfocitos
T, sblo se conoce la localizacidn cromosdmica de tres de ellos.
El gen Ly-1 se encuentra en el cromosoma 19 mientras que Ly-2

y Ly-3 se encuentran en el cromosoma 6 (73).
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Desde el punto de vista de la maduracidn ontogénica
de las células T, Cantor y Boyse postularon que;enala pobla
cibén més inmadura es Ly—l,2,3+ generandose dura?te los pro-
cesos normales de diferenciacibn tres subclases‘de células

e ny-1t, ny-2,3% vy wy-1,2,3%.

Todos estos antigenos muestran modelos de distribu-
cibn caracteristicos en diferentes subpoblecciones de linfo
citos, modelos que se correlacionan con distintos agrupamien

tos funcionales (74,75).

I.4.1.2. Subpoblaciones de células T. Cl&sicamente, se ad-

mite la existencia de tres catagorias de linfocitos T: lin-

focitos T auxiliares (TH), citotbxicos (Tc) y supresores(TS).

Las células Ty comprenden una subpoblacidn de células
T cuya presencila resulta indispensable tanto en la respuesta
de tipo humoral como en la de tipo celular. Colaboran con
las células B en la formacién de anticuerpos en la recpuesta
a antigenos TD, participan en la generacibn de células Tear
el desarrolla~ de la sensibilidad de tipo retardada y proba-

blemente en la generacidn de células T Son asimismo las

-
células responsables de la mayor parte de la actividad mitd-

tica en la reaccibn mixta de linfocitos (MLC) (73,75).

De acuerdo con los conocimientos actuales, las célu-

en
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las T, se caracterizan por servthy~1+, Ly-2,3— Y Ly-1+, com-

H

prenden alrededor del 35% de las células T periféricas (76).
La existencia de antigenos Ia en la superficie de los linfo-

citos TH es objeto de controversia (77,78).

pueden

Recientes estudios indican que las células TH
|

subdividirse atendiendo a la categoria de cétulas B con las.
que son capaces de colaborar. Asi pues, mientras unas céluj
las TH son capaces de colaborar con células B de una determi
nada especificidad alotipica (79,80), otras colaboran sola-
mente en la respuesta de tipo IgE o IgG (81). Por filtimo,
Ward y Cantor (82) han descrito la existencia de células TH
especificas para un determinado idiotipo. Si esta relacibn
univoca entre una célula T y una célula B resultase ser un
fenbmeno general, las células TH se subdividirian en diferen-

tes subgrupos seglin su especificidad.

Las células TC son las responsables de la lisis celu
lar mediada por linfocitos. Asimismo son las responsables
del rechazo de aloiajertos y probablemente desempenan un im
portante papel en el fenbmeno de rechazo de ig}erto-contra—
huésped y en el de sensibilidad de tipo retardada. Aunque
inicialmente se habian descrito las cé&lulas TC como un sub-
grupo de células T homogéneo, méds recientemente se ha compro

bado que existen distintos tipos de citotoxicidad celular y

de células efectoras. Es posible que los distintos tipos de

“



células T efectoras intervengan en distintas clases de cito
toxicidad (natural, inducida por antigeno o porfmikégeno)(83,

84) . /

Las células TC presentan el antigeno thy-1 en su su-
perficie y fenotipicamente son cé&lulas Ly—lw, Ly—2,3+ en con

traposicibn a las c2lulas TH (85).

Las'células TC se generan por estimuLaciéh alogénica
si bien su frecuencia es del orden de 100 veces ﬁenor gue 1la
de las células TH' Pueden ser igualmente generadas por es-
timulaciébn con mitbgenos, principalmente PHE y ConA siendo
las células asi generadas las resposables de la citotixici-

dad inducida por lectinas o LICC (83).

Las células TS son las responsakles dc¢ la inhibiéién
especifica de la inmunidad humoral y celular y han sido des
critas como elementos importantes tanto en los fenbmenos de
tolerancia a alta y a bajas dosis como en la induccibn de
tolerancia a antigenos propios y en la inducida a aloinjer-
tos (55). Parece igualmente que puveden ser activadas por vi
rus oncogénicos, resultando en una disminucidn de la respues
ta inmune (86). Asimismo, la existencia de enfermedades au-

toinmunes en la cepa de ratones NZB ha sido asociado con la

ausencia de células TS(87).

Las células TS se caracterizan por pra2sentar el anti-
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No

geno thv-1, siendo Ly—l_, Ly-2,3+ al igual gue las TC‘

obstante ha sido descrita la existencia de células TS con fe

notipo Ly-1+, Ly-2,3+, si bien esta subpoblacién se la consi
dera como células TS no especificas. Ha sido también descri

to que las células T_. presentan antigenos codificados por el

S
locus I-J de la regibén I del MHC (88).

Feldman y Kontianen han estudiado los requerimientos
antigénicos y celulares en la induccidn de las células TS’
concluyendo su independencia de la presencia de macrdfagos

y la necesidad de concentraciones de antigenos mayores que

las necesarias para la induccidn de las células TH (89).
Huber y col. (90) estudiaron si las subpoblaciones
de células TH y TS corresponden a distintos estadios de ma-
duracidn de la misma poblacidn celular o si se originan por
distintas vias de diferenciacién de la misma poblacibn ce-

H

inyectadas en recipientes B singénicos podian mantenerse du

lular inicial. Sus resultados indican que las cé&lulas T
. |

rante seis meses sin que pudieran detectarse células TS y
viceversa, lo que indicaba que ambos tipos de células deri-

van de sublineas celulares distintas.

Cantor y col. (91) han descrito cue la respuesta neta

a SRBC representa un equilibrio entre las cé&lulas T, especifi

“H

cas para dicho antigeno y las T Estos datos implican que:

g*
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a) el nivel de respuesta a un determinado antigeno refleja
las proporciones relativas entre las células TH Yy TS y b) 1la
ausencia de respuesta a un determinado antigeno refleja 1la
dominancia de las células T,..

S

I.4.2. Receptores de las células T.

naturaleza del receptor de las cé&lulas T es motivo de contro-
versia. Existen abundantes datos que apoyan la existencia de
moléculas similares a las IgS como receptores de las cé&lulas
T. Estos receptores se pusieron de manifiesto, al menos en
ratdn, mediante la utilizacidn de sueros de pollo anti-IgS$S de
ratén. De igual forma, de linfocitos T de rata, han podido ex-
traerse moléculas de su membrana que reaccionan con antisue-
ros anti-IgG, anti-IgM y anti-k . Debido a que dicha interac
cidn es m&s evidente para la IgM que para la IgG, se especula
con ia posibilidad de que estas filtimas moléculas estdn méas

sumergidas en la membrana de la cé&lula T (92,93).

/
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receptor de las células T. Otro sistema genético diferente

del que controla la sintesis de IgS ha sido relacionado con

la expresidn de los receptores de las cé&lulas T. Durante los
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Gltimos anos, se han acumulado gran cantidad de da£os suge-
riendo que los genes de la respuesta inmune (genes Ir) loca
lizados en el MHC esté&n directamente implicados en el con-
trol de expresidn de los receptores especificos de las cé-

lulas T (94).

Existen actualmente evidencias en fasxor de que las cé
lulas T activadas liberan factores especificos para el anti-
geno que reaccionan con antisueros anti-Ia pero no con anti-
IgS y que son capaces de colaborar positiva © negativamente

en la formeacidn de anticuerpos (95,96).

La existencia de factores auxiliares capaces de susti
tuir a las células T en la activacibén de las células B, ha si
do &mpliamente estudiada por Taussig, utilizandc antigenos for
mados por heteropolimeros de aa del tipo de (T,G)-A-L. El fac
tor activo es liberado por los linfocitos sensibilizados in
vivo al ser estimulados in vitro con el mismo antigeno. Es-
tos linfocitos presentan el antigeno thy-1 especifico de las
células T. El factor descrito por Taussig posee un peso molé
cular de 50.000 y es capaz de unirse al antigepo inmovilizado
en columnas de Sepharosa. Su alta especificidad por el anti-
geno viene demostrada por el hecho de que factores liberados
por estimulacidn con (T,G)-A-L no son capaces de colaborar en

la respuesta a (Phe,G)-A-L o a (T7,G)-Pro-L, aun cuando anti-

29.
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sueros dirigidos frente a estos antigenos reaccionan cruzada-
mente. Ademds de contener determinantes antigénicos Ia, con-
trolados por la regidén I del MHC, este factor se absorbe so-
bre linfocitos B cuyo receptor para el factor puede ser blo -
queado por antisueros anti-Ia. De esta forma, se pudo compfg
bar que algunas cepas de ratones que no respunden al antigeno
(T,G)~A-L no producen el citado factor en tanto que la falté

de respuesta de otras cepas se debe a la ausencia de su recep

tor sobre las cé&lulas B (95).

Algunos datos en favor de un sistema de reconocimien-
to de las células T andlogo al postulado de Taussig, ha sido

descrito por McDougal y Gordon utilizando otros antigenos (97).

Ademnds de factores auxiliares liberados por las células

T, presumiblemente T existen factores supresores. Aungque an

"'
tigénica y quimicamente parecen ser andlogos a los factores
auxiliares, se diferencian en: 1) actfian suprimiendo la pro-
duccidn de anticuerpos; 2) no son liberados al medio de culti
vo, siendo necesaria la lisis celular; 3) actfian sobre las
células T probahlemente sobre las TH y 4) lo< .genes que con-
trolan su produccidn estdn localizados en la regién I-J (98,

99). ‘

e o e —— ——— Vi 2 o B o e ot e " e ——— - — . —— . o T o W — — - ——— . ——

idiotipica. Los linfocitos T en determinados sistemas pre-



sentan un poder de discriminacidn antigénico casi idéntico
al gque poseen los linfocitos B (100,101). isto sugiere que

los sitios de unibén de antigeno deberian 1 resentar estruc-
|
!

turas similares en ambos tipos de linfocitc :. Estos datos

parecen indicar que los receptores antigéni :os de las célu-
las T y B estuvieran codificados por el mis..o grupo de genes
V si bien, el restc de la molécula podria e .tar codificada

por diferentes genes en ambos tipos de cé&lu~s.

Si los genes V que codifican las rec ones variables
de los receptores de las células T y B son ‘'dénticos, esto
implicaria que los linfocitos T y B que rea:cionan con el
mismo determinante antigénico poseerian idiwtipos idénticos
o muy similares. Durante los ﬁltimog anos 2 han acumulado
numerosos datos que favorecen esta hipdtesi .. Por ejemplo,

los aloanticuperos producidos por las célul -

"

B y los recep-
tores de las células T que median el fenbme o de injerto-con-

tra-huésped, el cultivo mixto de linfocitos los fenbmenos

~

de citotoxicidad producido en respuesta fre. .te al mismc alo-

antigeno, muestran idiotipos muy similares : idénticos (102).

Recientemente, se ha caracterizado ! i{sicoquimicamente
moléculas liberadas por las cé&lulas T con c: pacidad de unirse
al antigeno. FEstas moléculas no poseen detlc cminantes antigé-
nicos caracteristicos de las IgS ni determi: :ntes codificados

por genes del MHC. Su peso molecular es de '50.000 aunque tam-
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bién se encuentran moléculas de reso molecular 70.000, que

-

posiblemente representan productos de degradiacidn de laspri
meras (103). {
Eichmann y Rajewsky llegaron a las miismas conclusiones
denostrando ademés que anticuerpos anti-idioiipo eran capa-
ces de sensibilizar tanto a las células TH como a las célu-

oY

las B, portadoras de dicho idiotipo (104,10Z;.

Basindose en que los idiotipos son maircadores de las
regiones V de las IgS y pueden ser utilizados como marcadores

de los genes gque codifican las regiones V de las moléculas de

anticuerpo en el grupo de ligamiento de la caiiena pesada, Eichmann

y col. (106) han encontradc evidencias genét icas que apoyan
el gue estos iltimos genes controlan los sitios de unidén de
las moléculas de anticuerpo en la célula B y los receptores de

la célula TH.

Recientes resultados obtenidos utiliz:ando moléculas de
receptor de las células T especificamente pu:rificadas, sugie-
ren, al igqgual que los experimentos de Wigzell (103), la ausen-
cia de determinantes isotipicos de las IgS, ¢xpresando, sin
embargo, regiones variables de las cadenas p«e:sadas de las IgS.

Estos autores encontraron igualmente un peso molecular de

150.000 para estas molé&lulas (107).
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I.4.3. Activacidn de las células T.

i_

Debido a la ausencia de ensayos reprodpcibles paré
estudiar las funciones de las células T a nivél individual,
no ha sido posible el andlisis cuantitativo dé la respueéta
inmune de este tipo de células. El estudio dé.la actividad
auxiliar, supresora y de sensibilidad de tipo retardada, se
limita a ensayos de actividades biolbgicas mediadas por otras
células. La incorporacidn de precursores radioactivos (3H—
timidina) en el DNA es un método dmpliamente uéilizado para
detectar la proliferacidn de células T in vitro. Sin embar-
go, solamente en condiciones muy determinadas puede asociar-
se directamente la‘incorporacién de 3H-timidina con el nG-
mero de células que responden al estimulo antigénico. Por
el contario puede estudiarse la respuesta a determinadas

lectinas y la respuesta a células alogénicas in vitro (MLC).

Los mecanismos de activacidn de las cé&lulias T presen-
tan algunas pecularidades que las diferencia de’los linfoci~
tos B: a) las células T no son capaces de unir o lo hacen
débilmente antigenos solubles, al menos no pueden ser eli-
minadas por tratamiento con antigenos radiocactivos de muy al
ta actividad especifica (suicidio radioactivo). Ello impli-
caria bien que los receptores de las células T poseen poca

afinidad por el antigeno o que la interaccifin de ambos origi
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na otros efectos distintos del puro contacto entre amboé(108)
y b) las células‘T no se activan por antigenos solubles; es-
tos deben ser presentados sobre la superficie de cé&lulas me-
tabdlicamente activas (macrdfagos) (109). } i

I.4.3.1. Respuesta_a mitdgenos. Los linfocitbs T pueden ser
activados policlonalmente al igual que los l1infocitos B, por
determinadas sustancias con propiedades mitwgénicas (110). En
el caso de las células_T, las sustancias que preéentan mayor
capacidad mitogénica son determinadas lectimas.(PHA, ConA vy
PWM). Si bien no se conoce exactamente la frecuencia de cé-
lulas sensibles a estas lectinas, Vatanabe y col. (111) han

demostrado que al ﬁenos el 20% de las células T de bazo de ra
tén son sensibles a la estimulacidn éon Conk.. Sin embargo,

estas células especificas para ConA, no pertenecen a una po-
blacidn funcionalmente homogénea de células T, sino que in-
(112).

cluyen tanto cé&lulas T, como cé&lulas Ty ¥ c&lulas T

H C
En este sentido, Dutton y col. (113) demostraron la existen-
cia de distintos requerimientos en cuanto a Jdosis, cinética

y proliferacibn en la activacidn de células‘TH Yy TS por ConA.

Ha sido, asimismo, demostrado por dist.intos autores
que la activacidn de los linfocitos T per PHA o ConA reguiere
la presencia de macrdfagos como células acce:orias (114), aun-

que en este sentido se han encontrado diferericias entre espe-



cies animales.

La modificacidén de la membrana celular de los linfo-
citos T inducida bajo determinadas condiciones (rosetas) in
dependientes de estimulacidn antigénica, hace a estas células
sensibles a la accidn de activadores policlonales (115). Deﬁ
terminados factores solubles son capaces de inducir activa-
cidn policlonal de células T modificadas pero no de células
T en reposo. La cé&lula responsable de la produccidn de di-

chos factores no se ha podido determinar si bien dicha pro-

duccidn depende de la presencia de células T (116,117).

Es muy posible que modificaciones indiscretas intro-
ducidas en la superficie celular de las cé&lulas T bien por
la accidn de lectinas o por interaccionar con otras células
provocan en ellas la aparicidn (o exposicidén) de un receptor
para sustancias mitogénicas producidos probablemente por cé-
lulas distintas a las que se estimulan. En este sentido, tra
bajos actuales postulan la separacidn de la activacidn de las
células T en dos etapas: una muy réapida, caracterizada por
la aparicidn del receptor mitogénico y otra mé; lenta, carac
terizada por la produccidn de los citados factores mitogéni-

cos (117).

I.4.3.2. Estimulacidn alogénica. La diversidad de las subpo-

blaciones de cé&lulas T que responden a aloantigenos puede ser
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analizada desde dos perspectivas: 1) identificando y se-
parando las distintas subpoblaciones basdndose en sus dife

i

rentes propiedades de adherencia a los antigenos presentes
/

sobre la superficie celular y 2) analizando el sistema alo-

antigénico frente al cual responden las cé&lulas (118).

Las estructuras responsables de la proliferacién de
las células T inducida por la estimulacibn alogénica se de-
nominan antfigenos LD en oposicidn a aquellos determinantes

reconocidos por las células T, generadas en la estimulacidén

C
anterior que se denominan SD que se utilizarr como dianas en
la citotoxicidad mediada por células (119). Los antigenos

LD esté&n codificados por los genes localizados en le regidn

I del MHC; los antigenos SD est&n codificados por las regio-

nes Ky D (62).

La demostracidn més clara del papel ¢= los antigenos
LD y SD en la estimulacidn alogénica se deriva de los experi
mentos de las "tres cé&lulas" en cultivos in vitro (120). Cuan
do las células estimuladora y respondadora c¢ifieren en la re
gibn I pero son idénticos en las regiones K y D, se induce
una fuerte proliferacidén in vitro, mediada por incorpocracidn
de 3H—timidina, no detecté&ndose la presencie: de células Tc
contra las regicnes K y D. Por el contraric, si las diferen
cias entre la célula estimuladora y responda:ora ocurre en

las regiones K v D pero existe homologia en ia regidn I, no



1
se induce ni proliferacidn ni respuesta de células citotdxi-

cas. Si la célula estimuladora se diferencia de la respbn—
dadora en las regiones Ky D y en la regidn I, se generan
ambas actividades de proliferacidn y actividad Citotéxicé.
Asi, pues, ambos antigenos,LD y SD, son requefidos en la ac
tivacién de las células TC' Las células T, reconocen los an
tigenos LD induciénucse asi su proliferacidn. Estas células
T activadas son necesarias para activar 1las célqlas T

H
reconocen los antigenos SD. : \

c que

I.5. INTERACCIONES CELULARES EN LA RESPUESTA IMMUNE.

I.5.1. Colaboracidn entre células T y B.

En la respuesta inmune a determinados antigenos (TD)
ée requiere la cooperacidn T y B para la activacidébn y di-
ferenciacidn de las células B a células productoras de anti-
cuerpos. Esta cooperacidn no requiere el contaqto fisico en

tre ambos tipos de linfocitos sino que factores liberados por

las células T pueden llevar a cabo aquella cooperacidn (121).

La activacidn de las células T es necesaria para indu-
cir la activacidn de las células B. Las cé&lulas T se activan
bien por reconocimiento especifico de la molécula de antigeno

(determinantes portadores) o por estimulacidén policlonal por
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mitbgenos o por aloantigenos (111). Las células T activadas

o los factores que las reemplazan pueden ser especificos o

»
~ .

no especificos para el antigeno.

i
/

La cooveracidn de las c&lulas T y B en su expresidn
més fisioldgica supone el reconocimiento de los determinantes
portadores de la molécula de antigeno por las células T y de

los determinantes hapténicos por las células B.

La presencia de células T, no especificas se pone de

H
manifiesto por la liberacidn de factores solubles por parte
de células T sensibilizadas para KLH in vivo y reestimuladas
in vitro con el mismo antigeno en presencia de macrdfagos. Es-

tos factores son capaces de colaborar con las células B en la

respuesta a otros antigenos como SRBQ'y DRBC (122).

Mediante sistemas apropiados de inmunizacidn in vivo,

ha sido posible seleccionar ambos tipos de células T (especi

H
ficas y no especificas). Marrack y Kappler (123) han demostra
do que la inyeccidn de bajas dosis de KLH por via intraperito-
neal con FCA genera preferentemente células TH no especificas;
sin embargo, la inmunizacidn con altas dosis del antigeno ge-

nera ambos tipos de células T No ha sido posible, sin em-

u-
bargo generar poblaciones celulares con actividad auxiliar es-

pecifica careciendo de actividad no especifica.

No se conoce actualmente si la célula que media la ac
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tividad no especifica corresponde a una célula intermedia
en la diferenciacibdn hacia células TH especificas p si am-
i
bos tipos de células representan poblaciones no relacionadas,

! v
s1 bien estas poblaciones pueden ser distinguidas en base a

su distinta adherencia al nylon (124).

Waldman (lél), utilizando el ensayo de andlisis de
dilucidbn limite a fin de determinar el nmero de células B
con las que es capaz de colaborar una célula T, encéntré
gque ambas células cooperan en una relacidn 1:1. Asimismo,
Phillip y col. (125) llegaron a anédlogas conclusiones utili
zando sobrenadantes de cultivos in vitro producidos en con-

diciones limitantes de células T.

Estudiando los requerimientos.de homologia en las re-
giones de MHC, se ha comprobado que las células T y B histo-
incompatibles no son capaces de colaborar en una respuesta,
tanto debido a fendmenos de inhibicidn por factores genera-
dos en una reaccidn alogénica concomitante, como a la ausen-
cia de células T de las apropiadas estructuras de reconoci-
miento del MHC (concretamente de la regibn I) de las células

B (121).

Swin y col. (126) estudiaron los requerimientos para
la colaboracidn entre las cé&lulas T y B en la respuesta se-

cundaria in vitro. Estos autores interpretaron sus resulta
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dos en el sentido de que bajo determinadas condiciones Ao
existen preferencias en cuanto a identidad genética en 15
regidn I para la colaboracidn entre los linfocitos T y B,
siendo la ausencia de colaboracidn debida a efectos alo;

génicos negativos.

Sin embargo, estas interpretaciones estén en total
oposicidn a los descritas por Zinkernagel (127,128) sobre
los fendmenos de aprendizaje inmunolbdgico de las ‘células
T en la corteza epiterial del timo, donde queda definida
claramente la restriccidn a nivel de MHC a la gque esté SO
metida la colaboracidn entre las distintas células inmuno-

4

competentes.

I.5.2. Factores solubles que reemplazan a las células T en

la colaboracidn T-B.

La cooperacidn in vitro entre diferentes poblaciones
celulares puede llevarse a cabo a través de fac?ores solu-
bles liberados por las cé&lulas activadas. En lé literatura
se han descrito numerosos factores, existiendo una gran he-
terogeneidad tanto en las células responsables de su produc-
ci®n como en su especificidad, presencia o no de determinan-
tes antigénicos asociados a ellos o en su actividad, ya como

factores auxiliares o supresores (95,98,123,129,130,131).

