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OBJETO DEL PRESENTE TRABAJO

Los linfocitos T pueden activarse in vitro,induciên- 
dose la liberaciôn de factores solubles capaces de llevar 
a cabo actividades biolôgicas muy diversas. Parte,al menos, 
de estos factores estân 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 j 

cuya realidad fîsica es difîcil de demostrar. j

Entre las actividades mediadas por los factores solu­
bles de las cêlulas T, se encuentra la de reemplazar a las 
cêlulas T (actividad TRF) en la cooperaciôn con los linfo­
citos B en la respuesta de êstos a antîgenos timo-dependien- 
tes. En el présente trabajo hemos estudiado la activaciôn 
in vitro de cêlulas B en presencia de antîgeno y factores 
solubles de cêlulas T inducidos por estimulaciôn con la lec- 
tina Concanavalina A (ConA-TRF). Asimismo, se estudio la 
capacidad de ciertas lectinas (WGA) de reemplazar la activi­
dad auxiliar de las cêlulas T en la activaciôn especîfica de 
los linfocitos B. Tambiên se estudiaron algunas propiedades
fîsico-quîmicas de los TRFg, comparândose con las de otro

/factor producido por las cêlulas T en idênti^as condiciones 
y que es capaz de mediar otra actividad biolôgica distinta 
(inducciôn del crecimiento de blastos T, actividad TGF).

Nuestro interês principal se ha dirigido a determiner



la especificidad de los TRFg por distintos antîgenos timo- 
dependientes, discutiêndose su relaciôn con el receptor es- 
pecîfico de las cêlulas T y su importancia en el reconoci- 
miento de las estructuras idiotîpicas de los linfocitos B, 
asî como otros tipos de interacciones celulares que condu- 
cen a la activaciôn de cêlulas B por antîgenos timo-depen- 
dientes,

y



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.
IgGp: Inmunoglobulina G^. 
lgG?a: Inmunoglobulina G^^» 
lgG2h- Inmunoglobulina G^^»
IgGg: Inmunoglobulina Gg.
IgM: Inmunoglobulina M.
IgA: Inmunoglobulina A.
IgD: Inmunoglobulina D.
Yj: Cadena pesada de la IgGp •

Cadena pesada de la IgG2a-
Y2b :Cadena pesada de la IgG2b'
^3 : Cadena pesada de la IgGg .
y : Cadena pesada de la IgM.
C L : Cadena pesada de la IgA.
C : Cadana pesada de la IgD.
K : Cadena ligera Kappa.
X : Cadena ligera Lambda

Vh : Dominios variables de la cadena pesada.

YL: Dominios variables de la cadena ligera.



CH : Dominios constantes de las cadenas pesadas.
Cj.: Dominios constantes de las cadenas ligeras.
Ty: Cêlulas T auxiliares.
Tç: Cêlulas T citotôxicas.
Tg: Cêlulas T supresoras.
MLC: Cultive mixte de linfocitos.
AFC: Cêlula formadora de anticuerpos.
PFC: Cêlula formadora de plaças hemolîticas.
TDL: Linfocitos del conducto torâcico linfâtico.
PBA: Activador policlonal de cêlulas B.
TRF: Factor que reemplaza a las cêlulas T.
'TGF: Factor que induce el crecimiento de blastos T.
LPS: Lipopolisacârido de E.coli.
LP: Lipoprotelna de E.coli.
Dx: Dextrano
PPL : Proteina polimêrica flajelar de Salmonella.
PVP: Polivinilpirrolidona.
PPD: Extracto purificado de Micobacterium tuberculosum.
Poli (1,C) : Polinucleêtido de inosina y citosina.
(T,G)-A-L: Polîmero sintêtico de tirosîna,glutâmico,alanina y 

lisina.
(Phe,G)-A-L: Polîmero sintêtico de fenilalanina,glutâmico, 

alanina y lisina.
(T,G)-Pro-L: Polîmero sintêtico de tirosina,glutâmico,prolina 

y lisina.



PHA: fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris. 
ConA: Concanavalina A de Canavalia ensiformis. 
WGA: Aglutinina de germen de trigo.
SBA: Aglutinona de semilla de soja.
LA: Leucoaglutinina.
TD: Timo dependiente.
T1: Timo independiente.
SRBC: Hematics de carnaro.
HRBC: Hematics de caballo.
TNP: Derivado 2,4,6-trinitrofenil.
NIP : Derivado 3,nitro,5,iodo-fenil-acetil.
BSS: Soluciôn salina balanceada.
FCS: Suero bovino fetal.
PLL: Poli-L-Lisina.



I. INTRODUCCION

I.l. ORGANIZACION GENERAL DEL SISTEMA INMUNE. 1
!

Los animales superiores poseen un sistema de reconoci- 
miento especîfico que permite la neutralizaciôn y eliminaciôn 
de sustancias (antîgenos) potencialmente nocivas. Para este 
fin, se ha desarrollado durante la evoluciôn de dichos orga­
nismes un sistema complete de cêlulas (linfocitos y cêlulas 
accesorias) y molêculas (anticuerpos especializados, capaces 
de reconocer estructuras quîmicas (déterminantes antigênicos 
o epîtopes) présentes en la molécula de antîgeno. El Sistema 
Inmune (SI) puede reconocer tante antîgenos libres como ant^ 
genos présentes en estructuras celulares.

En el hombre el Sistema Inmune estâ formado por apro- 
12ximadamente 2 x 10 linfocitos. Este nûmero es proporcional 

mente mener en animales mâs pequehos (alrededor de 10^ linfo 
cites en el ratôn y de 10^ en el renacuajo). D^ esta forma, 
el nûmero de cêlulas especîficas del SI es équivalente al del 
hîgado o el cerebro. Los linfocitos, sin embargo, se encuen- 
tran présentes en todos los ôrganos (excepte el cerebro), te- 
j‘ios y fluides intersticiales, con especial preferencia en 
los ôrganos linfoides (mêdula osea, timo, bazo, gânglios lin-



fâticos, apéndice, etc.). Ademâs, las cêlulas linfoides re-
circulan continuamente a travês del sistema sanguîneo y lin-
fâtico (1). Los linfocitos tienen una vida media limitada ,

* •
existiendo un continue reemplazamiento a partir de cêlulas 
precursoras. Este reemplazamiento da cuenta en' el hombre de 
la apariciên de aproximadamente 10^ nuevos linfocitos por se 
gundo.

Existen dos tipos principales de linfocitos (T y B), 
distinguibles tante por la presencia de distintos marcadores 
de membrana, como por sus diferentes vias de maduraciên on- 
togênica y distintas funciones efectoras.

Ambos tipos de linfocitos se originan a partir de cê­
lulas pluripotenciales del saco vitelino o del hîgado fetal 
en el embriôn o de la mêdula osea en-el adulte. La genera- 
ciôn de diversidad (en cuanto a las especificidades antigê- 
nicas distintas que los linfocitos pueden reconocer) asî co 
mo la maduraciên a linfocitos inmunocompetentes ocurre en los 
ôrganos linfoides primaries, timo para los linfocitos T y la 
boisa de Fabricio en aves o su équivalente en mamîferos para 
las cêlulas B. Estas cêlulas que ya han adquirido la capa­
cidad de reconocimiento antigênico, abandonan los ôrganos 
linfoides primaries y recirculan entre los ôrganos linfoides 
secundarios (bazo, gânglios linfâticos, apêndice, plaças de 
Peyer, amîgdalas, tejido difuso subepitelial del tube diges-



tivo, etc.) a travês de la sangre y de las vîas linfâticas. 
Los linfocitos T y B ocupan distintas areas especializadasI
dentro de la arquitectura de los ôrganos linfoides secunda

i
rios (2-5).

1
El papel de los ôrganos linfoides secundarios duran 

te la estimulaciôn antigênica, se ha puesto de manifiesto 
estudiando linfocitos obtenidos por canulaciôn del conducto 
linfStico torâcico (TDL). De esta manera, se ha podido de 
mostrar que en los ôrganos linfoides secundarios tiene lu- 
gar el reconocimiento del antîgeno por los linfocitos y la 
subsiguiente formaciôn de centres germinales. Sin embargo, 
tanto la recirculaciôn como la localizaciôn tisular de los 
linfocitos depende de las diferentes etapas de su activaciôn. 
Asî, por ejemplo, en el ratôn, un 85-90% de los linfocitos 
recirculantes son linfocitos T, siendo ademâs la capacidad 
para recircular de los linfocitos vîrgenes (no activados por 
el antîgeno) mener que la de linfocitos estimulados.

Mientras que los linfocitos *T controlan la respuesta
i

inmune de tipo celular (rechazo alogênico, reacciones de in 
jerto-contra-huêsped, hipersensibilidad de tipo retardado, 
activaciôn del sistema reticuloendotelial en la eliminaciôn 
de ciertos agentes patôgenos, destrucciôn de cêlulas infec- 
tadas con determinadas virus) y colaboran con los linfocitos 
B en la respuesta inmune a determinados antîgenos llamados



tirao-dependientes (TD) , las cêlulas B son las responsables 
de la respuesta inmune de tipo humoral (secreciôn de anti­
cuerpos especîficos). Algunos antîgenos, llamados timo-in- 
dependientes (Tl) son capaces de activar a las délulas B 
en ausencia de cêlulas T. j

1.2. LINFOCITOS B

1.2.1. Estructura de las inmunoglobulinas.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (IgS) pertenecen 
a un grupo de glicoproteînas estructuralmente relacionadas 
y responsables de la inmunidad humoral. Los anticuerpos son 
secretados por los linfocitos B como resultado de su acti- 
vaciên por un antîgeno, siendo capaces de unirse especîfica 
mente a êste (6).

La estructura bâsica de las IgS estâ formada por un 
dîmero compuesto de dos subunidades idênticas que a su vez 
comprenden dos cadenas polipeptîdicas unidas entre sî 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 dimêrica se man- 
tiene por uniones covalentes y no covalentes entre las ca­
denas H de los monêmeros.



Existen dos tipos (isotipos) de cadenas ligeras, de- 
nominadas K y X distinguibles por su estructura primaria. 
Igualmente existen siete isotipos distintos para la cadena 
pesada que en los mûridos se denominany i /Y 2a, y2b,y 3, y , 
a , 6. Cada isotipo de cadenas pesadas se asocia con un ti­
po de cadena ligera < 6 X , formândose la molécula compléta 
de Ig (IgG^, IgGg^' IgGg^, IgGg, IgM, IgA e IgD) (7,8).

La estructura primaria de las cadenas polipeptîdicasj 
puede dividirse en dos regiones. La regiôn formada por los 
110 aa prôximos al extremo N-terminal de la molécula présen­
ta una gran variabilidad de secuencia y se denomina regiôn 
variable (V) (9). Existen très grupos de regiones variables,
uno correspondiente al isotipo K(v^), otro al X (V̂ ) y un 
tercero comûn a todos los isotipos de cadenas pesadas (V^).
El reste de la molécula correspondiente al extremo C-termi- 
nal se denomina regiôn constante (C), existiendo un tipo de 
secuencia bSsico para cada isotipo. Las pequehas variacio- 
nes encontradas en la regiôn C de cada isotipo constituyen 
variaciones heredables denominadas alotipos (10).

La especificidad antigênica de las IgS reside en su 
regiôn variable siendo la diferente secuencia jle aa de esta 
regiôn la base de dicha especificidad. De esta forma, cada 
secuencia de aa originan un sitio de uniôn distinto (parâto- 
pe), capaz de interaccionar con un déterminante antigênico



(epîtope) concreto (11).' El sitio de uniôn del antîgeno, es­
té formado por aa de las regiones variables de las cadenas 
ligera y pesada.

Las molêculas de IgS de una especie tienen propieda­
des antigênicas para otra especie. Los déterminantes ant_i 
gênicos de las IgS pueden residir en la regiôn C de la molé 
cula (déterminantes isotîpicos o alotîpicos) o en su regiôn 
variable (déterminantes idiotîpicos) (12). El déterminante

I
idiotîpico de una Ig estâ estrechamente relacionado con su 
centro de uniôn; sin embargo, en algunos casos sè ha demos- 
trado que la relaciôn idiotipo-especificidad antigênica no 
es unîvoca (13,14). Asî, pues, los idiotipos confieren in- 
dividualidad a las IgS, por lo que permite que êstas puedan 
ser reconocidas por otro animal singênico con el donante del 
idiotipo (15).

Los idiotipos normalmente se detectan por reacciones 
serolôgicas con anticuerpos anti-idiotipo, aunque en algunos 
casos ha sido posible correlacionar la identificaciôn serolô 
gica con la secuencia primaria de la regiôn variable (16,17).

En los mâridos, los genes que codifican las cadenas 
ligeras k , cadenas ligeras A y las cadenas isadas de las 
molêculas de IgS, estân situadas en cromosomas diferentes (18). 
Las cadenas pesadas estân codificadas en el cromosoma 12 , '



mientras las k lo estân en el 6, siendo aun desconocido el 
grupo de ligamiento que codifica la cadena ligera

Los genes que codifican las regiones V y C *de cada gru 
po de ligamiento se encuentran separados en el ^enoma, exis­
tiendo un mecanismo de union pretranscripcional que origina 
un cistrôn funcional V-C que se traducirâ en una cadena de Ig 
compléta (19).

Mientras el nûmero de genes que codifican las regiones 
constantes es relativamente pequeno (uno por cadà isotipo) , 
los genes que codifican las regiones variables son mâs abun- 
dantes, si bien su nûmero aproximado es objeto de discusiôn 
(20). Existen dos corrientes de pensamiento que representan 
interpretaciones antagônicas del origen de la diversidad del 
SI. La teoria de la lînea germinal propone que en el genoma 
de un individuo existe un gran nûmero de genes (V +V„) capa­
ces de codificar anticuerpos especîficos para todos los antî­
genos. Por el contrario, la teorîa de la mutaciôn somâtica 
defiende la existencia de un nûmero pequeno de genes V en la 
lînea germinal de cada individuo admitiendo un mecanismo de 
diversificaciôn ontogénica del SI basado en procesos de muta­
ciôn que darîa cuenta de la diversidad funcional del SI (21, 
2 2).



1.2.2. Receptores especîficos de los linfocitos B.

El antîgeno induce la activaciôn de los linfocitos B 
especîficos produciêndose su proliferaciôn y diferenciaciôn 
a cêlulas plasmâticas sécréteras de IgS, El lihfocito B re 
conoce los déterminantes antigênicos mediante Ig de membrana 
que funcionan como receptores especîficos (23).

Los receptores especîficos se distribuyen clonalmen- 
te en la poblaciôn de linfocitos B, de manera que cada lin- 
focito expresa en su membrana receptores (IgS) de una deter 
minada especificidad. De acuerdo con la teorîa de la Selec 
ciôn Clonal descrita por Burnet (24), el antîgeno selecciona 
el don de linfocitos especîficos que es capaz de interaccio 
nar con êl. La proliferaciôn y diferenciaciôn del linfocito 
seleccionado no afecta la especificidad de las IgS (regiôn 
V) que produce, asegurândose asî, la identidad de los anti­
cuerpos secretados por la cêlula plasmâtica y el receptor Ig 
del linfocito inicial (25).

Asî, pues, el SI en un momento determinado estâ con- 
stituido por un cierto nûmero 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 nûmero de 
clones diferentes y en el nûmero de molêculas de anticuerpo 
diferentes présentes en el sistema.



Sin embargo, el proceso de sîntesis y secreciôn de in­
munoglobulinas no siempre es consecuencia de la entrada en el
organisme de antîgenos exteriores. Aproximadamente, el 1% de

1  ̂'
todas las cêlulas B se diferencia en ausencia de antîgeno a cê 
lulas plasmâticas, con la consiguiente producciôn y secreciôn 
de inmunoglobulinas. La presencia de estos linfocitos que e£ 
pontâneamente secretan anticuerpos "naturales" ha sido estudia_ 
da tanto en el hombre como en el ratôn (26,27). En este sen- 
tido, todavîa résulta incierto si esta producciôn de anticuer 
pos naturales es consecuencia de la estimulaciôn'de los linfo 
citos B por algûn agente interno o si las cêlulas B que secre 
tan anticuerpos de determinadas especificidades estân someti- 
das a algûn proceso de selecciôn.

Mediante antisueros especîficos, 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 molêculas de IgM, IgM e IgD,IgD 
e IgG e IgG sola en la superficie celular, donde actûan como 
receptores especîficos. Se ha observado asimismo, que los lin 
focitos B activados por el antîgeno son capaces de producir 
durante su dif erenciaciôn IgS con isotipos diferentes al in_i 
cial, pero manteniendo la misma especificidad (idiotipo) (28).

Tanto la apariciôn posterior de la IgD en la ontogenia



respecto a la IgM asl como la presencia de ambas IgS en la su 
perficie de la misma célula, ha sido interpretado por algunos 
autores en el sentido de que la interacciôn del antîgeno con 
el receptor IgM inducirla una sehal de parâlisis celular en tan 
to que la interacciôn con el receptor IgD daria lugar a proli 
feraciôn y diferenciaciôn. La tolerancia durante la vida fe 
tal trente a los autoantigenos estarîa asl relacionada con los
diferentes tipos de sehal liberados por los receptores espec^

i
ficos de la superficie de las côlulas B (29,30). I

1.2.3. Receptores mitogênicos de las células B.

La activaciôn de las cêlulas B inducida por el antlge- 
no, puede reproducirse experimentalmente por la acciôn de de- 
terminadas sustancias capaces de inducir en las células B pro 
liferaciôn y diferenciaciôn a células efectoras productoras 
de anticuerpos (31).

La naturaleza y origen de estas sustancias es muy di­
verse, incluyéndose en el grupo tanto sustancias de origen bac 
teriano (LPS, LP, Dx, polisacâridos-C, POL) como compuestos 
sintéticos (PVP, Ficoll).

Estas sustancias reciben el nombre de ^tivadores po- 
liclonales de células B (PBA) porque estimulan a las células 
B independientemente de la especificidad de sus receptores eŝt 
peclficos. Sin embargo, puede afirmarse que el grupo es he



terogeneo tanto en cuanto a requerimientos de activaciôn como 
al grado de activaciôn policlonal alcanzado.

El receptor mitogenico mâs conocido es el del LPS (32,
33), que ha sido estudiado utilizando antisueros especificos,
obtenidos en una cepa de ratones (C3H/Hej) que carece de di- 

»
cho receptor. Se ha encontrado en un tercio de los linfoci- 
tos B de ratôn y por estudios genêticos se ha demostrado que 
el gen responsable de su control estâ situado en el cromoso- 
ma 4. El hecho de que en este cromosoma estên también codi- 
ficados los antlgenos Lyb 2 présentes en los linfocitos B y 
que poseen una heterogeneidad similar a la descrita para los 
antlgenos la, permite numerosas especulaciones sobre el ori­
gen y funciôn de estos receptores (34).

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

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



tivaciôn inducida por LPS ha permitido la elaboraciôn de un 
posible modelo basado en interacciones de naturaleza alostê 
rica entre ambos receptores (37). Del mismo modo, Coutinho 
ha estudiado los cambios en la asociaciôn entre distintos re 
ceptores de las células B (IgM, IgD, receptor mitogenico y 
Pc) como cons^cuencia de la activaciôn inducida por LPS (38)

1,2.4. Activaciôn de las cêlulas B.

Los linfocitos B en ausencia de estîmulo antigênico 
o mitogenico permenecen largo tiempo en la fase del ciclo 
celular. Durante este période sintetizan una pequeha cart^ 
dad de IgS que actûan como receptores especificos en la su 
perficie celular. Como consecuencia del encuentro con el 
inmunôgeno especlfico o el mitôgeno en el caso de los PBA, 
el linfocito B sufre una serie de transformaciones tanto a 
nivel citolôgico como bioqulmico que conducen a un proceso 
de proliferaciôn y diferenciaciôn a una célula blâstica y 
plasmâtica que sintetizan y secretan gran cantidad de antî  
cuerpos con la misma especificidad que la del receptor e£ 
peclfico de la célula inicial (39) .

La sehal que la interacciôn del antîgeno con su re - 
ceptor especlfico comunica a la célula B asl como los dis - 
tintos requerimientos por parte de antlgenos TI y TD para la 
activaciôn de dichos linfocitos han conducido a la élabora-



ciôn de distintas teorîas sobre la activaciôn de los linfoci­
tos B.

Bretscher y Cohn ( 40,41) propusieron en 1970 la exi£ 
tencia de dos sehales en la activaciôn especîfica de los lin­
focitos B, una de ellas producida como consecuencia de la in­
teracciôn del antîgeno con su receptor especlfico que conduce 
a la incapacidad por parte de la célula para sintetizar anti-

Icuerpos especificos (senal 1 ô paralitogénica). Para revertir 
los efectos de la sehal 1, se requiere una segunda sehal pro­
ducida por el sistema de reconocimiento asociativo de las cé­
lulas T en el caso de los antlgenos TD, o el propio antîgeno 
en el caso de los antlgenos TI debido a sus propiedades intrln 
secas.

Esta teorla de dos sehales ha sido ampliada para expl^ 
car la activaciôn de las células T y los diferentes tipos de 
respuesta humoral y celular en funciôn del nûmero y relaciôn 
de sehales recibidas por el linfocito (42,43).

Otra teorla acerca de la activaciôn de los linfocitos 
B fue elaborada por Coutinho y col. (44,45) quienes demostra 
ron que la activaciôn directa de las células ^/por los antl­
genos TI refleja la capacidad mitogênica de taies moléculas. 
Estos autores postulan que los antlgenos TI poseen dos tipos ̂ 
de estructuras moleculares capaces de interaccionar con la cé-



lula B,el epitope, (que reacciona con el receptor especlfico 
de la célula B) y la regiôn capaz de interaccionar con el re 
ceptor mitogénico. De esta manera, los antlgenos ̂ TI induci^ 
rlan respuestas especificas a bajas concentraciones pues sus 
déterminantes antigénicos, al unirse a sus receptores espe­
cif icos, facilitarlan la interacciôn del componente mitogé­
nico con su receptor correspondiente comunicando asl a la cé 
lula la sehal necesaria para su proliferaciôn y diferencia- 
ciôn a AFC. Por otra parte, a altas concentraciones los an 
tlgenos TI se unirlan a todos aquellos linfocitos B provi£ 
tos del receptor mitogénico apropiado independientemente de 
su especificidad, induciéndose asl en elles la divisiôn y sln 
tesis policlonal de anticuerpos (pues, se estimulan clones 
con distintas especificidades).

Esta teorla postula que la interacciôn del antîgeno 
con su receptor especlfico no comunica ninguna sehal a la cé 
lula B. Esta conclusiôn estarla apoyada por la incapacidad 
de los antlgenos TD de inducir tolerancia especîfica en las 
células B en ausencia de células T y macrôfagos. Segün es­
ta teorla, los antlgenos TD actuarlan concentrando sobre la 
célula B especîfica las sehales mitogênicas producidas por 
factores mitogênicos liberados por las células T al recono- 
cer el antîgeno, de una manera similar'al sistema de recono 
cimiento asociativo propuesto por Bretscher y Cohn. De esta



manera los linfocitos B especificos concentrarîan las sehales 
mitogênicas necesarias para su activaciôn, mientras que aque­
llos linfocitos B con especificidades distintas necesitarlan de 
un estîmulo mitogénico muy superior para ser activadas.

En ambos casos, los receptores especificos sobre los 
linfocitos yh funcionarlan como concentradores pasivos de la 
molêcula antîgeno, permitiendo que un estîmulo no especlfico 
(mitogénico) activasen al linfocito B. Esta teorla ha sido ba 
sada en las siguientes observaciones: 1) la separaciôn flsi-
ca entre los déterminantes antigénicos del LPS (hidrato de car 
bono) y los mitogênicos (lîpido A) de forma que la eliminaciôn 
por hidrôlisis de llpido A va acompahada de la pérdida de las 
propiedades antigênicas de la molêcula (46) ; 2) la segregaciôn 
genética de las respuestas mitogênica y antigénica al LPS en 
ratones C3H/Hej (47) ; 3) la detecciôn con antisueros especlfi 
COS del receptor mitogénico para LPS en la membrana de uno de 
cada 3 linfocitos B (32) ; 4) la dificultad de demostrar la pa- 
ralisis especîfica de células B por interacciôn con los recep­
tores Ig (48).

Melchers (37), sin embargo, ha propuesto que el papel 
de los receptores especlficos no es el de mera presentaciôn 
pasiva de moléculas de antîgeno ya que el tratamiento de cê­
lulas B con anticuerpos anti-Ig (anti-y, anti-K, anti-A) inhi- 
ben la diferenciaciôn a AFC inducida por LPS o PPD en células



B. Estos autores postulan, sin embargo, que los receptores 
especlficos modulan la conformaciôn funcional de los recep­
tores mitogênicos y como consecuencia las sehales comunica-

I ^  'das por los mitôgenos a las células B.

1.2.5. Heterogeneidad de los linfocitos B.

Las evidencias que condujeron a admitir la heteroge­
neidad de los linfocitos B vinieron por un lado de la dis­
tinta susceptibilidad de dichas cêlulas B a la estimulaciôn 
por mitôgenos y de otro al grado de timo dependencia o inde 
pendencia de la respuesta a distintos antlgenos asl como por 
anâlisis de diluciôn limite.

