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I. REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE: CONCEPTOS GENERALES.

Los vertebrados poseen un sistema inmunológico
altamente complejo que les permite defenderse de las in
fecciones. Su respuesta inmune se encuentra regulada de
manera precisa. Los mecanismos de regulación actuantes
determinan si existirá o no respuesta al antígeno, cuál
será la magnitud de la misma, qué clase de anticuerpos
se producirán y qué subpoblaciones de células serán indu
cidas a activarse. Obviamente, la regulación del siste
ma es necesaria para impedir una respuesta a cada antïgg
no que asuma las proporciones de un gamopatía policlonal
o de un síndrome linfoproliferativo.

Linfocitos T

Uno de los niveles más importantes de regulación
del sistema inmuneestá dado por la actividad de células
denominadas linfocitos T (112, 191).

La mayoría de los antígenos inducen la activa
ción de una compleja red de linfocitos T funcionalmente
diferentes (18, 88, 109, 167, 214), que regulan la acti
vidad de las células B (88, 151, 167) -productoras de an
ticuerpos- y la de ellos mismos. Diferentes subpoblacig
nes de células T intervienen en la respuesta:

Los linfocitos T citotóxicos (Tc)(88) destru



yen células que poseen en su superficie determinantes
antigénicos diferentes a los del propio organismo,por
ejemplo, células infectadas por un virus (células que
expresan determinantes antigénicos codificados por el
genomaviral) o células de tejidos extraños. Estas cg
lulas Tc serían, también, capaces de destruir células
tumorales (185). Para que pueda lograrse un nivel de
citotoxicidad adecuado, es necesario que otra subpobla
ción T interactúe con los linfocitos Tc. A estas célg
las T se las denomina linfocitos T colaboradores o hel
per (Th) y determinan los niveles de citotoxicidad (88,
167). Existen también, linfocitos T colaboradores que
interactúan con las células B para que éstas puedan pro
ducir anticuerpos. Los linfocitos T denominadossupre
sores (Ts) (44, 85, 108, 109, 118, 225), suprimen la
respuesta inmune, actuando, generalmente, a través de
los T colaboradores.

En algunas especies animales, estas subpobla
ciones de células T poseen en su superficie, aloantíge
nos que permiten distinguirlas una de otras (109).

Existe también otra forma clásica de subdivi
dir a las células T: linfocitos T denominadosalorreac
tivos y linfocitos T denominadosreactivos a antígenos
convencionales. Los linfocitos T alorreactivos respon
den a los antígenos denominados antígenos mayores de
histocompatibilidad extraños -dentro de la especie- y
los linfocitos T reactivos a antígenos convencionales



son aquellos que reaccionan frente al resto del universo
antigénico.

Reconocimiento de antígenos propios

A principios de siglo se estableció que el con
cepto de inmunidad significaba el rechazo de lo extraño,
o no propio, y al mismotiempo la falta de respuesta fren
te a lo propio, lo que se denominóel "horror autotoxicusï
Másadelante, esta definición pasó a integrar uno de los
dogmas más importantes de la inmunología cuando Burnet
propuso la teoría de la vigilancia inmunológica (171) en
la cual se involucraba a los linfocitos T en la destruc
ción de toda célula que tuviera en su superficie antíge
nos extraños al individuo, por ejemplo, las células tumg
rales nacientes. Másadelante, si bien esta teoría fue
cuestionada en algunos aspectos, siguió prevalenciendo
comofunción primordial del sistema inmune, el concepto
de rechazo de todo lo no propio, sea ésto una bacteria,
un virus, una célula neoplásica, un tejido o un órgano
ajeno.

Recientemente, se ha puesto de manifiesto una
característica esencial de modode operación de los me
canismos inmunorregulatorios: el sistema inmuneestá pre
parado para reconocer antígenos gue son propios del orga
nismo (32, 232, 242). Así, el concepto de autoinmunidad
ha sufrido cambios grandes ya que anteriormente, se pen
saba que no existía reconocimiento de determinantes anti



génicos propios durante la madurez inmunológica y que
cuando este reconocimiento existía, se desencadenaban
enfermedades autoinmunes (226). Actualmente, algunos
investigadores consideran que el deficiente reconoci
miento de los antígenos propios -por ejemplo, el de
los antígenos mayores de histocompatibilidad propios
constituiría el factor comúnmás importante en los de
sórdenes autoinmunes experimentales y naturales en ani
males y seres humanos (226, 243, 244).

Uno de los mecanismos de regulación de la
respuesta inmunedescubierto recientemente, implica el
reconocimiento de antígenos propios presentes en las m9
léculas de anticuerpos. Este reconocimiento induce al
desencadenamiento de reacciones inmunes contra dichos
determinantes antigénicos propios presentes en las inmu
noglobulinas. Se producen así, reacciones inmunes en
cadena que contribuyen a lograr respuestas equilibradas.
Este tipo de reconocimiento de antígenos propios suele
denominarse red de idiotipos-anti-idiotipos (232).

Se denomina idiotipo al conjunto de ciertos
determinantes antigénicos presentes generalmente, en
la región hipervariable de las inmunoglobulinas (46,49).