De esta manera, ha podido ponerse de manifiesto la



existencia de factores capaces de reemplazar a las células
T (TRF) en la respuesta in vitro a antigenos TDf(f§0). La
produccidn de estos factores es inducida por 1afaccién de
la lectina ConA sobre las células T o bien por estimulacidn
alogénica de éstas (132). Estos factores se habian consi-
derado como inespecificos, aunque recientemente se ha des-
crito que poseen actividad anti-idiotipo (133). Igualmente

se ha demostrado que no poseen antigenos Ia (134).

Amerding y Katz (135) han descrito la produccidn por
estimulacidn alogénica de un factor inespecifico gue posee
antigenos Ia y la proteina 82 microglobulina. Igualmente,
Taussig y col. (136) han descrito la liberacidn de un fac-
tor especifico que presenta antigenoé Ia, al activar in vi-
tro con un antigeno células T estimuladas in vivo con el

mismo antigeno.

Los macrdfagos pueden, asimismo, producir factores
capaces de reemplazar a las células T en la estimulacidén in
vitro por antigenos TD (131), como de activar directamente a

las cé&lulas T.

Feldman y col. (137) han estudiado la liberacidn por
los macrdfaaos de factores capaces de inducir la maduracidn

de células T,y T algunos de los cuales poseen antigenos Ia

S;

en su estructura.



Sin embargo, las actividades biolbgicas de los fac-
tores producidos por macrb6fagos son indistinguibles en cier
tos aspectos de las actividades de factores producidos por
linfocitos T bajo otras condiciones experimentaﬁes diferen-

tes.

Igualmente[ se ha descrito la existencia de factores
supresores (98) capaces de inhibir la activacidn de las cé-
Julas B. Estos autores demostraron que estos faétores su-
presores presentan determinantes antigénicos codificados

por la regidn I-J (marcadores especificos de las células TS).

I.5.3. Colaboracidn entre linfocitos T y macrdfagos.

Aunque se acepta generalmente ‘que los macréfagos‘fa—
cilitan muchos de los fendmenos inmunolbégicos dependientes
de las células T (114,138), sdlo en los ltimos anos se ha
comenzado a analizar las caracteristicas moleculares y ce-
lulares de las anteriores observaciones. Por ejemplo, en
el cobaya, se puede demostrar claramente que el reconocimien
to de un antigeno soluble por las células T requiere la pre-

sentacidn de éste en la superficie del macrdfago (139).

La interaccidn entre macrdfagos y linfocitos T puede
ocurrir bien por contacto directo entre ambas células o por

medio de factores solubles producidos por los macrb6fagos que



se unen al aﬁtigeno y que poseen propiedades citofilicas
para la célula T. Evidencias a favor de la seqgunda hipd
tesis se han descrito por Erb y col. (129) en la genera-
cidén de los linfocitos T auxiliares en ratdn. Sin embar-
go, estas evidencias no se han encontrado en el cobaya.
Sin embargo, en esta especie, se han descritc dos tipos

de interacciones macrdfago/célula T. .La primera ocurre

en un tiempo muy corto y es independiente de la presencia
del antigeno. Esta etapa requiere metabolismo activo en
el macré6fago pero no en la célula T. La segunda etapa,
dependiente del antfgeno, requiere ademis que amhas célu
las, macr6fago y linfocito T, muestren homologia en la re-
gién I de MHC. Esta segunda etapa conduce a la activacidn

y proliferacidn de las células T (140).

Basten y col. (108) estudiaron los requerimientos
necesarios para la eliminacidn de células T o B por expo-
sicién a antigenos altamente radioactivos observando que
no era posible el suicidio de las células T utilizando anti
geno soluble, siendo necesaria la presencia de células ac-
cesorias (macrb6fagos o células B). Este suic_é;o se inhi-

bia por pretratamiento con aloantisueros dirigidos contra

el MHC.

Miller y col. (141), igualemente estudiando los me-

canismos responsables de la sensibilidad de tipo retardado,
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para FGG y DNFB en ratdn, encontraron que era necesaria una

homologfia entre los macrbfagos y las células T en la regidn
I-A en el caso del primer antigeno y en las regiones I,K, D

para el segundo antigeno.

Otros autores (142,143) han encontrado que los macré{
|
fagos son necesarios tanto en la primera etapa in vivo de ge
neracidn de células T activadas para un antigeno como en la\
segunda etapa in vitro de produccibdn de anticuerpos por par
te de las células B. Siendo ademés necesario que ambos ma-
cr6fagos sean singénicos, lo que sugiere que en la etapa de
activacidén de las células T por el antigeno, estas células
no sdlo reconocen dicho antigeno en la superficie del ma~

crofago sino que reconocen también antigenos codificados en

el MHC (regidbn I-A).
I.6. REGULACION DEL SISTEMA INMUNE.

I.6.1. Interacciones idiotipo-anti-idiotipo.

La respuesta inmune frente a un estimulo antigénico
depende de: a) la frecuencia de células prect géras especi-
ficas del correspondiente antigeno, b) nGmero de divisiones
que sufre cada clon estimulado y c) eficiencia en la adqui-
sicidn de funciones efectoras. La frecuencia de precursores

especificos para el antigeno SRBC fue primeramente determina
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da por Lefkovits (144) correspondiendo a 1 de cada 105 lin-
focitos de bazo de ratbdn. Experimentos realizados posterior
mente con condiciones de cultivo mé&s apropiadas condujeron
a Anders;xmy col. (145) y Schreier (146) a determinar que

una de cada 3 x 103 células es capaz de producir anticuer-

pos anti-SRBC.

El nfimero de divisiones o tamano del clon especifico -

asi como su desarrollo de células efectoras, depénde, igual
mente, de las condiciones de estudio. Melchers y Andersson
(147) han descrito que un precursor especifico es capaz de

adquirir sus propiedades efectoras sin divisidn celular (ta

mano del clon, una célula). Por otra parte, Luzzati y col.

(148) demostraron en condiciones de microcultivo que un clon

es capaz de producir alrededor de 3 x 102 AFC. Resultados

descritos por Askonas y col. (149) sobre la estimulacidn de

clones de células de memoria y su proliferacidn por transfe

rencias consecutivas a ratones irradiados, demostraron gue

un precursor es capaz de proliferar durante 50 generaciones
50 15

originando 2 o 10 linfocitos. En el caso de células neo

plésicas (mielomas), el tamano del clon es i. aitado.

Burnet (24) postuld en 1959 la existencia de linfo-
citos especificos para cualquier antigeno previamente al con
tacto con éste, y que el papel del antigeno seria seleccio-

nar las células con receptores complementarios a sus deter-

45,
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minantes antigénicos. La ausencia de clones de células es-
pecificas para .componentes aut6logos se explicaria por éli

minacidén de estos durante periodos criticos en la ontogenia

i
|

al entrar en contacto con el antigeno.

Si bien la toeria de la seleccidn clonal es admiti-
da actualmente, existen algunos datos experimentales que ha
cen necesaria su revisidn y amplincidn: 1) la toleranciain
munolbgica puede ser inducida e:. ndividuos adultos inmuno-
competentes (105); 2) existen au:--ontigenos qué son recono-
cidos en determinados casos de enfermedades autoinmunes (ro
tura de tolerancia) (150); 3) asimismo, la estimulacibn po-
liclonal inducida por LPS (151) pone de manifiesto la pres-
cencia de células productoras de autoanticuerpos; 4) cons-
tantemente, en la respuesta inmune, se esté&n produciendo an
ticuerpos contra componentes propios, tales como las molé&cu
las de Igs (152); 5) el control genetico de la respuesta in
mune a determinados antigenos (153) y 6) la impo;tancia de
las interacciones celulares en la regulacidn de ia respuesta
inmune asi como de las restricciones que gobiernan estas in-

teracciones (154).

El reciente interés en la regulacidn inmunoldgica pro
viene esencialmente del trabajo desarrollado por Jerne (155,
156) que postuld una regulacidén del SI basada en la existen-

cia de determinantes idiotipicos sobre las moléculas de anti-



cuerpos (toeria de la red reguladora idiotipo-anti-idiotipo).

Hay actualmente gran ntmero de datos en apoyo de qde ciertas
estructuras asociadas con las regiones Variableé de las IgS
(donde se expresa el sitio de unibén con el antigeno), pueden
comportarse a su vez como determinantes antigénicos (idioti-
pos) para otras moléculas de anticuerpos producidas por el
mismo individuo (152,157). Se ha demostrado que estos anti-
cuerpos anti-idiotipo se forman como consecuencia dé la esti

mulacidén antigénica y que pueden bien estimular o inhibir la

actividad de las células T y/o B que responden al estimulo an

tigénico especifico y que expresan en su membrana receptores

portadores del idiotipo (158). ©La teoria predice que al for-

marse los primeros anticuerpos, estos generarian anticuerpos
anti-idiotipos que a su vez pueden dar origen a nuevos anti-
anti-anticuerpos. De esta forma, el sistema podria creecer

indefinidamente, siendo evidente la existencia de algfin tipo
de control que module la magnitud del proceso. En un deter-
minado punto, esta secuencia de interacciones estimuladoras

puede producir reacciones que inhiban su continuidad, dejan-

do el sistema en un nuevo estado de equilibrio diné&mico.

Existen dos aspectos muy importantes al considerar
la teoria de Jerne: 1) la penetracidn del antigeno provoca
la ruptura del equilibrio presente en el sistema, afectando

a otras células linfoides ademis de las que interaccionan di
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rectamente con el antigeno y 2) el SI se caracteriza por la

"

existencia por un equilibrio diné&mico en el cual’ las molécu
las de anticuerpo (anticuerpos naturales) reconJcen componen
tes endbgenos del sistema de regulacibn (idiotipos) y que
Jerne denomindé "imagenes internas del antigeno". De donde

se concluia que el universo de idiotipos representa el uni-

verso de antigenos (159).

)

Jerne senald asimismo la posibilidad de'que anti-
cuerpos anti-idiotipo reaccionaran con otras anticuerpos ade
mds de con aquellos generados por el antigeno. Estos se pro
ducirian como consecuencia del hecho de que los receptores
(del sistema de regulacidn) funcionan por reconocimiento de
componentes enddgenos (idiotipos) cu?a consecuancia es el re
conocimiento de antigenos externos. Asi, pues, es posible
que el antigenc estimule s6lo una parte de la poblacidén de

anticuerpos que poseen la misma especificidad idictipica. Es

tos postulados iniciales han sido posteriormente corrohborados

por datos experimentales (13,14).

Por otra parte, existen sobre las cé&lulas B otros re
ceptores que ponen de manifiesto las interrelaciones entre
los componentes del sistema linfoide. Una vez que el antige
no se une por sus determinantes antigénicos al receptor de
una determinada célula B, anticuerpos que reconocen otros de

terminantes antigénicos de la mismo molécula de antigeno pue
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den unirse a esta y a través de los receptores Fc de la cé-
lula B (que reconocen la porcibdn Fc, C-terminal de las cade
nas pesadas) reforzar la unidén del antigeno a la célula. De

esta forma, determinadas células B pueden producir anticuer

pos que afectan la respuesta de otras células B a un deter-

minado antigeno (160).

I.6.2. Restriccidn H-2.

Otro fendmeno que influye en la respuesta inmune,
es el debido a la restriccidn H-2 que ha puesto de manifies
to la importancia de los antigenos de histocompatibilidad
en el reconocimiento de estructuras autb6logas y en la gene-
racién de la diversidad de reconocimiento del sistema inmu-

ne.

El fendmeno de la restriccidn H~2 consiste en el re-
querimiento de compatibilidad en los antigenos codificados
por 21 MHC para que pueda llevarse a cabo la cooperacidn en-
tre las distintas c£lulas que intervienen en el SI. Esta
compatibilidad se refiere a la regidn I en las interaccicnes
entre macrb6fago y célula T, célula B y célula T y célula TH

y TC' y a las regiones K y D en la interaccidn entre células

TC y su célula diana.

Recientes experimentos (128,141,161,162) utilizando
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guimeras biolbgicas (producidas reconstituyendo ratones irra
diados subletalmente con cé&lulas de medula osea), %avorecen
lJa idea de que la restriccidn I-2 es anterior ai estimulo an
tigénico y no se produce como consecuencia de éste. Dicha
restriccidén viene determinada por los antigenos H-2 presen-
tes en la corteza epitelial del timo, cuyo reconocimiento ac
tla como agente de la diferenciacidn de las células T inmadu
ras. El aprendizaje de la restriccidn -2 en el_tiﬁo vendria
demostrado por los siguientes hechos: a) las cé&lulas T cde un
animal homocigbtico aa son, en cuanto a reconocimiento de es
tructuras,H-2 anti-a y reconocen los antigenos a sobre la su
perficie de otras células, B, T o macrb6fagos; b) las células
T de un animal heterocigbtico (axb) consisten de una mezcla
de partes iguales de cé&lulas T anti-a y anti-b; c) las célu-
las T de un animal heterocigbético (axb) pero gue han adquiri
do su diferenciacidn en un timo de un ratdn a (quimera(axb)
»a) contienen solamente células funcionales T anti-a y d) cé
lulas T procedentes de un animal homocigbético aa pero que han
adquirido su diferenciacidn a través de un timo (axb) (quime-
ra a-(axb)) contienen ambas clases de células T, anti-a y anti-

b.

A fin de explicar la restriccidn H-2, han sido pro-
puestos tres modelos: 1) "asociacidén intima" (163), segfin el

cual la interaccidn efectiva entre las células efectora y dia



na deberia transcurrir a través de moléculas similares. Es-
te modelo ha sido actualmente descartado al demostrarse Fl
aprendizaje al que las células T estén sometidas en el timo;
2) "reconocimiento de la alteracidn de estrucﬁuras autblogas"
(164), modelo que postula que las células T poseen un finico
receptor que reconoce una modificacidén que los antigenos in-
troducen en el H-2 de las cé&lulas propias. Si bien existen
evidencias en favoir de estructuras antigénicas hibridos en-
tre antigenos H-2 y virus, es dificil aplicar esta teoria a
ciertas situaciones experimentales: a) es poco\probable que
muchos antigenos menores de histocompatibilidad puedan modi-
ficar el H-2 de igual manera; b) si bien se ha descrito que
por infeccién virica pueden aparecer nuevas especificidades
H~2, esto es dificil de explicar en casos en los que la in-
feccibn viral (virus influenza) inhibe la sintesis de prote-
inas de la célula y c¢) von Boehmer y col. (165) han descri-
to la diferente segregacidn de la capacidad de reconocimien-
to de los antigenos H-2 y de antigenos menores dF histocompa
tibilidad y 3) "sistema de doble reconocimiento" (166,167,
168), seglin el cual las células T tendriah dos receptores,
uno (RO) especifico de estructuras H-2 y el otro (Rl) del an
ti 'eno. En las primeras etapas de diferenciacibén (células
pre-T), ambos receptores poseen idénticcs sitios de unidn.

Las células pre-ﬁireconocen mediante estos receptores pro-

ductos de los genes de la regidn I mientras que las pre—TC
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reconocen los productos de las regiones K y D. Los produc-
\

tos de los genes del MHC en el epitélio del timo, interac-
cionan con los receptores de las células pre-T que reconé-
cen estos antigenos propios (Ia y K &6 D). Esta interaccidn
conduce a una proliferacidn exhaustiva y a la seleccidn \de
células T que expresan el receptor Ro inalterado, junto con

el receptor R, alterado por mutaciones somé&ticas ocurridas

1

durante la diferenciacidn. Todas las células TH asi ‘selec-
cionadas presentan dos clases de receptores: Ro que recono-

ce antigenos Ja y R, especifico para antigenos extranos. De

1

igual forma, los precursores de las células T, después de

C

su paso por el timo, darian lugar a una poblacidn de célu-

las TC con un receptor RO que reconoce antigenos K o D y el

otro Rl que reconoce otros antigenos. Por Gltimo, en la di

ferenciacibn de linfocitos efectores (T, o cé&lulas B produc

C
toras de anticuerpos), es necesaria la presencia de células
T . Estas células TH estdn sometidas a restriccidn a nivel
H

del MHC, 1o que significa gue su receptor RO debe reconocer

i
antigenos Ia de las células B o T, para su induccidn a célu

C

las efectoras.

La regulacidndel SI aumenta de complejidad al consi
de ar el control genético de la respuesta ejercida por los

genes Ir codificados dentro del MHC (153).



J.6.3. Genes Ir.
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Como consecuencia de la inmunizacidn con homopoli-
meros de L aa inmunogénicos, Benacerraf pudo clarificar dis
tintas cepas singeneicas de ratones segfin su capacidad de
responder a dichos antigenos. Esta capacidad de respuesta

sigue un tipo de herencia Mendeliana.

Los primeros (169) estudios se llevaron a cabo en
el cobaya, determiné&ndose la capacidad de responder a DNP-
PLL en cuanto a produccidn de anticuerpos anti-DNP y al de
sarrollo de hipersensibilidad de tipo retardada. Pudo de-
mostrarse que la falta de respuesta no era debido a la in-
capacidad de metabolizar PLL sino que dicha respuesta esta
ba controlada por un gen dominante que se expresaba en cé-
lulas inmunoldgicamente competentes (macréfagosy/o linfoci

tos).

Posteriormente, McDevit y col. (64) localizarcn el

gen gue controla la respuesta al antigeno (T,G)-A-L en la

regién I del MHC H-2, concluyendo que los genes Ir estén co-

rrelacionados con el proceso de reconocimiento especifico
de la molécula portadora del hapteno, esencial en la activa
cidn de las células T. Esta conclusidn venia apoyada por
el hecho de que los genes Ir controlaban Gnicamente la res

puesta a antigenos TD, si bien ha sido descrita la presen-
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cia de genes Ir en la respuesta a algGn antigeno TI (170).

Igualmente, en el caso de antigenos como (T,G)-A-L
que pueden comportarse como TD o TI segln la configuracién
de los aa que lo forman, la respuesta IgM no estd bajo el
control de los genes Ir, pero si lo est8 la respuesta IgG,

I

que es dependiente de la presencia de cé&lulas T.

Recientemente, Berzofsky y col. (171), estudiando
la respuesta a la nucleasa de Staphylococco en las cepas
de ratones C57B1/10 (no respondedora) y B10.A (respondedo-
ra), encontraron que ambas cepas producen anticuerpos fren-
te a distintos determinantes del antigeno. Puesto que am-
bas cepas poseen idéntico repertorio de regiones V, estos
autores postularon que los genes Ir pueden controlar la res
puesta a diferentes determinantes antigénicos presentes en
lamsma molécula. Esto sugeria una posible participacidn
de los genes Ir en la seleccidn de las células B especifi-

cas.

Existen mencs datos acerca del control genético por

parte de los genes Ir de la induccidn de cé&lulas T Sin em-

/ c’

rd

bargo, Gordon y Simpson (172) y von Boehmer y col. (166) han

detectado genes Ir en el control de las células T, especifi-

C
cas para los antigenos del cromosoma Y. En cualquier caso, es

prematuro concluir que los genes Ir gque controlan la respuesta



de las células T citotdxicas operan de iqual manera que los

genes Ir que controlan la sensibilidad retardada o las acti

"
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Ante las dificultades para definir la naturaleza qui

vidades auxiliares o supresoras.

mica del receptor de las células T para el antigeno, McDevit

y Benacerraf propusieron que los productos de los genes Ir,

de acuerdo con su especificidad podrian actuar como recepto-
res de los linfocitos T (94). Esta hipbtesis ha sido actual
mente descartada al demostrarse la presencia de idiotipos de
las cadenas pesadas sobre las células T (100-105). En cual-
quier caso, parece gue los productos codificados por la regidn
I de MHC poseen distintas y complejas funciones especificas
para el antigeno, relacionadas con la respuesta inmune a an-

tigenos TD.

Experimentos muy recientes (133,173-176) han intro-
ducido nuevos aspectos en las interacciones celulares que de
sempenan importantes papeles en la regulacidén del SI. La
existencia de c&lulas T con actividad anti-idiotipo sugiere
la posible regulacidn de las células B por parte de las cé-
lulas T. De esta manera, podria explicarse la regulacibn que
las células T ejercen en la respuesta a antigenos TI, ya que
nunca se han detectado la presencia de células T con especi-

ficidad para esta clases de antigenos.



Sin embargo, esta nueva posibilidad de regulacidn
abre nuevas incdgnitas en la generacidén de la diye;sidad de
las células T anti-idiotipo. ¢Poseen especific;aad para to

f
dos los idiotipos o solamente para una parte de’ellos, some
tidas a presiones selectivas durante la ontogenia del SI?
Se puede predecir que la gran cantidad de material experimen
tal sobre este aspecto permita en un futuro préximo el es-

clarecimiento de las actuales incbgnitas.

Las consideraciones anteriores muestran Que el SI es
tad constituido no de clones de cé&lulas aisladas, sino intere
lacionados mediante reconocimiento reciprocos con diferentes
grados de complementariedad y especificidad que comprenden la

totalidad del SI.

Los diferentes tipos de linfocitos y los distintos
anticuerpos por ellos producidos, pueden considerarse como la
base de las interacciones entre los distintos componentes del
SI. Cada componente participa en la interaccidén con ctros cam
ponentes bien por su capacidad de reconocer o de ser reconoci-
do. En tales reconocimientos mfituos, la complementariedad idio

tipica desempena, sin lugar a dudas, un papel esencial.
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ITI. MATERIAL Y METODOS

IT.1. MATERIAL PARA CULTIVO CELULAR.

Placas estériles de cultivo-Costar, Cambridge, Mass.
Placas estériles microtiter-3040, Falcon, Oxnard, Ca.
Colector de cultivo mGltiple-Skatron (Harvester). [
Tubos estériles de cultivo-2003, Falcon, Oxnard, Ca.

Frascos estériles de cultivo-3010, idem.
IT.2. REACTIVOS.

RPMI 1640-Gibco, Grand Island, N.Y.
IMDEME-obsequio del Dr. Iscoye, Basel Institute for Immunology,

Basel.
Suero bovino fetal (FCS)-Gibco, Grand Island, N.Y.
Albimina bovina-Sigma Chem. Co., St. Louis, Mo.
ConA-Sepharosa-Pharmacia, Uppsala, Suecia.
Ultrogel ACA 54-LKB, Industrie Biologique Francaise.
Ultrodex-ILKB

e

Sephadex G-10-Pharmacia, Uppsala, Suecia.
Percoll-idem.
ConA-idem.
WGA-idem.

DEAE-Dextrano-idem.
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Agar noble-Difco Lab., Detroit, Mi.

Proteina A-Pharmacia, Uppsala, Suecia.
Suero de conejo anti-IgM de ratbn-obsequio del Dr. A. Céutinho,
Basel Institute for Immunology, Basel.

Complemento-Gibco, Grand Island, N.Y.

Lipopolisacarido (LPS)-obsequio del Dr. A. Céutinho, Basel In-
stitute for Immunology, Basel.

Mitomicina C-Sigme Chem. Co., St. Louis, Mo.

L-Glutamina-Gibco, Grando Island, N.Y.

Antibidticos-idem.

Hepes-idem.

N-Acetyl-D-glucosamina (NAGA)-Fluka AG, Buchs SG, Suiza.