Diamanstein y col. (49) estudiaron comparativamente
las propiedades mitogênicas de LPS, Dx y poli (I,C) encon-
trando una respuesta aditiva en slntesis de DMA a Dx y LPS
o poli(I,C) y LPS cuando ambos mitôgenos se ahaden simultâ
neamente al cultivo in vitro. Estos resultados sugerlan
que el LPS estimula a una subpoblaciôn de cêlulas B distin
ta a la que estimulaba el Dx o poli(I,C). Igualmente, la
capacidad de responder a Dx de cêlulas de bazo de ratones
irradiados, timectomizados y reconstituidos con mêdula osea,
aparece antes en la ontogenia (primera semana) que la capa
cidad de responder a LPS (segunda semana), indicando que
LPS activaba cêlulas B mâs maduras que las que estimulaba 
Dx.
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Gronowicz y col. (50) demostraron que Dx, LPS y PPD 
ademâs de activar diferentes subpoblaciones de células B , 
actuaban sobre dichas cêlulas en distintos estadios onto- 
gênicos; asl mientras el Dx induce una gran proliferaciôn 
de los linfocitos B (sin excesiva maduraciôn a AFC) , el PPD 
activa a cêlulas mâs maduras y por tanto el Indice de pro- 
liferaciôn es bajo pero la producciôn de AFC es muy alta.
El LPS actûa sobre ambas poblaciones.

Melchers y col. (51),estudiando la secreciôn de IgS 
de linfocitos B activados por mitôgenos, demostraron la 
existencia de très, 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 pequeho 
capaz de ser estimulado por LPS y 3) linfocito pequeho sus­
ceptible de ser estimulado por PPD y LPS.

El estudio de la respuesta anti-hapteno (jîe derivados 
haptenizados de antlgenos TD y TI, ha conducido igualmente 
a la descripciôn de una heterogeneidad en la poblaciôn de 
linfocitos B (52,53).

La hipôtesis de que las distintas subpoblaciones de 
cêlulas B (B̂  y B^) responden a los antlgenos TI y TD, fue 
postulada por Playfair (54). Posteriormente, Gershon (55)
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postulé que el desarrollo del tijao estâ relacionado con la 
apariciôn filogenética de las cêlulas . La presencia de 
distintas subpoblaciones de cêlulas B que resppnden a TI y 
TD, ha podido establecerse posteriormente siguiendo distin 
tos criterios: 1) 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) câlculo de frecuencia de precursores espec^ 
ficos in vitro (57).

Se han descrito sistemas en los que las cêlulas B, 
a lo largo del desarrollo ontogênico,adquieren la capacidad 
de responder a antlgenos TI o TD, aunque el orden de apari- 
ciên de la respuesta es objeto de discusiôn (58). Igualmen 
te, se ha descrito la influencia del antîgeno en la diferen 
ciaciên de los linfocitos B (respecto a su capacidad de re^ 
ponder a antlgenos TI y TD) (59,60).

Lefkovits y col. (61), en condiciones de cultivo li- 
mitando el nûmero de cêlulas B, han sohalado la heterogenei­
dad de las cêlulas B en cuanto a su susceptibilidad para ser 
activadas por factores no especlficos producidos por estimu 
laciên mitogênica de cêlulas T. Estos autores postulan que 
este fenômeno puede deberse a la heterogeneidad de la res­
puesta de cêlulas B a este factor o a la existencia de mûl- 
tiples factores, cada uno de los cuales séria capaz de ac-
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tivar a un determinado cion de cêlulas B.
I *  '

1.3. SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD. /

El sistema principal de histocompatibilidad (MHC) (62) 
del raton, denominado H-2, estâ presente en el cromosoma 17, 
grupo de ligamiento IX, y codifica diversas proteinas, mu- 
chas de las cuales estân présentes en la mayorla.de las cé­
lulas. Mediante anâlisis de recombinaciôn de loci 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 
(clâsicos antlgenos de histocompatibilidad H-2) contienen ge 
nés que condifican especificidades definidas serologicamente 
y que se presentan en la superficie de casi todas las células, 
siendo los antlgenos diana en el rechazo de aloinjertos. De­
bido a su alto grado de polimorfismo, existen un gran nûmero 
de alelos en los loci H-2K y H-2D.

Los antlgenos la estân codificados por la regiôn I, 
estrechamente ligada a loci K (63), que comprenden 5 loci : 
I-A, I-B, I-J, I-E, I-C. En contraposiciôn con los antlge­
nos H-2K y H-2D, los antlgenos la se encuentran predominan- 
temente en las células del sistema linforeticular (cêlulas B, 
algunas subpoblaciones de cêlulas T, macrôfagos, etc.) y tam 
biên en las cêlulas epidêrmicas de Langerhans. Existen tam-
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bien diferencias en cuanto a la distribuciôm celular de .antî 
genos la, codificados por distintas subregicones, asl los co­
dificados por el locus I-J se presentan en 2as cêlulas T su-

I

presoras. Existe, igualemente, un alto graélo de polimorfis- 
mo en la regiôn I.

La regiôn I, ademâs de codificar los antlgenos la, 
contiene genes (Ir) (64) que controlan la rcespuesta a ciertos 
antlgenos sintéticos, proteinas y algunos al» oantlgenos. La 
subregiôn I-A contiene también el locus LD gue codifica los 
antlgenos que estimulan la proliferaciôn celular en el HLC 
(cultivo mixto de linfocitos).

Prôximo al locus D se encuentra el locus TL que codi­
fica para antlgenos expresados en timocitos y en cêlulas de 
algunos linfornas derivados del timo.

Prôximo a la regiôn K aparece el comp lejo T/t, cujos 
genes controlan una serie de etapas esencialLes durante la em 
briogenesis, probablemente codificando componentes de la su­
perficie celular en etapas relevantes del desarrollo.

La regiôn S contiene el gen estructuiral para el cuarto 
cc 'ponente del complemento (65), mientras quo la G codifica pa 
ra déterminantes antigénicos présentes predominantemente en 
eritrocitos (66) .
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Los antlgenos H-2K, H-2D y TL son gl.i,coprotelnas do 
peso molecular similar y que llevan asociadm en su estructura 
la molêcula de microglobulina.

Es de gran interês el hecho de que esitos loci, que , 
estân dentro de una regiôn de 15cM, codificam moléculas anâ- 
logas en la membrana celular y que juegan u m  papel importance 
en las interacciones celulares. Esto ha comducido a la hipô­
tesis de que todos estos loci han évolueionmdo a partir de un 
gen ancestral que codifica proteinas implicadas en fenômenos 
de reconocimiento intercelular de gran imporrtancia en la evo- 
luciôn de los metazoos (67) .

Inicialmente se considerô como papel biolôgico del MHC 
el rechazo de aloinjertos, fenômeno que per se quizâs no pue- 
da dar cuenta de las presiones selectivas necesarias para man 
tener la integridad de la estructura genéticra del MHC. Sôlo 
ûltimamente, y como se desprende de la descripciôn anterior, 
se ha demostrado el significado funcional de: los productos 
gênicos del MHC en los fenômenos inmunolôgioos. Se han asl 
descrito su participaciôn en el control de T Ayéspecificidad 
de la respuesta inmune, en las interacciones entre células in 
munocompetentes y en la generaciôn de célula s reactivas con , 
autoantlgenos modificados.
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Igualmente, es de suma importancia la participaciôn 
de antlgenos codificados en el MHC en la generaciôn de la 
diversidad de los linfocitos T, lo que constituye uno de los 
mecanismos de tolerancia inmunolôgica frente a los antlgenos 
propios.

1.4. LINFOCITOS T. |

1.4.1. Heterogeneidad de los linfocitos T.

Aunque los linfocitos son por criterios morfolôgicos 
una poblaciôn celular uniforme, pueden separarse en subgru- 
pos funcionales. Esta separaciôn ha podido realizarse de­
bido a la existencia de un gran nûmero de marcadores de su­
perficie- Los marcadores mâs utilizados son: thy-1, que dî  
ferencia a los linfocitos T y B, asl como los Ly-1, Ly-2,3 y 
la gran familia de antlgenos la (68,69).

1.4.1.1. Marcadores sobre la superficie celular, El antlge 
no thy-1, inicialmente descrito por Reif y Allen (70), se 
encuentra présente en casi todos los timocitos, y en lascê­
lulas T de otros ôrganos linfoides. Aparece, igualmente, en 
cêlulas de cerebro, fibroblastos y cêlulas epidêrrtlcas. Re- 
cientemente, se ha localizado en el cromosoma 9 el gen que 
contrôla su slntesis, no estando por tanto ligado ni a los
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genes que codifican las IgS ni al MHC (71). Su expresiôn es­
tâ controlada por dos alelos, el thy-1^ que codifica el anti-
geno thy-1.1 présente en la cepa de ratones AKR^ RF y otras

b ^subcepas y el thy-1 que codifica el antîgeno thy-1.2 presen
te en la cepa C3H.

Desde el punto de vista molecular, el antîgeno thy-1 
es una glicoproteîna de peso molecular 25.000-30.000 que râ- 
pidamente se sécréta al medio, lo que hace pensar que se tra 
ta de una proteîna de superficie (72).

Los antlgenos Ly han despertado recientemente gran in 
terês desde el punto de vista inmunologico puesto que se ha 
postulado que los genes que controlan las especificidades an 
tigênicas Ly estân Intimamente relacionados con las funciones 
inmunologicas 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 o en am­
bos tipos de cêlulas.

De los cuatro antlgenos présentes en los linfocitos 
T, sôlo se conoce la localizaciôn cromosêmica de très 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 maduraciôn ontogênica 
de las cêlulas T, Cantor y Boyse postularon que err la pobla 
ciôn mâs inmadura es Ly-1,2,3*̂  generândose durante los pro- 
cesos normales de diferenciaciôn très subclases de cêlulas 
T; Ly-1^, Ly-2,3^ y Ly-1,2,3^.

Todos estos antlgenos muestran modèles de distribu- 
ciôn caracterlsticos en diferentes subpoblaciones de linfo 
cites, modèles que se correlacionan con distintos agrupamien 
tos funcionales (74,75).

1.4.1.2. Subpoblaciones de cêlulas T. Clâsicamente, se ad- 
mite la existencia de très catagorlas de linfocitos T: lin­
focitos T auxiliares (T̂ ) , citotôxicos (T̂ ) y supresores (T̂ ) .

Las células T^ comprenden una subpoblaciôn de cêlulas 
T cuya presencia résulta indispensable tanto en la respuesta 
de tipo humoral como en la de tipo celular. Colaboran con 
las cêlulas B en la formaciôn de anticuerpos en la respuesta 
a antlgenos TD, participan en la generaciôn de cêlulas T^, en 
el desarrolla de la sensibilidad de tipo retardada y proba­
blemente en la generaciôn de cêlulas T^. Son asimismo las 
cêlulas responsables de la mayor parte de la actividad mitô- 
tica en la reacciôn mixta de linfocitos (MLC) (73,75).

De acuerdo con los conocimientos actuales, las cêlu-



+ — +las se caracterizan por ser thy-1 , Ly-2,3 y Ly-1 , com­
prenden alrededor del 35% de las células T perifericas (76). 
La existencia de antlgenos la en la superficie de los linfo­
citos es objeto de controversia (77,78).

Recientes estudios indican cue las células puedenH I
subdividirse atendiendo a la categorla de células B con las

I
que son capaces de colaborar. Asl pues, mientras unas cêlu­
las T son capaces de colaborar con cêlulas B de "una deterrai 
nada especificidad alotlpica (79,80), otras colaboran sola- 
mente en la respuesta de tipo IgE o IgG (81). Por ûltimo. 
Ward y Cantor (82) han descrito la existencia de cêlulas 
especlficas para un determinado idiotipo. Si esta relaciôn 
unlvoca entre una cêlula T y una cêlüla B resultase ser un 
fenômeno general, las cêlulas se subdividirlan en diferen­
tes subgrupos segün su especificidad.

Las cêlulas son las responsables de la lisis celu 
lar mediada por linfocitos. Asimismo son las responsables 
del rechazo de aloinjertos y probablemente desempehan un im 
portante papel en el fenômeno de rechazo de in^erto-contra- 
huêsped y en el de sensibilidad de tipo retardada. Aunque 
inicialmente se habîan descrito las cêlulas como un sub- 
grupo de cêlulas T homogêneo, mâs recientemente se ha compro 
bado que existen distintos tipos de citotoxicidad celular y 
de células efectoras. Es posible que los distintos tipos de
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células T efectoras intervengan en distintas clases de cito 
toxicidad (natural, inducida por antîgeno o pormitégeno) (83, 
84) .

Las células presentan el antîgeno thy-1 en su su­
perficie y fenotîpicamente son células Ly-1 , Ly-2,3^ en con 
traposiciôn a las células (85).

Las'células se generan por estimulaciôn alogénica
si bien su frecuencia es del orden de 100 veces menor que la 
de las células Pueden ser igualmente generadas por es­
timulaciôn con mitôgenos, principalmente PHA y ConA siendo 
las cêlulas asî generadas las resposables de la citotixici- 
dad inducida por lectinas o LICC (83).

Las cêlulas Tg son las responsables de la inhibiciôn 
especîfica de la inmunidad humoral y celular y han sido de£ 
critas como elementos importantes tanto en los fenômenos de 
tolerancia a alta y a bajas dosis como en la inducciôn de 
tolerancia a antîgenos propios y en la inducida a aloinjer­
tos (55). Parece igualmente que pueden ser activadas por v_i 
rus oncogênicos, resultando en una disminuciôn de la respue£ 
ta inmune (86). Asimismo, la existencia de enfermedades au- 
toinmunes en la cepa de ratones NZB ha sido asociado con la 
ausencia de células Tg(87).

Las cêlulas Tg se caracterizan por prasentar el antî-
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-  +geno thy-1, siendo Ly-1 , Ly-2,3 al igual que las No
obstante ha sido descrita la existencia de cêlulas T_ con feb —

+ +notipo Ly-1 , Ly-2,3 , si bien esta subpoblaciôn se la consi 
dera como cêlulas Tg no especlficas. Ha sido también descri 
to que las cêlulas Tg presentan antlgenos codificados por el 
locus I-J de la regiôn I del MHC (88).

Feldman y Kontianen han estudiado los requerimientos
antigénicos y celulares en la inducciôn de las cêlulas T ,\ b
concluyendo su independencia de la presencia de macrôfagos 
y la necesidad de concentraciones de antlgenos mayores que 
las necesarias para la inducciôn de las cêlulas (89).

Huber y col. (90) estudiaron si las subpoblaciones 
de cêlulas y Tg corresponden a distintos estadios de ma­
duraciôn de la misma poblaciôn celular o si se originan por 
distintas vlas de diferenciaciôn de la misma poblaciôn ce­
lular inicial. Sus resultados indican que las cêlulas T^ 
inyectadas en recipientes B singênicos podian mantenerse du 
rante seis meses sin que pudieran detectarse cêlulas Tg y 
viceversa, lo que indicaba que ambos tipos de cêlulas deri- 
van de subllneas celulares distintas.

Cantor y col. (91) han descrito que la respuesta neta 
a SRBC représenta un equilibrio entre las células T especlfi 
cas para dicho antîgeno y las T . Estos dates implican que:
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a) el nivel de respuesta a un determinado antîgeno refleja 
las proporciones relativas entre las células y Tg y b) la 
ausencia de respuesta a un determinado antîgeno refleja la 
dominancia de las cêlulas Tg.

I
1.4.2. Receptores de las cêlulas T. I

i

1.4.2.1. Receptores con déterminantes comunes a las IgS. La 
naturaleza del receptor de las cêlulas T es motive de contro­
versia. Existen abundantes dates que apoyan la existencia de 
moléculas similares a las IgS como receptores de las cêlulas 
T. Estos receptores se pusieron de manifiesto, 1̂ menos en 
ratôn, mediante la utilizaciôn de sueros de polio anti-lgS de 
ratôn. 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 
ciôn es mâs évidente para la IgM que para la IgG, se especula 
con la posibilidad de que estas ultimas moléculas estên mâs 
sumergidas en la membrana de la cêlula T (92,93).

/

1.4.2.2. Evidencias a favor de la no existencia de IgS como 
receptor de las cêlulas T. Otro sistema genético diferente 
del que contrôla la sîntesis de IgS ha sido relacionado con 
la expresiôn de los receptores de las cêlulas T. Durante los
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ûltimos ahos, se han acumulado gran cantidad de dates suge- 
riendo que los genes de la respuesta inmune (genes Ir) loca 
lizados en el MHC estân directamente implicados en el con­
trol de expresiôn de los receptores especlficos de las cê­
lulas T (94) .

Existen actualmente evidencias en fa-̂ ror de que las ce
" t

lulas T activadas liberan factores especlficos para el antl- 
geno que reaccionan con antisueros anti-Ia pero ho con anti- 
IgS y que son capaces de colaborar positiva, o negativamente 
en la formaciôn de anticuerpos (95,96).

La existencia de factores auxiliares capaces de sust^ 
tuir a las cêlulas T en la activaciôn de las células B, ha s£ 
do âmpliamente estudiada por Taussig, utilizando antlgenos for 
mados por heteropollmeros de aa del tipo de (T,G)-A-L. El f ac 
tor activo es liberado por los linfocitos sensibilizados in 
vivo al ser estimulados in vitro con el mismo antîgeno. Es­
tos linfocitos presentan el antîgeno thy-1 especlfico de las 
células T. El factor descrito por Taussig posee un peso mole 
cular de 50.000 y es capaz de unirse al antî.ge^ inmovilizado 
en columnas de Sepharosa. Su alta especif icidad por el antl- 
geno viene demostrada por el hecho de que factores liberados 
por estimulaciôn con (T,G)-A-L no son capaces de colaborar en 
la respuesta a (Phe,G)-A-L o a (T,G)-Pro-L, aun cuando anti-
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sueros dirigidos frente a estos antîgenos reaccionan cruzada- 
mente. Ademâs de contener déterminantes antigénicos la, con- 
trolados por la region I del MHC, este factor se absorbe so­
bre linfocitos B cuyo receptor para el factor puede ser blo -

Iqueado por antisueros anti-Ia. De esta forma, se pudo compfo
bar que algunas cepas de ratones que no responden al antîgeno

!

(T,G)-A-L no producen el citado factor en tanto que la falta 
de respuesta de otras cepas se debe a la ausencia de su recep 
tor sobre las cêlulas B (95).

Algunos datos en favor de un sistema de reconocimien­
to de las cêlulas T anâlogo al postulado de Taussig, ha sido 
descrito por McDougal y Gordon utilizando otros antîgenos (97) .

Ademâs de factores auxiliares liberados por las células 
T, presumiblemente , existen factores supresores, Aunque an 
tigênica y quîmicamente parecen ser anâlogos a los factores 
auxiliares, se diferencian en: 1) actûan suprimiendo la pro­
ducciôn de anticuerpos; 2) no son liberados al medio de cult^ 
vo, siendo necesaria la lisis celular; 3) actûan sobre las 
cêlulas T probablemente sobre las y 4) lo^/^enes que con­
trolan su producciôn estân localizados en la regiôn I-J (98, 
99).

1.4.2.3. Las células T y B presentan la misma especificidad 
idiotîpica. Los linfocitos T en determinados sistemas pre-
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sentan un poder de discriminaciôn antigênico casi idêntico 
al que poseen los linfocitos B (100,101). Esto sugiere que 
los sitios de uniôn de antîgeno deberîan i resentar estruc- 
turas similares en ambos tipos de linfocito:. Estos datos 
parecen indicar que los receptores antigêni ;os de las cêlu­
las T y B estuvieran codificados por el mis .io grupo de genes 
V si bien, el reste de la molêcula podrîa e tar codificada 
por diferentes genes en ambos tipos de cêlu es.

Si los genes V que codifican las rec ones variables 
de los receptores de las cêlulas T y B son dênticos, esto 
implicarîa que los linfocitos T y B que reaocionan con el 
mismo déterminante antigênico poseerîan idi utipos idênticos 
o muy similares. Durante los ûltimos anos ce han acumulado 
numerosos datos que favorecen esta hipôtesi . Por ejemplo, 
los aloanticuperos producidos por las cêlul s B y los recep­
tores de las cêlulas T que median el fenôme o de injerto-con- 
tra-huêsped, el cultivo mixto de linfocitos y los fenômenos 
de citotoxicidad producido en respuesta fre. te al mismo alo- 
antîgeno, muestran idiotipos muy similares ( idênticos (102).

Recientemente, se ha caracterizado tîsicoquîmicamente 
moléculas liberadas por las cêlulas T con c; pacidad de unirse 
al antîgeno. Estas moléculas no poseen deturminantes antigé­
nicos caracterîsticos de las IgS ni determij intes codificados 
por genes del MHC. Su peso molecular es de ■50.000 aunque tam-
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biên se encuentran moléculas de peso molecular 7 0,000, que 
posiblemente representan productos de degradaciôn %e las pr^ 
meras (103). j

Eichmann y Rajewsky llegaron a las miLsmas conclusiones 
demostrando ademâs que anticuerpos anti-idiŒtipo eran capa­
ces de sensibilizar tanto a las cêlulas oomo a las cêlu­
las B, portadoras de dicho idiotipo (104,105).

Basândose en que los idiotipos son marcadores de las 
regiones V de las IgS y pueden ser utilizados como marcadores 
de los genes que codifican las regiones V de las moléculas de
anticuerpo en el grupo de ligamiento de la cariena pesada, Eichmann
y col. (106) han encontrado evidencias genêticas que apoyan
el que estos ûltimos genes controlan los sit f os de uniôn de 
las moléculas de anticuerpo en la célula B y  los receptores de 
la célula T^.

Recientes resultados obtenidos utilizando moléculas de 
receptor de las cêlulas T especificamente pu: : ificadas, sugie- 
ren, al igual que los experimentos de WigzelEL (103), la ausen­
cia de déterminantes isotîpicos de las IgS, r-xpresando, sin 
embargo, regiones variables de las cadenas pmsadas de las IgS. 
Estos autores encontraron igualmente un peso molecular de 
150.000 para estas molélulas (107).



1.4.3. Activaciôn de las cêlulas T .
i

Debido a la ausencia de ensayos reproducibles para
estudiar las funciones de las cêlulas T a nivel individual,
no ha sido posible el anâlisis cuantitativo de la respuesta
inmune de este tipo de cêlulas. El estudio de la actividad
auxiliar, supresora y de sensibilidad de tipo retardada, se
limita a ensayos de actividades biolôgicas mediadas por otras

3cêlulas. La incorporacion de precursores radioactives ( H-
\timidina) en el DMA es un mêtodo âmpliamente utilizado para 

detectar la proliferaciôn de cêlulas T in vitro. Sin embar­
go, solamente en condiciones muy determinadas puede asociar- 
se directamente la incorporacion de ^H-timidina con el nû­
mero de cêlulas que responden al estîmulo antigênico. Por 
el contario puede estudiarse la respuesta a determinadas 
lectinas y la respuesta a cêlulas alogênicas in vitro (MLC).

Los mecanismos de activaciôn de las células T presen­
tan algunas pecularidades que las diferencia de ’los linfoci­
tos B: a) las cêlulas T no son capaces de unir o lo hacen
dêbilmente antîgenos solubles, al menos no pueden ser eli- 
minadas por tratamiento con antîgenos radioactivos de muy al̂  
ta actividad especîfica (suicidio radioactive). Ello impli­
carîa bien que los receptores de las cêlulas T poseen poca 
afinidad por el antîgeno o que la interacciôn de ambos origi
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na otros efectos distintos del puro contacte entre ambos (108) 
y b) las cêlulas T no se activan por antîgenos solubles; es­
tos deben ser preseritados sobre la superficie de cêlulas me- 
tabôlicamente activas (macrôfagos) (109). ' 1

1.4.3.1. Respuesta a mitôgenos. Los linfocitos T pueden ser 
activados policlonaImente al igual que los “linfocitos B, por 
determinadas sustancias con propiedades mitogênicas (110) . En 
el caso de las cêlulas T, las sustancias quo presentan mayor 
capacidad mitogênica son determinadas lectinas (PHA, ConA y 
Pl#l) . Si bien no se conoce exactamente la frecuencia de cê­
lulas sensibles a estas lectinas, Watanabe y col. (111) han 
demostrado que al menos el 20% de las célulôus T de bazo de ra 
tôn son sensibles a la estimulaciôn con ConA:. Sin embargo, 
estas cêlulas especîficas para ConA, no pertenecen a una po­
blaciôn funcionalmente homogênea de cêlulas T, sino que in- 
cluyen tanto cêlulas como cêlulas Tg y células T^ (112).
En este sentido, Dutton y col. (113) demostraron la existen­
cia de distintos requerimientos en cuanto a dosis, cinêtica 
y prolif eraciôn en la activaciôn de cêlulas y Tg por ConA.

Ha sido, asimismo, demostrado por disEintos autores 
que la activaciôn de los linfocitos T por PHi\ o ConA requiere 
la presencia de macrôfagos como cêlulas acceinorias (114), aun­
que en este sentido se han encontrado diferemcias entre espe-
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cies animales.

La modificacion de la membrana celular de los linfo- 
citos T inducida bajo determinadas condiciones (rosetas) in 
dependientes de estimulaciôn antigénica, hace a estas cêlulas 
sensibles a la acciôn de activadores policlonales (115) . De-j 
terminados factores solubles son capaces de inducir activa- 
ciôn policlonal de cêlulas T modificadas pero no de cêlulas 
T en repose. La cêlula responsable de la producciôn de di- 
chos factores no se ha podido determinar si bien dicha pro­
ducciôn dépende de la presencia de cêlulas T (116,117).

Es muy posible que modificaciones indiscretas intro- 
ducidas en la superficie celular de las cêlulas T bien por 
la acciôn de lectinas o por interaccionar con otras cêlulas 
provocan en ellas la apariciôn (o exposiciôn) de un receptor 
para sustancias mitogênicas producidos probablemente por cê­
lulas distintas a las que se estimulan. En este sentido, tra 
bajos actuales postulan la separaciôn de la activaciôn de las 
cêlulas T en dos etapas; una muy râpida, caracterizada por 
la apariciôn del receptor mitogênico y otra mâ^ lenta, carac 
terizada por la producciôn de los cîtados factores mitogêni- 
cos (117).

1.4.3.2. Estimulaciôn alogênica. La diversidad de las subpo- 
blaciones de cêlulas T que responden a aloantigenos puede ser
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analizada desde dos perspectivas: 1) identificando y se-
parando las distintas subpoblaciones basândose en ŝus difeI
rentes propiedades de adherencia a los antigenos présentes

Isobre la superficie celular y 2) analizando el sistema alo- 
antigénico frente al cual responden las cêlulas (118).