I1.3. PREPARACION DE MED1OS DE CULTIVO.

En el presente trabajo se han utilizado los siguientes

medios del cultivo:

1) RPMI 1640 suplementado con distintas concentraciones de
suero bovino fetal (SFC), glutamina 2mM, 2-ME 5x10—5M, Hepes
10mM, 100U.I. de pecnicilina y 100ug/ml de streptomicina. El1
medio se esterilizd por filtracibn a través de membranas Milli-
pore de 0,45my.

2) IMDME (Iscove modified, Dulbecco modified Eagles) (177,178)

suplementado por litro de medio con 10 ml de antibidticos,



3.024 gr NaHCO,, 0,65 ml de «-TG 1%, 2,75 ml de albumina

37
bovina 20%, 0,33 ml de una solucidén de transferina humané
(270 mg de transferrina en 2,79 ml de Dulbecco-Hepes y

0,228 ml de 8,8x10_3M FeCly) y 25 ml de una solucibn de le
citina/colesterol (200 mg lecitina, 60 mg colesterol en 47,5
ml de Dulbecco 1x y 2,5 ml de BSA). El medio se sohicd en
hielo por una hora y posteriormente se esterilizd por filtra

cidn. Este medio se usa en cultivos realizados en ausencia

de FCS.
IT.4. ANIMALES.
Se utilizaron ratones de las siguienteé cepas singe-

neicas: C57 B1/6J normales y atimicos; C3H/Tif normales ati

micos y gnotobidbticos y Balb/c normales y atimicos.

Todas estas cepas proceden de Bomholtgard, Ry, Den-
mark o del Institut fur Biologisch-Medizinsche Faschung AG,
Fullinsdorf, Suiza. Se usaron ratones de edades inferiores

a un ano.

Las ratas utilizadas fueron de la cepa Lewis de 1 a
3 meses de edad.
IT.5. ANTIGENOS.

Se han utilizado como antigenos hematies de carnero
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({SRBC) o de caballo (HRBC), conservadndose en condiciones es-

tériles en solucibén Alserier con antibib6ticos hasta su uso.
Siempre se utilizaron hematies del mismo animal previamente

seleccionados por su 6ptima inmunogenicidad.
II.6. PREPARACION DE ANTISUEROS.

I1.6.1. In vivo.

Grupos de ratones de la cepa C57Bl1/6 ge inyectaron
con 108 SRBC o HRBC previamente lavados tres veces con BSS.
La inyeccién se llevd a cabo por via intravenosa. Los co-
rrespondientes aﬂtisueros se obtuvieron a los dias 3,4 y 5

de inmunizacidn.

II.6.2. In vitro.

Anticuerpos monoclonales del isotipo IgyM, con acti
vidad anti-SRBC, se obtuvieron del sobrenadante de hibrido
mas especificos (clon Sp6) producidos mediante funsidn ce-
lular por el Dr. G. Kohler (Basel Institute for Immunology)

y mantenidos in vitro en medio de cultivo.
IT.7. PREPARACION DE COMPLEJOS ANTIGENO-ANTICUERPO.

Los complejos SRBC-anti-SRBC y HRBC-anti-iRBC se pre-
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pararon incubando dichos hematies con volumenes iguales be

sus correspondienﬁes antisueros durante 30 minutos en hiélo.
Después de este tiempo, se lavaron exhaustivamente para eli-
minar los anticuerpos libres. Los antisucros se sometiefon
previamente a 56°C durante 30 minutos a fin de inactivar el

complemento.

IT.8. DETERMINACION DE PROPIEDADES QUIMICAS DE LOS FACTORES

SOLUBLES.

II.8.1. Cromatografia de afinidad.

La afinidad por residuos glicosidicos de los factores
obtenidos por estimulacidn con ConA (ConA-TRF) se determind
por cromatografia de afinidad sobre ConA-Sepharosa. Una co-
lumna de 5 ml de ConA-Sepharosa se lavd con buffer Tris-HCl

4 4

0,05M, pH=7,2, 0,5M NaCl, 10 'M MnCl, y 10 M MgCl, a fin de

2
eluir los preservativos de la columna. A continpacién se equi
librdé con 25 ml de medio de cultivo. 5 ml de TR% (previamen-
te concentrado por ultrafiltracibn) se aplicaron a la columna,
incubé&ndose a 4°C durante 15 minutos. Después de eluir las

frarcciones de TRF no retenidas en la columna, ésta se eluyd

con una solucidn 0,1M de o-Metil-manéxido en medio de cultivo.

1I1.8.2. Filtracibdn en gel.
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La determinacidn del pesc molecular se lleyé a cabo
por filtracidn a través de una columna (100 ml)‘ae.ﬁltrogel
ACA 54, previamente equilibrada con Tris 0,1M, ﬁH=8, 0,2M
NaCl. ©Una muestra de 2ml de TRF concentrado 10 veces se apli
cd a la columna, siendo posteriormente eluida con el mismo
buffer. Se recogieron fracciones de 3 ml monitorizé&ndoseel
efluente en una célula LKB Unicord II a 280iam. Las fraccio-
nes recogidas se dializaron frente a medio de cuLtiQo, siendo

suplementadas con FCS (concentracidn final de 5%). Todas las

operaciones descritas se realizaron a 4°C.

La columna de ACA se calibrd con los siguientes pa-
trones de PM conocido: alblmina de huevo (PM 45.000), inhi-

bidor de la tripsina (PM 24.000) y citocromo C (PM 12.400).

IT.8.3. Electroenfoque.

Se llevd a cabo en una placa horizontal (LKB 2117
Multiphor), utilizando un rango de pH de 3 a 10 (ampholine
LKB) y un soporte de Ultrodex (LKB). La muestra (40 ml),
previamente dializada frente a glicina 1% se incluyd en el
gel (4 gr) junto con 2% de ampholinas en un volumen finalde
100 ml. E1 electroenfoque se llevd a cabo a 10°C durante 14
horas con un voltaje inicial de 600 voltios (12mA) y final de

1200 v (6mA).
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Después de determinar el gradiente de pH, las dife-
rentes fracciones (aproximadamente 30) se eluyeron del gél Yy
se dializaron frente a NH4HCO3 0,1M para eliminar las ampho-

linas y posteriormente frente a RPMI 1640, ahadiéndose fi-

nalmente FCS hasta una concentracidn del 5%.
IT.9. PREPARACION oI LINFOCITOS.

Se obtuvieron a partir de los siguientes 6rganos lin

foides: bazo, timo, medula osea, ganglios linf&ticos, génglios

mesentéricos y génglios periféricos y placas de Peyer. Las

células se dispersqron en BSS, descartédndose el sedimento de-
positado a lxg durante 5 minutos. La suspensidén celular asi
obtenida se lavd tres veces con BSS a 4°C y se resuspendieron

finalmente en medio de cultivo.

La concentracibn celular se determind en un hemocit6-
metro Neubauer, usé&ndose el colorante vital azﬁljtripan al

0,02% para la determinacidn de la viabilidad celular.

oo

I1.10. SEPARACION DE DISTINTAS POBLACIONES CELULARES.

IT.10.1. Linfocitos B.

Se obtuvieron de bazos de ratones atimicos. En al-
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gunos experimentos se eliminaron los macrdfagos (II.10.3.).
1

11.10.2. Linfocitos T.

Poblaciones de células T sin una contaminacibn de-
tectable de células B, se obtuvieron mediante dos filtracio-
nes succesivas a través de columnas de nylon, seglin el méto
do descrito por Julius y col. (179). Se prepararon columnas
de 20 ml en jeringas de pléstico rellenas con ﬁigra de nylon
de forma estéril, lavéndose con 20 ml de medio RPMI contenién
do 5% de FCS. Después de incubarse las columnas a 37°C duran
te 45 minutos, se ?asaron 20 ml de medio por la columna. En-
tre 100 y 120 x 106 células de bazo resuspendidas en 1-2 ml
de medio, se aplicaron a la columna incub&ndose durante 45
minutos a 37°C. Las cé&lulas no adherentes (linfocitos T) se
eluyeron con 20 ml de medio y se lavaron dos veces por cen-
trifugacién. El mismo proceso se repitid dos veces para con

sequir una poblacidn purificada de linfocitos T!

IT1.10.3. Macrbfagos.

Los macrbfagos se obtuvieron por lavado de la cavi-
dad peritoneal con medio RPMI suplementado con 10 U. de hepa-
rina por ml y 5% de FCS. Después de lavar las células dos ve

ces por centrifugacidn, se descartaron las células que no se

64.



adhieren a placas de pl&stico después de incubar la prepara-

cién anterior dos horas a 37°C. ‘

En acuellos experimentos que requeriah ausencia de
macrbfagos, estos se eliminaron por uno de los siguienteé
procedimientos: 1) células de bazo de ratones normales o
atimicos se pasaron a través de columnas de Sephadex G-10
previamente esterilizado en autoclave (114,180). 10 x 107
células en 2-4 ml de BSS conteniendo 10% de FCS se aplicaron
a una columna de 15 ml de Sephadex G-10 previamente lavado
con 40 ml del mismo medio, recolecténdose las células elui-
das con 20-30 ml de dicho medio. E1l rendimiento oscild en-
tre 50-60% y la eliminacidn de macré6fagos fue superior al
99,5% y2) 20 ml de una suspensidn de .células de bazo 5 x 106
células por ml, en medio RPMI suplementado con 1% glutamina
y 10% FCS se incubaron con 25 mg de Fe-carbonilo estéril a
37°C durante 40-45 minutos agitando periodicamente. El Fe-
carbonilo libre o el fagocitado por los macrdfagns se elimi-
nd mediante un imé&n (181). El proceso se repitfé 4-5 veces.
Finalmente, las cé&lulas se lavaron varias veces y Sse resus-

pendieron en medio de cultivo. La eliminacidn de macrdfagos

conseguido por este método fue superior al 99%.

IT.11. SEPARACION DE BLASTOS Y PEQUENOS LINFOCITOS.

Se llevd a cabo a partir de células de bazo de rato-
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nes normales (que contienen aproximadamente un 1% de blastos

B) o de células estimuladas in vitro con LPS (II.24.).

IT.11.1. Gradientes de albfimina.

40 x 106

células se depositaron sobre un gradiente
continuo entre 0,2 y 2% de BSA en EBSS en unz2 camera espe-
cialmente disenada (182). Las c&lulas se dejaron sedimen-

tar (1xg) durante 3-4 horas a 4°C, recogiéndose posterior-

mente fracciones de 10 ml.

I1I1.11.2. Gradientes de Percoll.

Para obtener una solucidn isotbénica de Percoll, se
mezclaron 9 volumenes de la preparacién comercial con un vo
lumen de PBS hipertdnico (10x). Esta solucidn isotbnica se
considera "Percoll 100%". Las sucesivas diluciones se rea-

lizaron con PBS isotdnico.

Entre 50-100 x 106 células (183,184) se resuspen-
dienro en un ml de la primera fraccibén del gradiente Percoll
100%; sucesivas fracciones de 2 ml conteniendon Percoll 70,60,
40,30, y 20% se depositaron sucesivamente sobre la primera
fraccidn conteniendo las células en tubcs Falcon de 15 ml. E1,
gradiente discontinuo se centrifugé a 3000 r.p.m., 10 minutos,
recogiéndose las células depositadas en cada interfase del

gradiente; tras varios lavados con BSS a 4°C, las células se
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ajustaron a la concentracidn requerida.

>,

IT1.12. CANULACION DEL CONDUCTO TORACICO.

A cada ratdn se le administraron 0,2 ml de crema de
leche via oral, 20 minutos antes de la operacidn, con el ob-
jeto de visualizar facilmente el conducto toré&cico. Como
anestésico, se utilizad 10 gr de tribromometanol-diguelto en
10 ml de alcohol amilico, inyecté&ndose cada ratdn con 0,01 ml

por gramo de peso de una dilucidn 1:50 de dicho anestésico.

La canulacidn se llevd a cabo seglin el método des-
crito por Sprent (185), introduciendo una c&nula en el con-
ducto toré&cico que permita el libre flujo de linfa. Una
vez cerrada la cavidad peritoneal, los animales se mantuvie
ron durante el periodo de canulazacidén (18-24 horas) con una
perfusidn de BSS intravenosa a una velocidad de 0,5-0,75 ml
por hora. Las células procedentes de la canulacidén se van
recogiendo a 4°C en RPMI suplementado con 5-10% de FCS y an-

tibidticos.

El n@mero de linfocitos obtenidos en un periodo de
canulacidn de 18-24 horas oscila entre 2-10 x lO7 células/
ratdén dependiendo de la edad. Tanto el flujo como el rendi
miento en el nGmero de linfocitos obtenidos, aumentd signi-

ficativamente permitiendo el movimiento de los animales du-



rante el periodo de canulacidn, lo gue se consigue restrin-
giendo el movimiento del animal sobre unas ruedas yerticales
|

en un aparato especialmente disefiado. |

/
/

I1.13. SELECCION NEGATIVA DE CELULAS T.

Células T negativamente seleccionadas para el anti-
geno se obtuvieron por el método de Sprent (186), Grupos
de cuatro ratones se inyectaron con 108 SRBC o HRBC (contro
les sin inyectar). Veinticuatro horas después se procedib
a canular el conducto torécico durante '18-24 horas. Los lin
focitos obtenidos tanto de los ratones inyectados como de
los controles sin inmunizar, se utilizaron posteriormente

en cultivo in vitro.

IT.14. OBTENCION DE CELULAS T ESPECIFICAS PARA EL ANTIGENO

IN VIVO.

Para la obtencibdn de linfocitos T especificamente
activados se siguib el método descrito por Hartmann (187).
Los animales receptores se irradiaron con 800 Rads y al
dia siguiente se inyectaron por via endovenosa con 5 x 107
timocitos procedentes de ratones singeneicos sin O con
108 SRBC o HRBC. Seis dias después de la inyeccibn se re

cogieron los bazos, realiz&ndose las correspondientes sus-

pensiones celulares para el posterior cultivo.
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IT.15. OBTENCION DE FACTORES SOLUBLES IN VITRO.

ConA-TRFs se prepararon incubando 5 x 1?6 células
por ml procedentes de varios b6rganos de ratdn (Eazé, conduc
to torécico, etc.) con 2,5 ug de ConA durante distintos tiem
pos (12-72 horas) en presencia de RPMI sﬁplementado con 5%
de FCS, utiliz&ndose bien placas de cultivo (1 ml por pocillo)
o frascos de cultivo estériles (5-20 ml/frasco) (130). Des-
pués de este periodo de incubacidn a 37°C en atmésfera deCOz,
los sobrenadantes se recogieron por centrifugacidn, siendo
esterilizados por filtracidn. La actividad de dichos sobre-

nadantes se mantiene inalterada después del almacenamiento

durante un mes a 4°C o a -20°C.

En idénticas condiciones se produjeron ConA-TRFs

utilizando bazo de rata.

Los sobrenadantes resultantes de la estimulacidn de
linfocitos por otras lectinas (WGA) se obtuvieron en iguales
condiciones de cultivo. Las concentraciones de WGA utiliza-

das oscilaron entre 0,5-50ug/ml.

IT.16. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AUXILIAR DE SOBRENADAN-

TES OBTENIDOS IN VITRO.

Se determindé estudiando la respuesta de células de ba

zo de ratones atimicos a antigenos TD (SRBC y HRBC), segGn una
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modificacién de la técnica descrita por Mishell y Dutton
(188), utilizé&ndose medio RPMI 1640 suplementado con FCé
en placas microtiter. Se prepararon por tripiicado culti
vos conteniendo 106 células en 0,2 ml de medio y distintés
concentraciones de los sobrenadantes obtenidoé in vitro,
bien por estimulacibén con ConA o con WGA (ésta Gltima lec
tina también se anadid directamente al cultivo in vitro).
Como antigenos, se utilizaron 106 SRBC o HRBC por cultivo.
Los cultivos se incubaron en una atmésfera himeda con 5%
de CO2 a 37°C durante 5 dias. Durante los tres primeros

dias, todos los cultivos se alimentaron con 40) de la mez-

cla de nutrientes descrita por Dutton (188).

En paralelo, se montaron cultivos con células de bazo
de ratones normales en los que se omiti6 la presencia de

sobrenadantes obtenidos in vitro.

I1.17. DETERMINACION DEL NUMERO DE AFC.

Se realizb enumerando el nfimero de células formado-

ras de placas (PFC) siguiendo el método de Coutinho y col. (145).

0,3 ml de bacto-agar al 0,5% en BSS, conteniendo 0,75
mg/ml de DEAE-dextrano, mantenidos a 46°C, se anadieron a una
mezcla de 0,02 de suero de cobaya (fuente de complemento) y

0,02 ml de células indicadoras (SRBC, HRBC, TNP-SRBC,NIP-SRBC



o proteina A-SRBC) diluidas 1:4 en BSS. Entre lO—lOO'ul de
la suspensidén celular (segln la concentracién),fsé'aﬁadie-
ron a la mezcla anterior, exteniéndose sobre uné placa de
Petri de pléstico (100x90mm). Las placas se incubaron a
37°C en atmbsfera hfimeda durante 3-5 horas, al cabo de las
cuales se determindé el nfimero de placas de hemdlisis (PFC)

utilizando una fuente de luz indirecta.

IT1.17.1. AFC especificas anti-antigeno.

SRBC y HRBC se utilizaron como células indicadoras
una vez lavadas tres veces con BSS y resuspendidas a la di-

lucidbn 1:4.

TNP30—SRBC se prepard de acuerdo a una modificacibn
del método descrito por Rittenberg y Pratt (189). Treinta
mg de &cido 2,4,6-trinitrobenceno-sulfdnico se disolvieron
en 7 ml de buffer cacodilato 0,28M, pH=7,2. A esta solucidn
se anadid® un ml de SRBC previamente lavados una vez con el
mismo buffer. La reaccidn se llevd a cabo a temperatura
ambiente con agitacidn suave durante 10 minutos. Despuésde
este tiempo los hematies se centrifugaron (10 minutos, 1800
r.p.m.) después de anadir 40 ml de BSS frio. Posteriormen-
te se lavaron una vez con una solucidn de glicil-glicina 2

mg/ml en BSS y cuatro veces con BSS.
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NIP-SRBC se prepararon seglin el método de Pasanen y
Makela (190). A una suspensidn de SRBC (1:5 enzbufferlﬂcqg
bonato 0,12M, pH=9,2) se anadieron 50,1 de NIP—ézida en 5ml

del mismo buffer. Después de 40 minutos de reaccidn, los

hematies se lavaron cuatro veces con BSS a 4°C.

IT.17.2. Determinacidn del nGmero total de AFC.

Se siquid el método descrito por Gronowicz y col.

(191) utiliz&dndose como cé&lulas indicadoras hematies de car
nero recubiertos con proteina A de Staphilococcus aureus. El
método se basa en la capacidad de esta proteina de fijarse
al fragmento Fc de la IgG de distintas especies. De esta for
ma, IgG de estas especies pueden unifse al complejo proteina
A-SRBC y usandose antisueros IgG-anti-IgM, anti-IgA o anti-
IgG de ratdn se pueden detectar las cé&lulas secretoras de

IgM, de IgA o de IgG.

Dos ml de SRBC previamente lavadas cuatro veces con
solucién salina, se ahadieron a 20 ml de solucidn salina con

teniendo 0,1 ml de CrCl, (0,05M en solucidn salina) y 2 ml

3
de proteina A (0,5mg/ml en solucidn salina). Después de 60
minutos de incubacidén a 30°C, los hematies se lavaron con

solucidn salina (dos veces) y con BSS (3 veces) a 4°C.

Para determinar el nGmero total de PFC IgM, IgA o
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IgG, se anadieron a la mezcla descrita en el apartado Iifl7.
|

0,02 ml de suero de conejo anti-IgM, IgjA o IgM de ratbn di-

luido 1:60 en BSS.

La determinacidn del nfimero de PFC se realiz6 siem-
pre por triplicado y en cada experiment.o se representan la
media aritmética de los valores obtenidlos.

IT.18. ABSORCION DE LOS FACTORES SOLUBILES INDUCIDOS POR ConA.

I1.18.1. Absorcidén sobre el antigeno.

Se llevd ar'cabo incubando durante 30 minutos a 4°C,
volumenes iguales de antigeno (SRBC o HIRBC) y de sobrenadan-
te producido por estimulacidén con ConA. Después de este tiem

po, el sobrenadante absorbido se separd por centrifugacidn.

I71.18.2. Absorcidn sobre complejos anticgeno-anticuerpo.
t

Se utilizaron complejos preparacos como se describe
en el apartado II.7. Las correspondienttes absorciones se
llevaron a cabo en idénticas condicioness que las descritas

er. el apartado anterior.

En experimentos control, se llewaron a cabo las mis-

mas sbsorciones pero utilizando medio dez cultivo en lugar de



ConA-TRF.

I1.18.3. Absorcidn sobre distintos tipos de células.

Los ConA-TRFs también se absorbieron sobre las si
guientes células:

-timocitos de ratdn y de rata

-células de bazo de ratdn |

-blastos T producidos por ConA |

-blastos B producidos por estimulacidn cén LPS sobre

células de ratones normales y atimicos.

En todos los casos, se utilizaron 108—109 células/ml
de ConA~-TRF y las absorciones se llevaron a cabo durante 30 mi

nutos a 0O°C.

IT.19. INHIBICION DE LA SINTESIS DE DNA.

Para estudiar si la produccidn de ConA-TRF era de-
pendiente o no de la sintesis de DNA, 5 x lO6 células de ba
zo/ml se incubaron con distintas concentraciones de mitomi-
cina C (25-200 ug/ml) a 37°C durante 30 minutos. Las célu-

A

las, posteriormente, se lavaron en BSS y res..pendieron en

medio de cultivo .

IT.20. INHIBICION DE LA ACTIVIDAD AUXILIAR DEPENDIENTE DE

WGA.
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Se llevd a cabo utilizando distintas conceitraciones
de N-acetil-glucosamina (NAGA) (192). La concentracibn 6pti

] :
ma no tdxica en una serie de experimentos resultd ser de un

'_l
o

IT.21. PRODUCCION DE SOBRENADANTES DE WGA A PARTIR DE LINEAS

DE MACROFAGOS CULTIVADAS IN VITRO.

Se utilizaron varias lineas de macrbfagos (A-3,Row8
y 2-2) cedidas por la Dra. Larsson (Basel Institute for Im-
munology) asi como macrbdfagos obtenidos a partir de exudados
peritoneales. Concentraciones entre 1 y 5xlO6 células por
ml se incubaron con 5ug/ml de WGA dufante 24 horas. Los so-
brenadantes se recogieron por centrifugacidén y se esterili-

zaron por filtracidn.
IT.22. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO DE CELULAS T IN VITRO.

El crecimiento de linfocitos T in vitro durante lar-
go tiempo, ha sido posible mediante la adicidn al cultivo de
factores (TGF) contenidos en sobrenadantes de cultivos de lig
focitos estimulados por mitdgenos (ConA) en idénticas condi-

ciones a los de produccidn de los ConA-TRFs (117).

Células de bazo de ratdn, o linfocitos T previamente



aislados mediante columnas de nylon (I1.10.2.)se cultivaron
in vitro (leO6 células/ml) en presencia de 5ug/ml de ConA
durante 6-12 horas. Al final de este tiempo se elimind el
mitdgeno por varios lavados con BSS y las células asi esti
muladas se resuspendieron a una concentracibén de 5 x lO4 cg/

lulas/ml en medio de cultivo suplementado con 40-70% de so-

l
brenadantes de ConA.
Los cultivos se prepararon en frascos de cultivo y
el crecimiento celular se controld diariamente por observa-
cibén microscdpica. Aproximadamente cada tres dias se hicie
4

ron subcultivos a la concentracidn celular inicial de 5 x 10

células/ml.

En estas condiciones de cultivo, se seleccionan es-
pecificamente linfocitos T, de forma que a los 15-20 dias de
la iniciacidn del cultivo, mas de un 95% de las cé&lulas son

blastos T.

IT.23. ACTIVACION DE CELULAS T POR FACTORES INDUCIDOS POR

e
ConA.

Para estudiar la actividad que los sobrenadantes ob-
tenidos por estimulacibén con ConA tienen sobre el crecimien-

to in vitro de linfocitos T (actividad TGF), se determind la

76.
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proliferacidn celular por incorporacidn de “H-timidina.

5 x 104 blastos T/ml se cultivaron por triplicado
en placas microtiter (0,2 ml/cultivo) en medio suplementg
do con 10% de FCS y 70% de factores inducidos por ConA.
Tres horas antes del final de los cultivos (1,2 6 3 dias)
se anadieron 5yCi/ml de 3H—timidina determindndose la can-
tidad de radiocactividad por cultivo. Para ello, las célu-
las se recogieron en filtros de 25mm2 (Whatman) utilizando
un colector m@ltiple de cultivos (Skatron). Los filtros
se dejaron secar a 40°C y se transfieron a viales apropia-
dos y se contaron en un espectrdmetro de centilleo liquido

(Intertechnique SL-300).

I1.24. ESTIMULACION POR LPS.

La obtencibn de blastos B por estimulacidén in vitro
con LPS se realiz® incubando 5 x 105 células/ml con 50 ;g/ml
de LPS en frascos de cultivo estériles (20 ml durante 24-48
horas). Al final de dicho periodo, las células se lavaron
por centrifugacidn varias veces para eliminar el mitbgecno y

se resuspendieron en medio de cultivo.

IT.25. CALCULO DE FRECUENCIA DE PRECURSORES.

El cédlculo de la frecuencia de precursores especifi-
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\
cos para distintos antigenos (SRBC,HRBC,TNP-SRBC y NIP-SRBC)
tanto en animales no inmunizados como en gnotobidticos, se
determind por la relacidn entre el nfimero de PFC IgM (inde-

pendientes de la especificidad) y el nGmero de PFC especificas

para cada antigeno (60).

Los experimentos descritos en el presente trabajo se
repitieron un minimo de 4 veces, empledndose triplicados en
cada determinacibn. En cada tabla o figura se representa la

media aritmética de uno o varios experimentos representativos.



III. RESULTADOS

IIT.1. CARACTERIZACION DEL SISTEMA EXPERIMENTAL.

La respuesta in vitro de células de bazo de ratones
atimicos (C57B1/6j nude) a antigenos TD (SRBC y HRBC) puede
reestablecerse mediante la adicidn al cultivo de factores

que reemplazan a las cé&lulas T (TRF) (132).

En el presente trabajo, los TRF se obtﬁVieron por
eétimulacién in vitro con ConA (ConA--TRFs) de distintas po-
blaciones celulares. La actividad auxiliar de dichos fac-
tores se ha determinado en cultivos in vitro de alta densi-
dad celular (Mishell-Dutton) en presencia de antigeno y de

distintas concentraciones de ConA-TRIs.

Seglin se muestra en la tabla 1, los ConA-TRF susti-
tuyen a las células T en la respuesta in vitro a ambos anti
genos SRBC y HRBC. La respuesta se midid por el nlimero de
PFC especificas de cada antigeno en el dia 5 de cultivo. La
especificidad de la respuesta viene determinada por la pre-
sencia del antigeno en el medio de cultivo. La actividad
au.iliar de los factores inducidos por ConA depende de 1la
concentracidn de factor utilizado en el cultivo, observéndg

se que el midximo de eficiencia en la respuesta antigeno-es-

{7
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TABLA 1

CARACTERISTICAS DE LA ACTIVIDAD AUXILIAR MEDIADA POR ConA-TRF

L]
~ .

ANTIGENO EN CULTIVO CONCENTRACION PFC/CULTIVO

COonA-TRF anti-SRBC anti-HRBC

in vitro .
en cultivo (%)

_ - - 120 46
SRBC — 220 S—
HRBC —_ — ., 60
— 30 180 80
SRBC 30 3430 S—
HRBC 30 —_— 840
_— 60 346 113
SRBC 60 7026 —
HRBC 60 ' — 1540
—_— 90 500 160
SRBC 90 9086 85
HRBC 90 482 2300

106 células de bazo de ratones atimicos C57B1/6J se cultivaron

durante 5 dias en presencia de antigeno y distintas concentra-

ciones de TRF.
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pecifica se obtiene utilizando un 90% de TRF enfloé culti-
j
vos. Esta concentracidn 6ptima es la utilizada/en los cul

tivos, salvo en las excepciones que se indican.

Segln el método de dilucidn limite, la frecuencia
de precursores especificos para SRBC es de uno por cada 2000
linfocitos B (145,146); por lo tanto 106 células presentes
en el cultivo deberdn de contener aproximadamente 500 pre-
cursores para SRBC. Fn condiciones de madxima eficiencia,
con un tiempo de divisidn celular de 18 horas (193) y maxi-
ma tasa de maduracibn a células secretoras de anticuerpos,
el fiumero de PFC especificas por cultivo deberia ser de

12.000 al cabo de 4,5 dias de cultivé. Como puede observar

se en los distintos experimentos, éste fue el nGmero de PFC que

normalmente se obtuvieron en los cultivos (tabla 1).

ITI.2. PRODUCCION IN VITRO DE TRF EN CULTIVOS ESTIMULADOS

POR ConA.

I11.2.1. Cinética.

Dado que la produccidn del factor se induce por es-
timulacidn con ConA y este mitbébgeno activa distintas sub-
poblaciones de células T (auxiliares y supresoras) (113),es

necesario conseguir las condiciones 6ptimas de produccidn

81.
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del factor, ya que tanto aumentando la dosis de ConA como el

tiempo de estimulacidn aumenta el nlmero de células supreso-

ras activadas por dicho mitdgeno (y por tanto, de factores su

i
i

presores en el sobrenadante de cultivo in vitro).

Por este motivo, se obtuviecron factores variando
el tiempo de exposicridn al mitbdgeno ConA (2,5 ug/ml) desde
12-72 horas. Come puede observarse en la figura 1, el maxi
10 de actividad auxiliar se encuentra en los soﬁrenadantes
rccogides a las 24 horas de estimulacidn por ConA, disminu-
yendo progresivamente seg@n aumenta ei tiempo de estimula-

-

cidén. A las 72 horas, la actividad auxiliar estdi por deba-
jo de los valores control (en ausencia de TRF), lo que de
alguna forma sugiere la presencia eun el cultivo de factores

supresores estimulados por ConA a tiempos mds largos que

los factores auxiliares.

En todos los experimentos posteriores, sc utiliza-

|

ron factores producidos a las 24 horas de estimulacidn.

ITI.2.2. Estudio de la influencia de distintas concentracio-

nes de FCS.

El cultivo in vitro de linfocitos, requiere la pre-
sencia de suero bovino fetal a fin de mantener el crecimieg

to y el desarrollo a células formadoras de anticuerpos (AFC).

82.
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Figura 1. 5 x 100 células de bazo de ratones normales
se estimularon con 2,5 yg/ml de ConA durante los tiem-
pos indicados. La actividad auxiliar de los sobrena-
dantes se deternind en cultivos de células de ratones
atimicos en presencia de antigeno (SRBC). Se incluye
un control de medio de cultivo sin suplementar con

TRE (0).



Siendo la produccidn de TRF consecuencia de la activaciéh
celular, su preparacidn se lleva a cabo en presencia de ég
terminadas concentraciones de FCS (5%). En el presente tra
bajo, hemos estudiado la produccidn de TRF en presencia de
distintas concentraciones de FCS (0,10%). Igualmente, es-
tudiamos la produccidén de TRF sustituyendo el medio RPMI

por IMDME (177,178) gue permite establecer cultivos celula
res in vitro en ausencia de FCS, debido a la composicibn
controlada de sus componentes. Como puede verse en la tabla
2, la actividad del factor queda reducida a un 25% en au-
sencia total de FCS o en medio IMDME, mientras que reapare-
ce en presencia de;pequeﬁas concentraciones de FCS. Asi,
utilizando concentraciones de 1% de ECS, la actividad obte-
nida es casi del 100% respecto a la actividad del TRF pre-
parado en condiciones standar (5% de FCS). No se encuentra
ningln aumento significativo elevando esta concentracidn
hasta el 10%. Por ello, en los siguientes experimentos, se
uilizara&n TRF producidos en presencia del 50% de FCS, salvo
en determinados momentos de su purificaciédn quimica que exi-

gan la ausencia de proteinas presentes en el FCS.

I1I1.2.3. Influencia del tratamiento previo con mitomicina C

en la produccidén del TRF.

La estimulacidn mitogénica de linfocitos normales in



TABLA 2

INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE FCS SOBRE LA ACTIVIDAD AUXiLIAR

DE ConA-TRF.

1

ConA-TRF PRODUCIDO PFC / CULTIVO
EN PRESENCIA DE : anti - SRBC
sin TRF 540
0¢ FCS 2193
0,12 FCS 7040
1% FCS 9386
108 'FCS 10400
IMDME 2300

5 x 106 células de bazo de ratdn se estimularon con 2,5 ;g de
ConA en presencia de distintas concentraciones de FCS (medio
RPMI) o en medio IMDME (en ausencia de FCS). Laiactividad au-
xiliar de los sobrenadantes se determind segtn se describe en

II.16.



duce en estos la sintesislde DNA, pardmetro que se utiliza
para determinar el grado de mitogenicidad de estos compues
tos. Asi pues, es de esperar que durante la prqdqpcién de
TRF por estimulacién mitogénica, se induzca sintesis de DNA.
Dichos TRFs podrian bien ser una consecuencia dé dicha sin
tesis de DNA (y posterior sintesis de proteinas) o bien no
requerer el primer proceso de sintesis de DNA (aunque si,

el de proteinas). Para estudair esta posibilidad, se in-
cubaron células de bazo de ratén con distintas concentra-

ciones de mitomicina C (25,50,100,200 ,g/ml) pre&io a la

estimulacibén con ConA para la produccidn de los ConA-TRFs.

Como puede observarse en la tabla 3, la produccidn
de los factores no resulta afectada por la incubacidn con
dosis de mitomicina C que inhiben la sintesis de DNA. Pue-
de observarse que con 100 ug/ml de mitomicina C, la activi
dad auxiliar de los sobrenadantes es igual o incluso supe-
rior a la del control. §Sin embargo, dicha actividad desa-
parece por incubacidn con 200 pg/ml de mitomicina C, posi-
blemente por inhibicién de la sintesis de proteina. La po
sibilidad de que aestas altas dosis la droga resultase t6-
xica para las células provocando su muerte o la liberacibn
de sustancias inhibidoras, queddé descartada con experimen
tos en los que la actividad auxiliar provenia de una mez-
cla de TRFs normales y de aquéllos producidos tras incuba

cién con mitomicina C. Asi, puede observarse que la acti-
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vidad de los TRFs normales no es inhibida en absoluto, bor
la presencia de factores inhibidores producidos al incubar

las cé&lulas con altas concentraciones de mitomicina C.
1

El hecho de que no se requiera sintesis de DNA para
la produccidén de los ConA TRFs y la diversidéd de agentes
que inducen la produccifn del factor (estimulacidn alogéni
ca, PHA, ConA, etc.), hablan en favor de que &ste es un
constituyente habitual de la célula. La activacibdn mitogé
nica seria solamente requerida para aumentar su tasa de pro

duccibn.
IIT.3. CELULA RESPONSABLE DE LA PRODUCCION DE TRI.

Dado que habitualmente los TRFs se producen por es-—
timulacién por ConA (130) de cé&lulas de bazo de ratones nor
males, donde estdn representadas distintas poblaciones celu
lares (cé&lulas T, células B y macré6fagos), se egtudié en

.

primer lugar cual o cuales eran las células responsables de

su produccién.

I"I.3.1. Produccibn de TRFs en ausencia de células T.

En la figura 2, se muestra que células de bazo de ra

tones atimicos estimuladas en iguales condiciones con ConA,

no producen ninguna actividad auxiliar, lo que indica la de-

88.



"OATIIIND [B SEPIPEBUB SOTBWIOU SOUOIBI 9P OZBq 9P L
SBINT3D 9p OJdWNU [OP UQIDUNI Ud SODTWIIE SQUOIEI

op ozeq 9p seInI9d Jod JYyL Op UQIJIONPOIJ ‘7 BINSI]

OAILND / 1 SDIN|8) oN

401X9'L <Ol OLXp*9
cOLXd yOLXG2 cOLX9'L .

1l SYINT3OON ¥

WHYON O2vE @ B—F | -0l

OAl}IND /J8YS Wub J4d



!

pendencia de célﬁlas T en la produccibdn de los TRFs. Pﬁede
igualmente observarse que dicha actividad queda restaurada
al anadir linfocitos T al cultivo. La actividad producida
es dependiente de la concentracibdn de células T presentes

en el mismo. La adicidtn de 1,6 x 106 células T por culti-
vo indujo igual actividad auxiliar que la producida por cé

lulas de bazo de ratones normales.

Estos datos indican que son las célulaéxT reactivas
a ConA las responsables de la produccidén de TRF. Sin embar
go, es importante considerar que estas cé&lulas representan
s6lo un 20% del nfimero total de cé&lulas T en el bazo (111).
Por otra parte, parece claramente establecido que la acti-
vacidn de iinfocitos T por ConA al igual que otros procesos
de induccibn de células T y B requiere la presencia de otras
células accesorias (114,138).

i
I1I1.3.2. Produccibn de los TRFs en ausencia de macrdfagos.

La utilizacién de columnas de Sephadex G-10 se ha uti

lizado tanto en ratdn como en el hombre para la eliminacién
de macréfagos a partir de distintas poblaciones celulares
(114,180). Aunque con este método se llega a eliminar préac

ticamente el 100% de los macrdfagos éresentesb también va

90.
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acompanado de una pequefia eliminacién inespecifica de otras

\

poblaciones de linfocitos (114). ‘

Aplicando este método a las células de bazo previé -
mente a su estimulacidn con ConA y comparandd la actividad
auxiliar de los correspondientes factores en el posterior
cultivo in vitro, pudo demostrarse que la ausencia total de
macr6fagos no afecta significativamente la produccién de di

chos TRFs (tabla 4a).

Dado que por este método se consigue una ausencia to
tal de macréfagos, las diferencias encontradas podrian expli
carse mejor por ld pérdida inesgpecifica de otras poblaciones
celulares, incluyendo algunas c&lulas Y reactivas a ConA, que
por la participacidén de los macrbéfagos en la produccidn de

los ConA-TRFs.

En la tabla 4b se incluyen igualmente resultados de
experimentos en los que se demuestra la ausencia de macréfa
gos en la poblacién celular eluida de la columna del Sepha-
dex G-10. Para ello, se estimularon cé&lulas de bazo de ra-
tones normales (C57B1/6J) con SRBC en cultivo a alta densi-
dad (Mishell-Dutton) antes y después del tratamiento con Se-
phadex G-10. La ausencia de macrb6fagos (necesarios en la
respuesta in vitro a antigenos TD) reduce la respuesta anti-

SRBC a valores control (en ausencia de antigeno). Asimismo,
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TABLA 4

ACTIVIDAD AUXILIAR DE ConA-TRFs PRODUCIDOS EN AUSENCIA DE

MACROFAGOS. P

Células de ratones atimicos PFC anti-SRBC/Cultivo

suplementadas con:

— 220
TRF de células normales 8480
TRF de células filtradas 6946

por Sephadex G-10

INFLUENCIA DE LA ELIMINACION DE MACROFAGOS POR FILTRACION

EN SEPHADEX G-10 EN LA RESPUESTA A SRBC.

Adicibn de macr6fagos PFC anti-SRBC/

peritoneales (%) cultivo
Células normales —_ 13.773
Células filtradas por — 146
Sephadex G-10
" 0,1 2453
" 1 3926

" 10 9373




puede combrobarse que esta respuesta alcanza de nuevo los
valores iniciales al anadir al cultivo diferentes concen-
traciones de macr6fagos obtenidos a partir del exudado pe

ritoneal de ratones normales (tabla 4Db).

III.3.3. Produccién de los TRFs en ausencia de cé&lulas B.

La propiedad de las células B (y de los macrbfagos)
de adherirse a fibras de nylon (179), permite el‘aislamiento
de poblaciones de cé&lulas T sin aparente contaminacidén de

linfocitos B.

En la tabla 5 se muestra la actividad auxiliar de
ConA-TRF producido por estimulacidn de células de bazo pa-
sadas por una columna de nylon. Como puede observarse, la
actividad auxiliar ha disminuido casi en un 90% al producir

se en condiciones de ausencia de cé&lulas B.

III.3.4. Requerimiento de células accesorias en la produccibn

de ConA-TRF.

Para demostrar si las células T puedc /;roducir TRFs
al estimularse por ConA sin la ayuda de ninguna otra célula
accesoria, comparamos la actividad auxiliar de sobrenadantes’
obtenidos por estimulacidén de linfocitos T purificados por

fibra de nylon, asi como la de cé&lulas T suplementadas con



TABLA 5

ACTIVIDAD AUXILIAR DE ConA-TRFs PRODUCIDAS EN AUSENCIA DE

"~

CELULAS B. ;'

Células de ratones atimicos PFC anti-SRBC / cultivo

suplementadas con:

—_ 340 \
TRF de células normales 12500.
TRF de células filtradas por 2200

nylon

107 células de bazo de ratones normgles se filtraron por
una columna de nylon a fin de obtener una poblacibn puri-
ficada de células T (98%). La actividad de los ConA-TRF

producidos por esta poblacibn celular se determindé poste-

riormente en presencia del antigeno (SRBC).

- 94.
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células B o con macrb6fagos. Las células B se obtuvieron a

|
partir de células de bazo de ratones atimicos en las que se
eliminaron los macr6fagos mediante Fe-carbonilo. Los macrd

=
fagos se purificaron a partir de células de exudado perito-

neal descartando las cé&lulas no adherentes al pl&stico.

En la tabla 6, se muestran los resultados de tales
experimentos. Se comprueba que la poblacién de cé&lulas T
purificadas por nylon producen mucha menos actividad TRF
que la poblacién original. La adicién de macrb6fagos a di
cha poblacibén de células T no aumenta significativamente la
capacidad de produgir dichos ConA-TRFs. Sin embargo, la
adicibn de células B purificadas, reestablece hasta valores
normales la actividad auxiliar de los sobrenadantes recogi-

dos del cultivo in vitro.

El papel de estas células B y del factor que en su
presencia se produce, se volver8 a discutir m&s adelante por

J
su significado en las absorciones especificas de dicho factor.

- Como ya quedb demostrado en los experimentos represen
tados en la figura 2, la presencia de células T es necesaria
pura la produccibén de TRF; sin embargo, no parece suficiente
en cuanto que en ausencia de células B la produccibén de TRF

se reduce significativamente.



TABLA 6

INFLUENCIA DE CELULAS AUXILIARES

EN LA ACTIVIDAD AUXILIAR

DE ConA-TRF's.

ConA-TRF Producido por cé&lulas

T suplementadas con:

PFC anti-SRBC / cultivo

Células B de bazo

Células peritoneales (macréfagos)

1966
11839

2699

6

10~ células T purificadas en columnas de nylon (2 veces) se

cultivaron in vitro con 2,5 ;39 de ConA en 1 ml de medio. En

los casos indicados se adicionaron al cultivo 106 células B

(procedentes de bazo de ratones atimicos tratados con Fe-car

bonilo)o 5 x 104 macrbfagos peritoneales (después de eliminar

las cé&lulas no adherentes).
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III.3.5. Produccibén de ConA-TRF por distintas poblaciones

celulares separadas en gradientes de alblmina.

Las células de bazo de ratdn pueden separarse en:dis-
tintas subpoblaciones segfin su sedimentacidn (1xg) en gradien
tes continuos de densidad (182). La migracifén en dichos gra-
dientes viene determinada por su densidad, asi, linfocitos en
estado de blastos sedimentan a una velocidad de aproximadamen
te 6-8 nm/hora mientras que los pequefnos linfocitos lo hacen

a aproximadamente 3 mm/hora.

En la figura 3 se muestra el perfil de sedimentacidn
de células de baéo de ratones normales (C57Bl1/6J) sometidos
a este tipo de gradientes. Segfin se indica en la figura 3,
se obtienen dos subpoblaciones separadas gque se recogieron
en cuatro fracciones distintas. Tanto por observacién di-
recta al microscopio como por el nGimero de AFC determinadas
en cada fraccidén, se demostré6 (datos no indic?dos en la fiqu
ra) que la primera fraccidn corresponde a blagtos productores
de anticuerpos. Esta fraccibén corresponde a la regibn de ma
yor densidad en el gradiente. Tanto el tamano celular como
2l nfimero de AFC disminuyeron al recoger fracciones de menor

densidad en el gradiente, donde aparecen‘junto con hematies,

linfocitos pequenos no secretores de IgS.

Las subpoblaciones celulares asi obtenidas (1-4 de 1la



figura 3) se estimularon con ConA para la produccibn de
TRF, estudidndose posteriormente la actividad auxiliar de
los distintos factores obtenidos. Esto permitiria deter-
minar qué tipo de células (blastos o pequenos linfocitos)

est&n implicados en la produccidén de los ConA-~TRFs.

En la tabla 7 aparece el nlmero de PFC anti-SRBC in i
ducidos en bazo de ratones atimicos por los TRFs producidos
por las distintas subpoblaciones celulares. Se incluyen en
esta tabla la actividad de los factores producidos al acti-
var con ConA la poblacién inicial de cé&lulas no pasadas por
el gradiente. Puede asi comprobarse que los ConA-TRFs pro-
ducidos por las fracciones 1 y 2 presentan actividad auxiliar
muy pequeha en comparacibn con la actividad de la poblacién
original, mientras que dicha actividad de los TRFs produci-
dos por la fraccidén 3 es muy similar a la de la poblacidn

original e incluso aumenta ligeramente con las obtenidas de

la poblacidén celular de la fraccidn 4.