Las estructuras responsables de la proliferacion de 
las cêlulas T inducida por la estimulaciôn alogênica se de- 
nominan antigenos LD en oposiciôn a aquellos déterminantes 
reconocidos por las cêlulas generadas en la estimulaciôn 
anterior que se denominan SD que se utilizan como dianas en 
la citotoxicidad mediada por cêlulas (119) . Los antigenos 
LD estân codificados por los genes localizados en le regiôn 
I del MHC; los antigenos SD estân codificados por las regio- 
nes K y D (62) .

La demostraciôn mâs clara del papel ce los antigenos 
LD y SD en la estimulaciôn alogênica se dériva de los exper^ 
mentos de las "très cêlulas" en cultives in vitro (120). Cuan 
do las cêlulas estimuladora y respondadora dlifieren en la re 
giôn I pero son idênticos en las regiones K y D, se induce 
una fuerte proliferaciôn in vitro, mediada por incorporaciôn 
de ^H-timidina, no detectândose la presenciei de cêlulas 
contra las regiones K y D. Por el contrario, si las diferen 
cias entre la cêlula estimuladora y respondadora ocurre en 
las regiones K y D pero existe homologia en la regiôn I, no



37

se induce ni proliferaciôn ni respuesta de cêlulas citotôxi- 
cas. Si la cêlula estimuladora se diferencia de la respon­
dadora en las regiones K y D y en la regiôn I, se generan 
ambas actividades de proliferaciôn y actividad citotôxica. 
Asî, pues, ambos antigenos,LD y SD, son requeridos en la ac
tivaciôn de las cêlulas T^. Las cêlulas T„ reconocen los anL H —
tigenos LD induciênaose asi su proliferaciôn. Estas cêlulas
T activadas son necesarias para activar las cêlulas T que H . C
reconocen los antigenos SD.

1.5. INTERACCIONES CELULARES EN LA RESPUESTA IMMUNE.

1.5.1. Colaboraciôn entre cêlulas T y B.

En la respuesta inmune a determinados antigenos (TD) 
se requiere la cooperaciôn T y B para la activaciôn y di-
ferenciaciôn de las cêlulas B a cêlulas productoras de anti-
cuerpos. Esta cooperaciôn no requiere el contacte fisico en 
tre ambos tipos de linfocitos sino que factores liberados por 
las cêlulas T pueden llevar a cabo aquella cooperaciôn (121).

La activaciôn de las cêlulas T es necesaria para indu­
cir la activaciôn de las cêlulas B. Las cêlulas T se activan 
bien por reconocimiento especifico de la molêcula de antigeno 
(déterminantes portadores) o por estimulaciôn policlonal por



mitôgenos o por aloantigenos (111). Las cêlulas T activadas 
o los factores que las reemplazan pueden ser especificos o 
no especificos para el antigeno. i *

La cooperaciôn de las cêlulas T y B en su expresiôn 
mâs fisiolôgica supone el reconocimiento de los déterminantes 
portadores de la molêcula de antigeno por las cêlulas T y de 
los déterminantes haptênicos por las cêlulas B.

La presencia de cêlulas no especificas se pone de 
manifiesto por la liberaciôn de factores solubles por parte 
de cêlulas T sensibilizadas para KLH in vivo y reestimuladas 
in vitro con el mismo antigeno en presencia de macrôfagos. Es­
tes factores son capaces de colaborar con las cêlulas B en la 
respuesta a otros antigenos como SRBC y DRBC (122).

Mediante sistemas apropiados de inmunizaciôn in vivo, 
ha sido posible seleccionar ambos tipos de cêlulas T (especi 
ficas y no especificas). Marrack y Kappler (123) han demostra 
do que la inyecciôn de bajas dosis de KLH por via intraperito- 
neal con EGA genera preferentemente cêlulas no especificas; 
sin embargo, la inmunizaciôn con altas dosis del antigeno ge­
nera ambos tipos de cêlulas . No ha sido posible, sin em­
bargo generar poblaciones celulares con actividad auxiliar es- 
pecifica careciendo de actividad no especifica.

No se conoce actualmente si la cêlula que media la ac
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tividad no especifica corresponde a una celula intermedia 
en la diferenciaciôn hacia cêlulas especificas si am­
bos tipos de cêlulas representan poblaciones nourelacionadas, 
si bien estas poblaciones pueden ser distinguidas en base a 
su distinta adherencia al nylon (124).

Waldman (121), utilizando el ensayo de anâlisis de 
diluciôn limite a fin de determinar el nûmero de cêlulas B 
con las que es capaz de colaborar una cêlula T, qncontrô 
que ambas cêlulas cooperan en una relaciôn 1:1. Asimismo, 
Phillip y col. (125) llegaron a anâlogas conclusiones utili 
zando sobrenadantes de cultives in vitro producidos en con­
diciones limitantes de cêlulas T.

Estudiando los requerimientos de homologia en las re­
giones de MHC, se ha comprobado que las cêlulas T y B histo- 
incompatibles no son capaces de colaborar en una respuesta, 
tanto debido a fenômenos de inhibiciôn por factores genera- 
dos en una reacciôn alogênica concomitante, como a la ausen- 
cia de cêlulas T de las apropiadas estructuras de reconoci­
miento del MHC (concretamente de la regiôn I) de las cêlulas 
B (121).

Sv/in y col. (126) estudiaron los requerimientos para 
la colaboraciôn entre las cêlulas T y B en la respuesta se­
cundaria in vitro. Estos autores interoretaron sus résulta
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dos en el sentido de que bajo determinadas condiciones no 
existen preferencias en cuanto a identidad genética en là 
regiôn I para la colaboraciôn entre los linfocitos T y B, 
siendo la ausencia de colaboraciôn debida a efectos alo- 
génicos negatives.

Sin embargo, estas interpretaciones estân en total 
oposiciôn a los descritas por Zinkernagel (127,128) sobre 
los fenômenos de aprendizaje inmunolôgico de las cêlulas 
T en la corteza epiterial del timo, donde queda définida 
claramente la restricciôn a nivel de MHC a la que estâ so 
metida la colaboraciôn entre las distintas cêlulas inmuno- 
competentes.

1.5.2. Factores solubles que reemplazan a las cêlulas T en 
la colaboraciôn T-B.

La cooperaciôn in vitro entre diferentes poblaciones 
celulares puede llevarse a cabo a través de factores solu­
bles liberados por las cêlulas activadas. En la literatura 
se han descrito numerosos factores, existiendo una gran he- 
terogeneidad tanto en las cêlulas responsables de su produc- 
ci^n como en su especificidad, presencia o no de déterminan­
tes antigênicos 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
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existencia de factores capaces do reemplazar a las cêlulas 
T (TRF) en la respuesta in vitro a antigenos TD (130). La 
producciôn de estos factores es inducida por la acciôn de 
la lectina ConA sobre las cêlulas T o bien por estimulaciôn 
alogênica de êstas (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 la (134)..

Amending y Katz (135) han descrito la producciôn por 
estimulaciôn alogênica de un factor inespecifico que posee 
antigenos la y la proteina p microglobulina. Igualmente, 
Taussig y col. (136) han descrito la liberaciôn de un fac­
tor especifico que présenta antigenos la, al activar in vi­
tro con un antigeno cêlulas T estimuladas in vivo con el 
mismo antigeno.

Los macrôfagos pueden, asimismo, producir factores 
capaces de reemplazar a las cêlulas T en la estimulaciôn in 
vitro por antigenos TD (131), como de activar directamente a 
las cêlulas T.

Feldman y col. (137) han estudiado la liberaciôn por 
los macrôfagos de factores capaces de inducir la maduraciôn 
de cêlulas T^ y T^; algunos de los cuales poseen antigenos la 
en su estructura.
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Sin embargo, las actividades biolôgicas de los fac­
tores producidos por macrôfagos son indistinguiblep en cier 
tos aspectos de las actividades de factores producidos por

ilinfocitos T bajo otras condiciones expérimentales diferen­
tes .

Igualmente, se ha descrito la existencia de factores 
supresores (98) capaces de inhibir la activaciôn de las cê­
lulas B. Estos autores demostraron que estos factores su­
presores presentan déterminantes antigênicos codificados 
por la regiôn I-J (marcadores especificos de las cêlulas Tg) •

1.5.3. Colaboraciôn entre linfocitos T y macrôfagos.

Aunque se acepta generalmente que los macrôfagos fa- 
cilitan muchos de los fenômenos inmunolôgicos dependientes 
de las cêlulas T (114,138), sôlo en los ûltimos ahos 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 cêlulas T requiere la pre- 
sentaciôn de êste en la superficie del macrôfago (139).

La interacciôn entre macrôfagos y linfocitos T puede 
ocurrir bien por contacto directo entre ambas cêlulas o por 
medio de factores solubles producidos por los macrôfagos que
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se unen al antigeno y que poseen propiedades citofilicas 
para la cêlula T. Evidencias a favor de la segunda hipô 
tesis se han descrito por Erb y col. (129) en la genera- 
ciôn de los linfocitos T auxiliares en raton. Sin embar­
go, estas evidencias no se han encontrado en el cobaya.
Sin embargo, en esta especie, se han descrito dos tipos 
de interacciones macrôfago/cêlula T. La primera ocurre 
en un tiempo muy corto y es independiente de la presencia 
del antigeno. Esta etapa requiere metabolismo active en 
el macrofago pero no en la cêlula T. La segunda etapa, 
dependiente del antigeno, requiere ademâs que ambas cêlu 
las, macrôfago y linfocito T, muestren homologia en la re­
giôn I de MHC. Esta segunda etapa conduce a la activaciôn 
y proliferaciôn de las cêlulas T (140).

Basten y col. (108) estudiaron los requerimientos 
necesarios para la eliminaciôn de cêlulas T o B por expo­
siciôn a antigenos altamente radioactivos observando que 
no era posible el suicidio de las cêlulas T utilizando anti
geno soluble, siendo necesaria la presencia de cêlulas ac-

/
cesorias (macrôfagos o cêlulas B). Este suic-dio 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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t
para FGG y DNFE en raton, encontraron que era necesaria una 
homologia entre los macrôfagos y las cêlulas T en la regiôn 
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 macro i 
fagos son necesarios tanto en la primera etapa in vivo de ge 
neraciôn de cêlulas T activadas para un antigeno como en la ̂ 
segunda etapa in vitro de producciôn de anticuerpos por par 
te de las cêlulas B. Siendo ademâs necesario que ambos ma­
crôfagos sean singênicos, lo que sugiere que en la etapa de 
activaciôn de las cêlulas T por el antigeno, estas cêlulas 
no sôlo reconocen dicho antigeno en la superficie del ma­
crôfago sino que reconocen también antigenos codificados en 
el MHC (regiôn I-A).

1.6. REGULACION DEL SISTEMA INMUNE.

1.6.1. Interacciones idiotipo-anti-idiotipo.

La respuesta inmune frente a un estimulo antigênico 
depende de: a) la frecuencia de cêlulas preci joras especi­
ficas del correspondiente antigeno, b) nûmero de divisiones 
que sufre cada don estimulado y c) eficiencia en la adqui- * 
siciôn de funciones efectoras. La frecuencia de precursores 
especificos para el antigeno SRBC fue primeramente détermina
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da por Lefkovits (144) correspondiendo a 1 de cada 10 lin­
focitos de bazo de ratôn. Experimentos realizados posterior 
mente con condiciones de cultivo mâs apropiadas condujeron 
a Andersson y col. (145) y Schreier (146) a determinar que 
una de cada 3 x 10^ cêlulas es capaz de producir anticuer­
pos anti-SRBC.

i

El nûmero de divisiones o tamano del cion especifico 
asi como su desarrollo de cêlulas efectoras, depende, igualL 
mente, de las condiciones de estudio. Melchers y Andersson
(147) han descrito que un precursor especifico es capaz de 
adquirir sus propiedades efectoras sin divisiôn celular (ta 
mano del cion, una cêlula). Por otra parte, Luzzati y col.
(148) demostraron en condiciones de microcultivo que un cion

2es capaz de producir alrededor de 3 x 10 AFC. Resultados 
descritos por Askonas y col. (149) sobre la estimulaciôn de 
clones de cêlulas de memoria y su proliferaciôn por transfe 
rencias consecutivas a ratones irradiados, demostraron que 
un precursor es capaz de proliferar durante 50 generaciones 
originando 2^^ o 10^^ linfocitos. En el caso de cêlulas neo 
plâsicas (mielomas) , el tamaho del d o n  es i_ .aitado.

Burnet (24) postulé en 1959 la existencia de linfo­
citos especificos para cualquier antigeno previamente al con 
tacto con êste, y que el papel del antigeno séria seleccio­
nar las cêlulas con receptores complementarios a sus deter-
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minantes antigênicos. La ausencia de clones de cêlulas es­
pecificas para .componentes autêlogos se explicaria por èl_i 
minacion de estos durante periodos criticos en la ontogenia 
al entrar en contacto con el antigeno.

Si bien la toeria de la selecciôn clonal es admiti- 
da actualmente, existen algunos datos expérimentales que ha 
cen necesaria su revision y ampliicion: 1) la tolerancia in
munologica puede ser inducida en ndividuos adultes inmuno- 
competentes (105); 2) existen au; antigenos que son recono­
cidos en determinados casos de enfermedades autoinmunes (ro 
tura de tolerancia) (150); 3) asimismo, la estimulaciôn po­
liclonal inducida por LPS (151) pone de manifiesto la pres- 
cencia de cêlulas productoras de autdanticuerpos; 4) cons- 
tantemente, en la respuesta inmune, se estân produciendo an 
ticuerpos contra componentes propios, taies como las molêcu 
las de IgS (152); 5) el control genetico de la respuesta in 
mune a determinados antigenos (153) y 6) la importancia de 
las interacciones celulares en la regulaciôn de la respuesta 
inmune asi como de las restricciones que gobiernan estas in­
teracciones (154) .

El reciente interés en la regulaciôn inmunolôgica pro 
viene esencialmente del trabajo desarrollado por Jerne (155, 
156) que postulé una regulaciôn del SI basada en la existen­
cia de déterminantes idiotipicos sobre las molêculas de anti-
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cuerpos (toeria de la red reguladora idiotipo-anti-idiotipo).
i 'Hay actualmente gran nûmero de datos en apoyo de que ciertas 

estructuras asociadas con las regiones variable^ de las IgS 
(donde se expresa el sitio de uniôn con el antigeno) , pueden 
comportarse a su vez como déterminantes antigênicos (idioti- 
pos) para otras molêculas de anticuerpos producidas por el 
mismo individuo (152,157). Se ha demostrado que estos anti­
cuerpos anti-idiotipo se forman como consecuencia de la esti 
mulaciên antigênica y que pueden bien estimular o inhibir la 
actividad de las cêlulas T y/o B que responden al estimulo an 
tigênico 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 évidente la existencia de algûn 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 dinâmico.

Existen dos aspectos muy importantes al considerar 
la teoria de Jerne: 1) la penetraciôn del antigeno provoca 
la ruptura del equilibrio présente en el sistema, afectando 
a otras cêlulas linfoides ademâs 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 dinâmico en el cual las molêcu 
las de anticuerpo (anticuerpos naturales) reconocen componen 
tes endogenos del sistema de regulaciôn (idiotipos) y que 
Jerne denominô "imagenes internas del antigeno". De donde 
se concluia que el universe de idiotipos représenta el uni- 
verso de antigenos (159).

Jerne senalô asimismo la posibilidad de que anti­
cuerpos anti-idiotipo reaccionaran con otras anticuerpos ade 
mâs de con aquellos generados por el antigeno. Estos se pro 
ducirian como consecuencia del hecho de que los receptores 
(del sistema de regulaciôn) funcionan por reconocimiento de 
componentes endôgenos (idiotipos) cuya consecuancia es el re 
conocimiento de antigenos externos. Asi, pues, es posible 
que el antigeno estimule sôlo una parte de la poblaciôn de 
anticuerpos que poseen la misma especificidad idictipica. E£ 
tos postulados iniciales han sido posteriormente corroborados 
por datos expérimentales (13,14).

Por otra parte, existen sobre las cêlulas 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 déterminantes antigênicos al receptor de 
una determinada cêlula B, anticuerpos que reconocen otros de 
terminantes antigênicos de la mismo molêcula de antigeno pue
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den unirse a esta y a través de los receptores Fc de la cê­
lula B (que reconocen la porcion Fc, C-terminal de las cade 
nas pesadas) reforzar la uniôn del antigeno a la cêlula. De 
esta forma, determinadas cêlulas B pueden producir anticuer 
pos que afectan la respuesta de otras cêlulas B a un deter- 
minado antigeno (160).

1.6.2. Restricciôn H-2.

Otro fenômeno que influye en la respuesta inmune, 
es el debido a la restricciôn H-2 que ha puesto de manifies^ 
to la importancia de los antigenos de histocompatibilidad 
en el reconocimiento de estructuras autôlogas y en la gene- 
raciôn de la diversidad de reconocimiento del sistema inmu­
ne .

El fenômeno de la restricciôn H-2 consiste en el re- 
querimiento de compatibalidad en los antigenos codificados 
por el MHC para que pueda llevarse a cabo la cooperaciôn en­
tre las distintas cêlulas que intervienen en el SI. Esta 
compatibilidad se refiere a la regiôn I en las interacciones 
entre macrôfago y cêlula T, cêlula B y cêlula T y cêlula 
y T^, y a las regiones K y D en la interacciôn entre cêlulas 
Tç. y su cêlula diana.

Recientes experimentos (128,141,161,162) utilizando
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quimeras biolôgicas (producidas reconstituyendo ratones irra 
diados subletalmente con celulas de medula osea), favorecen 
la idea de que la restricciôn II-2 es anterior al estimulo an 
tigênico y no se produce como consecuencia de êste. Dicha 
restricciôn viene determinada por los antigenos H-2 présen­
tes en la corteza epitelial del timo, cuyo reconocimiento ac 
tua como agente de la diferenciaciôn de las cêlulas T inmadu 
ras. El aprendizaje de la restricciôn H-2 en el timo vendria 
demostrado por los siguientes hechos: a) las cêlulas T de un
animal homocigôtico aa son, en cuanto a reconocimiento de e^ 
tructuras,H-2 anti-a y reconocen los antigenos a sobre la su 
perfide de otras cêlulas, B, T o macrôfagos; b) las cêlulas 
T de un animal heterocigôtico (axb) consisten de una mezcla 
de partes iguales de cêlulas T anti-a y anti-b; c) las cêlu­
las T de un animal heterocigôtico (axb) pero que han adquiri 
do su diferenciaciôn en un timo de un ratôn a (quimera(axb)
-̂a) contienen solamente cêlulas funcionales T anti-a y d) ce 
lulas T procédantes de un animal homocigôtico aa pero que han 
adquirido su diferenciaciôn a través de un timo (axb) (quime­
ra a->(axb) ) contienen ambas clases de cêlulas T, anti-a y anti- 
b .

A fin de explicar la restricciôn H-2, han sido pro- 
puestos très modelos: 1) "asociaciôn intima" (163), segûn el 
cual la interacciôn efectiva entre las cêlulas efectora y dia



na deberîa transcurrir a través de molêculas similares. Es­
te modèle ha sido actualmente descartado al demostrarse el1
aprendizaje al que las cêlulas T estân sometidas en el timo; 
2) "reconocimiento de la alteracion de estructuras autôlogas" 
(164), modelo que postula que las cêlulas T poseen un ûnico 
receptor que reconoce una modificaciôn que los antigenos in- 
troducen en el H-2 de las cêlulas propias. Si bien existen 
evidencias en favor de estructuras antigênicas hibridos en­
tre antigenos H-2 y virus, es dificil aplicar esta teoria a 
ciertas situaciones expérimentales: 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 infecciôn virica pueden aparecer nuevas especificidades 
H-2, esto es dificil de explicar en casos en los que la in­
fecciôn viral (virus influenza) inhibe la sintesis de prote- 
inas de la cêlula y c) von Boehmer y col. (165) han descri­
to la diferente segregaciôn de la capacidad de reconocimien­
to de los antigenos H-2 y de antigenos menores de histocompa 
tibilidad y 3) "sistema de doble reconocimiento" (166,167, 
168), segûn el cual las cêlulas T tendrian dos receptores, 
uno (Rq ) especifico de estructuras H-2 y el otro (R̂ ) del an 
ti eno. En las primeras etapas de diferenciaciôn (cêlulas 
pre-T), ambos receptores poseen idênticos sitios de uniôn.
Las cêlulas pre-":̂  reconocen mediante estos receptores pra- 
ductos de los genes de la regiôn I mientras que las pre-T



reconocen los productos de las regiones K y D. Los produc-
1

tos de los genes del MHC en el epitêlio del timo, interac­
cionan con los receptores de las cêlulas pre-T que recono­
cen estos antigenos propios (la y K ô D). Esta interacciôn

1
conduce a una proliferaciôn exhaustiva y a la selecciôn de 
cêlulas T que expresan el receptor inalterado, junto con 
el receptor R^ alterado por mutaciones somâticas ocurridas 
durante la diferenciaciôn. Todas las cêlulas T^ asi selec- 
cionadas presentan dos clases de receptores: R^ que recono­
ce antigenos la y R^ especifico para antigenos extranos. De 
igual forma, los precursores de las cêlulas T^ despuês de 
su paso por el timo, darian lugar a una poblaciôn de cêlu­
las T^ con un receptor R^ que reconoce antigenos K o D y el 
otro R^ que reconoce otros antigenos.. Por ültimo, en la d^ 
ferenciaciôn de linfocitos efectores (T̂  o cêlulas B produc 
toras de anticuerpos), es necesaria la presencia de cêlulas
T . Estas cêlulas T„ estân sometidas a restricciôn a nivel H H
del MHC, lo que significa que su receptor R^ debe reconocer

iantigenos la de las cêlulas B o T^ para su inducciôn a cêlu 
las efectoras.

La regulaciôn del SI aumenta de complejidad al consi 
de ir el control genêtico de la respuesta ejercida por los 
genes Ir codificados dentro del MHC (153).
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1.6.3. Genes Ir.

Como consecuencia de la inmunizaciôn con homopoli- 
meros de L aa inmunogenicos, Benacerraf pudo clarificar di^ 
tintas cepas singeneicas de ratones segûn 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, determinândose la capacidad de responder a DNP- 
PLL en cuanto a producciôn 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 ce­
lulas inmunolôgicamente compétentes (macrôfagosy/o linfoci 
tos) .

Posteriormente, McDevit y col. (64) localizarcn el 
gen que contrôla la respuesta al antigeno (T,G)-A-L en la 
regiôn I del MHC H-2, concluyendo que los genes Ir estân co- 
rrelacionados con el proceso de reconocimiento especifico 
de la molêcula portadora del hapteno, esencial en la activa 
ciôn de las cêlulas T. Esta conclusiôn venia apoyada por 
el hecho de que los genes Ir controlaban ûnicamente la re£ 
puesta a antigenos TD, si bien ha sido descrita la presen-
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Igualmente, en el caso de antigenos como (T,G)-A-L 
que pueden comportarse como TD o TI segûn la configuraciôn 
de los aa que lo forman, la respuesta IgM no estâ bajo el 
control de los genes Ir, pero si lo estâ la respuesta IgG, 
que es dependiente de la presencia de cêlulas T.

iRecientemente, Berzofsky y col. (171), estudiando 
la respuesta a la nucleasa de Staphylococco en las cepas 
de ratones C57B1/10 (no respondedora) y BlO.A (respondedo- 
ra), encontraron que ambas cepas producen anticuerpos fren­
te a distintos déterminantes del antigeno. Puesto que am­
bas cepas poseen idêntico répertorie de regiones V, estos 
autores postularon que los genes Ir pueden controlar la re^ 
puesta a diferentes déterminantes antigênicos présentes en 
laraLsma molêcula. Esto sugeria una posible participacion 
de los genes Ir en la selecciôn de las cêlulas B especifi­
cas.

Existen mènes datos acerca del control genêtico por
parte de los genes Ir de la inducciôn de cêlulas T . Sin em-

/ ^
bargo. Gordon y Simpson (172) y von Boehmer } col. (166) han 
detectado genes Ir en el control de las cêlulas T^ especifi­
cas para los antigenos del cromosoma Y. En cualquier caso, es 
premature concluir que los genes Ir que controlan la respuesta



de las cêlulas T citotêxicas operan de igual manera que los
genes Ir que controlan la sensibilidad retardada o las acti

» •vidades auxiliares o supresoras.

IAnte las dificultades para définir la naturaleza qu^ 
mica del receptor de las cêlulas 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 hipôtesis ha sido actual 
mente descartada al demostrarse la presencia de idiotipos de 
las cadenas pesadas sobre las cêlulas T (100-105). En cual­
quier caso, parece que los productos codificados por la regiôn 
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 
sempehan importantes papeles en la regulaciôn del SI. La 
existencia de cêlulas T con actividad anti-idiotipo sugiere 
la posible regulaciôn de las cêlulas B por parte de las cê­
lulas T. De esta manera, podria explicarse la regulaciôn que 
las cêlulas T ejercen en la respuesta a antigenos TI, ya que 
nunca se han detectado la presencia de cêlulas T con especi- 
ficidad para esta clases de antigenos.
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Sin embargo, esta nueva posibilidad de regulaciôn 
abre nuevas incognitas en la generaciôn de la diversidad de

I

las cêlulas T anti-idiotipo. £,Poseen especif icidad para to
/

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 future prôximo el es- 
clarecimiento de las actuales incôgnitas.