Estos resultados indican, por una parte que las cé&lu
las productoras de TRF son linfocitos pequeﬁoil(la mayor par
de las células T de bazo pertenecen a este tipo de células).
Por otro lado, el aumento de actividad auxiliar en los TRFs

«

de la fraccién 4 podrian indicar la ausencia en esta fraccién

de otros tipos de células presentes en la poblacién inicial

98,
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TABLA 7

|

!

ACTIVIDAD AUXILIAR DE ConA-TRFs PRODUCIDOS POR DISTINTAS FRAC-

CIONES DF LINFOCITOS DESPUES DE SFEDIMENTACION (1xg).

Procedencia de las células PFC anti~-SRBC / cultivo
productoras,.de ConA - TRFs

(5 x 106 cé&lulas/ml) Exp. 1 Exp. 2

bazo normal 9546 13439
Fraccifén 1 1680 ' 2610
Fraccibén 2 7906 —
Fraccidén 3 9413 12500
Fraccibn, 4 10280 13466

Fracci6tn 1 + 3 7413 —_

4 x 107 células se sedimentaron a 1xg en un gradiente continuo
de alblimina bovina. Las fracciones recogidas se utilizaron pa-

ra la produccibén de TRF. |
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con alguna actividad supresora.

~ .
1

III.3.6. Produccién de TRF por distintas poblaciones celu-
/

lares separadas mediante gradientes de Percoll.

La poblacidén celular de bazo de ratones C57Bl/6J se
sometid a centrifﬁgacién en un gradiente discontinuo de Per-—
coll (entre 100% y 20%) recogiéndose las c&lulas deposita-
das en las distintas interfases de gradiente (183,184).]gua1
gue en el apartado III.3.5., la composicidn celular de cada
interfase se determind tanto por su observacidén al microsco
pio como por evaluacién del nlimero de AFC de cada fraccidén.
Pudo asi comprobarse que las células recogidas en las inter
fases correspondientes al 20-30% y 30-40% de Percoll contie
nen fundamentalmente blastos (pureza mayor del 95%) mientras
que las células presentes en las interfases entre fracciones
de mayor densidad, corresponden a linfocitos pequenos queno

contienen AFC.

Todas las poblaciones celulares asi recogidas, se es
timularon con ConA en condiciones normales, determin&ndose
la actividad auxiliar de los correspondientes sobrenadantes
mediante cultivos in vitro en presencia de antigeno(SRBC) y
evaluando el nfimero de PFC anti-SRBC a los cinco dias de cul

tivo. Comparando con la poblacibén inicial, puede observarse



que la actividad auxiliar inicial se recupera casi en un
100% en los sobrenadantes recogicos por estimulacibén de
las fracciones del gradiente de mayor densidad (tabla 8),
que corresponden a linfocitos pequenos. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos utilizando gradientes de albd

mina (III.3.5.).
IT1T.4. ACTIVLDAD POLICLONAL DE LOS ConA-TRFs.

Los TRFs han sido tradicionalmente considerados co-
mo inespecificos (130,132) bien porque la especificidad de
las reacciones en que se producen (estimulacidn alogénica
»

o mitogénica) no guarda ninguna relacidén con la especifici

dad de la respuesta en la que colaboran o bien, debido a

su actividad auxiliar en la respuesta a distintos antigenos.

Estas mismas conclusicnes podrian derivarse de los experi-
mentos presentados en la tabla 1 en la que el mismo factor
presenta actividad auxiliar para los dos antigenos utiliza-
dos (SRBC y HRBC). 8Sin embargo, puede considerarse otra hi
pbtesis alternativa: 1los TRFs podrian ser un%/mezcla poli-

clonal de distintos factores especificos, prouucidos por la

estimulacibén policlonal de las células T, en los que los re

ceptores antigénicos aparecen clonalmente distribuidos (194).

La forma de clarificar si se trataba de un factor inespeci-

fico o de una mezcla de factores especificos, seria produ-
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TABLA 8

"

ACTIVIDAD AUXILIAR DE ConA-TRFs PRODUCIDOS POR DISfiNTAS SUB-

POBLACIONES DE LINFOCITOS SEPARADAS EN GRADIENTES DE PERCOLL.

Procedencia de las cé&lulas PFC anti-SRBC / cultivo
productoras de ConA-TRFs
(5 x 108 células / ml )

bazo normal 12013 o
interfase 20-30% 340
interfase 30-40% 800
interfase 40-50% 6500
interfase 50-60% 10813
interfase 60-70% ' 9653

8 x 107 células.de bazo de ratones normales se centrifugaron
en un gradiente discontinuo de Percoll. Las células recogidas
de cada interfase se estimularon con ConA para la obtencién

de los correspondientes TRFg.
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|
cir ConA-TRFs a partir de poblaciones de linfocitos posi-

tiva 0 negativamente seleccionadas para células especifi;

cas de cualquiera de los antigenos utilizados. En este ti
po de experimentos, estudiaremos como influyejla seleccién
de linfocitos especificos para un antigeno en la actividad

auxiliar para otro antigeno.

II1.4.1. Seleccidbn positiva de células T especificas para

el antigeno.

Se siguid el método de Hartman (187), inyectando ti
mocitos con o sin antigeno en un receptor singeneico irra-
diado y recogiendoilos bazos 5-7 dias después de la recons

titucidn. Asi pudieron obtenerse TRFs producidos por cé-
lulas T especificas para SRBC (TRF-SRBC) o especificas para
HRBC (TRF-HRBC). La actividad auxiliar de estos TRFs se de
termind midiendo la respuesta de células de bazo de ratones
atimicos a ambos antigenos. FEn la tabla 9 se muestran los
resultados obtenidos en uno de estos experimentos. Los ti-
mocitos inyectados sin antigeno, que permanccen en el bazo
del animal receptor después de 6 dias, produjeron una acti
v: lad auxiliar muy pequena tras su estimulacidén con ConA.
Sin embargo, los timocitos que se inyectarén con el antige
no, muestran una respuesta normal en cuantc a su intensidad,

pero esta respuesta es totalmente especifica para el antige

103.
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TABLA 9

ACTIVIDAD AUXILIAR DE ConA-TRFs PREPARADOS A PARTIR DE CELULAS

T ACTIVADAS IN VIVO PARA EL ANTIGENO. /
/

!

ConA-TRF preparado con células : PFC / cultivo

de bazo de receptores de: anti-SRBC anti-HRBC
timocitos 74C ' %40
timocitos + SRBC 6833 " 760
timocitos + HRBC 860 3500
no TRF 220 40

5 x lO7 timocitos de ratdn se inyectaron en receptores irradiados
con o sin los antigenos indicados. A. los seis dias, los bazos de

estos animales se utilizaron para la producci®bn de ConA-TRF.



no con el cual se inmunizaron dichos timocitos, mientras que
la actividad auxiliar para el otro antigeno es pré&cticamente
igual a la del control (timocitos inyectados en el receptor

en ausencia de antigeno).

Al inyectar timocitos junto con el antigeno, en un ani
mal irradiado se generan células T especificamente dirigidos
hacia dicho antigeno, que al ser estimulados por ConA, prodﬁ
cen un TRF que es mayoritariamente especifico para dicho an-
tigeno, resultados que apoyan la hipbtesis de qué los TRFs

son una mezcla de distintos factores especificos.

I1T1.4.2. Seleccibn negativa de células T especificas para el

antigeno.

Resultados muy similares a los expresados en el apar
tado anterior, se obtuvieron al estudiar la actividad auxi-
liar de TRFs producidos por poblaciones celulares que no con
tienen cé&lulas T especificas para un determinado antigeno. Pa
ra eliminar especificamente linfocitos T especificos para SRBC
o HRBC, se utilizd el método de Sprent (186),guien demostrd
que después de la inyeccidn de un antigeno ir4ivo, las cé-
lulas T especificas abondonan la circulacidén linfatica duran
te 24-48 horas. Durante esta etapa de seleccidn negativa, .

estas células son secuestradas en determinadas regiones de

los 6rganos linfoides secundarios donde se concentra el an-
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tigeno, experimentando proliferacién y diferenciacibén an-
tes de aparecer de nuevo en la circulacibén a los 45 dias
después de la inyeccién de antigeno. Asi, pues; la pobla
cién celular que se recoge por canulacibén del cgnducto to
rdcico a las 24 horas de inmunizacidn, estd constituida en
un 97% por linfocitos T no especificos para el antigeno in
yectado (lo que puede demostrarse inyectando estas células
junto con linfocitos By el antigeno en un receptbr irradia

do vy determinando el nimero de AFC con especificidad pa-

ra dicho antigeno).

En el presente trabajo utilizamos para producir TRF
linfocitos procedentes del conducto tor&cico (TDL) de ani

males inyectados 24 horas antes con SRBC (TDL } o con

-SRBC
HRBC (TDL_yxgrpc) . Los resultados que se muestran en la ta
bla 10 indican una reduccibn especifica en la actividad
auxiliar de los ConA-TRFs obtenidos con cé&lulas seleccio-
nadas negativamente para el antigeno. Asi, TDL_pggrpc ho
son capaces de producir ConA-TRF con actividad auxiliar en
la respuesta a HRBC, mientras mantienen la capacidad de pro
ducir TRFs que son activos en la respuesta a SRBC. Por el
contrario, la seleccibén negativa para el antigeno SRBC pro
duce unos TDL_ggrpc con capcidad escasa para producir TRFs

especificos para SRBC sin que se altere la actividad auxi-

liar para HRBC.
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| TABLA 10

\

ACTIVIDAD AUXILIAR DE ConA-TRFs PREPARADOS CON LINFOCITOS DEL

CONDUCTO TORACICO (TDL) NORMALES O SELECCIONADOS NEGATIVAMENTE

|
i
|

Origen de ConA-TRFs PFC / cultivo
anti-SRBC anti-HRBC

TDL normal 6626 2160
TDL(—SRBC) 2133 2040
TDL(—HRBC) 5000 . 306
No TRF 540 110

Las cé&lulas recogidas durante 24 horas de canulacién del conduc-
to toracico de ratones normales o invectados con el antigeno, se

emplearon para la produccién de ConA-TRFg.
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III.5. ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS ConA-TRFs.

Los experimentos anteriormente descritos, indicaban
que los ConA-TRFs podian estar constituidos por una mezcla
de distintos factores especificos. Esta hipdtesis puede
demostrarse mds directamente estudiando la absorcibén sobre
el antigeno de la actividad auxiliar de los ConA-TRFs pre-
parados a partir de células de bazo de ratones normales.
Sin embargo, en distintos experimentos, no se oﬂtuvo nin
guna indicacibn positiva de que la actividad auxiliar de
los TRFs pudiera absorberse con el antigeno, SRBC o HRBC
(tabla 11). Si bien en algunos experimentos se observd
una pequena reduccidn en la actividgd de los sobrenadantes,
ésta no pudo ser reproducida en la mayoria de los casos, in
cluso en otros experimentos, se obtuvo un aumento de la ac-
tividad después de la absorcién con el antigeno. Sin embar
go, la imposibilidad de absorber los ConA-TRFs con el anti-
geno, no deberia necesariamente implicar una falta de espe-

cificidad por el mismo.

Han sido descritas varias observacic-#s que podrfian
esclarecer el problema, por ejemplo la existencia de cé&lu-
las T auxiliares idiotipico especificas (195). Recientes

experimentos de distintos laboratorios han sugerido que las

células T auxiliares convencionales producidas por inmuniza



1009.

T *OgYH-TIue 52307 SOp £ (G A p *dxd £ ¢ *dx@ ‘z £ T "dxd) DEYS-TIue SOISNSTIUR P
SO3UT3STP S9307 § uoxeardws as ‘odasnorjue-ousbriue solo7dwod sol op ugroeaedsaad el umx
*o3uswIISdXS BpRD U JYl- 9p Sauororiedaird sSe3juIlSTIp udIea]dws 95 *SOOTWI}E SaUO3eI 9P

ozeq °9p SeINTIYO U umﬁﬁﬂxsmuvmwﬂ>ﬂuom NS uUQIOeNUIJIUOD ® mwovcwmmmcw ‘odasnoT3ue-ousHhIyue

sofeTdwoo axqos O ouablaur DIQOS UCISTAIOSe 2S5 Ten3TJey ewIOI BT US SOPTUSIJO SI¥IL-YUuoDd

0¥%S cLe - — — €LEE 00€C O@RH-TIUR DAIH +

— ve9 — — — LT6C zzee Og¥H +

— T96 006T 006 0zv 0921 ves OIS-T3ue DEIS +

— 08L — — — €G68¢ zsze ogyds +

98¢¢ FOTT 9806 00sS 09%¢ LLBE Zt1ee I +

0¥ Sg 0zc 08T ~ OTT 0L Z8 - —
z “dxg T *dx3g ¢ -dxg p -dxdg ¢ -dxg Z dxa T dxd 21qos

Og¥H - T3UE Odys - Taue UQTOIOSAY  JYL-YUOD

oaT3TNnNO / 044

"O0dddINDOILINY-ONIDILNY

SOLITAWOD FYd0S SJdI-YUOD SOT HA ¥YVITIXNV AVAIAILOV YT dd NL.Dd0SdY

1T YIEVL



110.

i
cidn corn el antigeno, podrian contener células con especifi

cidad para el idiotipo caracteristico de los anticuerpoé di
rigidos hacia dicho antigeno (196-198). Estas células apare
cerian como antigeno-especifica en los ensayos convencio;a—
les siendo sb6lo reveladas en situacién particulares, disena
das directamente para este propdsito. Igualmente, seria po
sible que los TRFs compuestos de distintas especificidades
contuvieran factores auxiliares especificos para, el idiotipo.
Para comprobar esta posibilidad, repetimos los anteriores ex
perimentos de absorcibn, utilizando complejos antigeno-anti-
cuerpo para eliminar la actividad auxiliar que los TRFs pre
sentan para el antigeno. Todos los anticuerpos utilizados
para la formacidn de complejos se obtuvieron de animales sin
geneicos 3 y 4 dias después de la inmunizacidn con el antige
no (anticuerpos fundamentalmente del isotipo IgM), con el ob
jeto de reproducir lo més fielmente posible los complejos en
tre antigeno y anticuerpos naturales a los que las cé&lulas T
virgenes deben estar expuestas in vivo. |

Los ConA-TRFs absorbidos con los complejos SRBC-anti-
SRBC y HRBC-anti-HRBC se testaron posteriormente en cultivos
1 vitro frente a SRBC y HRBC. Los resultados obtenidos de
dichos experimentos se muestran en 1la tablé 11, donde puede
observarse que los complejos antigeno-anticuerpos tempranos,

eliminan especificamente la actividad auxiliar de los TRFs.
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Asi, después de la absorcién en el complejo SRBC-anti-SRBC,
la actividad auxiliar para SRBC disimuye alrededoé'de un 90%
(dependiendo de cada experimento) mientras no gésulta afec-
tada la actividad auxiliar para el antigeno HRBC, que sblo

es capaz de absorberse sobre los complejos especificos HRBC-

anti-HRBC.

Esta disminucién especifica de la actividad guxiliar
observada después de las absorciones con complejos, se ha
podido también comprobar utilizando in vitro distintas con-
centraciones de TRF absorbido, 10,30 y 90% (tabla 12). Las
absorciones que se hicieron en paralelo con el antigeno, no

disminuyeron la actividad auxiliar.

IIT.6. LA AUSENCIA DE ACTIVIDAD AUXILIAR DE LOS ConA-TRFs
ABSORBIDOS EN COMPLEJOS NO ES DEBIDO A LA PRESENCIA DE ANTI-

CUERPOS LIBRES.

La falta de actividad auxiliar observada en los ConA-
TRFs tras su absorcidén en complejos antigeno-anticuerpo, po-
dria ser debida a la presencia de anticuerpos especificos 1i
bres en los sobrenadantes absorbidos que pudieran inhibir la
respuesta especificamente. Esta posiblidad parece muy poco
probable, ya que todos los complejos estidn formados por anti

cuerpos del isotipo IgM, que especificamente aumenta la res-



TABLA 12

112.

TITULACION DE LA ACTIVIDAD AUXILIAR DE ConA-TRF ABSORBIDA SOBRE

EL ANTIGENO O SOBRE COMPLEJOS ANTIGENO-ANTICUERPO.

PFC anti-SRBC/cultivo

ConA-TRF absorbido sobre

Concentracidén de ConA-TRF en SRBC SRBC anti-SRBC HRBC anti-~HRBC
el cultivo (%)
0 82 — —!
10 584 86 —_—
30 838 146 _
90 2252 534 2300
Condiciones experimentales como se describe en la tabla 11.
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puesta especifica (199), a diferencia del isotipo IgG pre-
sente en anticuerpos més tardios, que produce inhibicibn de
la respuesta. Sin embargo, para descartar esta posibilidad,

realizamos los siguientes experimentos:

1) Los ConA-TR¥s absorbidos en complejos fueron reabsorbi-
dos de nuevo en el antigeno. De esta forma, eliminariamos
tanto los posibles anticuerpos especificos presentes en el
sobrenadante inicial come la disminucién de la actividad
auxiliar especifica provocada por estos. Como puede obser-
varse en la tabla 13a, la actividad auxiliar de los ConA-
TRFs no varian después de la segunda absorcidn sobre el an-
tigeno, indicando pues, que la inhibdicidn no es debida a la
presencia de anticuerpos sino a su abscrcibn especifica en
complejos antigenc-anticuerpo. Los resultados obtenidos apo-
yan las mismas conclusiones para ambos antigenos y de nuevo
las absorciones realizadas con uno de ellos no afectan en

absoluto la actividad auxiliar para el otro.

2) Si la incubacién de TRF con los complejos lleva consigo

la transferencia pasiva de anticuerpos libr. /;1 sobrenadan-
te absorbido, deberia ocurrir igual si la incubacidén se lle-
vara a cabo con medio de cultivo. Para ello, dicho medio se
incubd con complejos antigeno-anticuerpo en idénticas condi-

ciones a las utilizadas para absorber los TRFs y se anadid a
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cultivos in vitro junto con TRF no absorbido. La preseﬂcia
de anticuerpos en el medio absorbido con complejos, debéria
inhibir la actividad auxiliar del TRF no absorbido (céluias
+ TRF normal + medio absorbido en complejos +1antigeno).]C9
mo se muestra en la tabla 13?’el nGmero de PFC anti—antiéeno
de los cultivos a los que se anadid medio incubado con com-
plejos es igual que en aquéllos donde se ahadid medio no-
incubado. La incubacidn del medio en el complejo HRBC-anti-
HRBC no correspondiente al antigeno (SRBC) utilizado in vitro
(complejos irrevelantes) no afectd la respuesté especifica

para SRBC.

3) Igualmente, la adicién de ConA-TRFs absorbidos sobre com-
plejos a cultivos estimulados con antigeno en presencia de
TRFs normales, no suprimid la actividad auxiliar de estos

TRFs (tabla 13b).

De los puntos 2 y 3 se desprende que tanto los TRFs
como el medio, no son capaces de transferir ant;cuerpos li-
bres por su incubacién con los complejos que pudieran ser
los responsables de la inhibicibén de la actividad auxiliar

de los TRFs absorbidos en complejos especificos.

4) Los complejos antigeno-anticuerpo preparados con anticuer
pos monoclonales producidos in vitro por hibridomas (donde

sblo estaria expresada una Gnica estructura idiotipica), fue
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ron incapaces de absorber la actividad auxiliar de los ConA-

TRFs, asi como de producir una inhibicidén en la réspuesta es

pecifica anti-antigeno (tabla 14). /

i

I11.7. EL RECEPTOR PARA LOS ConA-TRFs ESTA EN LOS LINFOCITOS B.

De los experimentos anteriores, podria deducirse que
los ConA-TRFs actuarian sobre las células E. En-ppimer lu-
gar, porque dado que se han utilizado antigenos TD (SRBC o
HRBC), es necesaria la colaboracién entre linfocitos T y B pa
ra la diferenciacién de los linfocitos B a células plasméticas
secretoras de anticuerpos especificos. Puesto que en nuestro
sistema reemplazamos a las células T por los ConA-TRFs, estos
deberfan activar a las células B. Ademds, siendo las células
B las que presentan idiotipos en sus receptores antigénicos
especificos, serifa de esperar que la actividad anti-idiotipi-
ca de los TRFs (II1I.5.) se manifestara por su interaccibn con
dichas células B. Sin embargo, no puede descartarse a priori
la interaccidn de los ConA-TRFs con otras células, tales como

los macrdéfagos, al igual que para otros factores (200,201).

Para clarificar estas dos posibilidades, realizamos
experimentos en los que la actividad auxiliar de los facto-
res TRFs se determind in vitro con células de bazo de ratones

atimicos de las que se eliminaron los macrbfagos mediante

filtracién en columnas de Sephadex G-10.
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TABLA 14

118.

ABSORCION DE LOS ConA-TRFs SOBRE COMPLEJOS FORMADOS' CON ANTIGENO

Y DISTINTOS

TIPOS DE ANTICUERPOS

ConA-TRF

Absorcidén sobre complejos
formados con anticuerpos

monoclonales (hibridomas)

policlonales (sueros)

|
/

!

PFC anti-SRBC / cultivo
Exp. 1 Exp.2

250 386
9180 10847
8900 10358

1800 2000

ConA-TRFs se absorbieron en complejos antigeno—~anticuerpo utilizando

anticuerpos mono o policlonales y su actividad auxiliar se determind

en la forma habitual.



El nGmero de PFC anti-SRBC obtenido despuégd de cin-
co dias de cultivo in vitro no se alterd al eliﬁinar los

macrbfagos (tabla 15).

Estos datos demuestran que la c&lula diana de los
ConA-TRFs no son los macrbfagos sino las células B, finica
poblacidén celular responsable de la respuesta inmune de cé&

lulas de bazo de ratones atimicos al eliminarse los macrd-

fagos.

I1I1.8. INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE PRODUCCION DE TRFs
EN La FRACCION DE ACTIViDAD AUXILIAR QUE SE ABSORBE EN COM-

PLEJOS ANTIGENO-ANTICUERPO.

Mencioné&bamos en III.3.4. la posible necesidad de
células accesorias en la producci6n de TRF, asumiendo que
las células T que reaccionan con ConA son el origen celular
del TRF y que dicho proceso requiere la presencia de c&lu-
las B pero no la presencia de otras cé&lulas auxiliares (ma

crbfagos) .

El diferente papel que las células B y los macréfagos
desempenan en la produccidén de TRF nos llevd a considerar la
posibilidad de que ConA-TRFs producidos en presencia de cé&lu

las que presentan idiétipos en su membrana (cé&lulas B) pudie

119.
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X 120.
| PABLA 15

ACTIVIDAD DE ConA-TRF SOBRE CFLULAS DE BAZO DE RATONES ATIMICOS.
INFLUENCIA DE LA ELIMINACION DE MACROFAGOS POR FILTRACION EN
SEPHADEX G-10.