Las consideraciones anteriores muestran que el SI e£ 
tS constituido no de clones de cêlulas aisladas, sino intere 
lacionados mediante reconocimiento recîprocos con diferentes 
grades 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 interacciôn con otros can 
ponentes bien por su capacidad de reconocer o de ser reconoci- 
do. En taies reconocimientos mûtuos, la complementariedad idio 
tîpica desempena, sin lugar a dudas, un papel esencial.
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II. MATERIAL Y METODOS

11.1. MATERIAL PARA CULTIVO CELULAR.

Plaças esteriles de cultivo-Costar, Cambridge, Mass. 
Plaças esteriles microtiter-3040, Falcon, Oxnard, Ca. 
Colector de cultivo mûltiple-Skatron (Harvester). 
Tubos esteriles de cultivo-2003, Falcon, Oxnard, Ca. 
Frascos esteriles de cultivo-3010, idem.

11.2. 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.
Albumina bovina-Sigma Chem. Co., St. Louis, Mo. 
ConA-Sepharosa-Pharmacia, Uppsala, Suecia.
Ultrogel ACA 54-LKB, Industrie Biologique Française, 
Ultrodex-LKB

/
Sephadex G-lO-Pharmacia, Uppsala, Suecia.
Percoll-idem.
ConA-idem.
WGA-idem.
DEAE-Dextrano-idem.



Agar noble-Difco Lab., Detroit, Mi.
Proteina A-Pharmacia, Uppsala, Suecia. !
Suero de conejo anti-IgM de raton-obsequio del Dr. A. Coutinho, 

Basel Institute for Immunology, Basel. 
Complemento-Gibco, Grand Island, N.Y.
Lipopolisacarido (LPS)-obsequio del Dr. A. Coutinho, Basel In­

stitute for Immunology, Basel.
Mitomicina C-Sigma 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.

II.3. PREPARACION DE MEDICS DE CULTIVO.

En el presente trabajo se han utilizado los siguientes 
medios del cultivo:

1) RPMI 1640 suplementado con distintas concentraciones de
-5suero bovino fetal (SFC) , glutamina 2mM, 2-ME 5x10 M, Hepes 

lOmM, lOOU.I. de ponicilina y lOOpg/ml de streptomicina. El 
medio se esterilizô por filtraciôn a través de membranas Milli- 
pure de 0,4 5my.
2) IMDME (Isco.ve modified, Dulbecco modified Eagles) (177,178) 
suplementado por litro de medio con 10 ml de antibioticos,
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3.024 gr NaHCO^, 0,65 ml de a-TG 1%, 2,75 ml de albumina 
bovina 20%, 0,33 ml de una soluciôn de transferina humanà
(270 mg de transferrina en 2,79 ml de Dulbecco-Hepes y

- 3 .0,228 ml de 8,8x10 M FeCl^) y 25 ml de una soluciôn de le
citina/colesterol (200 mg lecitina, 60 mg colesterol en 47,5
ml de Dulbecco Ix y 2,5 ml de BSA). El medio se sonicô en
hielo por una hora y posteriormente se esterilizô por filtra
ciôn. Este medio se usa en cultivos realizados en ausencia
de FCS.

11.4. ANIMALES.

Se utilizaion ratones de las siguientes cepas singe­
neicas: C57 B1/6J normales y atîmicOs; C3H/Tif normales at^
micos y gnotobiôticos y Balb/c normales y atîmicos.

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

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

11.5. ANTIGENOS.

Se han utilizado como antigenos hematies de carnero
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(SRBC) o de caballo (HRBC) , conservândose en condiciones es- 
teriles en solucion Alserier con antibiôticos hasta su uso. 
Siempre se utilizaron hematîes del mismo animal previamente 
seleccionados per su ôptima inmunogenicidad.

11.6. PREPARACION DE ANTISUEROS.

11.6.1. In vivo.

Grupos de ratones de la cepa C57B1/6 se inyectaron 
con 10^ SRBC o HRBC previamente lavados tres veces con BSS. 
La inyecciôn se llevô a cabo por via intravenosa. Los co- 
rrespondientes antisueros se obtuvieron a los dias 3,4 y 5 
de inmunizacion.

11.6.2. In vitro.

Anticuerpos monoclonales del isotipo IgM, con act^ 
vidad anti-SRBC, se obtuvieron del sobrenadante de hibrido 
mas especificos (cion Sp6) producidos mediante funsiôn ce- 
lular por el Dr. G. Kohler (Basel Institute for Immunology) 
y mantenidos in vitro en medio de cultivo.

11.7. PREPARACION DE COMPLEJOS ANTIGENO-ANTICUERPO.

Los complejos SRBC-anti-SRBC y HRBC-anti-îîRBC se pre-
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pararon incubando dichos hematîes con volumenes iguales de 
sus correspondientes antisueros durante 30 minutes en hielo. 
Despues de este tiempo, se lavaron exhaustivamente para eli- 
minar los anticuerpos libres. Los antisueros se sometieron 
previamente a 56°C durante 30 minutes a fin de inactivar el 
complemento.

II.8. DETERMINATION DE PROPIEDADES QUIMICAS DE LOS FACTORES 
SOLUBLES. \

II. 8.1. Cromatografla de afinidad.

La afinidad por residues glicosldicos de los factores 
obtenidos per estimulacion con ConA (ConA-TRF) se determinô 
por cromatografîa de afinidad sobre ConA-Sepharosa. Una co- 
lumna de 5 ml de ConA-Sepharosa se lav6 con buffer Tris-HCl 
0,05M, pH=7,2, 0,5M NaCl, lO'^M MnCl- Y lO'^M MgClg a fin de 
eluir los preservatives de la columna. A continuaciôn se eguâ 
librô con 25 ml de medio de cultivo. 5 ml de TRF (previamen­
te concentrado per ultrafiltraciôn) se aplicaron a la columna, 
incubândose a 4°C durante 15 minutes. Despues de eluir las 
fr^cciones de TRF no retenidas en la columna, esta se eluyô 
con una solucion 0,IM de a-Metil-manôxido eh medio de cultivo.

II.8.2. Filtracidn en gel.
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La determinaciôn del peso molecular se llevô a cabo 
por flltraciôn a travês de una columna (100 ml) de Ultrogel 
ACA 54, previamente equilibrada con Tris 0,1M, pH=8, 0,2M 
NaCl. Una muestra de 2ml de TRF concentrado 10 veces se apl^ 
cô a la columna, siendo posteriormente eluida con el mismo 
buffer. Se recogieron fracciones de 3 ml monitorizândose el 
efluente en una célula LKB Unicord II a 280nm. Las fraccio­
nes recogidas se dializaron frente a medio de cultivo, siendo 
suplementadas con FCS (concentraciôn final de 5%). Todas las 
operaciones descritas se realizaron a 4°C.

La columna de ACA se calibre con los siguientes pa- 
trones de PM conocido; albümina de huevo (PM 45.000), inhi- 
bidor de la tripsina (PM 24.000) y citocromo C (PM 12.400).

II.8.3. Electroenfoque.

Se llevô a cabo en una plaça 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 incluyô en el 
gel (4 gr) junto con 2% de ampholinas en un volumen final de 
100 ml. El electroenfoque se llevô 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 gel y 
se dializaron frente a NH^HCO^ 0,1M para eliminar las ampho­
linas y posteriormente frente a RPMI 1640, ahadiêndose fi- 
nalmente FCS hasta una concentraciôn del 5%.

11.9. PREPARACION DE LINFOCITOS.

Se obtuvieron a partir de los siguientes ôrganos lin 
foides: bazo, timo, medula osea, gânglios linfâticos, gânglios
mesentêricos y gânglios periféricos y plaças de Peyer. Las 
celulas se dispersaron en BSS, descartândose el sedimento de- 
positado a Ixg durante 5 minutes. La suspensiôn celular asî 
obtenida se lavô tres veces con BSS a 4°C y se resuspendieron 
finalmente en medio de cultive.

La concentraciôn celular se determinô en un hemocitô- 
metro Neubauer, usândose el colorante vital azûl tripan al 
0,02% para la determinaciôn de la viabilidad celular.

11.10. SEPARACION DE DISTINTAS POBLACIONES CELULARES.

II.10.1. Linfocitos B.

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

11.10.2. Linfocitos T.

Poblaciones de celulas T sin una contaminaciôn de­
tectable de celulas B, se obtuvieron mediante dos filtracio- 
nes succesivas a traves de columnas de nylon, segun el meto 
do descrito por Julius y col. (179). Se prepararon columnas 
de 20 ml en jeringas de plâstico rellenas con fibra de nylon 
de forma estéril, lavândose con 20 ml de medio RPMI contenien 
do 5% de FCS. Despues de incubarse las columnas a 37°C duran 
te 45 minutes, se pasaron 20 ml de medio por la columna. En­
tre 100 y 120 X 10^ células de bazo resuspendidas en 1-2 ml 
de medio, se aplicaron a la columna incubândose durante 45 
minutes a 37°C. Las celulas no adhérentes (linfocitos T) se 
eluyeron con 20 ml de medio y se lavaron dos veces por cen- 
trifugacion. El mismo proceso se repitio dos veces para con 
seguir una poblaciôn purificada de linfocitos Ti

11.10.3. Macrôfagos.

Los macrôfagos 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 celulas dos ve 
ces por centrifugaciôn, se descartaron las celulas que no se
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adhieren a plaças de plâstico despues de incubar la prépara- 
cion anterior dos horas a 37°C. i

En aquellos experimentos que requerian ausencia de 
macrôfagos, estos se eliminaron por uno de los siguientes 
procedimientos: 1) celulas de bazo de ratones normales o
atimicos se pasaron a travês de columnas de Sephadex G-10

7previamente esterilizado en autoclave (114,180). 10 x 10
cêlulas 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, recolectândose las células elui- 
das con 20-30 ml de dicho medio. El rendimiento oscilô en­
tre 50-60% y la eliminaciôn de macrôfagos fue superior al 
99,5% y 2) 20 ml de una suspensiôn de celulas de bazo 5 x 10^ 
cêlulas por ml, en medio RPMI suplementado con 1% glutamina 
y 10% FCS se incubaron con 25 mg de Fe-carbonilo estêril a 
37°C durante 40-45 minutes agitando periodicamente. El Fe-
carbonilo libre o el fagocitado por los macrôfagos se elimi-

!

nô mediante un imân (181), El proceso se repitio 4-5 veces. 
Finalmente, las cêlulas se lavaron varias veces y se resus­
pendieron en medio de cultivo. La eliminaciôn de macrôfagos 
conseguido por este mêtodo fue superior al 99%.

11.11. SEPARACION DE BLASTOS Y PEQUEFîOS LINFOCITOS.

Se llevô a cabo a partir de cêlulas de bazo de rato-
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nés normales (que contienen aproximadamente un 1% de blastos 
B) o de cêlulas estimuladas in vitro con LPS (11,24.).

II.11.1. Gradientes de albümina.

40 X 10^ cêlulas se depositaron sobre un gradiente | 
continue entre 0,2 y 2% de BSA en EBSS en una camera espe- 
cialmente disenada (182) . Las cêlulas se dejaron sedimen- 
tar (Ixg) durante 3-4 horas a 4°C, recogiêndose posterior­
mente fracciones de 10 ml.

II. 11.2. Gradientes de Percoll.

Para obtener una solucion isotênica de Percoll, se 
mezclaron 9 volumenes de la preparaciên comercial con un vo 
lumen de PBS hipertônico (lOx), Esta soluciôn isotônica se 
considéra "Percoll 100%". Las sucesivas diluciones se rea­
lizaron con PBS isotonico.

Entre 50-100 x 10^ cêlulas (183,184) se resuspen- 
dienro en un ml de la primera fracciôn del gradiente Percoll 
100%; sucesivas fracciones de 2 ml conteniendn/percoll 70,60, 
40,30, y 20% se depositaron sucesivamente sobre la primera 
fracciôn conteniendo las cêlulas en tubos Falcon de 15 ml. El, 
gradiente discontinue se centrifugé a 3000 r.p.m., 10 minutes, 
recogiêndose las cêlulas depositadas en cada interfase del 
gradiente; tras varies lavados con BSS a 4°C, las cêlulas se
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ajustaron a la concentraciôn requerida.

I
11.12. C7\NULACI0N DEL CONDUCTO TORACICO. ^

A cada raton se le administraron 0,2 ml de crema de 
leche via oral, 20 minutos antes de la operaciôn, con el ob- 
jeto de visualizar facilmente el conducto torâcico. Como 
anestesico, se utilizaô 10 gr de tribromometanol disuelto en 
10 ml de alcohol amilico, inyectandose cada ratôri con 0,01 ml 
por gramo de peso de una dilucion 1:50 de dicho anestesico.

La canulaciôn se llevô a cabo segûn el mêtodo des­
crito por Sprent (185) , introduciendo una cânula en el con­
ducto torâcico que permita el libre flujo de linfa. Una 
vez cerrada la cavidad peritoneal, los animales se mantuvie 
ron durante el perîodo de canulazaciôn (18-24 horas) con una 
perfusion de BSS intravenosa a una velocidad de 0,5-0,75 ml 
por hora. Las cêlulas procedentes de la canulaciôn se van 
recogiendo a 4°C en RPMI suplementado con 5-10% de FCS y an- 
tibiôticos.

El nûmero de linfocitos obtenidos en un perîodo de
7canulaciôn de 18-24 horas oscila entre 2-10 x 10 cêlulas/ 

ratôn depehdiendo de la edad, Tanto el flujo como el rend_i 
miento en el numéro de linfocitos obtenidos, aumentô signi- 
ficativamente permitiendo el movirniento de los animales du-
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rante el perîodo de canulaciôn, lo que se consigue restrin- 
giendo el movirniento del animal sobre unas ruedas verticales 
en un aparato especialmente disehado. /

11.13. SELECTION NEGATIVA DE CELULAS T.

Cêlulas T negativamente seleccionadas para el antî- 
geno se obtuvieron por el mêtodo de Sprent (18 6). Grupos 
de cuatro ratones se inyectaron con 10^ SRBC o HRBC (contro 
les sin inyectar). Veinticuatro horas despuês se procediô 
a canular el conducto torâcico durante 18-24 horas. Los lin 
focitos obtenidos tanto de los ratones inyectados como de 
los contrôles sin inmunizar, se utilizaron posteriormente 
en cultivo in vitro.

11.14. OBTENTION DE CELULAS T ESPECIFICAS PARA EL ANTIGENO 
IN VIVO.

Para la obtenciôn de linfocitos T especîficamente 
activados se siguiô el mêtodo descrito por Hartmann (187) . 
Los animales receptores se irradiaron con 800 Rads y al

7dîa siguiente se inyectaron por vîa endovenosa con 5 x 10 
timocitos procedentes de ratones singeneicos sin o con

o10 SRBC o HRBC. Seis dîas despuês de la inyecciôn se re 
cogieron los bazos, realizândose las correspondientes sus- 
pensiones celulares para el posterior cultivo.
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11.15. OBTENTION DE FACTORES SOLUBLES IN VITRO.
A ■

ConA-TRFs se prepararon incubando 5 x 10^ células/
por ml procedentes de varies ôrganos de ratôn (bazo, conduc 
to torâcico, etc.) con 2,5 y g de ConA durante distintos tiem 
pos (12-72 horas) en presencia de RPMI suplementado con 5% 
de FCS, utilizândose bien plaças de cultivo (1 ml por podllo) 
o frascos de cultivo estêriles (5-20 ml/frasco) (130). Des­
puês de este perîodo de incubaciôn a 37°C en atmôsfera de CÔ , 
los sobrenadantes se recogieron por centrifugaciôn, siendo 
esterilizados por filtraciôn. La actividad de dichos sobre­
nadantes se mantiene inalterada despuês del almacenamiento 
durante un mes a 4°C o a -20°C.

En idênticas condiciones se produjeron ConA-TRFs 
utilizando bazo de rata.

Los sobrenadantes résultantes de la estimulaciôn de 
linfocitos por otras lectinas (WGA) se obtuvieron en iguales 
condiciones de cultivo. Las concentraciones de WGA utiliza- 
das oscilaron entre 0,5-50yg/ml.

11.16. DETERMINATION DE LA ACTIVIDAD AUXILIAR DE SOBRENADAN­
TES OBTENIDOS IN VITRO.

Se determinô estudiando la respuesta de células de ba 
zo de ratones atîmicos a antîgenos TD (SRBC y HRBC), segûn una
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modificaciôn de la têcnica descrita por Mishell y Dutton 
(188) ,  utilizândose medio RPMI 1640 suplementado con FCS 
en plaças microtiter. Se prepararon por triplicado culti 
vos conteniendo 10^ cêlulas en 0,2 ml de medio y distintas 
concentraciones de los sobrenadantes obtenidos in vitro, 
bien por estimulaciôn con ConA o con WGA (êsta ultima lec 
tina tambiên se anadiô directamente al cultivo in vitro).
Como antîgenos, se utilizaron 10^ SRBC o HRBC por cultivo.
Los cultivos se incubaron en una atmôsfera hûmeda con 5% 
de CO^ a 37°C durante 5 dîas. Durante los tres primeros 
dîas, todos los cultivos se alimentaron con 40X de la mez- 
cla de nutrientes descrita por Dutton (188).

En paralelo, se montaron cultivos con cêlulas de bazo 
de ratones normales en los que se omitiô la presencia de 
sobrenadantes obtenidos in vitro.

11.17. DETERMINATION DEL NUMERO DE AFC. '

Se realizô enumerando el nûmero de cêlulas formado- 
ras de plaças (PFC) siguiendo el mêtodo 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 ahadieron 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
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o proteîna A-SRBC) diluidas 1:4 on BSS. Entre 10-100 y 1 de 
la suspension celular (segûn la concentraciôn), se ahadie­
ron a la mezcla anterior, exteniéndose sobre unq plaça de 
Pétri de plâstico (100x90mm). Las plaças se incubaron a 
37®C en atmôsfera hûmeda durante 3-5 horas, al cabo de las 
cuales se determinô el nûmero de plaças de hemôlisis (PFC) 
utilizando una fuente de luz indirecta.

II.17.1. AFC especîficas anti-antigeno.

SRBC y HRBC se utilizaron como células indicadoras 
una vez lavadas tres veces con BSS y resuspendidas a la di- 
luciôn 1:4.

TNP^q-SRBC se preparô de acuerdo a una modificaciôn 
del mêtodo descrito por Rittenberg y Pratt (189). Treinta 
mg de âcido 2,4,6-trinitrobenceno-sulfônico se disolvieron 
en 7 ml de buffer cacodilato 0,28M, pH=7,2. A esta soluciôn 
se anadiô un ml de SRBC previamente lavados una vez con el 
mismo buffer. La reacciôn se llevô a cabo a temperatura 
ambiente con agitaciôn suave durante 10 minutos. Despuês de 
este tiempo los hematîes se centrifugaron (10 minutos, 1800 
r.p.m.) despuês de ahadir 40 ml de BSS frîo. Posteriormen­
te se lavaron una vez con una soluciôn de glicil-glicina 2 
mg/ml en BSS y cuatro veces con BSS.
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NIP-SRBC se prepararon segûn el mêtodo de Pasanen y 
Makela (190). A una suspension de SRBC (1:5 en buffer bicar 
bonato 0,12M, pH=9,2) se ahadieron 50|, 1 de NIP-gzida en 5 ml 
del mismo buffer. Despuês de 40 minutos de reacciôn, los 
hematîes se lavaron cuatro veces con BSS a 4°C.

II.17.2. Determinaciôn del nûmero total de AFC.

Se siguiô el mêtodo descrito por Gronowicz y col. 
(191) utilizândose como cêlulas indicadoras hematîes de car 
nero recubiertos con proteîna A de Staphilococcus aureus. El 
mêtodo se basa en la capacidad de esta proteîna de fijarse 
al fragmente Fc de la IgG de distintas especies. De esta for 
ma, IgG de estas especies pueden unirse al complejo proteîna 
A-SRBC y usândose antisueros IgG-anti-IgM, anti-IgA o anti- 
IgG de ratôn se pueden detectar las cêlulas sécréteras de 
IgM, de IgA o de IgG.

Dos ml de SRBC previamente lavados cuatro veces con 
soluciôn salina, se ahadieron a 20 ml de soluciôn salina con 
teniendo 0,1 ml de CrCl^ (0,05M en soluciôn salina) y 2 ml 
de proteîna A (0,5mg/ml en soluciôn salina). Despuês de 60 
minutos de incubaciôn a 30°C, los hematîes se lavaron con 
soluciôn salina (dos veces) y con BSS (3 veces) a 4°C,

Para determinar el nûmero total de PFC IgM, IgA o
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IgG, se ahadieron a la mezcla descrita en el apartado 11.17.
1

0,02 ml de suero de conejo anti-IgM, IgjA o IgM de ratôn di- 
luido 1:60 en BSS.

La determinaciôn del nûmero de PFC se realizô siem­
pre por triplicado y en cada experiment::) se representan la 
media aritmëtica de los valores obtenidlos.

11.18. ABSORCION DE LOS FACTORES SOLUB^LES INDUCIDOS POR ConA

11.18.1. Absorcion sobre el antlgeno.

Se llevô a cabo incubando duran te 3 0 minutos a 4°C, 
volumenes iguales de antlgeno (SRBC o HIRBC) y de sobrenadan­
te producido por estimulaciôn con ConA. Despues de este tiem 
po, el sobrenadante absorbido se separô por centrifugaciôn.

11.18.2. Absorciôn sobre complejos antîcgeno-anticuerpo.
I

Se utilizaron complejos preparacdos como se describe 
en el apartado II.7. Las correspondienttes absorciones se 
llevaron a cabo en idênticas condicioneæ que las descritas 
en el apartado anterior.

En experimentos control, se llewaron a cabo las mis- 
mas sbsorciones pero utilizando medio dœ cultivo en lugar de
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ConA-TRF.

II.18.3. Absorciôn sobre distintos tipos de cêlulas.

Los ConA-TRFs tambiên se absorbieron sobre las s_i 
guientes cêlulas:

-timocitos de ratôn y de rata 
-cêlulas de bazo de ratôn j
-blastos T producidos por ConA
-blastos B producidos por estimulaciôn con LPS sobre
cêlulas de ratones normales y atîmicos.

8 9En todos los casos, se utilizaron 10 -10 cêlulas/ml 
de ConA-TRF y las absorciones se llevaron a cabo durante 30 m^ 
autos a 0°C.

11.19. INHIBICION DE LA SINTESIS DE DNA.

Para estudiar si la producciôn de ConA-TRF era de-
pendiente o no de la sîntesis de DNA, 5 x 10^ cêlulas de ba 
zo/ml se incubaron con distintas concentraciones de mitomi-
cina C (25-200 yg/ml) a 37°C durante 30 minutos. Las cêlu-

/
las, posteriormente, se lavaron en BSS y resuspendieron en 
medio de cultivo .

11.20. INHIBICION DE LA ACTIVIDAD AUXILIAR DEPENDIENTE DE 
WGA.
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Se llevô a cabo utilizando distintas concentraciones
de N-acetil-glucosamina (NAGA) (192). La concentraciôn ôpt£

I
ma no tôxica en una serie de experimentos resultô ser de un 
1%.

11.21. PRODUCCION DE SOBRENADANTES DE WGA A PARTIR DE LINEAS 
DE MACROFAGOS CULTIVADAS IN VITRO.

Se utilizaron varias lîneas de macrôfagos (A-3,Row8 
y 2-2) cedidas por la Dra. Larsson (Basel Institute for Im­
munology) asî como macrôfagos obtenidos a partir de exudados 
peritoneales. Concentraciones entre 1 y 5x10^ celulas por 
ml se incubaron con 5yg/ml de WGA durante 24 horas. Los so­
brenadantes se recogieron por centrifugaciôn y se esterili- 
zaron por filtraciôn.

11.22. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO DE CELULAS T IN VITRO.

El crecimiento de linfocitos T in vitro durante lar­
go tiempo, ha sido posible mediante la adiciôn al cultivo de 
factores (TGF) contenidos en sobrenadantes de cultivos de lin 
focitos estimulados por mitôgenos (ConA) en idênticas condi­
ciones a los de producciôn de los ConA-TRFs (117) .

Cêlulas de bazo de ratôn, o linfocitos T previamente
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aislados mediante columnas de nylon (II.10.2.)se cultivaron 
in vitro (5x10^ celulas/ml) en presencia de Syg/ml de ConA 
durante 6-12 horas. A1 final de este tiempo se éliminé el 
mitôgeno por varies lavados con BSS y las ce]ulas asî esti 
muladas se resuspendieron a una concentraciôn de 5 x lo"̂  cê 
lulas/ml en medio de cultivo suplementado con 40-70% de so­
brenadantes de ConA.

Los cultivos se prepararon en frascos de cultivo y 
el crecimiento celular se contrôlé diariamente por observa- 
ciôn microscopica. Aproximadamente cada tres dîas se hicie 
ron subcultivos a la concentraciôn celular inicial de 5 x 10^ 
cêlulas/ml.

En estas condiciones de cultivo, se seleccionan es­
pecîf icamente linfocitos T, de forma que a los 15-20 dîas de 
la iniciaciôn del cultivo, mâs de un 95% de las cêlulas son 
blastos T.

11.23. ACTIVACION DE CELULAS T POR FACTORES INDUCIDOS POR
/ConA.

Para estudiar la actividad que los sobrenadantes ob­
tenidos por estimulaciôn con ConA tienen sobre el crecimien­
to in vitro de linfocitos T (actividad TGF), se determinô la
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3 Iproliferacion celular por incorporacion de H-timidina.

5 X 10^ blastos T/ml se cultivaron por triplicado
en plaças microtiter (0,2 ml/cultivo) en medio suplementa
do con 10% de FCS y 70% de factores inducidos por ConA.
Tres horas antes del final de los cultivos (1,2 6 3 dîas)
se ahadieron 5yCi/ml de ^H-timidina determinSndose la can-
tidad de radioactividad por cultivo. Para ello, las cêlu-

2las se recogieron en filtros de 25mm (Whatman) Utilizando 
un colector mûltiple de cultivos (Skatron). Los filtros 
se dejaron secar a 40°C y se transfieron a viales apropia- 
dos y se contaron en un espectrômetro de centilleo lîquido 
(Intertechnique SL-300).