Células de bazo de ratones ConA-TRF (%) PFC anti-SRBC /
atimicos cultivo |
|
normales (B + macrdéfagos) _ 400 l
" 60 7840 |
" 90 10826
-filtrados por Sephadex G-10(B) _— 380
" 60 7206
" 90 8606




ran contener proporcionalmente mayor actividad (anti—iéioti—
, |
pica segfin demostramos en el apartado III.5.) que TRFs;pre—
parados en presencia de células que no presentan idiotipos
~en su superficie (macrdfagos). Los resultados de estos&ex-
perimentos (tabla 16) favorecen esta posibilidad. Asi, cuan
do los TRFs se preparan por activacién de células T puras
con ConA en presencia de éélulas B purificadas, su activi-
dad auxiliar anti-idiotipica es mucho mayor (70% de absor-
cidn sobre complejos) que los de TRFs preparados en presen
cia de macr6fagos (26%). Igualmente, se realizaron experi-
mentos similares en los que se incluyd antigeno en la eta-
pa de produccidn @el factor. Como se demuestra en la ta-
bla 16, la actividad de dichos factores continua sin absor
berse sobre el antigeno. Por otra parte, la adicibén de
antigeno a los cultivos de cé&lulas T + B claramente reduce

la fraccidén de la actividad que puede absorberse en comple-

jos antigeno-anticuerpo (56%).
i

Este tipo de experimentos pone de manifiesto que la

absorcidén de los ConA-TRFs sobre complejos antigeno-anticuer

po produce una disminucibén de la actividad auxiliar que no
es debida a la transferencia pasiva de anticuerpos, ya que
absorciones realizadas sobre el mismo complejo de los TRFs

producidos en distintas condiciones no producen la misma pér
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dida de actividad auxiliar. E
1

Otra observacidn que se desprende de dichos expefi-
mentos es que la actividad auxiliar de los TRFs preparados
en ausencia de células B no se absorbe sobre complejos an-

tigeno-anticuerpo.

ITII.9. EVALUACION ODEL NUMERO DE CELULAS PRODUCTORAS DE

ANTICUERPOS NATURALES.

Los experimentos anteriores dondc se demostrd que
los ConA-TRFs producidos por células T no tienen actividad
anti-antigeno perc si acti&idad anti-idiotipica, favorece
la bigbtesis de que las células T in vivo no reconocen el
antigeno directamente, sino formando complejos con anticuer
pos especificos en el animal antes de la administracién del
antigeno (anticuerpos naturales). Estos anticuerpos esta-
rian presentes en suficiente cantidad para poder formar com
plejos con el antigeno al entrar éste en el si;tema linfati
co. Este proceso seria previo al contacto con la célula T

y necesario para la induccidn de cé&lulas T activadas especi

ficamente.

Aunque no existian estudios concretos sobre la cuanti
ficacidn y evaluacidn de los anticuerpos naturales, su exis

tencia se aceptaba debido a: 1) en experimentos simples de



respuesta a un antigeno in vivo o in vitro, los controles
s

(sin inmunizar) presentaban siempre un determinédo nimero
de PFC, que variaba segfin la cepa y edad del aAimal (202)
Y 2) la teoria de Jerne sobre la regulacidén del SI median
te una "red de interacciones idiotipo-anti-idiotipo" pre
suponia la existencia de dichos anticuerpos, que regulari
an el estado del SI previo al contacto con el antigeno
(155,156,157,159). Todas estas premisas y la importancia
de los anticuerpos naturales ne nuestro sistema, nos con-
dujeron a iniciar un estudio sobre la existencia y cuanti
ficacidn de estos anticuerpos naturales en distintos 6rga
nos del ratbn, su evolucidn con la edad del animal y la
frecuencia de las células formadoras de anticuerpos natu
rales para distintos antigenos. Para ello, wutilizamos
distintas cepas de ratones, incluyendo ratones normales

de distintas edades, ratones atimicos y ratones gnotobib-

ticos.

El1 nmero total de cé&lulas formadoras de anticuer-

pos naturales de las clases IgM, IgG (IgG, + Ing) e IgAa,

1
se determinb6 mediante el método de la proteina A. Asimis
mo, se determindé el nGmero de PFC especificas para los an
tigenos SRBC, HRBC, NIP-SRBC y TNP-SRBC, calculé&ndose pos

teriormente la frecuencia de precursores para estos anti-

genos.
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En las tablas 17 y 18 se muestra una relac%én del
nimero total de AFC productoras de anticuerpos Aaﬁurales
de las clases IgM, IgG e IgA en distintos 6rgados: bazo,
timo, medula osea, placas de Peyer, génglios periféricos

y mesentéricos de ratones normales y atimicos (Balb/c ,

tabla 17) y gnotobibticos (C3H/Tif, tabla 18).

Es interesante destacar los siguientes pﬁntos: 1)
en todos los 6rganos testados, existen células formadoras
de anticuerpos naturales, aunque son mis abundantes en ba
zo y medula osea, 6rgahos donde predominantemente residen
células B; 2) el nGmero de PFC aumenta con la edad en to

dos los 6rganos, fundamentalmente los de la clase IgG, lo

que explicaria que en animales adultos la cantidad de anti

cuerpos IgG son mé@s abundante en el torrente circulatorio
que los IgM. Este aumento del nfimero de PFC totales, po-
drfa ser debido tanto a la estimulacidn antigénica conti-
nuada durante la vida del animal (lo que aumentaria el ni
mero de clones especificos y su estadio de diferenciacidn)
como a la disminucién de los mecanismos supresores en la

vida adulta; 3) en algunos d6rganos como placas de Peyer y

génglios mesentéricos y periféricos, el nmero de PFC IgG

es mayor que el de PFC IgM; 4) la existencia de PFC en timo,

6rgano que normalmente se considera constituido Gnicamente
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de células T, indicaria la presencia simulténea de células
B, posiblemente en pequefio nfimero pero en un estadio de di
ferenciacién de células plasméticas (formadoras de anticuer
po; 5) no se observan grandes indiferencias entre ratones
normales y atimicos, lo que indicaria que la existencia de |
células formadoras de anticuerpos naturales no estd someti
da al control de las células T y 6) asimismo, las células
formadoras de anticuerpos naturales son independientes de
la presencia del antigeno, ya que est&n igualmente presen-
tes en los distintos 6rganos de los ratones gnotobidticos
(tabla 18). Es de destacar en estos animales el poco de-
sarrollo alcanzado por algunos 6rganos linfoides, asi el
bazo de ratones jovenes (3-4 semanas) contiene un nfimero
de cé&lulas 50-100 veces menor que el de los animales nor-
males. Del mismo modo ocurre con los ganglios linfaticos,
brganos donde preferentemente tiene lugar el reconocimien
to antigénico. Inversamente, ocurre con la medula osea,

donde el nfimero de PFC es mayor que en animales normales.

I1I1.9.1. Célculo de la frecuencia de precursores especificos.

Como ya se ha descrito en II.25., la frecuencia de
precursores para los antigenos SRBC, HRBC, NIP-SRBC y TNP- °

SRBC, se determind mediante el cociente entre el nlmero de

128.



PFC totales detectadas mediante el método de la proteina
A (proteina A~SRBC), y el nGmero de PFC especificas para

el antigeno (60).

En la tabla 19 se muestran las frecuencias obteni-
das en animales normales para los distintos antigenos vy
en distintos 6rganos: bazo, timo y medula osea. Las fre- ¥
cuencias asi obtenidas se corresponden con bastante exac-
titud con las descritas por Andersson y col. (145) median-
te estimulacidn mithénica con LPS o LP bajo condiciones

-~

de dilucibn limite.

Es de destacar el hecho de que estas frecuencias son
muy similares a las encontradas en animales gnotobibticos
(tabla 20), lo que demuestra que la existencia de células
formadoras de anticuerpos es independiente de la presencia
del antigeno. Esta observacidn corrobora la hipdtesis de
la existencia de un control interno (interacciones idiotipo-
anti-idiotipo) en la diversificacidén ontogénica de las cé-
lulas B y por tanto del Sistema Inmune (A. Coutinho, comuni

cacibn personal). <

ITII.10. ESTUDLO COMPARATIVO DE LAS ACTIVIDADES TRF Y TGF

DE FACTORES INDUCIDOS POR ConA.

Ya hemos descrito anteriormente experimentos donde

129,
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' 131.
TABLA 20

CALCULO DE LA FRECUENCIA DE PRECURSORES ESPECIFICOS EN CELULAS

DE BAZO DE RATONES C3H/TIF GNOTOBIOTICOS.

Antigeno Frecuencia

SRBC 1/1276 ‘
|

HRBC 1/896

TNP30—SRBC 1/162

NIP4—SRBC 1/130




!
, \.

demostrébamos que los ConA-TRFs actfian sobre los linfocitos
i

B, reemplazando a las cé&lulas T en la colaboracibn necesa-

ria para la respuesta a antigenos TD (SRBC, HRBC) .
‘ !
Recientemente, se ha descrito (203) 1la produccién'bg
jo condiciones experimentales muy similares de otro tipo de
factores que act@ian sobre las células T induciendo su dife-
renciacién a blastcs y manteniendo su crecimiento in vitro
indefinidamente. Este tipo de factores, se ha ufilizadotmg
to para la activacibén de linfocitos de ratbn (504) como de
humanos (205), produciéndose el factor en este filtimo caso
por estimulacién de linfocitos de sangre periférica'con PHA,

mitbgeno que induce en células T de humanos una mayor proli

feracidén que ConaA.

Sin embargo, es de destacar el hecho de que la acti-

vacién de linfocitos T con estos factores, requiere la pres-

cencia inicial en el cultivo de otro mitdgeno, PHA en humanos

!
o ConA en ratdn, siendo después suficiente la adicidén al cul-

tivo de los sobrenadantes de los que previamente se elimina
mediante distintos procedimientos el mitégeno que indujo su

produccibn (117).

La presencia inicial del mitbgeno puede sustituirse

en células humanas por otros métodos que modifiquen la mem-

132.



brana de las células T (por ejemplo la interacciép con SRBC,
marcador especifico de los linfocitos T humanog).r Esto " se
ha interpretado (115) en el sentido de que los| receptoresde
las células T para estos factores no estédn expuestos en la
membrana cuando los linfocitos estdn en estado de reposo,
siendo necesaria una modificacidén previa de la membrana pa-
ra que la célula sea susceptible de estimulacibén posterior
por estos factores. Como se discutid en I1.4.3., lé produc-

cién de estos factores es dependiente también de la presen-

cia de linfocitos T.

En este sentido, decidimos estudiar si la actividad
de estos factores producidos en condiciones similares pero
que actfian sobre dos tipos diferentés de linfocitos (B los
TRFs vy T los TGFs), residen en la misma o distintas molécu-
las. Se obtuvieron sobrenadantes inducidos por ConA en las
condiciones descritas y se determindé su actividad en dos sis
temas: 1) en cultivo (Mishell-Dutton) con cé&lulas de bazo de
ratones atimicos en presencia del antigeno, evaluando des-
pués el nimero de PFC especificas para el antigeno (activi-
dad TRF y 2) en cultivos a baja densidad de c&lulas T vy

midiendo la sintesis de DNA (actividad TGF).

Puede verse en la tabla 21 que los factores produci-

dos por estimulacibén con ConA son activos en ambos sistemas.
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TABLA 21 134,
/

v

ACTIVIDAD TRF Y TGF DE SOBRENADANTES INDUCIDOS POR ConA.

A) Actividad TGF.

——— ————— —— — ——

cpm / cultivo

Exp. 1 Exp. 2
medio sobrenadante medio sobrenadante;
Dia 1 1400 13000 780 7500 ‘
Dia 2 220 42000 190 . 18000
'Dia 3 120 48600 203 35000
Dia 4 280 55000 125 30000

pupuiui P uipui iy

PFC anti-SRBC/cultivo

Exp. 1 ExXp. 2
Medio 400 350
Sobrenadante 12013 11300
yd
4

La actividad TGF se determind cultivando 5 x 10" blastos T (II.22)
en presencia de medio de cultivo o de sobrenadantes inducidos pr .
ConA. A los dias senalados se valord la incorporacidn de 3H—timi—
dina por el cultivo. La actividad TRF se estudidé en la forma habi-

tual.



Las pequenas diferencias observadas pueden ser debidas a
LN

los diferentes lotes de suero bovino fetal utilizado para

. iqs
su produccidn in vitro. Mientras que el FCS utilizado pa
ra la produccibén de TRF debe de poseer ciertas propiedades
necesarias para el cultivo in vitro a alta densidad (Mishell-
Dutton), el que se utiliza para producir el factor que es-
timula el crecimiento a baja densidad de las células T, se

selecciond especificamente para este fin, no resultando adg

cuado para el cultivo Mishell-Dutton.

Dado que el sobrenadante que se obtiene en las con-
‘diciones standar tras 24 horas de estimulaciédn por ConA de
células de bazo de ratones, contiene factores con actividad
en ambos sistemas, es decir actividaa TRF y actividad TGF,
llevamos a cabo los siguientes experimentos para tratar de
concluir si se trataba del mismo o distintos factores pre-

sentes en el mismo sobrenadante.

I11.10.1. Absorcibén de los sobrenadantes de ConA sobre timo-

citos.

Puesto que el TGF actfia directamente sobre las cé&lu-
las T mientras que el TRF lo hace sobre las B, decidimos ab
sorber el sobrenadante producido por ConA sobre linfocitos T

procedentes del timo de ratén, testando dicho sobrenadante

‘135,



! 136.

absorbido en ambos sistemas. Como se muestra en la tabla
22, la actividad no se ha modificado tras la absorcién en
ninguno de los dos sistemas. Estos resultados son de es-
perar por cuanto el TRF ejerce su actividad sobre células
B. Sin embargo, en el caso del TGF, estos datos podrian

explicarse por el hecho de que el TGF no es capaz de indu

i

|

cir la proliferacién de linfocitos T en reposo (estado en

el que se encuentran los linfocitos en el timo).

IIT1.10.2. Absorcidén de los sobrenadantes de ConA sobre cé-

lulas de bazo.

A idénticos resultados se llegd absorbiendo los sobre
nadantes, producidos por estimulacién con ConA, sobre cé&lulas
de bazo antes de probar su actividad. En ninguno de los dos
sistemas se observd disminuciédn en la actividad ni de TRF ni

de TG (tabla 22).

I11.10.3. Absorcidbn de los sobrenadantes de ConA sobre blas-

tos T.
Ve

Ya que el TGF induce proliferaci6n de linfocitos T
previamente estimulados por ConA y los mantiene en crecimien
to por tiempo indefinido con el Gnico requerimiento de anadir

nuevos sobrenadantes cuando se incremento la densidad celular,
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puede suponerse que el‘TGF se absorbe sobre linfocitos T en
estado de blasto, ya que es’necesaria la adicib6n consecutiva
de nuevo TGF para mantener sﬁ proliferacifn. Experimentos
como el que figura en la tabla 23, confirman esta hipbtesis.
Puede asi observarse que el sobrenadante absorbido sobre |
blastos T pierde su actividad como TGF, mientras que la ac-
tividad TRF se mantiene inalterada o incluso incrementada,
lo que indicaria la eliminacién tras la absorcibn de algln

factor que inhibe en el cultivo Mishell-Dutton.

Este tipo de resultados, junto con otros que descri-
biremos posteriormente, nos indujo a pensar en la posibili-
dad de que estas dos actividades del mismo sobrenadante eran

debidas a dos factores distintos.

II1.10.4. Absorcibn de los sobrenadantes de ConA sobre blas-

tos B.

Tratando de conseguir resultados similares en la ab-
sorcibén de la actividad TRF, llevamos a cabo experimentos
similares pero utilizando blastos B producic élpor estimula

cibén con LPS, tanto de cé&lulas de bazo de ratones normales

como atimicos. Sin embargo, segfin se muestra en la tabla ‘

24, la actividad auxiliar de los ConA-TRF no pudo absorberse

en este sistema. Esta falta de absorcitn de la actividad TRF

138,
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141.

podria explicarse en funcidén de los resultados presentados
en la tabla 11, donde la actividad TRF se eliminaba alysor-
biendo los ConA-TRF en complejos antigeno-anticuerpo. La
ausencia del antigeno en las absorciones con blastos i, ex-
licaria los resultados negativos obtenidos en este experi- ‘
mento. i

|

III.10.5. Propiedades fisicoquimicas de los factore: TRF y

TGF.

Teniendo en cuenta que de todas las absorcionau ex-
puestas anteriormente solamente la realizada con blantog T
se obtuvo una indicacidn positiva de la posible difeicncia
entre ambos factores, iniciamos el estudio de sus Propieda
des fisicoquimicas a fin de dilucidar la presencia d¢ una o
varias especies moleculares en los sobrenadantes de (vnp

con las distintas actividades estudiadas.

IIT.10.5.1. Determinacién del pI _por_electroenfogue. tegtn
se ha descrito en II.8.3., el sobrenadante obEgnido POt eg-
timulacibén con ConA se dializ6 y concentrd anﬁes de someter-
se a electroenfoque durante 24 horas en un gradiente ¢ pH
de 3-10. Las fracciones eluidas del gel se dializaron fren ‘
te a medio de cultivo suplementé&ndose finalmente con 1''S. 1a

actividad de cada fraccibn se determind en ambos sistemas.,



En la figura 4 se indica el gradiente de pH formado,
oA

la absorcién a 280nm y las actividades TRF y TG# de cada
fraccidén. La actividad TRF aparece mayoritaria%ente en la
fraccién correspondiente a un pI 6.7-6.9, aunque se encuen
tra alguna pequeﬁa actividad en el rango de pI 8-9 (fig. 4).
Igualmente, puede comprobarse que la actividad TGF aparece
en dos picos; el midximo de actividad aparece a pI 6-6,5, mien
tras que el segundo pico de actividad aparece a pI 3,8. Pue-~
de observarse asimismo que los dos picos de la actividad TGF

corresponden con dos hombros del pico de mayor actividad TRF.

A pesar del solapamiento de los pI de ambas activida
des, la diferencia de perfil de ambas actividades(TRF y TGF)
permite afirmar que éstas son llevadas a cabo por especies
moleculares diferentes. Seria importante la combinacidén de
técnicas de absorcibn y electroenfoque para la complete se-

paracidén de ambas actividades.

Es también importante destacar que las dos activida-
des estudiadas se encuentran en fracciones diferentes a aqué
llas en las que se concentra la mayoria de las proteinas
presentes en el sobrenadante, descarténdose asi la posible
objeccibn de que la activacidn fuese debida a oﬁros componen
tes (IgS o proteinas presentes en el FCS), presentes en dicho

sobrenadante.
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~—» (491)
¢-OLX WdD

"ADL
AUOTD
-dBIj SBIUTISTP SeT *0[-¢ Hd Op 931UdTIpPeIs un Ue (Xopoiiyn) T3 op
9310dos un 91qos yuo) op S93UBPEUSIGOS op onbOFUS0I3I9TT ‘Y BaInSi4

A JY1 PEPTAIIDE Op SOTENITGRY SBWIISTS SOT UD UOLBLSO] OS

uQIoDY 8P 5N -

w | 1 § 1 1 } | ] } 1 ] 1 1
\
TN
~
2 lf. Illlcl .\I\ ®
.\

\__
v -

N - L
9

o o o8 g S
-~

(
\

—e Hd

r .- Amm._-v.vhuw X
OAl}INO/ DGYS {uD O4d

[ o4

- OL

-02

-0t

~0G

“un 082
uQI0I0SQYy



ot e S . — S - S —— —— ———— — — 1~ —— —— ———— — — T _— —— ] - ———

Sepharosa. Se ha comprobado que la mayoria de,lés facto-
res solubles que interviene en la respuesta inmhne son gli
coproteinas (206). Schimpl y Wecker (207) han descrito el

TRF como una glicoproteina, no existiendo datos al respec-

to sobre el TGF.

En la tabla 25 se muestra la cromatografia de afini-
dad sobre ConA-Sepharosa (un método de absorber gr;n parte
de las glicoproteinas a matrices sblidas) de sobrenadantes
de ConA. Puede observarse que ninguna de las dos activida
des TRF y TQF se absorbe en la columna de ConA-Sepharosa .
En cualquier caso, el método no resulta vdlido para separar

las dos actividades TRF y TGF.

II1.10.5.3. Determinacidn de pesos moleculares. Como puede
observarse en la figura 5, tanto la actividad TRF como la

TGF presentes en los sobrenadantes de ConA se eluyen de una
columna de Ultragel ACA 54 en la fraccidn correspondiente a
un PM de 20-30.000 dalton. La presencia de un pico con ac-
tividad TRF en el volumen de exclusidn de la columna, puede
indicar bien la presencia de formas poliméricas de dicho fac
tor o bien puede ser el resultado de la asociacidn del fac-

tor con otras moléculas desprovistas de actividad TRF. La

ausencia de actividad TGF en la fraccibdn correspondiente al

144,



'TABLA 25

CROMATOGRAFIA SOBRE ConA-SEPHAROSA. , *

/,

{

PFC anti-SRBC/

Factor anadido al cultivo cultivo (TRF)
medio : 350
SN de ConA 90% 8600
No absorbido a ConA-Sepharosa 8581
Eluido de ConA-Sepharosa 355

145.

cpm
(TGF)

950

15000

13820

1450

5 ml de sobrenadantes de cultivos estimulados por ConA se cro-

matografiaron en una columna (5 ml) de ConA-Sepharosa.

La ffag

cidn no absorbida v la eluida de la columna con a-metil-mannosido

<

0,1M se testaron en la forma habitual.
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volumen de exclusidn sugiere, aunque no prueba, la existen
cia de moléculas distintas portadoras de las actividades

TRF y TGF.

IIT.11. ACTIVIDAD AUXILIAR INDUCIDA POR WGA.

Han sido descritos factores de actividad TRF produ-
cidos por estimulaci6bn alogénica o mitogénica (ConA)de cé-
lulas T de bazo de ratébn (130,132). Sin embargo; dicha es
timulaci6n tambié&n induce la activacidén de otro tipo de cé
lulas cuyo papel es la inhibicidn de la respuesta antigéni
ca en los fenbmenos de cooperacidn entre linfocitos (113).
Estas células supresoras (Ts) activadas por ConA, liberan
factores que son supresores en el sigtema Mishell-Dutton,
aungue la aparicidn de Ts ocurre solamente si la estimula-
cidn mitogénica se prolonga més de 24 horas. En estas con
diciones de estimulacidn también se produce otro tipo de
factores (III.10.) que inducen la proliferacidn de las cé-
lulas T, factores que seglin los anteriores experimentos, pa
recen constituir estructuras moleculares diferentes a las

<
ConA-TRFs.

La estimulacidén mitogénica necesaria para la produc-
cidén de TRF, al ir acompanada de otras interacciones celu-
lares que originan otro tipo de factores con distinta acti

vidad, dificulta el estudio directo de la actividad auxiliar

L]
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de las células T o de sus factores en la respuesta inmuné de
las células B a antigenos TD. Por este motivo, es impoﬁtag
te el desarrollo de otro sistema de induccibén de actividad

auxiliar in vitro en el que fuera més sencilio abordar ei ti

po de interaccidén factor-cé&lula B.

En este sentido, decidimos analizar la posibilidad
de induccibn de actividad auxiliar por otras lectinas. La
lectina m&s utilizada en la interaccidn mitogénica, de cé-
lulas T es (después de ConA), PHA. Sin embardo, esta lec-
tina induce bajos niveles de la actividad TRF (J. Andersson,
comunicacibén personal) por lo que no se utilizb en el pre-

i

sente estudio.

Ademés, existen otras lectinas, WGA, SBA, LA, sin
aparente actividad mitogénica sobre linfocitos, pero que
presentan ciertas ventajas en la produccién de TRF: 1) no
inducen actividad supresora y 2) no inducen actividad TGF
en células de bazo de ratén (E.L. Larson, comuﬁicacién per

sonal, 117).

Para comprobar el posible papel en la induccidn de
¢ >tividad auxiliar, se incubaron células de bazo de ratdn
con distintas concentraciones de dichas lectinas y los so-
brenadantes recogidos a las 24 horas de cultivo se ahadie-

ren a células de ratones atimicos en presencia de antigeno

148.
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en cultivos Mishell-Dutton. A los cinco dias de cPltivo,in
vitro, se determind el nGmero de PFC anti-antigénJ; Como pue
de verse en la tablé 26, solamente los sobrenadantes del cul-
tivo estimulado con WGA indujeron un nGmero de PFC similar al
producido por los‘factores auxiliares presentes en los sobre-
nadantes obtenidos por ConA. Las otras lectinas, no inducen

actividad auxiliar detectable.

Este experimento indica que el WGA induce.una activi
dad auxiliar bien actuando directamente sobre las células B
en el segundo cultivo Mishell-Dutton o a través de otras cé-
lulas, T o macrb6fagos, presentes en las cé&lulas de bazo del

primer cultivo.

II71.11.1. Actividad policlonal de los sobrenadantes inducidos

por WGA.

Para demostrar si al igual que los ConA-TRFs, los so-
brenadantes inducidos por WGA presentan actividad policlonal
sobre las células B, se llevaron a cabo experimentos donde se
eétimularon células B con distintos antigenos. En la tabla
27, se muestra el ﬁﬁmero de PFC anti-SRBC y anti-HRBC obteni
dos en cultivo Mishell-Dutton utilizando sobrenadantes indu-
cidos por distintas concentraciones de WGA en cultivos de cé&

lulas de bazo. Puede, ademfs, comprobarse que, al igual que
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TABLA 26

INDUCCION DE ACTIVIDAD AUXILIAR POR DISTINTAS LECTINAS.

{ i
1

PFC

Lectina anti-SRBC/cu}tivo
— 220
ConA (TRF) 11500
LA 0,5ug/ml 340
" 1,5 440
" o4,5 ™ 226

" 13,5 " 293 ”
WGA 0,5ug/ml 160
" 1,5 " 286
" 4,5 " 1306
“ 13,5 14000
SBA 0,5ug/ml . ' 200
" 1,5 " 820
" 4,5 " 286
" 13,5 " 413

Los sobrenadantes recogidos de la estimulacidn de células de
bazo de ratones C57Bl1/6J con las concentraciones indicadas de
cada lectina, se testaron en cultivo Mishell-Dutton con anti-

geno en la forma habitual.
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'

TABLA 27

ACTIVIDAD POLICLONAL DE SN INDUCIDO POR WGA.

N .
, !

PFC / cultivo
i

!

Antigeno(SRBC o Actividad Auxiliar anti-SRBC anti-HRBC
HRBC)
4 | — 200 60
+ SN WGA 4,5ug/ml 1760 100
+ SN WGA 13,5ug/ml1(90%) 1032? ’ 3873
+ SN WGA 13,5ug/ml(60%) 8833 2153
+ SN WGA 13,5ug/ml(30%) 6040 606
- SN WGA 13,5ug/ml(90%) 280 63

Los sobrenadantes de cultivos estimulados en presencia de distin-
tas concentraciones de WGA se utilizaron para estudiar la respues
ta in vitro a SRBC o HRBC de células de bazo de ratones atimicos.
La respuesta se midid por el nimero de PFC especificas para el

antigeno utilizado en el cultivo.



!

\

ocurria con los ConA-TRFs, la especificidad de la respuésta
%

viene determinada por la presencia del antigeno, siendo la

magnitud de dicha respuesta dependiente de la concentracibn

del sobrenadante de WGA anadido al cultivo.

I1I.11.2. Actividad auxiliar de WGA en la respuesta de célu-

las de ratones atimicos a antigenos TD.

A fin de dilucidar si la actividad auxi;iar observada

en los sobrenadantes de los cultivos estimulados por WGA se
debia a la produccidn de factores auxiliares o a la posible
actividad auxiliar del WGA presente en los sobrenadantes de

dichos cultivos; se anadi6 WGA a cultivos in vitro de cé&lu-

las de bazo de ratones atimicos (Mishell-Dutton) para deter

minar la respuesta especifica anti-SRBC.

En la tabla 28, puede observarse que la lectina WGA
en presencia de antigeno es capaz de inducir un, nmero de
PFC anti-SRBC similar al obtenido utilizando sobrenadantes
de cultivos estimulados con WGA. Hay que destacar que la
diferencia entre las dosis Optimas de WGA en un y otro sis
t-ma, puede explicarse tanto por efecto de la dilucibn del
sobrenadante al pasar al segundo cultivo como por la posi-
ble absorcién de la WGA sobre las cé&lulas del primer culti

vVoO.
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TABLA 28

153‘

ACTIVACION DE CELULAS DE RATONES ATIMICAS POR WGA.
|~
Origen de la ’
Antigeno (SRBC) actividad auxiliar PFC anti-SRBC/cultivo
+ medio 300
+ " SN WGA 4,5ug/ml 1760
+ SN WGA 13,5ug/ml 9206
- SN WGA 13,5pg/ml 280
+ WGA 0,5ug/ml 493
+ WGA 1,5ug/ml 440
+ WGA 4,5ug/ml 8900
+ WGA 13,5ug/ml 3666
+ WGA 40ug/ml 273
- WGA 4,5ug/ml 350

Células de bazo de ratones atimicos se cultivaron durante 5 dias

en presencia de antigeno (SRBC) y de WGA o de sobrenadantes de

cultivos estimulados con WGA.



Los resultados de estos experimentos indican que la
WGA no induce la produccién de TRF por las c&lulas T del pri
mer cultivo sino que actda conjuntamente con el antigeno en
la estimulacibn de las células B directamente o a través de
los macrb6fagos. En este sentido, seria posible que la coo-
peracién entre los distintos componentes del SI (B, T y ma-|
cr6fagos) para la activacidn de las c&lulas B frente a anti}
genos TD podria realizarse en ausencia de células T o pro-
ductos derivados de ella, bien debido a que los macrbéfagos

reemplacen su papel en dicha colaboracibn o mediante facto-

res directamente mitogénicos para las células B.

I171.11.3. Inhibicién de la actividad auxiliar de WGA por

N-acetil-glucosamina (NAGA).

El grupo receptor para WGA en la membrana celular es-
t& compuesto principalmente por restos de NAGA (192). La pre
sencia en el cultivo in vitro de este compuesto bloquea 1la
interaccibn entre WGA y su receptor en la membrana celular.
Para analizar esta posibilidad, evaluamos la actividad auxi-
liar de WGA utilizando distintas concentraci- *és de NAGA en
cultivos Mishell-Dutton.

Los resultados de la tabla 29 demuestran que a una con

centraciétn del 1% de NAGA en el cultivo se obtiene una reduc-

154,
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TABLA 29 \ \

INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE NAGA EN LA ACTIVIDAD AUXILIAR

i .
i

DE__ WGA.
% NAGA en PFC anti-SRBC/
ACTIVIDAD AUXILIAR CULTIVO CULTIVO
WGA 4,5 ug/ml —_ 8820
WGA 4,5 ug/ml 0,5 . 550
WGA 4,5 ug/ml. 1 L 346
WGA 4,5 ug/ml 2 133
WGA 4,5 pg/ml 3 20

Células de bazo de ratones atimicos se cultivaron en presencia
de SRBC y concentraciones &ptimas (4,5ug/ml) de WGA, anadiéndo-

se distintas cantidades de N-acetil-glucosamina.



cibn del 97% de la actividad auxiliar, respecto a cultivos

P

/,

En paralelo, se hicieron experimentos para determinar

control.

si esta reducci6n de la actividad auxiliar podria deberse a
que las concentraciones utilizadas de NAGA resultasen t&icas
para las cé&lulas. La posible toxicidad de NAGA se comprobd

en dos sistemas: 1) la estimulacién de cé&lulas de ratones ati-
micos por LPS y 2) en cultivos Mishell-Dutton se.células de

ratones normales en presencia de antigeno.

En ninguno de los dos sistemas (tabla 30) resultaron
ser tdxicas las concentraciones de NAGA utilizadas para inhi
bir un 97% de la actividad WGA (1%). Sin embargo, una concen
tracidén de NAGA de 2,5% inhibi6 totalmente 1la estimulacibn en
ambos sistemas. En los siguientes experimentos se utilizd
siempre una concentracibn de 1% de NAGA para inhibir la acti

vidad auxiliar del WGA.

I1T.11.4. Influencia de NAGA en la actividad auxiliar de los

ConA-TRFs.

Como ya describimos anteriormente, los factores produ
cidos por células T estimuladas por ConA (ConA-TRF) actfan
sobre receptores de las cé&lulas B, induciendo su diferencia

cién y proliferaci6n en presencia de antigeno.
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TABLA

30

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NAGA EN LA ESTIMULACION MITO-

GENICA Y ANTIGENICA DE CELULAS B.

A. Activacidn mitogénica

|

/

I

Células PFC IgM/
en cultivo Mit&geno % NAGA cultivo
C57B1/6J LPS — 35333
atimicos ’

" " 0,5 32420

" " 1 31833

" " 2,5 2746

n " 5 0
B. Activacidn antigénica
Células PFC anti-SRBC/
en cultivo Antigeno % NAGA cultivo
C57B1/6J SRBC — 13773

" " 0,1 13500

" " 0,5 13620

" " 1 12083

" " 2,5 313

1 " 5 53

Células de bazo de ratones atimicos (A) o normales (B) se cul-

tivaron en presencia de LPS (50ug/ml) o SRBC, respectivamente.

La respuesta inducida se midid por el nfmero de PFC-IgM (A) o
PFC anti-SRBC (B).
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La actividad de la lectina WGA presenta caracteris-
ticas similares a las de los ConA-TRFs en cuanto a su acti
vidad policlonal, al menos para los antigenos testados (SRBC
y HRBC). La posibilidad de que el WGA activase.a las cé&lu
las B a traviés del mismo receptor que los ConA-TRFs, podxa
explicar la actividad de WGA en cultivos de c&lulas B. En
este caso, la actividad de los factores producidos por COHAJ
deberia inhibirse en presencia de NAGA. En la tabla 31, se
muestran fesultados de tales experimentos, en los que cla-
ramente se dcmuestra que las concentraciones no téxicas de
NAGA no afectan en absoluto la actividad del TRF sobre cé&-
lulas B en presencia del antigeno. En los controles en los

que se utiliz6 WGA, la actividad se inhibid en un 96%.

Asi pues, de los resultados obtenidos puede deducir-
se que la lcctina WGA y los ConA-TRFs actfian sobre las cé-
lulas B bicn a través de distintos receptores o a través de

distintas rcqgiones del mismo receptor.

IIT.11.5. Requerimiento de macréfagos en la actividad auxi-

liar del WGA. <

En la tabla 32, se observa que tras la eliminacibn
de los macrb6fagos por adherencia a Sephadex G-10, la lecti

na WGA no es capaz de activar las células B en presencia de



|
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TABLA 31

159.

INFLUENCIA DEL NAGA EN LA ACTIVIDAD DE LOS ConA-TRFs.

Actividad auxiliar % NAGA

ConA-TRF 60% _
ConA-TRF 60% 0
ConA-TRF 60% 1
ConA-TRF 60% 2
WGA 4,5ug/ml —
WGA 4,5u0/ml 1

PFC anti-SRBC/
cultivo

280
10840
11926
10026 |

300

§673

346

Células de bazo de ratones atimicos se estimularon en presencia

de SRBC con WGA o ConA-TRF, anadiéndose al cultivo distintas

.cantidades de N-acetil-glucosamina.



160.

| TABLA 32

\
. 1
ACTIVIDAD DE LA LECTINA WGA EN CULTIVOS EN AUSENCIA DE MACROFAGO.

i
|

Sephadex PFC anti-SRBC/

Actividad auxiliar G-10 :cultivo

- _ 420
WGA 4,5 ug/ml — 8673
WGA 13,5 ug/ml — 6500
WGA 4,5 ug/ml + 180
WGA 13,5 ug/ml + 100
ConA-TRF 60% —_ 7840
ConA-TRF 90% - — 10826
ConA-TRF 60% + 7206
ConA-TRF 90% -+ 9666

Células de bazo de ratones se filtrarpon por Sephadex G-10 antes

de cultivarse en presencia de antigeno y WGA o ConA-TRF.
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n
\

! 1
antfigenn. Como control, se determind la respuesta al mis-

w
mo antigeno en presencia de ConA-TRF, no observéndose nin-
guna reduccién en dicha repuesta, como ya seihabia demosf

trado en III.7. La ausencia de actividad mitogénica de WGA
sobre células B en presencia de macréfagos (208), apoya los
datos referentes al requerimiento de macrdfagos en la acti
vidad auxiliar de WGA, puesto que dicha actividad auxiliar
no seria mediada por senales mitogénicas derivadas del ma-
cr6fago o del WGA sino por la interaccidén de macrdfagos y

células B en presencia de WGA. Las difereuncias en el re-

querimiento de macr6fagos de las actividades auxiliares de

los ConA-TRFs y WGA puede explicar la distinta capacidad de

la NAGA para inhibir dichas actividades.

III.11.6. Caracterizacidn de la actividad auxiliar de 1los

sobrenadantes inducidos por WGA.

La estimulacién de linfocitos B por WGA requiere,
ademds la prescncia en el cultivo de macrbéfagos. Puede su
ponerse que los macrbfagos son activados por WGA, liberando
factores que, a su vez, activen a las células B en presen-
c.a del antigeno, o por el contrario, que la lectina WGA y
los macrb6fagos actfien conjuntamente en la activacién de las

células B.
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I1I1.11.6.1. Inhibicién por NAGA. En la tabla 33a puede ob-
servarse que al contrario de la inhibicidn por NAGA de la
actividad de la WGA en cultivos Mishell—Dutton”:solamente
parte (40%) de la actividad auxiliar de sobrenadantes de WGA
(obtenidos de cultivos de células de ratones atimicos), es
inhibida por 1% de NAGA. La fraccibén de actividad auxiliar
inhibida puede deberse al bloqueo de la lectina WGA presen
te en el primer cultivo y que es transferida al segundo cul
tivo. La actividad auxiliar no inhibida por NAGA seria de
bida a la induccibn en el primer cultivo de factores libe-

rados por macrbfagos que activan a las células B en presen

cia de antigeno.

I11.11.6.2. Cindtica de_induccién de la actividad auxiliar.
La tabla 33b muestra la actividad de distintos sobrenadan-
tes inducidos por WGA después de 12,24,36,48 y 72 horas de
incubacibén en cultivos de cé&lulas de bazo de ratones atimi
cos. Como puede observarse, la actividad auxiliar aumenta
con el tiempo de incubacibn, lo que indicaria que dicha ac
tividad no es debida solamente a una simple transferencia

de la WGA al segundo cultivo, sino que dicha lectina inte-
raccioa con los macr&fagos del primer cultivo y facilita

la produccidn de factores que activan a las cé&lulas B en

el segundo cultivo. Asimismo, se realizaron experimentos

mezclando sobrenadantes obtenidos a distintas horas, en los



CARACTERIZACIZ:

TABLA 33

A ACTIVIDAD DE SOBRENADANTES PRODUCIDOS

POR_WGA.
A. Inhibigigz :wr.lINA:
' o
Actividad auxil ! 3 NAGA
(24 horas Cu;:jrrd
SN de células rétouas -
atimicos WGx PR

" 2’5
B. Cinética Z= o odue 160,
Actividad auxi. irt
SN WGA 13,5 ¢ i/ horas

" 4 horas

" 74, horas

" 44 horns

" 4,/ horas

n ’/136 horas

" 471306 horas

Cé 1las de baz: '«

tes(SN) de WGA Zrer ~-3lon
;,alan, La actividad auxiliar se comprobd en el se

ciones que se ==
gundo cultivo
habitual.

R R e R e e

|

|

PFC anti-SRBC/
. cultivo

500
5700

3800
86

PFC anti-SRBC/
cultivo

300
5306
5346
7880

7786

| 8320
5093
8080
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ratones atimicos se estimularon con sobrenadan

<., 1a adicibn de NAGA en la tabla A) en la forma

i células de ratones atimicos en las condi-
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Diferentes lineas de macréfagos cultivadas in vitro
se estimularon con WGA y los sobrenadantes obtenidos se aﬁgi
dieron (con o sin 1% de NAGA) a cultivos Mishell-Dutton con
SRBC. La tabla 34 muestra que solamente algunas’ lineas de
macrbéfagos (2-2)y macrb6fagos peritoneales producen factores
capaces de activar a las células B del segundo cultivo, 1lo
que se demuestra por la actividad residual al anadir un 1%

de NAGA a los segundos cultivos.

Estos resultados y los senalados en III.11.6.1., in-
dican que la liberacidén de factores por parte de macrb6fagos
activados por WGA que pueden estimular células B junto con
el antigeno. De los experimentos resenados, no puede des-
cartarse la posibilidad de que las célﬁlas B se activen di

rectamente por WGA en presencia de macréfagos.

<
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TABLA 34

ACTIVIDAD AUXILIAR DE SOBRENADANTES DE MACROFAGOS ESTIMULADOS

POR WGA.
PFC anti~SRBC/

Actividad auxiliar % NAGA cultivo

— — 373 \
SN lfnea A-3 WGA —_— 480
SN linea A-3 WGA 1% " 140
SN linea Row 8 WGA —_ 1880
SN linea Row 8 WGA 12 220
SN linea 2-2 WGA —_ 7280
SN linea 2-2 WGA 1% 1330
SN macr6fagos de exu- — ' 4160
dado peritoneal WGA
SN macrbéfagos de exu- 1% 2620
dado peritoneal WGA
WGA —_ 8500




IV. DISCUSION

La respuesta inmune a antigenos TD requiere la colabo-
racidn entre distintos componentes celulares del SI (linfoci-
tos B, linfocitos T y macréfagos). El reconocimiento del an-
tigeno por la célula T, el papel de los macrb6fagos en dicho |
proceso y la senal (o sefiales) que inducen la activacidn de;
la célula B productora de anticuerpos, son los puntos bésicos
de dicha cooperacibn. Ha sido ampliamente demostrado que la
_ colaboracibn entre distintas células no requiere su contacto
fisico, sino que puede llevarse a cabo por factores solubles

liberados por las células activadas.

En el presente trabajo hemos estudiado la actividad
y especificidad de factores gque son pfoducidos por estimula
cidén policlonal (ConA) de linfocitos T y que son capaces de
reemplazar a estas células en la respuesta a antigenos TD.
Igualmente, se han comparado las propiedades de los factores
TRF y TGF presentes en los sobrenadantes de células estimula
das con ConA, a fin de determinar si sus actividades residen
en la misma o distinta molécula. Por Gltimo, hemos estudia-

e

do la capacidad de la lectina WGA para reempl“éar a las cé-

lulas T en la respuesta de las células B a antigenos TD.

Los ConA-TRFs son producidos por linfocitos T (TH) al

ser activados policlonalmente por ConA (III.3.). Estos facto
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i
res son capaces de restituir la respuesta de cé&lulas de ?a-

: |
tones atimicos a antigenos TD al comunicar a la célula B la

\

senial necesaria para su activacidn en presencia del antide—
no, proceso gue en ratones normales llevan a éabo los linfg
citos T. La especificidad antigénica viene déterminada pbr
la presencia del antigeno en el cultivo, siendo la magnitud
de la respuesta dependiente de la cantidad de ConA-TRF ana-
dida al cultivo. Segln la teoria de Coutinho y Moller (44,
45) para la activacidn de los linfocitos B, se requiere que
estos reconozcan el antigeno por su receptor especifico (Ig)
y al mismo tiempo gue reciban un estimulo mitogénico (re-
ceptor mitogénico) que en nuestro sistema es proporcionado
por los ConA-~TRFs. ‘En el presente trabajo se ha demostrado
gue el receptor para los ConA-TRFs se encuentra en las célu-
las B, no siendo necesaria la presencia de otras células ac-

cesorias (macréfagos) para la estimulacibén de las células B

por dichos factores (III.7.).

Los ConA-TRFs se han considerado tradicionalmente co
mo factores inespecificos, al revelarse su actividad auxiliar
en la repuesta a distintos antigenos. Los datos presentados
en el presente trabajo demuestran que los sobrenadantes de cé
lulus T estimuladas con ConA son una mezcla policlonal de ac

tividades auxiliares individuales con distinta especificidad.

La especificidad antigénica de la actividad auxiliar de
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los ConA-TRFs puede demostrarse enriqueciendo o eliminando las

i

células T especificas para el antigeno en la poblacién c%lular
utilizada para producir los ConA-TRFs (III.4.), aungue na me-
diante absorcidn de dicha actividad en el antigeno (III.SF).
Asi, la estimulacién con ConA de células T activadas espeéifi-
camente con un determinado antigeno, induce lé produccién de
un TRF que presenta actividad auxiliar especifica para la an-
terior antigeno. Pcr el contrario,‘cuando se estimula con
ConA células especificamente seleccionadas por la ausencia de
linfocitos T especificos para un antigeno, el TﬁF producido

no es capaz de restituir la respuesta de ratones atimicos pa

ra dicho antigeno (III.4.).

i

Watson, Aarden y Lefkovits (comunicacidn personal) han
obtenido igualmente resultados que favorecen la hipdtesis de
la mezcla policlonal de actividades especificas de los ConA-
TRFs. Estos autores, limitando el nfimero de cé&lulas T en cul-
tivo para producir TRFs, han demostrado que la actividad auxi-
liar de tales sobrenadantes, segrega independien%emente para

los antigenos SRBC y HRBC.

Todos los datos mostrados parecen indicar la existen-
cii de una estrecha relacidén entre el receptor antigénico de
los linfocitos T y los ConA-TRFs. La distribucién clonal de

dichos receptores (194) y la mezcla policlcnal de distintas
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especificidades encontradas en los TR¥Fs, constituyen la base

de dicha relacibén. Asi, los ConA-TRFs podrian representar
P

los receptores antigénicos de las células T que son liberados

al medio de cultivo al ser dichas células activdﬁas'policlonal

mente por ConA.