11.24. ESTIMULACION POR LPS.

La obtenciôn de blastos B por estimulaciôn in vitro 
con LPS se realizô incubando 5 x 10^ células/ml con 50 pg/ml 
de LPS en frascos de cultivo estêriles (20 ml durante 24-48 
horas). Al final de dicho perîodo, las cêlulas se lavaron 
por centrifugaciôn varias veces para eliminar el mitôgeno y 
se resuspendieron en medio de cultivo.

11.25. CALCULO DE FRECUENCIA DE PRECURSORES.

El calcule de la frecuencia de precursores especîfi-
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cos para distintos antîgenos {SRBC,HRBC,TNP-SRBC y NIP-SRBC) 
tanto en animales no inmunizados como en gnotobiôticols, se 
determinô por la relaciôn entre el nûmero de PFC IgM (inde- 
pendientes de la especificidad) y el nûmero de PFC especîficas 
para cada antîgeno (60).

Los experimentos descritos en el présente trabajo se 
repitieron un mînimo de 4 veces, empleândose triplicados en 
cada determinaciôn. En cada tabla o figura se représenta la 
media aritmëtica de uno o varios experimentos representatives
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III. RESULTADOS

III.l. CARACTERIZACION DEL SISTEMA EXPERIMENTAL.
!

La respuesta in vitro de células de bazo de ratones 
atimicos (C57Bl/6j nude) a antîgenos TD (SRBC y HRBC) puede 
reestablecerse mediante la adiciôn al cultivo de factores 
que reemplazan a las celulas T (TRF) (132).

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

Segûn se muestra en la tabla 1, los ConA-TRF susti- 
tuyen a las cêlulas T en la respuesta in vitro a ambos ant^ 
genos SRBC y HRBC. La respuesta se midiô por eli nûmero de 
PFC especîficas de cada antîgeno en el dîa 5 de cultivo. La 
especificidad de la respuesta viene determinada por la pre­
sencia del antîgeno en el medio de cultivo. La actividad 
au..iliar de los factores inducidos por ConA depende de la 
concentraciôn de factor utilizado en el cultivo, observândo 
se que el mâximo de eficiencia en la respuesta antîgeno-es-



TABLA 1

CARACTERISTICAS DE LA ACTIVIDAD AUXILIAR MÈDIADA POR ConA-TRF

80

ANTIGENO EN CULTIVO CONCENTRACION
ConA-TRF 

en cultivo (%)in vitro
PFC/CULTIVO 

anti-SRBC anti-HRBC

SRBC
HRBC

SRBC
HRBC

SRBC
HRBC

SRBC
HRBC

30
30
30
60
60
60
90
90
90

120
220

180
3430

346
7026

500
9086
482

46

60
80

840
113

1540
160
85

2300

10 cêlulas de bazo de ratones atimicos C57B1/6J se cultivaron 
durante 5 dîas en presencia de antîgeno y distintas concentra­
ciones de TRF.
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pecîfica se obtiene utilizando un 90% de TRF en los culti-
I

vos. Esta concentraciôn ôptima es la utilizada/en los cu3̂  
tivos, salvo en las excepciones que se indican.

Segûn el mêtodo de diluciôn limite, la frecuencia 
de precursores especificos para SRBC es de uno por cada 2000 
linfocitos B (145,146); por lo tanto 10^ células présentes 
en el cultivo deberân de contener aproximadamente 500 pre­
cursores para SRBC. En condiciones de mâxima eficiencia, 
con un tiempo de division celular de 18 horas (193) y mâxi- 
ma tasa de maduraciôn a cêlulas sécréteras de anticuerpos, 
el ûumero de PFC especîficas por cultivo deberîa ser de 
12.000 al cabo de 4,5 dîas de cultivo. Como puede observer 
se en los distintos experimentos, êste fue el nûmero de PFC que 
normalmente se obtuvieron en los cultivos (tabla 1).

III.2. PRODUCCION IN VITRO DE TRF EN CULTIVOS ESTIMULADOS 
POR ConA.

III.2.1. Cinêtica.

Dado que la producciôn del factor se induce por es­
timulaciôn con ConA y este mitôgeno activa distintas sub- 
poblaciones de cêlulas T (auxiliares y supresoras) (113) , es 
necesario conseguir las condiciones ôptimas de producciôn
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del factor, ya que tanto aumentando la dosis de ConA como el 
tiempo de estimulacion aumenta el nûmero de cêlulas supreso­
ras activadas por dicho mitôgeno (y por tanto, de factores su 
presores en el sobrenadante de cultivo in vitro).

Por este motivo, se obtuvieron factores variando 
el tiempo de expos:>'iôn al mitôgeno ConA (2,5 yg/ml) desde 
12-72 horas. Como puede observarse en la figura 1, el mâxi 
mo de actividad auxiliar se encuentra en los sobrenadantes 
recogidos a las 24 horas de estimulaciôn por ConA, disminu- 
ycndo progresivamente segûn aumenta el tiempo de estimula­
ciôn. A las 7 2 horas, la actividad auxiliar esté por deba- 
jo de los valores control (en ausencia de TRF), lo que de 
alguna forma sugiere la presencia en el cultivo de factores 
supresores estimulados por ConA a tiempos mas largos que 
los factores auxiliares.

En todos los experimentos posteriores, sc utiliza­
ron factores producidos a las 24 horas de estimulaciôn.

III.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 crecimien 
to y el desarrollo a cêlulas formadoras de anticuerpos (AFC).
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Figura 1. 5 x 1 0 ^  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 deterninô en cultivos de cêlulas de ratones
atîmicos en presencia de antîgeno [SRBC). Se incluye un control de medio de cultivo sin suplementar con 
TRF (0).
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Siendo la producciôn de TRF consecuencia de la activaciôn 
celular, su preparaciôn se lleva a cabo en presencia de de 
terminadas concentraciones de FCS (5%) . En el présente tra 
bajo, hemos estudiado la producciôn de TRF en presencia de 
distintas concentraciones de FCS (0,10%). Igualmente, es- 
tudiamos la producciôn de TRF sustituyendo el medio RPMI 
por IMDME (177,178) que permite establecer cultivos celula 
res in vitro en ausencia de FCS, debido a la composiciôn 
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 pequenas concentraciones de FCS. Asî, 
utilizando concentraciones de 1% de FCS, la actividad obte­
nida es casi del 100% respecte a la actividad del TRF pre- 
parado en condiciones standar (5% de FCS). No se encuentra 
ningûn aumento significative elevando esta concentraciôn 
hasta el 10%. Por ello, en los siguientes experimentos, se 
uilizarân TRF producidos en presencia del 50% dë FCS, salvo 
en determinados mementos de su purificaciôn quîmica que exi- 
gan la ausencia de proteînas présentes en el FCS.

III.2.3. Influencia del tratamiento previo con mitomicina C 
en la producciôn del TRF.

La estimulaciôn mitogënica de linfocitos normales in



TABLA 2

INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE FCS SOBRE LA ACTIVIDAD AUXILIAR 
DE ConA-TRF.

ConA-TRF PRODUCIDO PFC / CULTIVO 
EN PRESENCIA DE : anti - SRBC

sin TRF 54 0
0% FCS 2193

0,1% FCS 7040
1% FCS 9386
10% FCS 10400
IMDME 23 00

5 X 10^ cêlulas de bazo de raton se estimularon con 2,5 yg de 
ConA en presencia de distintas concentraciones de FCS (medio 
RPMI) G en medio IMDME (en ausencia de FCS). La actividad au- 
xiliar de los sobrenadantes se determinô segùn se describe en
11.16.



duce en estes la sîntesis de DNA, parSraetro que se utiliza 
para determinar el grade de mitegenicidad de estes cempues 
tes. Asî pues, es de esperar que durante la predqcciôn de 
TRF per estimulaciôn mitegénica, se induzca sîntesis de DNA. 
Diches TRFs pedrîan bien ser una censecuencia de dicha sîn 
tesis de DNA (y posterior sîntesis de preteînas) e bien ne 
requerer el primer precese de sîntesis de DNA (aunque sî, 
el de preteînas). Para estudair esta pesibilidad, se in- 
cubaren cêlulas de baze de ratôn cen distinLas cencentra- 
cienes de mitemicina C (25,50,100,200 yg/ml) previe a la 

, estimulaciôn cen CenA para la preducciôn de les ConA-TRFs.

Ceme puede ebservarse en la tabla 3, la preducciôn 
de les facteres ne résulta afectada per la incubaciôn cen 
desis de mitemicina C que inhiben la sîntesis de DNA. Pue­
de ebservarse que cen 100 yg/ml de mitemicina C, la activi 
dad auxiliar de les sobrenadantes es igual e incluse supe­
rior a la del control. Sin embargo, dicha actividad desa- 
parece per incubaciôn cen 200 yg/ml de mitemicina C, pesi- 
blemente per inhibiciôn de la sîntesis de preteîna. La po 
sibilidad de que a estas altas desis la drega resultase to­
xica para las cêlulas prevecande su muerte e la liberaciôn 
de sustancias inhibideras, quedô descartada cen experimen 
tes en les que la actividad auxiliar prevenîa de una mez- 
cla de TRFs normales y de aquêlles preducides tras incuba 
ciôn cen mitemicina C. Asî, puede ebservarse que la acti-
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vidad de los TRFs normales no es inhibida en absolute, ĵ ei 
la presencia de facteres inhibideres preducides al incubar 
las cêlulas cen altas concentraciones de mitemicina C.

; I

El heche de que ne se requiera sîntesis de DNA para 
la preducciôn de les CenA TRFs y la diversidad de agentes 
que inducen la preducciôn de 1 factor (estimulaciôn alegêni 
ca, PHA, CenA, etc.), hablan en faver de que êste es un 
censtituyente habituai de la célula. La activaciôn mitegé 
nica serîa selamente requerida para aumentar su tasa de pro 
ducciôn.

III.3. CELULA RESPONSABLE DE LA PRODUCCION DE TRF.

Dade que habitualmente les TRFs se preducen per es­
timulaciôn per CenA (130) de cêlulas de baze de ratenes ner 
maies, dende estân representadas distintas peblacienes celu 
lares (cêlulas T, cêlulas B y macrôfages), se estudiô en 
primer lugar cual e cuales eran las cêlulas responsables de 
su preducciôn.

I'̂ I.3.1. Preducciôn de TRFs en ausencia de cêlulas T.

En la figura 2, se muestra que cêlulas de baze de ra 
tones atîmices estimuladas en iguales cendicienes cen CenA, 
no preducen ninguna actividad auxiliar, le que indica la de-
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pendencia de cêlulas T en la preducciôn de los TRFs. PUede 
igualmente ebservarse que dicha actividad queda restaurada 
al ahadir linfecites T al cultive. La actividad preducida 
es dependiente de la cencentraciôn de cêlulas T présentes 
en el misme. La adiciôn de 1,6 x 10^ cêlulas T per culti­
ve induje igual actividad auxiliar que la preducida per cê 
lulas de baze de ratenes normales.

Estes dates indican que son las cêlulas T reactivas 
a CenA las responsables de la preducciôn de TRF. Sin embar 
ge, es importante censiderar que estas cêlulas representan 
sôle un 20% del nû'mere total de cêlulas T en el baze (111) . 
Per etra parte, parece claramente establecide que la acti­
vaciôn de linfecites T per CenA al igual que etres preceses 
de inducciôn de cêlulas T y B requiere la presencia de etras 
cêlulas acceserias (114,138).

j

III.3.2. Preducciôn de les TRFs en ausencia de macrôfages.

La utilizaciôn de celumnas de Sephadex G-10 se ha ut_i 
lizade tante en ratôn ceme en el hembre para la eliminaciôn 
de macrôfages a partir de distintas peblacienes celulares 
(114,180). Aunque con este mêtede se llega a eliminar prâc 
ticamente el 100% de les macrôfages présentes^, tambiên va
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acompahado de una pequena eliminaciôn inespecîfica de otrasîpoblaciones de linfocitos (114). '

Aplicando este método a las cêlulas de bazo previa - 
mente a su estimulaciôn con ConA y comparando la actividad 
auxiliar de los correspondientes factores en el posterior 
cultive in vitre, pude demestrarse que la ausencia total de 
macrôfages ne afecta significativamente la preducciôn de dî  
ches TRFs (tabla 4a).

Dade que per este mêtede se censigue una ausencia te 
tal de macrôfages, las diferencias encentradas pedrîan expli 
carse mejer per Id pêrdida inespecîfica de etras peblacienes 
celulares, incluyende algunas cêlulas Y reactivas a CenA, que 
per la participaciôn de les macrôfages en la preducciôn de 
les CenA-TRFs.

En la tabla 4b se incluyen igualmente resultades de 
expérimentes en les que se demuestra la ausencia de macrôfa 
ges en la peblaciôn celular eluida de la celumna del Sepha­
dex G-10. Para elle, se estimularon cêlulas de baze de ra­
tenes normales (C57B1/6J) cen SRBC en cultive a alta densi- 
dad (Mishell-Dutten) antes y despuês del tratamiente cen Se­
phadex G-10. La ausencia de macrôfages (necesaries en la 
respuesta in vitre a antîgenes TD) reduce la respuesta anti- 
SRBC a valeres control (en ausencia de antîgene). Asimisme,
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TABLA 4

a. ACTIVIDAD AUXILIAR DE ConA-TRFs PRODUCIDOS EN AUSENCIA DE 
MACROFAGOS. | »'

Cêlulas de ratenes atîmices PFC anti-SRBC/Cultive 
suplementadas cen:

TRF de cêlulas normales
TRF de cêlulas filtradas 
per Sephadex G-10

220

8480
6946

b. INFLUENCIA DE LA ELIMINACION DE MACROFAGOS POR FILTRACION 
EN SEPHADEX G-10 EN LA RESPUESTA A SRBC.

Adiciôn de macrôfages PFC anti-SRBC/ 
periteneales (%) cultive

Cêlulas normales
Cêlulas filtradas per 

Sephadex G-10
0,1

1
10

13.773
146

2453
3926
9373
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puede combrobarse que esta respuesta alcanza de nuevo los 
valores iniciales al anadir al cultive diferentes cencen- 
tracienes de macrôfages ebtenides a partir del exudade pe 
riteneal de ratenes normales (tabla 4b).

111.3.3. Preducciôn de les TRFs en ausencia de cêlulas B. '
i

La prepiedad de las cêlulas B (y de les macrôfages) 
de adherirse a fibras de nylon (179), permite el aislamiente 
de peblacienes de cêlulas T sin aparente centaminaciôn de 
linfecites B.

En la tabla 5 se muestra la actividad auxiliar de 
CenA-TRF preducide per estimulaciôn de cêlulas de baze pa- 
sadas per una celumna de nylon. Ceme puede ebservarse, la 
actividad auxiliar ha disminuide casi en un 90% al preducir 
se en cendicienes de ausencia de cêlulas B.

111.3.4. Requerimiente de cêlulas acceserias en la preducciôn 
de CenA-TRF.

y .Para demestrar si las cêlulas T puede preducir TRFs 
al estimularse per CenA sin la ayuda de ninguna etra cêlula 
acceseria, comparâmes la actividad auxiliar de sobrenadantes* 
ebtenides per estimulaciôn de linfecites T purificades per 
fibra de nylon, asî ceme la de cêlulas T suplementadas cen
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TABLA 5

ACTIVIDAD AUXILIAR DE ConA-TRFs PRODUCIDAS EN AUSENCIA DE
I ^  'CELULAS B. !

Cêlulas de ratenes atîmices 
suplementadas cen:

PFC anti-SRBC / cultive

TRF de cêlulas normales
TRF de cêlulas filtradas per 
nylon

340
12500
2200

10^ cêlulas de baze de ratenes normales se filtraren per 
una celumna de nylon a fin de ebtener una peblaciôn puri- 
ficada de cêlulas T (98%). La actividad de les CenA-TRF 
preducides per esta peblaciôn celular se determinô peste- 
riermente en presencia del antîgene (SRBC).
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cêlulas B o con macrôfagos. Las cêlulas B se obtuvieron a 
partir de cêlulas de bazo de ratones atîmicos en las que se 
eliminaron los macrôfagos mediante Fe-carbonilo. Los macrô 
fagos se purificaron a partir de cêlulas de exudado perito­
neal descartando las cêlulas no adhérentes al plâstico.

En la tabla 6, se muestran los resultados de taies 
experimentos. Se comprueba que la peblaciôn de cêlulas T 
purificadas per nylon preducen mucha menes actividad TRF 
que la peblaciôn original. La adiciôn de macrôfages a d^ 
cha peblaciôn de cêlulas T ne aumenta significativamente la 
capacidad de preducir diches CenA-TRFs. Sin embargo, la 
adiciôn de cêlulas B purificadas, reestablece hasta valeres 
normales la actividad auxiliar de les sobrenadantes recegi- 
des del cultive in vitre.

El papel de estas cêlulas B y del factor que en su 
presencia se produce, se velverS a discutir mas adelante per 
su significade en las absercienes especificas de diche factor

Ceme ya quedô demestrade en les expérimentes represen 
tades en la figura 2, la presencia de cêlulas T es necesaria 
p<ura la preducciôn de TRF; sin embargo, ne parece suficiente 
en cuante que en ausencia de cêlulas B la preducciôn de TRF 
se reduce significativamente.
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TABLA 6

INFLUENCIA DE CELULAS AUXILIARES EN LA ACTIVIDAD AUXILIAR 
DE ConA-TRFs. I ^

ConA-TRF Producido por cêlulas PFC anti-SRBC / cultive 
T suplementadas cen:

Cêlulas B de baze
Cêlulas periteneales (macrôfages)

1966
11839
2699

10 cêlulas T purificadas en celumnas de nylon (2 veces) se 
cultivaren in vitre cen 2,5 p g de CenA en 1 ml de medio. En 
les cases indicades se adicienaren al cultive 10^ cêlulas B 
(precedentes de baze de ratenes atîmices tratades cen Fe-car 
benile)e 5 x 10^ macrôfages periteneales (despuês de eliminar 
las cêlulas ne adhérentes).
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III.3.5. Producci6n de ConA-TRF por distintas poblaciones 
celulares separadas en gradientes de albûmina.

Las cêlulas de bazo de ratôn pueden separarse en dis­
tintas subpoblaciones segûn su sedimentaciôn (Ixg) en gradien 
tes continues de densidad (182). La migraciôn en dichos gra­
dientes viene det.erminada por su densidad, asî, linfocitos en 
estado de blastos sedimentan a una velocidad de aproximadamen 
te 6-8 nim/hora mientras que los pequenos linfocitos lo hacen 
a aproximadamente 3 mm/hora.

En la figura 3 se muestra el perfil de sedimentaciôn 
de cêlulas de bazo de ratones normales (C57B1/6J) sometidos 
a este tipo de gradientes. Segûn se indica en la figura 3, 
se obtienen dos subpoblaciones separadas que se recogieron 
en cuatro fracciones distintas. Tanto por observaciôn di- 
recta al microscopio como por el nûmero de AFC determinadas 
en cada fracciôn, se demostrô (datos no indicados en la figu 
ra) que la primera fracciôn corresponde a blastos productores 
de anticuerpos. Esta fracciôn corresponde a la regiôn de ma 
yor densidad en el gradiente. Tanto el tamano celular como 
el nûmero de AFC disminuyeron al recoger fracciones de menor 
densidad en el gradiente, donde aparecen junto con hematîes, 
linfocitos pequenos no secretores de IgS.

Las subpoblaciones celulares asî obtenidas (1-4 de la
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figura 3) se estimularon con ConA para la producciôn de 
TRF, estudiândose posteriormente la actividad auxiliar de 
los distintos factores obtenidos. Esto permitirîa deter­
minar que tipo de cêlulas (blastos o pequenos linfocitos) 
estân implicados en la producciôn de los ConA-TRFs.

En la tabla 7 aparece el nûmero de PFC anti-SRBC in 
ducidos en bazo de ratones atîmicos por los TRFs producidos 
por las distintas subpoblaciones celulares. Se incluyen en 
esta tabla la actividad de los factores producidos al acti­
va r con ConA la poblaciôn inicial de cêlulas no pasadas por 
el gradiente. Puede asî comprobarse que los ConA-TRFs pro­
ducidos por las fracciones 1 y 2 presentan actividad auxiliar 
muy pequena en comparaciôn con la actividad de la poblaciôn 
original, mientras que dicha actividad de los TRFs produci­
dos por la fracciôn 3 es muy similar a la de la poblaciôn 
original e incluso aumenta ligeramente con las obtenidas de 
la poblaciôn celular de la fracciôn 4.

Estes resultados indican, por una parte que las cêlu 
las productoras de TRF son linfocitos pequenos, (la mayor par 
de las cêlulas T de bazo pertenecen a este tipo de cêlulas). 
Por otro lado, el aumento de actividad auxiliar en los TRFs

<

de la fracciôn 4 podrîan indicar la ausencia en esta fracciôn 
de otros tipos de cêlulas présentes en la poblaciôn inicial
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TABLA 7

ACTIVIDAD AUXILIAR DE ConA-TRFs PRODUCIDOS POR DISTINTAS FRAC- 
CIONES DE LINFOCITOS DESPUES DE SEDIMENTACION (Ixg).

Procedencia de las cêlulas PFC anti-SRBC / cultive 
productoras.de ConA - TRFs . n

(5 X 10^ cêlulas/ml) ^ P’

bazo normal 
Fracciôn 1 
Fracciôn 2 
Fracciôn 3 
Fracciôn^ 4 
Fracciôn 1 + 3

9546
1680
7906
9413

10280
7413

13439
2010

12500
13466

4 X 10^ cêlulas se sedimentaron a Ixg en un gradiente continue 
de albûmina bovina. Las fracciones recogidas se utilizaron pa­
ra la producciôn de TRF. I
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con alguna actividad supresora.

I *  ■
III.3.6. Producciôn de TRF por distintas poblaciones celu-

!

lares separadas mediante gradientes de Percoll.

La poblaciôn celular de bazo de ratones C57B1/6J se 
sometiô a centrifugaciôn en un gradiente discontinue de Per­
coll (entre 100% y 20%) recogiéndose las cêlulas deposita- 
das en las distintas interfases de gradiente (183,184). Igual 
que en el apartado III.3.5., la composiciôn celular de cada 
interfase se determinô tanto por su observaciôn al microsco 
pio como por evaluaciôn del nûmero de AFC de cada fracciôn. 
Pudo asî comprobarse que las cêlulas 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 cêlulas présentés en las interfases entre fracciones 
de mayor densidad, corresponden a linfocitos pequenos que no 
contienen AFC.

Todas las poblaciones celulares asî recogidas, se e£ 
timularon con ConA en condiciones normales, determinândose 
la actividad auxiliar de los correspondientes sobrenadantes 
mediante cultives in vitro en presencia de antîgeno(SRBC) y 
evaluando el nûmero de PFC anti-SRBC a los cinco dîas de cu]̂  
tivo. Comparando con la poblaciôn inicial, puede ebservarse
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que la actividad auxiliar inicial se récupéra casi en un 
100% en los sobrenadantes recogicos por estimulaciôn de 
las fracciones del gradiente de mayor densidad (tabla 8), 
que corresponden a linfocitos pequenos. Estos resultados 
concuerdan con los obtenidos utilizando gradientes de albû 
mina (III.3.5.).

i
i

III.4. ACTIVIDAD 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 (estimulaciôn alogênica 
o mitogênica) no guarda ninguna relaciôn con la especific^* 
dad de la respuesta en la que colaboran o bien, debido a 
su actividad auxiliar en la respuesta a distintos antîgenos. 
Estas mismas conclusiones podrîan derivarse de los experi­
mentos presentados en la tabla 1 en la que el mismo factor 
présenta actividad auxiliar para los dos antîgenos utiliza- 
dos (SRBC y HRBC) . Sin embargo, puede considerarse otra hî
pôtesis alternativa: los TRFs podrîan ser una mezcla poli-

/
clonal de distintos factores especîficos, proaucidos por la 
estimulaciôn policlonal de las cêlulas T, en los que los re 
ceptores antigênicos aparecen clonalmente distribuidos (194). 
La forma de clarificar si se trataba de un factor inespecî- 
fico o de una mezcla de factores especîficos, serîa produ-
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ACTIVIDAD AUXILIAR DE ConA-TRFs PRODUCIDOS POR DISTINTAS SUB-
POBLACIONES DE LINFOCITOS SEPARADAS EN GRADIENTES DE PERCOLL

Procedencia de las cêlulas PFC 
productoras de ConA-TRFs 
(5 X 10^ cêlulas / ml )

anti-SRBC / cultive

bazo normal 12013 1

interfase 20-30% 340
interfase 30-40% 800
interfase 40-50% 6500
interfase 50-60% 10813
interfase 60-70% 9653

•78 X 10 cêlulas.de bazo de ratones normales se centrifugaron 
en un gradiente discontinue de Percoll. Las cêlulas recogidas 
de cada interfase se estimularon con ConA para la obtencion 
de los correspondientes TRFs-
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cir ConA-TRFs a partir de poblaciones de linfocitos posi­
tiva o negativamente seleccionadas para cêlulas especifi­
cas de cualquiera de los antîgenos utilizados. En este t_i 
po de experimentos, estudiaremos como influye la selecciôn 
de linfocitos especîficos para un antîgeno en la actividad 
auxiliar para otro antîgeno.

III.4.1. Selecciôn positiva de cêlulas T especificas para 
el antîgeno.

Se siguiô el mêtodo de Hartman (18 7), inyectando t^ 
mocitos con o sin antîgeno en un receptor singeneico irra- 
diado y recogiendo los bazos 5-7 dîas despuês de la recon^ 
tituciôn. Asî pudieron obtenerse TRFs producidos por cê­
lulas T especificas para SRBC (TRF-SRBC) o especificas para 
HRBC (TRF-HRBC). La actividad auxiliar de estos TRFs se de 
terminé midiendo la respuesta de cêlulas de bazo de ratones 
atîmicos a ambos antîgenos. En la tabla 9 se muestran los 
resultados obtenidos en uno de estos experimentos. Los ti- 
mocitos inyectados sin antîgeno, que permanecen en el bazo 
del animal receptor despuês de 6 dîas, produjeron una act_i 
v: lad auxiliar muy pequena tras su estimulaciôn con ConA. 
Sin embargo, los timocitos que se inyeciraron con el antîge 
no, muestran una respuesta normal en cuanto a su intensidad, 
pero esta respuesta es totalmente especîfica para el antîge
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TABLA 9

ACTIVIDAD AUXILIAR PE ConA-TRFs PREPARADOS A PARTIR DE CELULAS
I

T ACTIVADAS IN VIVO PARA EL ANTIGENO.

ConA-TRF preparado con cêlulas PFC / cultivo
de bazo de receptores de: anti-SRBC anti-HRBC

timocitos 74C 340
timocitos + SRBC 6833 ■ 760

- timocitos + HRBC 860 3500
no TRF 220 40

5 X 10^ timocitos de ratôn se inyectaron en receptores irradiados 
con o sin los antîgenos indicados. A-los seis dîas, los bazos de 
estos animales se utilizaron para la producciôn de ConA-TRF.
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no con el cual se inmunizaron dichos timocitos, mientras que 
la actividad auxiliar para el otro antîgeno es prScticamente 
igual a la del control (timocitos inyectados en el receptor 
en ausencia de antîgeno).

Al inyectar timocitos junto con el antîgeno, en un ani 
mal irradiado se generan cêlulas T especîficamente dirigido^ 
hacia dicho antîgeno, que al ser estimulados por ConA, produ 
cen un TRF que es mayoritariamente especîfico para dicho an­
tîgeno, resultados que apoyan la hipôtesis de que los TRFs 
son una mezcla de distintos factores especîficos.

III.4.2. Selecciôn negativa de cêlulas T especificas para el 
antîgeno.

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 cêlulas T especificas para un determinado antîgeno. Pa 
ra eliminar especîficamente linfocitos T especîficos para SRBC 
o HRBC, se utilizô el mêtodo de Sprent (186),quien demostrô 
que despuês de la inyecciôn de un antîgeno i^/Vivo, las cê­
lulas T especificas abondonan la circulaciôn linfâtica duran 
te 24-48 horas. Durante esta etapa de selecciôn negativa, 
estas cêlulas son secuestradas en determinadas regiones de 
los ôrganos linfoides secundarios donde se concentra el an-
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tîgeno, experimentando proliferaciôn y diferenciaciôn an­
tes de aparecer de nuevo en la circulaciôn a los 4r-5 dîas 
despuês de la inyecciôn de antîgeno. Asî, puesy la pobla 
ciôn celular que se recoge por canulaciôn del conducto to 
râcico a las 24 horas de inmunizaciôn, estâ constituida en 
un 97% por linfocitos T no especîficos para el antîgeno iu 
yectado (lo que puede demostrarse inyectando estas cêlulas 
junto con linfocitos B y el antîgeno en un receptor irradia 
do y determinando el nûmero de AFC con especificidad pa­
ra dicho antîgeno).

En el présenté trabajo utilizamos para producir TRF 
linfocitos procedentes del conducto torâcico (TDL) de anî  
maies inyectados 24 horas antes con SRBC (TDL_g^g^) o con 
HRBC (TDL_jjĵ 3q) . Los resultados que se muestran en la tâ  
bla 10 indican una reducciôn especîfica en la actividad 
auxiliar de los ConA-TRFs obtenidos con cêlulas seleccio­
nadas negativamente para el antîgeno. Asî, TDL_hrbc rio 
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 selecciôn negativa para el antîgeno SRBC pro 
duce unos TDL_gRgQ con capcidad escasa para producir TRFs 
especîficos para SRBC sin que se altéré 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 0 SELECCIONADOS NEGATIVAMENTE

Origen de ConA-TRFs PFC / 
anti-SRBC

cultivo
anti-HRBC

TDL normal 6626 2160

^^^(-SRBC) 2133 2040

"^^^(-HRBC) 5000 \ 3 06
No TRF 540 110

Las cêlulas recogidas durante 24 horas de canulaciôn del conduc­
to toracico de ratones normales o inyectados con el antîgeno, se 
emplearon para la producciôn de ConA-TRFg.



108

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 especîficos. Esta hipôtesis puede 
demostrarse mas directamente estudiando la absorciôn sobre 
el antîgeno de la actividad auxiliar de los ConA-TRFs pre- 
parados a partir de cêlulas de bazo de ratones normales.
Sin embargo, en distintos experimentos, no se obtuvo nin 
guna indicaciôn positiva de que la actividad auxiliar de 
los TRFs pudiera absorberse con el antîgeno, SRBC o HRBC 
(tabla 11). Si bien en algunos experimentos se observé 
una pequena reducciôn en la actividad de los sobrenadantes, 
êsta no pudo ser reproducida en la mayorîa de los casos, in 
cluso en otros experimentos, se obtuvo un aumento de la ac­
tividad despuês de la absorciôn con el antîgeno. Sin embar 
go, la imposibilidad de absorber los ConA-TRFs con el antî­
geno, no deberîa necesariamente implicar una falta de espe- 
cificidad por el mismo.

Han sido descritas varias observacio^es que podrîan 
esclarecer el problema, por ejemplo la existencia de cêlu­
las T auxiliares idiotîpico especîficas (195). Recientes , 
experimentos de distintos laboratorios han sugerido que las 
cêlulas T auxiliares convencionales producidas por inmuniza
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cion con el antigeno, podrian contener cêlulas con especifi 
cidad para el idiotipo caracteristico de los anticuerpos d^ 
rigidos hacia dicho antigeno (196-198). Estas cêlulas apare 
cerîan como antîgeno-especîfica en los ensayos convenciona- 
les siendo solo reveladas en situaciôn particulares, disena 
das directamente para este propôsito. Igualmente, séria 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 absorciôn, utilizando complejos antigeno-anti- 
cuerpo para eliminar la actividad auxiliar que los TRFs pre 
sentan para el antigeno. Todos los anticuerpos utilizados 
para la formaciôn de complejos se obtuvieron de animales sin 
geneicos 3 y 4 dlas despuês de la inmunizaciôn con el antige 
no (anticuerpos fundamentalmente del isotipo IgM) , con el ob 
jeto de reproducir lo mas fielmente posible los complejos en 
tre antigeno y anticuerpos naturales a los que las cêlulas 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 cultives 
i vitro trente a SRBC y HRBC. Los resultados obtenidos de 
dichos experimentos se muestran en la tabla 11, donde puede 
observarse que los complejos antigeno-anticuerpos tempranos, 
eliminan especificamente la actividad auxiliar de los TRFs.
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Asî, despuês de la absorciôn en el complejo SRBC-anti-SRBC, 
la actividad auxiliar para SRBC disimuye alrededof de un 90% 
(dependiendo de cada expérimente) mientras no résulta afec- 
tada la actividad auxiliar para el antigeno HRBC, que sôlo 
es capaz de absorberse sobre los complejos especificos HRBC- 
anti-HRBC.

Esta disminuciôn especifica de la actividad auxiliar 
observada despuês de las absorciones con complejos, se ha 
podido tambiên 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.

III.6. LA AüSENCIA DE ACTiyiDAD 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 absorciôn en complejos antigeno-anticuerpo, po- 
dria ser debida a la presencia de anticuerpos especificos l_i 
bres en los sobrenadantes absorbidos que pudieran inhibir la 
respuesta especificamente. Esta posiblidad parece muy poco 
probable, ya que todos los complejos estân formados por anti 
cuerpos del isotipo IgM, que especificamente aumenta la res-
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TABLA 12

TITULACION DE LA ACTIVIDAD AUXILIAR DE ConA-TRF ABSORBIDA SOBRE 
EL ANTIGENO 0 SOBRE COMPLEJOS ANTIGENO-ANTICUERPO.

P F C  a n t i - S R B C / c u l t i v o
ConA-TRF absorbido sobre

Concentraciôn de ConA-TRF en SRBC SRBC anti-SRBC HRBC anti-HRBC
el cultivo (%) I

0 82 —

10 584 86 —
30 838 146 —
90 2252 534 2300

Condiciones expérimentales como se describe en la tabla 11

y



113

puesta especifica (199), a diferencia del isotipo IgG pre­
sente en anticuerpos mas tardios, que produce inhibiciôn de 
la respuesta. Sin embargo, para descartar esta posibilidad, 
realizamos los siguientes experimentos:

1) Los ConA-TRFs absorbidos en complejos fueron reabsorbi- 
dos de nuevo en el antigeno. De esta forma, eliminariamos ' 
tanto los posibles anticuerpos especificos présentes en el 
sobrenadante inicial como la disminuciôn 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 despuês de la segunda absorciôn sobre el an­
tigeno, indicando pues, que la inhibiciôn no es debida a la 
presencia de anticuerpos sino a su absorciôn especifica en 
complejos antigeno-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 
absolute la actividad auxiliar para el otro.

2) Si la incubaciôn de TRF con los complejos lleva consigo
/la transferencia pasiva de anticuerpos libr^ al sobrenadan­

te absorbido, deberia ocurrir igual si la incubaciôn se 11e- 
vara a cabo con medio de cultivo. Para elle, dicho medio se' 
incubô con complejos antigeno-anticuerpo en idênticas condi­
ciones a las utilizadas para absorber los TRFs y se ahadiô a
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cultivos in vitro junto con TRF no absorbido. La preseijcia 
de anticuerpos en el medio absorbido con complejos, deberia 
inhibir la actividad auxiliar del TRF no absorbido (cêlulas 
+ TRF normal f medio absorbido en complejos + antigeno). Co 
mo se muestra en la tabla 13 jT el nûmero de PFC anti-antigeno 
de los cultivos a los que se anadiô medio incubado con com­
plejos es igual que en aquêllos donde se ahadiô medio no- 
incubado. La incubaciôn del medio en el complejo HRBC-anti- 
HRBC no correspondiente al antigeno(SRBC) utilizado in vitro 
(complejos irrevelantes) no afectô la respuesta especifica 
para SRBC.

3) Igualmente, la adiciôn de ConA-TRFs absorbidos sobre com­
plejos a cultivos estimulados con antigeno en presencia de 
TRFs normales, no suprimiô 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 anticuerpos li­
bres por su incubaciôn con los complejos que pudieran ser 
los responsables de la inhibiciôn 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 
sôlo estaria expresada una ûnica estructura idiotipica), fue
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ron incapaces de absorber la actividad auxiliar de los ConA- 
TRFs, asi como de producir una inhibiciôn en la respuesta e^ 
pecîfica anti-antîgeno (tabla 14). j

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

De los experimentos anteriores, podrîa deducirse que 
los ConA-TRFs actuarian sobre las cêlulas B. En primer lu- 
gar, porque dado que se han utilizado antigenos TD (SRBC o 
HRBC), es necesaria la colaboraciôn entre linfocitos T y B pa 
ra la diferenciaciôn de los linfocitos B a cêlulas plasmâticas 
sécréteras de anticuerpos especificos. Puesto que en nuestro 
sistema reemplazamos a las cêlulas T por los ConA-TRFs, estos 
deberian activar a las cêlulas B. Ademâs, siendo las cêlulas 
B las que presentan idiotipos en sus receptores antigênicos 
especificos, séria de esperar que la actividad anti-idiotipi- 
ca de los TRFs (III.5.) se manifestera por su interacciôn con 
dichas cêlulas B. Sin embargo, no puede descartarse a priori 
la interacciôn de los ConA-TRFs con otras cêlulas, taies como 
los macrôfagos, 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 determinô in vitro con cêlulas de bazo de ratones 
atimicos de las que se eliminaron los macrôfagos mediante 
filtraciôn en columnas de Sephadex G-10.
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TABLA 14

ABSORCION DE LOS ConA-TRFs SOBRE COMPLEJOS FOR̂ IADOŜ  CON ANTIGENO 
Y DISTINTOS TIPOS DE ANTICUERPOS /

ConA-TRF Absorciôn sobre complejos 
formados con anticuerpos

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

monoclonales (hibridomas) 
policlonales (sueros)

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 determinô 
en la forma habituai.
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El nûmero de PFC anti-SRBC obtenido despuês de cin- 
co dias de cultivo in vitro no se alterô al eliminar los 
macrôfagos (tabla 15).

Estos datos demuestran que la célula diana de los 
ConA-TRFs no son los macrôfagos sino las cêlulas B, ûnica 
poblaciôn celular responsable de la respuesta inmune de cê 
lulas de bazo de ratones atimicos al eliminarse los macrô­
fagos .

III.8. INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE PRODUCCION DE TRFs 
EN LA FRACCION DE ACTIVIDAD AUXILIAR QUE SE ABSORBE EN COM­
PLEJOS ANTIGENO-ANTICUERPO.

Mencionâbamos en III.3.4. la posible necesidad de 
cêlulas accesorias en la producciôn de TRF, asumiendo que 
las cêlulas T que reaccionan con ConA son el origen celular 
del TRF y que dicho proceso requiere la presencia de cêlu­
las B pero no la presencia de otras cêlulas auxiliares (ma 
crôfagos).

El diferente papel que las cêlulas B y los macrôfagos 
desempehan en la producciôn de TRF nos llevô a considerar la 
posibilidad de que ConA-TRFs producidos en presencia de cêlu 
las que presentan idiotipos en su membrana (cêlulas B) pudie
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TABLA 15

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

Cêlulas de bazo de ratones 
atimicos

ConA-TRF (%) PFC anti-SRBC 
cultivo

/
1

normales (B + macrôfagos) — 400 i
II 60 7840
II 90 ■ 10826

filtrados por Sephadex G-IO(B) -- 380
II 60 7206
II 90 8606

y
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ran contener proporcionalmente mayor actividad (anti-idiotî-
I

pica segûn demostramos en el apartado III.5.) que TRFs pre- 
parados en presencia de cêlulas que no presentan idiotipos 
en su superficie (macrôfagos). Los resultados de estos ex­
perimentos (tabla 16) favorecen esta posibilidad. Asî, cuan 
do los TRFs se preparan por activaciôn de cêlulas T puras 
con ConA en presencia de cêlulas B purificadas, su activi­
dad auxiliar anti-idiotîpica es mucho mayor (70% de absor­
ciôn sobre complejos) que los de TRFs preparados en presen 
cia de macrôfagos (26%). Igualmente, se realizaron experi­
mentos similares en los que se incluyô antigeno en la eta- 
pa de producciôn del 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 adiciôn de 
antigeno a los cultivos de cêlulas T + B claramente reduce 
la fracciôn de la actividad que puede absorberse en comple­
jos antigeno-anticuerpo (56%).

i
Este tipo de experimentos pone de manifiesto que la 

absorciôn de los ConA-TRFs sobre complejos antigeno-anticuer 
po produce una disminuciôn 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 pêr
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dida de actividad auxiliar.
1

Otra observaciôn que se desprende de dichos experi­
mentos es que la actividad auxiliar de los TRFs preparados 
en ausencia de cêlulas B no se absorbe sobre complejos an­
tigeno-anticuerpo.

III.9. EVALUACION DEL NUMERO DE CELULAS PRODUCTORAS DE 
ANTICUERPOS NATURALES.

Los experimentos anteriores donde se demostrê que 
los ConA-TRFs producidos por cêlulas T no tienen actividad 
anti-antigeno perc si actividad anti-idiotipica, favorece 
la hirêtesis de que las cêlulas T in vivo no reconocen el 
antigeno directamente, sino formando complejos con anticuer 
pos especificos en el animal antes de la administraciôn del 
antigeno (anticuerpos naturales). Estos anticuerpos esta- 
rian présentes en suficiente cantidad para poder formar corn 
plejos con el antigeno al entrar êste en el sistema linfât^ 
co. Este proceso séria previo al contacte con la cêlula T 
y necesario para la inducciôn de cêlulas T activadas espec^ 
f icamente.

Aunque no existian estudios concretos sobre la cuanti 
ficaciôn y evaluaciôn de los anticuerpos naturales, su exi£ 
tencia se aceptaba debido a: 1) en experimentos simples de
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respuesta a un antigeno in vivo o in vitro, los contrôles 
(sin inmunizar) presentaban siempre un determinado nûmero 
de PFC, que variaba segûn la cepa y edad del animal (202) 
y 2) la teoria de Jerne sobre la regulaciôn 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^ 
ficaciôn de estos anticuerpos naturales en distintos ôrga 
nos del ratôn, su evoluciôn con la edad del animal y la 
frecuencia de las cêlulas formadoras de anticuerpos natu 
raies para distintos antigenos. Para ello, utilizamos 
distintas cepas de ratones, incluyendo ratones normales 
de distintas edades, ratones atimicos y ratones gnotobiô- 
ticos.

El nûmero total de cêlulas formadoras de anticuer­
pos naturales de las clases IgM, IgG (IgG^ + IgGg) e IgA, 
se determinô mediante el mêtodo de la proteina A. Asimi^ 
mo, se determinô el nûmero de PFC especificas para los an 
tigenos SRBC, HRBC, NIP-SRBC y TNP-SRBC, calculândose po£ 
teriormente la frecuencia de precursores para estos anti­
genos .
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En las tablas 17 y 18 se muestra una relaciôn del
I * ■nûmero total de AFC productoras de anticuerpos naturales 

de las clases IgM, IgG e IgA en distintos orgarlos: bazo, 
timo, medula osea, plaças de Peyer, gânglios periféricos 
y mesentéricos de ratones normales y atimicos (Balb/c , 
tabla 17) y gnotobiôticos (C3H/Tif, tabla 18).

Es interesante destacar los siguientes puntos: 1) 
en todos los ôrganos testados, existen cêlulas formadoras 
de anticuerpos naturales, aunque son mûs abundantes en ba 
zo y medula osea, ôrganos donde predominantemente residen 
cêlulas B; 2) el nûmero de PFC aumenta con la edad en to 
dos los ôrganos, fundamentalmente los de la clase IgG, lo 
que explicaria que en animales adultos la cantidad de ant^ 
cuerpos IgG son mas abundante en el torrente circulatorio 
que los IgM. Este aumento del nûmero de PFC totales, po- 
dria ser debido tanto a la estimulaciôn antigênica conti- 
nuada durante la vida del animal (lo que aumentaria el nu 
mero de clones especificos y su estadio de diferenciaciôn) 
como a la disminuciôn de los mecanismos supresores en la 
vida adulta; 3) en algunos ôrganos como plaças de Peyer y 
gânglios mesentéricos y periféricos, el nûmero de PFC IgG 
es mayor que el de PFC IgM; 4) la existencia de PFC en timo, 
ôrgano que normalmente se considéra constituido ûnicamente
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de cêlulas T, indicarîa la presencia simultânea de cêlulas 
B, posiblemente en pequeho nûmero pero en un estadio de d_i 
ferenciaciôn de cêlulas plasmâticas (formadoras de anticuer 
po; 5) no se observan grandes indiferencias entre ratones 
normales y atimicos, lo que indicarîa que la existencia de 
c ê l u l a s  formadoras de anticuerpos naturales no estâ somet_i  ̂
da al control de las cêlulas T y 6) asimismo, las cêlulas  ̂
formadoras de anticuerpos naturales son independientes de 
la presencia del antigeno, ya que estân igualmente présen­
tes en los distintos ôrganos de los ratones gnotobiôticos 
(tabla 18). Es de destacar en estos animales el poco de- 
sarrollo alcanzado por algunos ôrganos linfoides, asî el 
bazo de ratones jovenes (3-4 semanas) contiene un nûmero 
de cêlulas 50-100 veces menor que el de los animales nor­
males. Del mismo modo ocurre con los gânglios linfâticos, 
ôrganos donde preferentemente tiene lugar el reconocimien 
to antigénico. Inversamente, ocurre con la medula osea, 
donde el nûmero de PFC es mayor que en animales normales.

III.9.1. Câlculo de la frecuencia de precursores especificos.

Como ya se ha descrito en 11.25., la frecuencia de 
precursores para los antigenos SRBC, HRBC, NIP-SRBC y TNP- ' 
SRBC, se determinô mediante el cociente entre el nûmero de
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PFC totales detectadas mediante el mêtodo de la proteina 
A (proteina A-SRBC), y el nûmero de PFC especificas para 
el antigeno (60).

En la tabla 19 se muestran las frecuencias obteni- 
das en animales normales para los distintos antigenos y 
en distintos ôrganos; bazo, timo y medula osea. Las fre- 1
cuencias asi obtenidas se corresponden con bastante exac- 
titud con las descritas por Andersson y col. (145) median­
te estimulaciôn mitogênica con LPS o LP bajo condiciones 
de diluciôn limite.

Es de destacar el hecho de que estas frecuencias son 
muy similares a las encontradas en animales gnotobiôticos 
(tabla 2 0), lo que demuestra que la existencia de cêlulas 
formadoras de anticuerpos es independiente de la presencia 
del antigeno. Esta observaciôn corrobora la hipôtesis de 
la existencia de un control interno (interacciones idiotipo- 
anti-idiotipo) en la diversificaciôn ontogénica de las cê­
lulas B y por tanto del Sistema Inmune (A. Coutinho, comun^ 
caciôn personal) .

III.10. ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS ACTIVIDADES TRF Y TGF 
DE FACTORES INDUCIDOS POR ConA.

Ya hemos descrito anteriormente experimentos donde
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TABLA 20

CALCULO DE LA FRECUENCIA DE PRECURSORES ESPECIFICOS EN CELULAS 
DE BAZO DE RATONES C3H/TIF GNOTOBIOTICOS,

Antigeno Frecuencia

SRBC

HRBC

TNP_Q-SRBC

NIP^-SRBC

1/1276

1/896

1/162

1/130

y
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demostrâbamos que los ConA-TRFs actüan sobre los linfocitos
i

B, reemplazando a las cêlulas T en la colaboraciôn necesa­
ria para la respuesta a antigenos TD (SRBC, HRBC).

: 1

Recientemente, se ha descrito (203) la producciôn ba 
jo condiciones expérimentales muy similares de otro tipo de 
factores que actûan sobre las cêlulas T induciendo su dife- 
renciaciôn a blastos y manteniendo su crecimiento iri vitro 
indefinidamente. Este tipo de factores, se ha utilizado tan 
to para la activaciôn de linfocitos de ratôn (204) como de 
humanos (205), produciêndose el factor en este ûltimo caso 
por estimulaciôn de linfocitos de sangre perifêrica con PHA, 
mitôgeno que induce en cêlulas T de humanos una mayor proli 
feraciôn que ConA.

Sin embargo, es de destacar el hecho de que la acti­
vaciôn de linfocitos T con estos factores, requiere la pres-
cencia inicial en el cultivo de otro mitôgeno, PHA en humanos

!
O ConA en ratôn, siendo despuês suficiente la adiciôn al cul­
tivo de los sobrenadantes de los que previamente se élimina 
mediante distintos procedimientos el mitôgeno que indujo su 
producciôn (117),

La presencia inicial del mitôgeno puede sustituirse 
en cêlulas humanas por otros mêtodos que modifiquen la mem-
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brana de las cêlulas T (por ejemplo la interacciôn con SRBC,
I  ̂■marcador especifico de los linfocitos T humanos). Esto •• se 

ha interpretado (115) en el sentido de que los/receptores de 
las cêlulas T para estos factores no estân expuestos en la 
membrana cuando los linfocitos estân en estado de repose, 
siendo necesaria una modificaciôn previa de la membrana pa­
ra que la cêlula sea susceptible de estimulaciôn posterior 
por estos factores. Como se discutiô en 1,4,3.  ̂ la produc­
ciôn de estos factores es dependiente tambiên de la presen­
cia de linfocitos T,

En este sentido, decidimos estudiar si la actividad 
de estos factores producidos en condiciones similares pero 
que actûan sobre dos tipos diferentes de linfocitos (B los 
TRFs y T los TGFs). , residen en la misma o distintas molêcu- 
las. Se obtuvieron sobrenadantes inducidos por ConA en las 
condiciones descritas y se determinô su actividad en dos siŝ  
temas: 1) en cultivo (Mishell-Dutton) con cêlulas de bazo de 
ratones atimicos en presencia del antigeno, evaluando des­
puês el nûmero de PFC especificas para el antigeno (activi­
dad TRF y 2) en cultivos a baja densidad de cêlulas T y 
midiendo la sintesis de DNA (actividad TGF),

Puede verse en la tabla 21 que los factores produci­
dos por estimulaciôn con ConA son actives en ambos sistemas.
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ACTIVIDAD TRF Y TGF DE SOBRENADANTES INDUCIDOS POR ConA,

A) Actividad TGF.

Dîa 1 
Dîa 2 
Dîa 3 
Dîa 4

c p m  / c u l t i v o  
Exp. 1  Exp. 2

medio
1400
220
120

280

sobrenadante medio
13000
42000
48600
55000

780
190
203
125

sobrenadante 
7500 

. 18000 
35000 
30000

B) Actividad TRF.

Medio
Sobrenadante

P F C  a n t i - S R B C / c u l t i v o  
Exp. 1 Exp. 2
400

12013
350

11300

/___

La actividad TGF se determinô cultivando 5 x 10 blastos T (11.22) 
en presencia de medio de cultivo o de sobrenadantes inducidos _ 
ConA. A los dîas sehalados se valorô la incorporaciôn de ^H-timi- 
dina por el cultivo. La actividad TRF se estudiô en la forma habi­
tuai.
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Las peguenas diferencias observadas pueden ser debidas a
I * ■los diferentes lotes de suero bovino fetal utilizado para 

su produceiôn in vitro. Mientras que el FCS utilizado pa 
ra la producciôn 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 3aS cêlulas T, se 
seleccionô especificamente para este fin, no resultando ade 
cuado para el cultivo Mishell-Dutton.

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

III.10.1. Absorciôn de los sobrenadantes de ConA sobre timo- 
citos.