La especifiéidad antigénica de los ConA-TRFs ha podi-
do demostrarse con los experimentos de absorcidn (III.5.).Asi,
una fraccidn importante (70-90%) de la actividad guxiliar de
los TRFs preparados a partir de células T no seleccionadas,
presenta especificidad por complejos antigeno-anticuerpo. Di-
cho fenbmeno, no puede reflejar simplemente algln tipo de afi
nidad de las moléculas de TRF por dichos complejos, ya que la
absorcién es especifica no pudiendo ser absorbida sobre comple
jos irrevelantes. La especificidad de los TRFs debe estar di-
rigida hacia determinantes antigénicos presentes en los comple
jos antigeno-anticuerpo, posiblemente hacia determinantes idio-
tipicos de las moléculas de anticuerpo. Las pequefias e incon-
sistentes reducciones no especificas de la actividad auxiliar
observada en algunos experimentos puede ser reflejo de reacti-
vidad cruzada a nivel idiotipico entre anticuerpos anti-SRBC
y anti-HRBC. Esta interpretacidn también se correlaciona con
la aparente especificidad observada en nuestros experimentos,
ya que la especificidad por un idiotipo deberia necesariamen-

te reflejarse como especificidad para el antigeno reconocido
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por los correspondientes anticuerpos. \

|

La posibilidad de que la disminucién de la actividéd
auxiliar observada después de la absorcidn sobée complejo§ .
antigeno-anticuerpo no fuera debida a una eliminacién espéci
fica de la actividad para dicho antigeno, sino;a la transfe
rencia de anticuerpo IgM que inhibiera el cultivo Mishell-
Dutton, parece muy improbablemente ya que ha sido descrito
que dicha Ig aumenta la respuesta especifica (209). Por otra
parte, esta propiedad puede excluirse de acuerdo con distin-
tos experimentos (III.6.). En particular, aquellos en los
que una mezcla de sobrenadantes absorbidos y no absorbidos
no indujo ninguna réduccidn en la actividad auxiliar del TRF
no absorbido. Fueron igualmente concluyentes los experimen-
tos en los que se utilizaron anticuerpos monoclonales para
la formaci6én de complejos. Dichas complejos no fueron capa
ces de absorber la actividad auxiliar de los TRFs, no obser-
vdndose en este caso ninglin tipo de inhibicidn p?r los anti-
cuerpos. La incapacidad de los complejos formados por anti-
cuerpos monoclonales de absorber la actividad de los facto-
res puede explicarse por el hecho de gque la respuesta anti-
SRF™ no est& retringida a una fGnica especificidad idiotipi-

da.

Debe, sin embargo, destacarse que tanto la actividad
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auxiliar de los ConA-TRFs como la fraccién de esta actividad
que pueda absorberse en complejos, es dependiente de las con
diciones de preparacibn de dichos factores. Asi, dicha frac-
cibn es mds alta cuando la activacibn de las cé&lulas T con
ConA se lleva a cabo en presencia de linfocitos B (III.8.) Es
tos datos indicarian la existencia de algln tipo de interac-
cidn entre las células T con actividad antiidiotipica y lasi
células B portadoras de dichas estructuras idiotipica. '
Es importante destacar que en casi todos los experimen
'tos realizados, una fraccidén de la actividad auxiliar permane-
ce en los sobrenadantes después de las absorciones sobre el
antigeno y sobre los complejos (III.5.). Esta actividad po-
dria reflejar la presencia en los sobrenadantes de alglGn fac-
tor no especifico, que seria producido al mismo tiempo (¢Por
una célula distinta?) que los ConA-TRFs. En este sentido, tam
bién seria posible que nuestras condiciones de absorcidn no
fueran lo suficientemente efectivas como para eliminar todas
las actividades especificas. En cualquier caso, la gran varie-
dad en cuanto a caracteristicas moleculares y origen celular
asignadas a los distintos factores que son capg;es de activar
las células B, permite considerar como muy probable la coexis-

tencia de productos especificos y no especificos (206).

Por otra parte, junto a los ConA-TRFs se producen otros

factores, cuyo papel no es de activacidn de las células B, si-
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no de los linfocitos T (iII.lO). Estos factores denominados
TGF, son capaces de mantener el crecimiento de las cé&lulas T
in vitro indefinidamente y son producidos en idénticas condi
ciones que los ConA-TRF. Sin embargo, en los experimentos
anteriores - (II1.10) se demuestra que ambas actividades,

TRF y TGF, pueden identificarse sobre moléculas distintas. S
bien ambas poseen un peso molecular comprendido entre 20—MLO¢0
daltons, existen diferencias en cuanto a sus pI, y ademés, lé
actividad TGF es absorbida sobre blastos T, mientfas que di-

cho proceso no altera la actividad TRF.

La actividad anti-idiotipica demostrada para los ConA-
TRF in vitro, se corresponderia in vivo con el hecho de que
las células T reconocerian el antigeno formando complejos con
anticuerpos especificos. Esta premisa exige la existencia en
elanimalde anticuerpos especificos producidos con anterioridad
al contacto con el antigeno externo. Este tipo de anticuerpos
ha sido denominado anticverpos naturales, y aunque su existen-
cia se acepta generalmente, no se habian realizado anteriormen
te anélisis cualitativos o cuantitativos de tales anticuerpos.
Los experimentos aqui descritos demuestran qué/la existencia
de anticuerpos naturales es independiente de la presencia de
estimulos antigénicos, ya que dichos anticuerpos pudieron cuan
tificarse en distintos 6rganos linfoides de ratones gnotobib-
ticos. Del mismo modo, la frecuencia de precursores especifi-

cos para distintos antigenos resultd ser muy similar en rato-

B



nes gnotobidticos y enratones mantenidos en condiciones norma-

les. Si bien el origen de células productoras de anticuerpos
naturales no ha podido ser determinado, se podrian considerar
al menos dos mecanismos que dieran cuenta tanto de su origen
como de su control. De una parte estas AFC naturales podriar
ser debidas a la activacidn de células B por mitbgenos end64
genos a través del receptor mitogénico. En este sentido, soh
importantes las observaciones descritas por Andersson y col.
(210) acerca de las propiedades mitogénicas de moléculas de
- IgG sobre cé&lulas B, aisladas de suero de ratones normales.
La existencia de estos anticuerpos con propiedades estimula-
doras, podrian ser un mecanismo por el cual las células B
podrian autoestimularse y asi contro}ar»el desarrollo de los
distintos clones - cue forman la poblacibén de linfocitos B.
Otra posibilidad seria que las células productoras de anti-

cuerpos naburales se originasen como consecuencia de la pro

pia regulacibn del SI por las .interacciones idiotipo-anti-idio

tipo propuestas por Jerne (155,156,159). Asi, los anticuerpos

naturales reconocerian determinantes antigénicos endbgenos en

otras moléculas de anticuerpo (idiotipo) 1lo qgg conduciria a

la activacidbén de las cé&lulas B por su receptor especifico (Ig)

estableciéndose un equilibrio dinémico entre los distintos

€
clones de linfocitos B. Este proceso es independiente de la
presencia de antigenos externos, lo que se pone de manifiesto

al comprobar que la frecuencia de precursores para dichos an-
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tigenos es igual en animales normales que en gnotobibticos.

Si bien el estudio de la actividad de los ConA-TRFs
en la cooperacidn entre linfocitos T y B in vivo presenta
dificultades, al no estar estos factores sometidos a restric
cibén H-2, la determinacidn tanto de sus especificidades co

mo de su actividad anti-idiotipica, puede ayudar al esclareJ

cimiento de dichas interacciones T-B, asi como plantear nue-

vas cuestiones acerca del reconocimiento antigénico de las
células T y del conjunto de sus especificidades. De acuerdo
con los resultados obtenidos, puede asumirse que la especifi-
cidad de las células TH es debida al reconocimiento no de la
molécula del antigenc sino de idiotipos en los complejos anti
geno—-anticuerpo especificos. La inmunizacidn de las cé&lulas

T y la fase efectora del proceso de colaboracidn ocurren ne-
cesariamente en presencié de anticuerpos, al menos de aquellos
presentes en la membrana de la célula B. Aceptando ademés, el
hecho de gue en cualquier momento los anticuerpos naturales
circulantes son una representacibdn de la diversidad y frecuen-
cia de células precursoras, puede calcularse que para cualquier
espeicificidad antigénica los anticuerpos circyldantes estén

siempre en gran exceso sobre los que aparecen como receptores

especificos de la célula B.

Distintos autores (211) han establecido que las células
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T no reconocen al antigend en forma soluble. En este senti-
do, podria pensarse que las c&lulas T reconocen bifp el anti
geno unido a la célula B por los receptores espeéificos (Ig)
o sobre la superficie de los macrb6fagos, donde el antigeno
aparece con mayor frecuencia unido en forma de complejos. Es
tos argumentos podrian sugerir que, en efecto, las cé&lulas

T reconocen complejos antigeno-anticuerpo especifico (idio-
tipos) como forma de reconocimiento especifico. Depe, sin
embargo, destacarse que la relacidn entre idiotipos y sitios
. de unibn del antigeno no aparece ser perfecta. Asi, desde la
descripcibn original por Oudin y Cazenave (13), otras observa
ciones han confirmado que el idiotipo de un determinado anti-
cuerpo puede encontrarse en otras moléculas de Ig con distin-
ta  especificidad. Sin embargo, la mayoria de los experimen-

tos llevados a cabo con células TH’ no estdn realizados de for

ma que pudieran permitir poner de manifiesto dichas moléculas.

A4

De hecho, en la mayor parte de los experimentos sobre recono-

cimiento antigénico de las cé&lulas T con excepcidbn de los

HI
descritos por Ward y col. (82) y recientemente por Woodlan y
Cantor (174), la especificidad de tales cé&lulas para el anti-

geno, no puede separarse de una posibile especificidad por

complejos formados por antigeno y anticuerpos especificos. Re-

cientemente, Eichman y col. (175,176), han realizado un anéli

sis exhaustivo del problema del reconocimiento de las células
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T, concluyendo que la actividad auxiliar anti-idiotipica es
un requerimiento necesario en la colaboracidn entr€ las cé-

. / . A
lulas T y B que reconocen el mismo determinante Pnt;genlco.

El reconocimiento de idiotipos especificos por parte
de las células T, apoyaria un gran nfimero de observaciones.
Por ejemplo, la existencia de células T que reconocen idio-
tipos propios (212) y otros experimentos recizntes rpaliza—
dos bajo condiciones particulares que demuestran la existen
cia de una proporcibén extremadamente alta de células T con

aparente especificidad para un idiotipo (213). Del mismo

modo, la demostracién de células T, restringidas para el idio

H
tipo (82) asi como el hecho de que un clon de cé&lulas T co-

labore exclusivamente con un Gnico clon de células B, inclu
so en presencia de otras células B precursoras con la misma
especificidad (125,197), podrian explicarse sobre la base

-

de una especificidad anti-idiotipica en las c&lulas T.

De otro lado, parece posible que las células T con

H
especificidad anti-idiotipica coexistieran con otras antige-
no-especificas, segfin puede desprenderse de 1o0s experimentos
de Janaway y col. (196). Las condiciones particulares de ca
da experimento, junto con el estado fisiolbgico del SI en el

momento de la inmunizacién, determinarfan que tipo de especi

ficidad debe predominar en la respuesta de las células TH’
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Si, como propuso Jerne (156), el universo de anti?e—
nos es igual al universo de idiotipos, las hipbtesis ant%-
riores no plantean nuevos requerimientos en e; reperterié
del reconocimiento de las células T, aungque si se altera#i—
an algunos postulados sobre los mecanismos de cooperacibn
celular. Las dificultades en conseguir tanto el "suicidio
antigénico" como la absorcibén de poblaciones puras de céiu—
las TH a inmunoabsorbentes conteniendo el antigeno, podrian

deberse a no considerar las especificidades adecuadas, ya

que dichas células T, tendrian especificidad anti-idiotipi-

H
ca. Asi, las células T, capaces de "suicidarse" en presen-
cia del antigeno A, reconocerian los idiotipos X e Y que no
son anti-A. De aqdi se desprende que un suicidio antigéni-
co efectivo ocurriria sb6lo en la reséuesta a los antigenos

reconocidos por los anticuerpos X e ¥, ya que la actividad

auxiliar es de hecho anti-idiotipica. De acuerdo a esta hi

-*

pbtesis, deberia ser posible "suicidar" o eliminar a las cé-

lulas TH usando anticuerpos especificos (o complejos) para
dicho antigeno, en lugar del propio antigeno. Han sido ya
descritas algunas observaciones que confirman esta predic-

cién (108,174, Loblayy Basten, comunicacién personal).

De acuerdo con los postulados descritos, referente a
la posible existencia de células T anti-idiotipo y células
T anti-antigeno, seria de esperar en un sistema de activacidbn

policlonal de las células T, que los productos derivados de
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estas fueran una mezcla de especificidades anti—idiotipiFas

1

y antigeno-especificas. La imposibilidad de demostrar eb el
presente trabajo la absorcibén en el antigeno de la actividad
TRF puede explicarse por: 1) dichos productos‘especificos pa
ra el antigeno, existen en los sobrenadantes inducidos pér
ConA pero no desempenan ningfin papel demostrable en nuestro
sistema; 2) como indican los experimentos de la tabla 16,
las condiciones del cultivo y el tipo de células accesorias
presentes en la estimulacién por ConA, podrian determinar la
activacién de un determinado tipo de células. ‘Esto signifi-
carfia que, en nuestras condiciones, las células TH especifi-
cas para el antigeno no son activadas por ConA y 3) es posi-

ble que las cé&lulas T, no reconozcan todo el universo de idio

H
tipos, y consecuentamente de antigenos, sino solamente una
fraccién. Esto podria deberse a la continua estimulacién de
las células TH por idiotipos propios y, por tanto, no ser de-
bida ni a restricciones a nivel genético ni a la generacibn
H sino més bien ﬁ la seleccibn

de los clones generados al azar. Alternativamente, los idio

de diversidad de las cé&lulas T

tipos propios més relevantes podrian influenciar la genera-

cién del conjunto de especificidades de las células T, ya que
este proceso parece evolucionar mediante el reconocimiento de
estructuras propias en un determinado momento de la ontogenia

celular (166,167).
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Los resultados expuestos en la tabla 28 indican que
no s6lo los TRFs producidos por estimulacién con ConA de los
linfocitos T son capaces de reemplazar a estas cé&lulas en la
respuesta in vitro a antigenos TD, sino que la lectina WGA
también presenta la capacidad de sustituir a las células T
induciendo la produccibn de anticuerpos especificos por par-
te de las células B en presencia de antigenoc. Se ha demos-i
trado (III.11l.4.) que la actividad auxiliar de la lectina
WGA no es debida a su interaccib6n con el receptof de los TRFs
en las células-B. Sin embargo, dicha actividad es dependien-
te de la presencia de mac;éfaqos en el cultivo in vitro (Mishell-
Dutton), situacidn que no es requerida en el caso de los TRFs,
capaces de interaccionar directamente con la célula B. De
estos resultados, podemos concluir qﬁe la interaccibn de la
lectina WGA con sitios especificos en la superficie de los
macrb6fagos, permite a las células B especificas para el anti-
geno, presentes en el mismo cultivo, proliferar y diferenciar

se a células productoras de anticuerpos.

Han sido descritos factores liberados por los macr6-
fagos con actividad auxiliar en la respuesta primaria anti-
SRBC de cultivos celulares en ausencia de este tipo de cé&lu-
las (214,215). Ademds, se ha demostrado que algunos produc—t

tos liberados por los macréfagos presentan propiedades mito-

génicas siendo capaces de activar directamente linfocitos T
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y B (131,215,216)7 Es posible que la actividad WGA sea Pe—
diada pcr algGn tipo de moléculas liberadas por los macr6—
fagos. En este sentido se han presentado resultados que
apuntan esta posibilidad: presencia en sobrengdantes de CF-
lulas de ratones atimicos o de lineas de macr&6fagos estimﬁ—
ladas por WGA de actividad auxiliar que no puéde ser inhibi
da por N-acetil-glucosamina, azficar que especificamente in-
teracciona con los sitios activos de la lectina WGA. Sin em

bargo, esta posibilidad no puede disociarse de la‘ actividad

directa ejercida por la propia lectina.

Puede resultar contradictorio que mientras la lecti-
na WGA no es un mitdgeno (208), algunos resultados indican
que la mayor parte de las PFC-IgM inducidas por WGA no son
especificas para el antigeno presente en el cultivo. Sin
embargo, esta estimulacibén policlonal es sb6lo aparente en
condiciones de Mishell-Dutton (cultivos de alta densidad ce
lular). Estos datos podrian explicarse si estas moléculas
no fuesen mitdgenos policlonales de células B siho que Gni-
camente actuasen sobre aquellas células B que han reconoci-

do el antigeno (217,218).

Es importante destacar el hecho de que la actividad
TRF puede generarse en ausencia completa de células T por la

interaccién de la lectina WGA con los macrb6fagos. Los resul
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tados presentados (III.11.6.) indican la necesidad de in%erprg
tar con precaucidn los datos obtenidos sobre el origen célular
de los distintos factores auxiliares descritoé, ya que ndfmal—
mente estos mediadores solubles se preparan en condiciones en
los que tanto las c&lulas T como los macréfagés pueden activar
se. Hay que sefialar, sin embargo, que la producciédn de TRF por
estimulacién policlonal de células T no se vio afectada después
de eliminar los macréfagos de la poblacién celular utilizada

para la produccibén de dicho factor (III.3.2.).‘

Es necesario destacar la complejidad de las interaccio
nes celulares que tienen lugar en el sistema in vitro de in-
duccibn de células B que se ha usado en el presente trabajo
(Mishell-Dutton). Debido a que tantos factores liberados por
las células T como por los macréfagos, asi como otras molécu
las que son'capaces de activar directamente a las cé&lulas B
(mitbgenos), pueden reconstituir la respuesta de c€lulas de ba
zo de ratones atimicos a SRBC, se hace necesari& el estudio

individual de cada uno de estos procesos de activacién.

El hecho de que la lectina WGA estimule directamente
a ~os macrb6fagos para cooperar con las cé&lulas B, podria uti-
lizarse tanto para estudiar la activacidén de los macrbfagos

como los mecanismos de cooperacién que inducen la diferencia-

cidén de las células B. Por otra parte, la actividad anti-idio
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tipica descrita para los ConA-TRFs permite el estudio de la
especificidad de la cooperacibn entre linfocitos TH y linfo-

citos B.

En este sentido, existen evidencias que indican que
los procesos de cooperacién que inducen activacidn, crecimieé
to y maduracidén de las células B, dependen de dos grupos de :
senales que provienen de células accesorias (219). Las célg!
las T o productos derivados de ellas, parecen mediar actuan-
do directamente sobre las cé€lulas B, una fase posterior a la
iniciacién de la expansidn y maduracidén clonal. La iniciacibn
de estas respuestas, requiere sin embargo, el reconocimiénto
de los macrdfagos por las c&lulas T, no habiendo aun sido de

mostrado cual de los dos tipos de células proporciora la se

nal capaz de activar a las células B.

Por Gltimo, hay que destacar el hecho de que la acti-
vidad anti-idiotipica del receptor de las cé&lulas T supone un
nuevo enfoque en el estudio de los sistemas de reconocimiento
entre células T y B, asi como en la autoregulacién del SI por
interacciones idiotipo anti-idiotipo. El recotgcimiento de
los idiotipos como forma de control de las inpéracciones en-
tre células del SI, puede representar la base evolutiva sobre

la que se apoye la generacidn y mantenimiento de la diversi-

dad del SI durante su evolucibn.




V. CONCLUSIONES

"

P
1) La estimulacién de células de bazo de ratén/ﬁon ConA pro
voca la liberacidén por parte de las cé&lulas T dé factores
(ConA-TRFs) que son capaces de reemplazar a dichas células T

en la respuesta in vitro a antigenos TD.

2) Los ConA-TRFs son producidos por células T en estadio de
pequenos linfocitos (no activadas), si bien dicha produccidn
requiere la presencia simultinea de células B, siendo indepen

diente de otras células accesorias (macrdfagos).

3) La produccibén de ConA-TRFs no reqpiere divisidén celular,
lo que, junto a la especificidad que muestran, sugiere que
son un componente habitual de la membrana celular de los lin-
focitos T, actuando posiblemente como receptor especifico pa

ra el antigeno en dichas células.

4) La célula diana de la actividad TRF es el linfocito B,
que es activado por dichos factores a través de receptores

mitogénicos.

5) Los TRFs son una mezcla policlonal de distintas activi-
dades con especificidad para las regiones variables de las Igs

(especificidad anti-idiotipica).
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6) La produccidén de TRFs con actividad anti-idiotipica re-

quiere ademés de las células T la presencia en el sultivo de
células que presentan idiotipos en la superficie}célular (lin
focitos B). Posiblemente se requiera la interaccibn entre am

bas poblaciones celulares para la secrecibén del TRF al sobre

nadante del cultivo.

7) Tanto en ratones normales como en atimicos y gnotobidti-
cos, alrededor de un 1% de las células B se encuehtran en es
. tadios de maduracibn correspondiente a células plasméticas
productoras de anticuerpo. Estas AFC originadas en ausencia
de estimulo antigénico externo dan cuenta de la existencia

de los anticuerpos naturales.

8) La frecuencia de precursores especificos para distintos
antigenos encontrada en ratones gnotobidticos coincide con
la calculada en ratones normales, lo que sugiere un mecanis-

mo interno de control independiente del antigeno.

9) La importancia de estos anticuerpos naturales viene de-
terminada por la especificidad de los linfocitos T para re-

conocer el antigeno unido a anticuerpos especificos (idioti-

pos), bien sobre la superficie del macré6fage o como complejos

circulantes.
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10) La estimulacidén de células de bazo de ratdn con Cona,
induce igualmente la produccién de un factor (TGF) que in-
duce la proliferacibén indefinida de linfocitos T previamen-

te activados.

11) Las actividades TRF y TGF parecen recibir sobre enti-

dades moleculares distintas. Si bien ambas moléculas po- \

seen muy parecido peso molecular, pueden distinguirse por

su pI y sus diferentes absorciones sobre distintag subpo-
"blaciones. Asi, la actividad TGF se absorbe en un 90% sobre

blastos T, mientras que dicha absorcibén no modifica la ac-

tividad TRF.

12) La lectina WGA bien directamente.o a través de su in-
teraccidén con los macrdfagos, es capaz de inducir la proli
feracién de las cé&lulas B en presencia de antigeno, reempla
zando asi la necesidad de la presencia de las células T en

dicho proceso.

13) La cooperacidn celular en la respuesta inmune a antige-
nos TD es un proceso complejo, que requiere lu/;nteraccién
directa o a través de factores solubles entre distintas po-
blaciones celulares en las que si bien macr6fagos o sus pro- '
ductos pueden activar a las cé€lulas B, la especificidad de las interac-
ciones entre dichas células y los linfocitos T ha de estudiarse a tra

ves de factores liberados por estos (TRFs).
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