Puesto que el TGF actûa directamente sobre las cêlu­
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 ratôn, testando dicho sobrenadante
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absorbido en ambos sistemas. Como se muestra en la tabla 
2 2, la actividad no se ha modificado tras la absorciôn en 
ninguno de los dos sistemas. Estos resultados son de es- 
perar por cuanto el TRF ejerce su actividad sobre cêlulas 
B. Sin embargo, en el caso del TGF, estos datos podrlan 
explicarse por el hecho de que el TGF no es capaz de indu 
cir la proliferaciôn de linfocitos T en reposo (estado en  ̂
el que se encuentran los linfocitos en el timo).

111.10.2. Absorciôn de los sobrenadantes de ConA sobre cê­
lulas de bazo.

A idênticos resultados se llegô absorbiendo los sobre 
nadantes,producidos por estimulaciôn con ConA, sobre cêlulas 
de bazo antes de probar su actividad. En ninguno de los dos 
sistemas se observé disminuciôn en la actividad ni de TRF ni 
de TGF (tabla 22).

111.10.3. Absorciôn de los sobrenadantes de ConA sobre blas- 
tos T.

/

Ya que el TGF induce proliferaciôn de linfocitos T 
previamente estimulados por ConA y los mantiene en crecimien 
to por tiempo indefinido con el ûnico requerimiento de ahadir 
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;qUë- es necesaria la adiciôn consecutiva 
de nuevo TGF para mantener su proliferaciôn. Experimentos 
como el que figura en la tabla 23, confirman esta hipôtesis. 
Puede asî observarse que el sobrenadante absorbido sobre | 
blastos T pierde su actividad como TGF, mientras que la ac-j 
tividad TRF se mantiene inalterada o incluso incrementada, 
lo que indicaria la eliminaciÔn tras la absorciôn de algûn 
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..

III., 10. 4. Absorciôn de los sobrenadantes de ConA sobre blas­
tos B.

Tratando de conseguir resultados similares en la ab­
sorciôn de la actividad TRF, llevamos a cabo experimentos 
similares pero utilizando blastos B producid - 4  por estimula 
ciôn con LPS, tanto de cêlulas de bazo de ratones normales 
como atimicos. Sin embargo, segûn se muestra en la tabla < 
24, la actividad auxiliar de los ConA-TRF no pudo absorberse 
en este sistema.. Esta falta de absorciôn de la actividad TRF
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podrîa explicarse en funciôn de los resultados prescutados 
en la tabla 11, donde la actividad TRF se eliminaba nbsor- 
biendo los ConA-TRF en complejos antîgeno-anticuerpo. La 
ausencia del antlgeno en las absorciones con blastos ex- 
licarîa los resultados negativos obtenidos en este experi-
mento. i

1

III.10.5. Propiedades fisicoquîmicas de los factores TRF y 
TGF.

Teniendo en cuenta que de todas las absorcionu;; ex- 
puestas anteriormente solamente la realizada con blastos T 
se obtuvo una indicaciôn positiva de la posible difoinncia 
entre ambos factores^ iniciamos el estudio de sus propîeda 
des fisicoquîmicas a fin de dilucidar la presencia do una o 
varias especies moleculares en los sobrenadantes de C\'uA 
con las distintas actividades estudiadas.

III. 10. 5.1. Determiîiaciôn del pi por electroenfoque. beaûn 
se ha descrito en II. 8 .3., el sobrenadante obtenido pv'r es­
timulaciôn con ConA se dializô y concentrô anres de h\'meter- 
se a electroenfoque durante 24 horas en un gradiente do pH 
de 3-10. Las fracciones eluidas del gel se dializarou fren 
te a medio de cultivo suplementândose finalmente con l'ps. La 
actividad de cada fracciôn se determinô en ambos sistomas.



142

En la figura 4 se indica el gradiente de pH formado, 
la absorciôn a 280nm y las actividades TRF y TGF de cada 
fracciôn. La actividad TRF aparece mayoritariamente en la 
fracciôn correspondiente a un pl 6 .7-6.9, aunque se encuen 
tra alguna pequeha actividad en el range de pl 8-9 (fig. 4). 
Igualmente, puede comprobarse que la actividad TGF aparece 
en dos piços; el mâximo de actividad aparece a pl 6-6,5, mien 
tras que el segundo pico de actividad aparece a pl 5,8. 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 pl 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. Séria importante la combinaciôn de 
técnicas de absorciôn y electroenfoque para la complete se- 
paraciôn de ambas actividades.

Es tambiên importante destacar que las dos activida­
des estudiadas se encuentran en fracciones diferentes a aquê 
lias en las que se concentra la mayoria de las proteinas 
présentes en el sobrenadante, descartândose asi la posible 
objecciôn de que la activaciôn fuese debida a otros componen 
tes (IgS o proteinas présentes en el FCS), présentes en dicho 
sobrenadante.
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111.10.5.2. Cromatografîa de afinidad en columnas de ConA- 
Se^harosa. Se ha comprobado que la mayoria de,los facto­
res solubles que interviene en la respuesta inrt̂ iine son gl_i 
coproteinas (206). Schimpl y Weaker (207) ban descrito el 
TRF como una glicoproteina, no existiendo datos al respec- 
to sobre el TGF.

En la tabla 25 se muestra la cromatografla de afini­
dad sobre ConA-Sepharosa (un mêtodo de absorber gran parte 
de las glicoprotelnas a matrices sôlidas) de sobrenadantes 
de ConA. Puede observarse que ninguna de las dos activida 
des TRF y TGF se absorbe en la columna de ConA-Sepharosa , 
En cualquier caso, el mêtodo no résulta vâlido para separar 
las dos actividades TRF y TGF.

111.10.5.3. Determinaciôn de pesos moleculares. Como puede 
observarse en la figura 5, tanto la actividad TRF como la 
TGF présentes en los sobrenadantes de ConA se eluyen de una 
columna de Ultragel ACA 54 en la fracciôn correspondiente a 
un FM de 20-30.000 dalton. La presencia de un pico con ac­
tividad TRF en el volumen de exclusiôn de la columna, puede 
indicar bien la presencia de formas poliméricas de dicho fac 
tor o bien puede ser el resultado de la asociaciôn del fac­
tor con otras moléculas desprovistas de actividad TRF. La 
ausencia de actividad TGF en la fracciôn correspondiente al
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TABLA 25

CROMATOGRAFIA SOBRE ConA-SEPHAROSA

Factor anadido al cultivo
PFC anti-SRBC/ cpm
cultivo (TRF) (TGF)

medio 350 950

SN de ConA 90' 8600 15000

No absorbido a ConA-Sepharosa 8581 13820

Eluido de ConA-Sepharosa 355 1450

5 ml de sobrenadantes de cultives estimulados por ConA se cro­
matograf iaron en una columna (5 ml) de ConA-Sepharosa. La frac 
ciôn no absorbida y la eluida de la columna con a-metil-mannosido 
0 ,1M se testaron en la forma habituai.
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volumen de exclusiôn sugiere, aunque no prueba, la existen 
cia de moléculas distintas portadoras de las actividades ‘
TRF y TGF.

III. 11. ACTIVIDAD AUXILIAR INDUCIDA POR WGA.

Han sido descritos factores de actividad TRF produ- | 
cidos por estimulaciôn alogênica o mitogênica (ConA)de cé- 
lulas T de bazo de ratôn (130,132). Sin embargo, dicha e^ 
timulaciÔn tambiên induce la activaciôn de otro tipo de cê 
lulas cuyo papel es la inhibiciôn de la respuesta antigéni 
ca en los fenômenos de cooperaciôn entre linfocitos (113). 
Estas cêlulas supresoras (Ts) activadas por ConA, liberan 
factores que son supresores en el sistema Mishell-Dutton, 
aunque la apariciôn de Ts ocurre solamente si la estimula­
ciôn mitogênica se prolonge mâs de 24 horas. En estas con 
diciones de estimulaciôn tambiên se produce otro tipo de 
factores (III.10.) que inducen la prolif eraciôn de las cê-̂  
lulas T, factores que segûn los anteriores experimentos, pa
recen constituir estructuras moleculares diferentes a las

/ConA-TRFs.

La estimulaciôn mitogênica necesaria para la produc- , 
ciôn de TRF, al ir acompahada de otras interacciones celu- 
lares que originan otro tipo de factores con distinta acti 
vidad, dificulta el estudio directo de la actividad auxiliar
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de las cêlulas T o de sus factores en la respuesta inmune de 
las cêlulas B a antigènes TD. Por este motive, es impo^tan 
te el desarrollo de otro sistema de inducciôn de actividad 
auxiliar in vitro en el que fuera mâs sencillo abordar eï t^ 
po de interacciên factor-cêlula B.

En este sentido, decidimos analizar la posibilidad 
de inducciôn de actividad auxiliar por otras lectinas. La 
lectina mâs utilizada en la interacciôn mitogênica, de cê­
lulas T es (despuês de ConA), PHA. Sin embargo, esta lec­
tina induce bajos niveles de la actividad TRF (J. Andersson, 
comunicaciôn personal) por lo que no se utilizô en el pré­
sente estudio.

Ademâs, existen otras lectinas, WGA, SBA, LA, sin 
aparente actividad mitogênica sobre linfocitos, pero que 
presentan ciertas ventajas en la producciôn de TRF: 1) no 
inducen actividad supresora y 2) no inducen actividad TGF 
en cêlulas de bazo de ratôn (E.L. Larson, comunicaciôn per 
sonal, 117).

Para comprobar el posible papel en la inducciôn de 
( itividad auxiliar, se incubaron cêlulas de bazo de ratôn 
con distintas concentraciones de dichas lectinas y los so­
brenadantes recogidos a las 24 horas de cultivo se ahadie- 
ren a cêlulas de ratones atîmicos en presencia de antigène
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en cultivos Mishell-Dutton. A los cinco dîas de cultivo, in
I ^vitro, se determinô el nûmero de PFC anti-antîgeno. Como pue 

de verse en la tabla 26, solamente los sobrenadantes del cul­
tivo estimulado con WGA indujeron un nûmero de PFC similar al 
producido por los factores auxiliares présentes 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 cêlulas B 
en el segundo cultivo Mishell-Dutton o a travês de otras cê­
lulas, T o macrôfagos, présentés en las cêlulas de bazo del 
primer cultivo.

III.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 cêlulas B, se llevaron a cabo experimentos donde se 
estimularon cêlulas B con distintos antigènes. En la tabla 
27, se muestra el nümero 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 cê 
lulas de bazo. Puede, ademâs, comprobarse que, al igual que
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TABLA 26

INDUCCION DE ACTIVIDAD AUXILIAR POR DISTINTAS LECTINAS

Lectina
PFC

anti-SRBC/cuitivo

ConA (TRF) 
LA 0,5]jg/ml 
" 1,5 "
" 4,5 "
" 13,5 "

220
11500

340
440
226
293

WGA 0,5yg/ml 
" 1,5 "
" 4,5 "
" 13,5 ”

160
286

1306
14000

SBA 0,5yg/ml 
" 1,5 "
" 4,5 "
" 13,5 "

200
820
286
413

Los sobrenadantes recogidos de la estimulaciôn de cêlulas de 
bazo de ratones C57B1/6J con las concentraciones indicadas de 
cada lectina, se testaron en cultivo Mishell-Dutton con anti- 
geno en la forma habituai.
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TABLA 27

ACTIVIDAD POLICLONAL DE SN INDUCIDO POR WGA,

Antîgeno(SRBC o 
HRBC)

Actividad Auxiliar
PFC / cultivo

anti-SRBC anti-HRBC

+ ------ 200 60
+ SN WGA 4,5yg/ml 1760 100

+ SN WGA 13,5pg/ml (90%) 10329 ' 3873
+ SN WGA 13,5yg/ml(60%) 8833 2153
+ SN WGA 13,5yg/ml (30%) 6040 606
- SN WGA 13,5yg/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 cêlulas de bazo de ratones atimicos. 
La respuesta se midiô por el numéro de PFC especîficas para el 
antîaeno utilizado en el cultivo.
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ocurrîa con los ConA-TRFs, la especificidad de la respuesta 
viene determinada por la presencia del antîgeno, siendo la 
magnitud de dicha respuesta dependiente de la concentraciôn 
del sobrenadante de WGA anadido al cultivo.

III.11.2. Actividad auxiliar de WGA en la respuesta de cêlu­
las de ratones atîmicos a antîgenos TD.

A fin de dilucidar si la actividad auxiliar observada 
en los sobrenadantes de los cultivos estimulados por WGA se 
debîa a la producciôn de factores auxiliares o a la posible 
actividad auxiliar del WGA présente en los sobrenadantes de 
dichos cultivos; se ahadiô WGA a cultivos in vitro de cêlu­
las de bazo de ratones atîmicos (Mishell-Dutton) para deter 
minar la respuesta especîfica anti-SRBC.

En la tabla 28, puede observarse que la lectina WGA 
en presencia de antîgeno es capaz de inducir un, nûmero de 
PFC anti-SRBC similar al obtenido utilizando sobrenadantes 
de cultivos estimulados con WGA. Hay que destacar que la 
diferencia entre las dosis ôptimas de WGA en un y otro siŝ  
t'Tia, puede explicarse tanto por efecto de la dilue iôn del 
sobrenadante al pasar al segundo cultivo como por la posi­
ble absorciôn de la WGA sobre las cêlulas del primer culti 
vo.
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TABLA 28

ACTIVACION DE CELULAS DE RATONES ATIMICAS POR WGA,

Antîgeno(SRBC)
Origen de la 

actividad auxiliar PFC ânti-SRBC/cultivo

+
+
+

medio
SN WGA 4,5yg/ml 
SN WGA 13,5yg/ml 
SN WGA 13,5yg/ml

300
1760
9206
280

+
+
+
+
+

WGA 0,5yg/ml 
WGA l,5yg/ml 
WGA 4,5yg/ml 
WGA 13,5yg/ml 
WGA 40yg/ml 
WGA 4,5yg/ml

493
440
8900
3666
273
350

Cêlulas de bazo de ratones atîmicos se cultivaron durante 5 dîas 
en presencia de antîgeno (SRBC) y de WGA o de sobrenadantes de 
cultivos estimulados con WGA.
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Los resultados de estos experimentos indican que la 
WGA no induce la producciôn de TRF por las cêlulas T del pri 
mer cultivo sino que actûa conjuntamente con el antîgeno en 
la estimulaciôn de las cêlulas B directamente o a travês de 
los macrôfagos. En este sentido, serîa posible que la coo­
peraciôn entre los distintos componentes del SI (B, T y ma­
crôfagos) para la activaciôn de las cêlulas B frente a antîj 
genos TD podrîa realizarse en ausencia de cêlulas T o pro- 
ductos derivados de ella, bien debido a que los macrôfagos 
reemplacen su papel en dicha colaboraciôn o mediante facto­
res directamente mitogênicos para las cêlulas B.

III.11.3. Inhibiciôn de la actividad auxiliar de WGA por 
N-acetil-glucosamina (NAGA).

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

Los resultados de la tabla 29 demuestran que a una con 
centraciôn del 1% de NAGA en el cultivo se obtiene una reduc-
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TABLA 29

INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE NAGA EN LA ACTIVIDAD AUXILIAR
DE WGA.

ACTIVIDAD AUXILIAR

WGA 4,5 yg/ml 
WGA 4,5 yg/ml 
WGA 4,5 yg/ml. 
WGA 4,5 yg/ml 
WGA 4,5 yg/ml

% NAGA en 
CULTIVO

0,5
1
2

3

PFC anti-SRBC/ 
CULTIVO

8820
550
346
133
20

Cêlulas de bazo de ratones atîmicos se cultivaron en presencia 
de SRBC y concentraciones ôptimas (4,5yg/ml) de WGA, ahadiêndo- 
se distintas cantidades de N-acetil-glucosamina.
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ciôn del 97% de la actividad auxiliar, respecte a cultivos 
control. :

En paralelo, se hicieron experimentos para determinar 
si esta reducciôn de la actividad auxiliar podrîa deberse a 
que las concentraciones utilizadas de NAGA resultasen tôcicas 
para las cêlulas. La posible toxicidad de NAGA se comprobô 
en dos sistemas: 1 ) la estimulaciôn de cêlulas de ratones atî­
micos por LPS y 2) en cultivos Mishell-Dutton se cêlulas de 
ratones normales en presencia de antîgeno.

En ninguno de los dos sistemas (tabla 30) resultaron 
ser tôxicas las concentraciones de NAGA utilizadas para inhî  
bir un 97% de la actividad WGA (1%) .• Sin embargo, una concen 
traciôn de NAGA de 2,5% inhibiô totalmente la estimulaciôn en 
ambos sistemas. En los siguientes experimentos se utilizô 
siempre una concentraciôn de 1% de NAGA para inhibir la act^ 
vidad auxiliar del WGA.

III.11.4. Influencia de NAGA en la actividad auxiliar de los 
ConA-TRFs.

Como ya describimos anteriormente, los factores produ 
cidos por cêlulas T estimuladas por ConA (ConA-TRF) actûan 
sobre receptores de las cêlulas B, induciendo su diferencia 
ciôn y proliferaciôn en presencia de antîgeno.



TABLA 30

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NAGA EN LA ESTIMULACLON MITO- 
GENICA Y ANTIGENICA DE CELULAS B. I

A. Activaciôn mitogênica
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Cêlulas 
en cultivo

C57B1/6J
atîmicos

Mitôgeno

LPS

% NAGA

0,5
1
2,5
5

PFC IgM/ 
cultivo

35333

32420
31833
2746

0

B. Activaciôn antigênica

Cêlulas 
en cultivo Antîgeno NAGA

PFC anti-SRBC/ 
cultivo

C57B1/6J SRBC
0,1
0,5
1
2,5
5

13773
13500
13620
12083
313
53

Cêlulas de bazo de ratones atîmicos (A) o normales (B) se cul­
tivaron en presencia de LPS (50yg/ml) o SRBC, respectivamente 
La respuesta inducida se midiô por el nûmero de PFC-IgM (A) o 
PFC anti-SRBC (B).
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La actividad de la lectina WGA présenta caracterîs- 
ticas similares a las de los ConA-TRFs en cuanto a su act^ 
vidad policlonal, al menos para los antîgenos testados (SRBC 
y HRBC), La posibilidad de que el WGA activase a las célu 
las B a travês del mismo receptor que los ConA-TRFs, podiîa i 

explicar la actividad de WGA en cultivos de cêlulas B. En I 
este caso, la actividad de los factores producidos por ConA, I 
deberîa inhibirse en presencia de NAGA. En la tabla 31, se 
muestran resultados de taies experimentos, en los que cla- 
ramente se clemuestra que las concentraciones no tôxicas de 
NAGA no afcctan en absolute la actividad del TRF sobre cê­
lulas B en presencia del antîgeno. En los contrôles en los 
que se utilizô WGA, la actividad se inhibiô en un 96%.

Asî pues, de los resultados obtenidos puede deducir- 
se que la 1ectina WGA y los ConA-TRFs actûan sobre las cê­
lulas B bien a travês de distintos receptores o a travês de 
distintas rrgiones del mismo receptor.

III.11.5. Requerimiento de macrôfagos en la actividad auxi­
liar del WGA.

En la tabla 32, se observa que tras la eliminaciôn 
de los macrôfagos por adherencia a Sephadex G-10, la lecti 
na WGA no os capaz de activar las cêlulas B en presencia de



TABLA 31

INFLUENCIA DEL NAGA EN LA ACTIVIDAD DE LOS ConA-TRFs
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PFC anti-SRBC/
Actividad auxiliar % NAGA cultivo

280
ConA-TRF 60% -— - 10840
ConA-TRF 60% 0,5 11926
ConA-TRF 60% 1 10026
ConA-TRF 60% 2 300
WGA 4,5yg/ml ' ' ' " 8673
WGA 4,5yg/ml 1 346

Cêlulas de bazo de ratones atîmicos se estimularon en presencia 
de SRBC con WGA o ConA-TRF, ahadiêndose al cultivo distintas 
cantidades de N-acetil-glucosamina. '

y
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TABLA 3 2

ACTIVIDAD DE LA LECTINA WGA EN CULTIVOS EN AUSENCIA DE MACROFAGO

Actividad auxiliar
Sephadex
G-10

PFC anti-SRBC/ 
cultivo

WGA 4,5 yg/ml 
WGA 13,5 yg/ml 
WGA 4,5 yg/ml 
WGA 13,5 yg/ml 
ConA-TRF 60% 
ConA-TRF 90% 
ConA-TRF 60% 
ConA-TRF 90%

+
+

+
+

420
8673
6500
180
100

7840
10826
7206
9666

Células de bazo de ratones se filtraron por Sephadex G-10 antes 
de cultivarse en presencia de antlgeno y WGA o ConA-TRF.
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antîgeno. Como control, se déterminé la respuesta al mis-î
mo antîgeno en presencia de ConA-TRF, no observândose nin- 
guna reducciôn en dicha repuesta, como ya se habîa demos- 
trado en III.7. La ausencia de actividad mitogénica de W3A 
sobre células B en presencia de macrôfagos (208) , apoya los 
datos referentes al requerimiento de macrôfagos en la act^ 
vidad auxiliar de WGA, puesto que dicha actividad auxiliar 
no serîa mediada por sehales mitogênicas derivadas del ma- 
crôfago o del WGA sino por la interacciôn de macrôfagos y 
células B en presencia de WGA. Las diferencias en el re­
querimiento de macrôfagos 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. Caracterizaciôn de la actividad auxiliar de los 
sobrenadantes inducidos por WGA.

La estimulaciôn de linfocitos B por WGA irequiere, 
ademâs la presencia en el cultivo de macrôfagos. Puede su 
ponerse que los macrôfagos son activados por WGA, liberando 
factores que, a su vez, activen a las células B en presen- 
c^a del antîgeno, o por el contrario, que la lectina WGA y 
los macrôfagos actûen conjuntamente en la activaciôn de las 
células B.
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111.11.6.1. Inhibiciôn por NAGA. En la tabla 33a puede ob- 
servarse que al contrario de la inhibiciôn por NAQA de la 
actividad de la WGA en cultives Mishell-Dutton,, solamente 
parte (4 0%) de la actividad auxiliar de sobrenadantes de WGA 
(obtenidos de cultives de células de ratones atîmicos), es 
inhibida por 1% de NAGA. La fracciôn de actividad auxiliar 
inhibida puede deberse al bloquée de la lectina WGA presen 
te en el primer cultivo y que es transferida al segundo cu^ 
tivo. La actividad auxiliar no inhibida por NAGA serîa de 
bida a la inducciôn en el primer cultivo de factores libe- 
rados por macrôfagos que activan a las células B en presen 
cia de antîgeno.

111.11.6.2. Cinêtica de inducciôn 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 
incubaciôn en cultives de células de bazo de ratones atîm^ 
COS. Como puede observarse, la actividad auxiliar aumenta 
con el tiempo de incubaciôn, lo que indicarîa 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 macrôfagos del primer cultivo y facilita
la producciôn de factores que activan a las células B en 
el segundo cultivo. Asimismo, se realizaron expérimentes 
mezclando sobrenadantes obtenidos a distintas horas,en los
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CARACTERIZAC"'"' ACTIVIDAD DE SOBRENADANTES PRODUCIDOS
POR WGA. 1,

A. Inhibiciôr.

Actividad auxil''^ 
(24 horas cuir

NAGA PFC anti-SRBC/ 
cultivo

SN de células 
atîmicos WG.

) ci i.otites

! !
1
2,5

500
5700

3800
86

B. Cinêtica

Actividad auxi

SN WGA 13,5 g ;  /  1)01 a s  

y 4 l io r - is  

; ho ] a S 
4 h o r a s  

7 4  )ioi ns

, 7 4 36 h'̂ ras 
'/ 7 4 3 0 ) r U- a s

PFC anti-SRBC/ 
cultivo

300
5306
5346
7880
7786
8320
5093
8080

T n intones atîmicos se estimularon con sobrenadanCe. lias de baz:, ''' —
tes(SN) de WGA i-<: v m  células de ratones atîmicos en las condi- 
ciones que se La actividad auxiliar se comprobô en el se
gundo cultivo '-on 1 <i -adiciôn de NAGA en la tabla A) en la forma
habituai.
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que se llegô a iguales resultados.

III.11.6 .3. Activaciôn de las células B por sobrenadantes 
de lîneas de macrôfagos estimulados por WGA.

Diferentes lîneas de macrôfagos cultivadas in vitro 
se estimularon con WGA y los sobrenadantes obtenidos se ana 
dieron (con o sin 1% de NAGA) a cultives Mishell-Dutton con 
SRBC. La tabla 34 muestra que solamente algunas"lîneas de 
macrôfagos (2-2)y macrôfagos peritoneales producen factores 
capaces de activar a las células B del segundo cultivo, lo 
que se demuestra por la actividad residual al anadir un 1% 
de NAGA a los segundos cultives.

Estes resultados y los senalados en III.11.6.1., in- 
dican que la liberaciôn de factores por parte de macrôfagos 
activados por WGA que pueden estimular células B junte con 
el antîgeno. De los expérimentes resehados, no puede des- 
cartarse la posibilidad de que las células B se activen d_i 
rectamente por WGA en presencia de macrôfagos.

/



TABLA 34

ACTIVIDAD AUXILIAR DE SOBRENADANTES DE MACROFAGOS ESTIMULADOS
POR WGA.
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Actividad auxiliar

SN macrôfagos de exu- 
dado peritoneal WGA
SN macrôfagos de exu- 
dado peritoneal WGA

WGA

% NAGA
PFC anti-SRBC/ 

cultivo

373
SN lînea A-3 WGA -- 480
SN lînea A-3 WGA 1% 140

. SN lînea Row 8 WGA -- 1880
SN lînea Row 8 WGA 1% 220

SN lînea 2 -2 WGA — 7280
SN lînea 2-2 WGA 1% 1330

4160

2620

8500

y
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IV. DISCUSION

La respuesta inmune a antîgenos TD requiere la colabo- 
raciôn entre distintos componentes celulares del SI (linfoci­
tos B, linfocitos T y macrôfagos). El reconocimiento del an­
tîgeno por la celula T, el papel de los macrôfagos en dicho | 
proceso y la sehal (o sehales) que inducen la activaciôn de 
la celula B productora de anticuerpos, son los puntos bâsicoŝ  
de dicha cooperaciôn. Ha sido ampliamente demostrado que la 
colaboraciôn entre distintas células no requiere su contacte 
fîsico, sino que puede llevarse a cabo por factores solubles 
liberados por las células activadas.

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

/do la capacidad de la lectina WGA para reemplazar a las cé­
lulas T en la respuesta de las células B a antîgenos TD.

Los ConA-TRFs son producidos por linfocitos T (T̂ ) al 
ser activados policlonalmente por ConA (III.3.). Estos facto
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res son capaces de restituir la respuesta de células de pa­
tènes atîmicos a antîgenos TD al comunicar a la cêlula B la

i
sehal necesaria para su activaciôn en presencia del antîge­
no, proceso que en ratones normales llevan a cabo los linfo 
citos T. La especificidad antigénica viene determinada por 
la presencia del antîgeno en el cultivo, siendo la magnitud 
de la respuesta dependiente de la cantidad de ConA-TRF aha- 
dida al cultivo. Segün la teorîa de Coutinho y Moller (44,
45) para la activaciôn de los linfocitos B, se requiere que 
estos reconozcan el antîgeno por su receptor especîfico (Ig) 
y al mismo tiempo que reciban un estîmulo mitogénico (re­
ceptor mitogénico) que en nuestro sistema es proporcionado 
por los ConA-TRFs. 'En el présente trabajo se ha demostrado 
que el receptor para los ConA-TRFs se encuentra en las célu­
las B, no siendo necesaria la presencia de otras células ac- 
cesorias (macrôfagos) para la estimulaciôn de las células B 
por dichos factores (III.7.).

Los ConA-TRFs se han considerado tradicionalmente co 
mo factores inespecîficos, al revelarse su actividad auxiliar 
en la repuesta a distintos antîgenos. Los datos presentados 
en el présente trabajo demuestran que los sobrenadantes de cé 
lul-is 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 
células T especîficas para el antîgeno en la poblacién celular

i

utilizada para producir los ConA-TRFs (III.4.), aunque no me- 
diante absorciôn de dicha actividad en el antîgeno (III.5.). 
Asî, la estimulaciôn con ConA de células T activadas especîfi- 
camente con un determinado antîgeno, induce la producciôn de 
un TRF que présenta actividad auxiliar especîfica para la an­
terior antîgeno. Por el contrario, cuando se estimula con 
ConA células especîficamente seleccionadas por la ausencia de 
linfocitos T especîficos para un antîgeno, el TRF producido 
no es capaz de restituir la respuesta de ratones atîmicos pa 
ra dicho antîgeno (III.4.).

Watson, Aarden y Lefkovits (coïnunicaciôn personal) han 
obtenido igualmente resultados que favorecen la hipôtesis de 
la mezcla policlonal de actividades especîficas de los ConA- 
TRFs. Estos autores, limitando el nümero de células T en cul­
tivo para producir TRFs, han demostrado que la actividad auxi­
liar de taies sobrenadantes, segrega independientemente para 
los antîgenos SRBC y HRBC.

Todos los datos mostrados parecen indicar la existen- 
ci< de una estrecha relaciôn entre el receptor antigénico de 
los linfocitos T y los ConA-TRFs. La distribuciôn clonal de 
dichos receptores (194) y la mezcla policlonal de distintas
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especificidades encontradas en los TRFs, constituyen la base
de dicha relaciôn. Asî, los ConA-TRFs podrîan representar

i
los receptores antigénicos de las células T que son liberados 
al medio de cultivo al ser dichas células activadas policlonal 
mente por ConA.

La especificidad antigénica de los ConA-TRFs ha podi- 
do demostrarse con los experimentos de absorciôn (III.5.). Asî, 
una fracciôn importante (70-90%) de la actividad auxiliar de 
los TRFs preparados a partir de células T no seleccionadas, 
présenta especificidad por complejos antîgeno-anticuerpo. Di­
cho fenômeno, no puede reflejar simplemente algûn tipo de af^ 
nidad de las molêculas de TRF por dichos complejos, ya que la 
absorciôn es especîfica no pudiendo ser absorbida sobre comple 
jos irrevelantes. La especificidad de los TRFs debe estar di- 
rigida hacia déterminantes antigénicos présentes en los comple 
jos antîgeno-anticuerpo, posiblemente hacia déterminantes idio- 
tîpicos de las molêculas de anticuerpo. Las pequehas e incon­
sistantes reducciones no especîficas de la actividad auxiliar 
observada en algunos experimentos puede ser reflejo de reacti- 
vidad cruzada a nivel idiotîpico entre anticuerpos anti-SRBC 
y anti-HRBC. Esta interpretaciôn tambiên se correlaciona con 
la aparente especificidad observada en nuestros experimentos, 
ya que la especificidad por un idiotipo deberîa necesariamen- 
te reflejarse como especificidad para el antîgeno reconocido
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por los correspondientes anticuerpos. |
!

La posibilidad de que la disminuciôn de la actividad
auxiliar observada después de la absorciôn sobre complejos

!

antîgeno-anticuerpo no fuera debida a una eliminaciôn especl 
fica de la actividad para dicho antîgeno, 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 especîfica (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 reducciôn en la actividad auxiliar del TRF 
no absorbido. Fueron igualmente concluyentes los experimen­
tos en los que se utilizaron anticuerpos monoclonales para 
la formaciôn de complejos. Dichas complejos no fueron capa 
ces de absorber la actividad auxiliar de los TRFs, no obser­
vândose en este caso ningûn tipo de inhibiciôn por 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 que la respuesta anti- 
SRF^ no estâ retringida a una ûnica especificidad idiotîpi- 
da.

Debe, sin embargo, destacarse que tanto la actividad
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auxiliar de los ConA-TRFs como la fracciôn de esta actividad 
que pueda absorberse en complejos, es dependiente de las con 
diciones de preparaciôn de dichos factores. Asî, dicha frac­
ciôn es mâs alta cuando la activaciôn de las células T con 
ConA se lleva a cabo en presencia de linfocitos B (III.8 .) 
tos datos indicarian la existencia de algûn tipo de interac-j 
ciôn entre las células T con actividad antiidiotîpica y las!

I
células B portadoras de dichas estructuras idiotîpica.

Es importante destacar que en casi todos los experimen 
tos realizados, una fracciôn de la actividad auxiliar permane- 
ce en los sobrenadantes después de las absorciones sobre el 
antîgeno y sobre los complejos (III.5.). Esta actividad po- 
drîa reflejar la presencia en los sobrenadantes de algûn fac­
tor no especîfico, que serîa producido al mismo tiempo (cPor 
una célula distinta?) que los ConA-TRFs. En este sentido, tam 
biên serîa posible que nuestras condiciones de absorciôn no 
fueran lo suficientemente efectivas como para eliminar todas 
las actividades especîficas. En cualquier caso, la gran varie- 
dad en cuanto a caracterîsticas moleculares y origen celular 
asignadas a los distintos factores que son capaces de activar 
las células B, permite considerar como muy probable la coexis- 
tencia de productos especîficos y no especîficos (206).

Por otra parte, junto a los ConA-TRFs se producen otros 
factores, cuyo papel no es de activaciôn de las células B, si-
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no de los linfocitos T (III.10). Estos factores denominados 
TGF, son capaces de mantener el crecimiento de las células T 
in vitro indefinidamente y son producidos en idénticas cond_i 
ciones que los ConA-TRF. Sin embargo, en los experimentos 
anteriores (III.10) se demuestra que ambas actividades,
TRF y TGF, pueden identificarse sobre molêculas distintas. Si 
bien ambas poseen un peso molecular comprendido entre 20-30.OpO 
daltons, existen diferencias en cuanto a sus pi, y ademâs, la 
actividad TGF es absorbida sobre blastos T, mientras que di­
cho proceso no altera la actividad TRF.

La actividad anti-idiotipica demostrada para los ConA- 
TRF in vitro, se corresponderîa in vivo con el hecho de que 
las células T reconocerlan el antîgeno formando complejos con 
anticuerpos especîficos. Esta premisa exige la existencia en 
elanimalde anticuerpos especîficos producidos con anterioridad 
al contacto con el antîgeno externo. Este tipo de anticuerpos 
ha sido denominado anticuerpos naturales, y aunque su existen­
cia se acepta generalmente, no se habîan realizado anteriormen 
te anâlisis cualitatlvos o cuantitativos de taies anticuerpos. 
Los experimentos aquî descritos demuestran que ̂ a existencia 
de anticuerpos naturales es independiente de la presencia de 
estîmulos antigénicos, ya que dichos anticuerpos pudieron cuan 
tificarse en distintos ôrganos linfoides de ratones gnotobiô- 

ticos. Del mismo modo, la frecuencia de precursores especîfi­
cos para distintos antîgenos résulté ser muy similar en rato-
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nés gnotobiôticos y enratones mantenidos en condiciones norma­
les. Si bien el origen de células productoras de anticuerpos 
naturales no ha podido ser determinado, se podrîan considerar 
al menos dos mecanismos que dieran cuenta tanto de su origen 
como de su control. De una parte estas AFC naturales podrîap 
ser debidas a la activaciôn de células B por mitôgenos endô-l

Igenos a través del receptor mitogénico. En este sentido, sojn 
importantes las observaciones descritas por Andersson y col. 
(210) acerca de las propiedades mitogênicas de molêculas de 
IgG sobre células B, aisladas de suero de ratones normales.
La existencia de estos anticuerpos con propiedades estimula- 
doras, podrîan ser un mecanismo por el cual las células B 
podrîan autoestimularse y asî controlar el desarrollo de los 
distintos clones que forman la poblacién de linfocitos B. 
Otra posibilidad serîa que las células productoras de anti­
cuerpos naturales se originasen como consecuencia de la pro 
pia regulacién del SI por las ,interacciones idiotipo-anti-idio 
tipo propuestas por Jerne (155,156,159). Asî, los anticuerpos 
naturales reconocerîan déterminantes antigénicos endégenos en 
otras molêculas de anticuerpo (idiotipo) lo qi^ conducirîa a 
la activacién de las células B por su receptor especîfico (Ig) 
estableciéndose un equilibrio dinâmico entre los distintos 
clones de linfocitos B. Este proceso es independiente de la 
presencia de antîgenos externos, lo que se pone de manifiesto 
al comprobar que la frecuencia de precursores para dichos an-
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tîgenos es igual en animales normales que en gnotobiôticos.

Si bien el estudio de la actividad de los ConA-TRFs 
en la cooperaciôn entre linfocitos T y B in vivo présenta 
dificultades, al no estar estos factores sometidos a restric 
ciôn H-2, la determinaciôn tanto de sus especificidades co 
mo de su actividad anti-idiotipica, puede ayudar al esclare- 
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 T^ es debida al reconocimiento no de la 
molécula del antîgeno sino de idiotipos en los complejos anti 
geno-anticuerpo especîficos. La inmubizaciôn de las células 
T y la fase efectora del proceso de colaboraciôn ocurren ne- 
cesariamente en presencia de anticuerpos, al menos de aquellos 
présentes en la membrana de la cêlula B. Aceptando ademâs, el 
hecho de que en cualquier momento los anticuerpos naturales 
circulantes son una representaciôn de la diversidad y frecuen­
cia de células precursoras, puede calcularse que para cualquier 
espeicificidad antigénica los anticuerpos circulantes estân 
siempre en gran exceso sobre los que aparecen como receptores 
especîficos de la célula B.

Distintos autores (211) han establecido que las células
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T no reconocen al antîgeno en forma soluble. En este senti­
do, podrîa pensarse que las células T reconocen bien el antî

I
geno unido a la célula B por los receptores especîficos (Ig) 
o sobre la superficie de los macrôfagos, donde el antîgeno 
aparece con mayor frecuencia unido en forma de complejos. E£ 
tos argumentos podrîan sugerir que, en efecto, las células 
T reconocen complejos antîgeno-anticuerpo especîfico (idio­
tipos) como forma de reconocimiento especîfico. Debe, sin 
embargo, destacarse que la relaciôn entre idiotipos y sitios 
de uniôn del antîgeno no aparece ser perfecta. Asî, desde la 
descripciôn original por Oudin y Cazenave (13), otras observa 
ciones han confirmado que el idiotipo de un determinado anti­
cuerpo puede encontrarse en otras molêculas de Ig con distin­
ta especificidad. Sin embargo, la mayorîa de los experimen­
tos llevados a cabo con células T„, no estân realizados de forH —
ma que pudieran permitir poner de manifiesto dichas molêculas. 
De hecho, en la mayor parte de los experimentos sobre recono­
cimiento antigénico de las células T^, con excepciôn de los 
descritos por Ward y col. (82) y recientemente por Woodlan y 
Cantor (174), la especificidad de taies células para el antî­
geno, no puede separarse de una posibile especificidad por 
complejos formados por antîgeno y anticuerpos especîficos. Re­
cientemente, Eichman y col. (175,176), han realizado un anâli 
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 colaboraciôn entre las cé­
lulas T y B que reconocen el mismo déterminante antigénico.

El reconocimiento de idiotipos especîficos por parte 
de las células T, apoyarîa un gran nûmero de observaciones. 
Por ejemplo, la existencia de células T que reconocen idio­
tipos propios (2 1 2) y otros experimentos recicntes realiza­
dos bajo condiciones particulares que demuestran la existen 
cia de una proporciôn extremadamente alta de células T con 
aparente especificidad para un idiotipo (213) . Del mismo 
modo, la demostraciôn de células T restringidas para el idio 
tipo (82) asî como el hecho de que un don de células T co- 
labore exclusivamente con un ünico ciôn de células B, indu 
so en presencia de otras células B precursoras con la misma 
especificidad (125,197), podrîan explicarse sobre la base 
de una especificidad anti-idiotîpica en las células T^.

De otro lado, parece posible que las células con
especificidad anti-idiotîpica coexistieran con otras antîge- 
no-especîficas, segün puede desprenderse de los experimentos 
de Janaway y col. (196). Las condiciones particulares de ca 
da expérimente, junto con el estado fisiolôgico del SI en el 
momento de la inmunizaciôn, determinarîan que tipo de especi 
ficidad debe predominar en la respuesta de las células T^.
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Si, como propuso Jerne (156), el universo de antlpe- 
nos es igual al universo de idiotipos, las hipôtesis ante­
riores no plantean nuevos requerimientos en el reperterio 
del reconocimiento de las células T, aunque sî se alterarî- 
an algunos postulados sobre los mecanismos de cooperaciôn 
celular. Las dificultades en conseguir tanto el "suicidio 
antigénico" como la absorciôn de poblaciones puras de célu­
las a inmunoabsorbentes conteniendo el antîgeno, podrîan 
deberse a no considerar las especificidades adecuadas, ya 
que dichas células tendrîan especificidad anti-idiotîpi­
ca. Asî, las células capaces de "cuicidarse" en presen­
cia del antîgeno A, reconocerîan los idiotipos X e Y que no 
son anti-A. De aquî se desprende que un suicidio antigéni­
co efectivo ocurrirîa sôlo en la respuesta a los antîgenos 
reconocidos por los anticuerpos X e Y,, ya que la actividad 
auxiliar es de hecho anti-idiotîpica. De acuerdo a esta h_i 
pôtesis, deberîa ser posible "suicidar" o eliminar a las cé­
lulas usando anticuerpos especîficos (o complejos) para 
dicho antîgeno, en lugar del propio antîgeno. Han sido ya 
descritas algunas observaciones que confirman esta predic- 
ciôn (108,174, Loblayy Basten, comunicaciôn personal)..

De acuerdo con los postulados descritos, referente a 
la posible existencia de células T anti-idiotipo y células 
T anti-antîgeno, serîa de esperar en un sistema de activaciôn 
policlonal de las células T, que los productos derivados de
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estas fueran una mezcla de especificidades anti-idiotlpicas 
y antîgeno-especîficas. La imposibilidad de demostrar en el 
présente trabajo la absorciôn en el antîgeno de la actividad
TRF puede explicarse por: 1) dichos productos especîficos pa

; i

ra el antîgeno, existen en los sobrenadantes inducidos por 
ConA pero no desempehan ningûn papel demostrable en nuestro 
sistema; 2) como indican los experimentos de la tabla 16, 
las condiciones del cultivo y el tipo de células accesorias 
présentes en la estimulaciôn por ConA, podrîan determinar la 
activaciôn de un determinado tipo de células. Esto signifi- 
carîa que, en nuestras condiciones, las células T^ especîfi­
cas para el antîgeno no son activadas por ConA y 3) es posi­
ble que las células T no reconozcan todo el universo de idio 
tipos, y consecuentamente de antîgenos, sino solamente una 
fracciôn. Esto podrîa deberse a la continua estimulaciôn de 
las células T^ por idiotipos propios y, por tanto, no ser de­
bida ni a restricciones a nivel genêtico ni a la generaciôn
de diversidad de las células T„, sino mâs bien a la selecciôn

!de los clones generados al azar. Alternativamente, los idio 
tipos propios mâs relevantes podrîan influenciar la genera­
ciôn 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 sôlo los TRFs producidos por estimulaciôn con ConA de los 
linfocitos T son capaces de reemplazar a estas células en la 
respuesta in vitro a antîgenos TD, sino que la lectina WGA 
también présenta la capacidad de sustituir a las células T 
induciendo la producciôn de anticuerpos especîficos por par-| 
te de las células B en presencia de antîgeno. Se ha demos- j 
trado (III.11.4.) que la actividad auxiliar de la lectina 
WGA no es debida a su interacciôn con el receptor de los TRFs 
en las células B. Sin embargo, dicha actividad es dependien­
te de la presencia de macrôfagos en el cultivo in vitro (Mishell- 
Dutton) , situaciôn que no es requerida en el caso de los TRFs, 
capaces de interaccionar directamente con la célula B. De 
estos resultados, podemos concluir que la interacciôn de la 
lectina WGA con sitios especîficos en la superficie de los 
macrôfagos^permite a las células B especîficas para el antî­
geno, présentes en el mismo cultivo, proliferar y diferenciar 
se cl células productoras de anticuerpos.

Han sido descritos factores liberados por los macrô­
fagos con actividad auxiliar en la. respuesta primaria anti- 
SRBC de cultives celulares en ausencia de este tipo de célu­
las (214,215). Ademâs, se ha demostrado que algunos produc- 
tos liberados por los macrôfagos presentan propiedades mito­
gênicas siendo capaces de activar directamente linfocitos T
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y B (131,215,216), Es posible que la actividad WGA sea jjne- 
diada per algûn tipo de molêculas liberadas por los macrô­
fagos. En este sentido se han presentado resultados que 
apuntan esta posibilidad: presencia en sobrenadantes de cé­
lulas de ratones atîmicos o de lîneas de macrôfagos estimu­
ladas por WGA de actividad auxiliar que no puede ser inhib^ 
da por N-acetil-glucosamina, azûcar que especîficamente 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 propra lectina..

Puede resultar contradictorio que mientras la lecti­
na WGA no es un mitôgeno (208), algunos resultados indican 
que la mayor parte de las PFC-IgM inducidas por WGA no son 
especîficas para el antîgeno présente en el cultivo. Sin 
embargo, esta estimulaciôn policlonal es sôlo aparente en 
condiciones^de Mishell-Dutton (cultivos de alta densidad ce 
lular). Estos datos podrîan explicarse si estas molêculas 
no fuesen mitôgenos policlonales de células B sino que ûni- 
camente actuasen sobre aquellas células B que han reconoci­
do el antîgeno (217,218).

Es importante destacar el hecho de que la actividad 
TRF puede generarse en ausencia compléta de células T por la 
interacciôn de la lectina WGA con los macrôfagos. Los resul
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tados presentados (III.11.6 .) indican la necesidad de interpre 
tar con precauciôn los datos obtenidos sobre el origen celular

i
de los distintos factores auxiliares descritos, ya que normal- 
mente estos mediadores solubles se preparan en condiciones en 
los que tanto las células T como los macrôfagos pueden activar 
se. Hay que sehalar, sin embargo, que la producciôn de TRF por 
estimulaciôn policlonal de células T no se vio afectada después 
de eliminar los macrôfagos de la poblacién celular utilizada 
para la producciôn de dicho factor (UT.3.2.).

Es necesario destacar la complejidad de las interaccio 
nés celulares que tienen lugar en el sistema in vitro de in­
ducciôn de células B que se ha usado en el présente trabajo 
(Mishell-Dütton). Debido a que tantos factores liberados por 
las células T como por los macrôfagos, asî como otras molêcu 
las que son capaces de activar directamente a las células B 
(mitôgenos), pueden reconstituir la respuesta de células de ba 
zo de ratones atîmicos a SRBC, se hace necesario el estudio 
individual de cada uno de estos procesos de activaciôn.

El hecho de que la lectina WGA estimule directamente 
a 'os macrôfagos para cooperar con las células B, podrîa uti- 
lizarse tanto para estudiar la activaciôn de los macrôfagos 
como los mecanismos de cooperaciôn que inducen la diferencia- 
ciôn de las células B. Por otra parte, la actividad anti-idio
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tîpica descrita para los ConA-TRFs permite el estudio de la 
especificidad de la cooperaciôn entre linfocitos T^ y linfo­
citos B.

En este sentido, existen evidencias que indican que 
los procesos de cooperaciôn que inducen activaciôn, crecimieji 
to y maduraciôn de las células B, dependen de dos grupos de :

. isenales que provienen de células accesorias (219). Las célu 
las T o productos derivados de ellas, parecen mediar actuan- 
do directamente sobre las células B, una fase posterior a la 
iniciaciôn de la expansiôn y maduraciôn clonal. La iniciaciôn 
de estas respuestas, requiere sin embargo, el reconocimiento 
de los macrôfagos por las células T,, no habiendo aun sido de 
mostrado cual de los dos tipos de células proporciona la se 
nal capaz de activar a las células B.

por ûltimo, hay que destacar el hecho de que la acti­
vidad anti-idiotîpica del receptor de las células T supone un 
nuevo enfoque en el estudio de los sistemas de reconocimiento 
entre células T y B, asî como en la autoregulaciôn del SI por 
interacciones idiotipo anti-idiotipo. El reconocimiento dey
los idiotipos como forma de control de las inueracciones en­
tre células del SI, puede representar la base evolutiva sobre 
la que se apoye la, generaciôn y mantenimiento de la diversi­
dad del SI durante su évolueiôn.
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V. CONCLUSlONES

1) La estimulaciôn de células de bazo de ratôn Icon ConA pro 
voca la liberaciôn por parte de las células T de factores 
(ConA-TRFs) que son capaces de reemplazar a dichas células T 
en la respuesta in vitro a antîgenos TD.

2) Los ConA-TRFs son producidos por células T en eâtadîo de 
pequenos linfocitos (no activadas), si bien dicha producciôn 
requiere la presencia simultânea de células B, siendo indepen 
diente de otras células accesorias (macrôfagos).

3) La producciôn de ConA-TRFs no requiere divisiôn celular, 
lo que, junto a la especificidad que muestran, sugiere que 
son un componente habituai de la membrana celular de los lin­
focitos T, actuando posiblemente como receptor especîfico pa 
ra el antîgeno en dichas células.

4) La célula diana de la actividad TRF es el linfocito B, 
que es actiyado por dichos factores a través de receptores 
mitogênicos.

5) Los TRFs son una mezcla policlonal de distintas activi­
dades con especificidad para las regiones variables de las Igs 
(especificidad anti-idiotîpica).
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6) La producciôn de TRFs con actividad anti-idiotîpica re­
quiere ademâs de las células T la presencia en el cultivo de

I ^  '
células que presentan idiotipos en la superficie celular (lin 
focitos B). Posiblemente se requiera la interacciôn entre am 
bas poblaciones celulares para la secreciôn del TRF al sobre 
nadante del cultivo.

7) Tanto en ratones normales como en atîmicos y gnotobiôti­
cos, alrededor de un 1% de las células B se encuehtran en es 
tadîos de maduraciôn correspondiente a células plasmâticas 
productoras de anticuerpo. Estas AFC originadas en ausencia 
de estîmulo antigénico externo dan cuenta de la existencia 
de los anticuerpos naturales.

8) La frecuencia de precursores especîficos para distintos 
antîgenos encontrada en ratones gnotobiôticos coincide con 
la calculada en ratones normales, lo que sugiere un mecanis­
mo interno de control independiente del antîgeno.

9) La importancia de estos anticuerpos naturales viene de­
terminada por la especificidad de los linfocitos T para re- 
conocer el antîgeno unido a anticuerpos especîficos (idioti­
pos) , bien sobre la superficie del macrôfago o como complejos 
circulantes.
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10) La estimulaciôn de cêlùlas de bazo de ratôn con ConA, 
induce igualmente la producciôn de un factor (TGF) que in­
duce la proliferaciôn 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- j 
seen muy parecido peso molecular, pueden distinguirse por
su pi y sus diferentes absorciones sobre distintas subpo- 
blaciones. Asî, la actividad TGF se absorbe en un 90% sobre 
blastos T, mientras que dicha absorciôn no modifica la ac­
tividad TRF.

12) La lectina WGA bien directajnente o a travês de su in- 
teracciôn con los macrôfagos, es capaz de inducir la proli 
feraciôn de las células B en presencia de antigeno, reempla 
zando asî la necesidad de la presencia de las células T en 
dicho proceso.

13) La cooperaciôn celular en la respuesta inmune a antîge^
/

nos TD es un proceso complejo, que requiere Iw. interacciôn 
directa o a travês de factores solubles entre distintas po-̂  
blaciones celulares en las que si bien macrôfagos o sus pro­
duc to s pueden activar a las células 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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