El idiotipo de las inmunoglobulinas resulta
antigénico para el propio individuo gue las produce,
esto es, resulta auto-antigénico y se ffabricarán anti
cuerpos contra él. A estos anti-anticuerpos se los de
nominaanticuerpos anti-idiotípicos (105).Cada uno de_los



determinantes antiqénicos que constituyen el idiotipo de
una inmunoqlobulina se denomina idiotopo (Figura 1)(197).
Existen idiotopos ubicados dentro de la cavidad del sitio
de combinación de la molécula de anticuerpo e idiotopos
que se encuentran por fuera de dicha cavidad. Suele hablar
se también, de tres tipos de idiotopos: los ubicados sobre
1a cadena liviana de las inmunoglobulinas, los de cadena
pesada y los de combinación -estos últimos, están determi
nados por ciertas secuencias de aminoácidos expuestas por
la disposición espacial que adoptan ambas cadenas-. El
mismoidiotipo puede estar asociado con más de una clase
de anticuerpos (IgG, IgM, etc.)(39).

El idiotipo de la molécula de inmunoglobulina
es propio para cada individuo de la población. La defini
ción original de idiotipo fue la siguiente (51): "son las
especificidades antigénicas de los anticuerpos producidos
por un individuo en su respuesta a determinados epitopos"
(determinantes antigénicos externos). Esto implica que
las regiones variables de las inmunoglobulinas son únicas
para cada individuo. Así, si se inmuniza a dos individuos
con un mismo epitopo, ambos fabricarán anticuerpos que reag
cionarán con dicho epitopo pero, sus inmunoglobulinas pre
sentarán determinantes idiotïpicos diferentes (Figura 2).
Incluso, un mismo individuo en una segunda inmunización
fabrica anticuerpos con idiotipos diferentes a aquellos
presentes en la respuesta primaria.

Las células B poseen comoreceptor para el antÉ
geno, moléculas de la misma inmunoglobulina que van a pro
ducir una vez transformadas en Células plasmáticas.



Figura1
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Figura 2

Para un mismodeterminante antigénico:

Individuo A

' idiotopos de cadena L

Idiotipo < i idiotopos de cadenas H

""' ‘( idiotópos de combinación

Individuo B

0 idiotopos de cadena L'I l I u J

Idiotipo H idiotopos de cadena HLUJ
___-4 I idiotopos de combinación

Los idiotipos son propios de los individuos. En la figura
se esquematiza la respuesta de dos individuos de una pobla
ción a un mismo epitopo. Ambosproducen anticuerpos que
reaccionan con el epitopo pero estos anticuerpos poseen
idiotipos diferentes y en consecuencia ambosinducirán la
aparición de anticuerpos anti-idiotípicos distintos. Se se
ñalan además, los idiotopos de cadena liviana (L), los de
cadena pesada(H)y los de combinación.



En consecuencia, dicho receptor tiene el mismoidiOtipo
que el anticuerpo (70).

El receptor de los linfocitos T (141) no es
una inmunoglobulina. Su estructura aún no ha podido ser
caracterizada. Sin embargo, se sabe que el receptor T
comparte con los anticuerpos y con los receptores B algu
nos determinantes idiotípicos (29, 30, 373. La mayoría
de los autores sostieneh que sólo se comparten los codi
ficados por los genes de la región VHde las inmunoglobu
linas (que codifican para la parte variable de la cadena
pesada de 1a inmunoglobulina)(50, 69, 70, 84, 142, 188).
Unos pocos afirman que también se compartirían algunos
presentes en la región variable de la cadena liviana
(51).

La red de idiotipos-anti-idiotipos (39, 94, 103,
110, 114) —ored de Jerne (115)- tendría gran importancia
en la regulación de la respuesta inmune (69, 70, 71).

La teoria de la red afirma, en su concepción
general, que cuando penetra un epitopo al organismo se
genera una respuesta inmune contra él, o sea se estimulan
clones de células B precomisionadas para responder al de
terminante antigénico y células T que regularán el nivel
de la respuesta y —enalgunos casos- actuarán directamen
te contra él (por ejemplo, actuando comocélulas citotóxi
cas efectoras). Los determinantes idiotípicos presentes
en los anticuerpos y en los receptores de las células B
y T activadas, activarán a su vez a otros clones de célu



las B que fabricarán anticuerpos anti-idiotipicos (195).
E1papel biológico de lOs anticuerpos anti-idiotípicos
-si bien no está perfectamente determinadoParéceríaïseIrele
vaúeznralaregulación de 1a respuesta inmune (49, 122,
168, 169, 214): pueden interactuar con los anticuerpos
idiotípicos neutralizándolos, estimular o suprimir a los
clones B que posean los receptores idiotipicos y también
interaccionar con las células T (27) cuyo receptor presea
te idiotipos similares.

Se ha demostrado también la presencia de clo
nes de células T anti-idiotípicas (38, 40, 72, 170), las
que por lo general, muestran actividad supresora aunque
se ha demostrado in vitro que también poseen actividad
estimuladora. En las Figuras 3 y 4 se esquematizan algu
nas de las interacciones citadas.

Los anticuerpos anti-idiotïpicos presentan a su
vez, determinantes idiotïpicos propios y en consecuencia,
generananticuerpos anti-(anti-idiotïpicos). Se produci
ría asi, una especie de cascada de anticuerpos en la que
cada uno de los niveles intervendrïa en la regulación de
los otros.

Existe otro tipo de reconocimiento de antígenos
propios, reconocimiento que resulta imprescindible para
que el sistema inmune funcione adecuadamente.

La superficie de prácticamente todas las células



Figura 3

Anticuerpoanti-idiotïpico

Anticuerpo
idiotïpico

inf.T anti-idiotïpico

Linfocito B Linfocito T
idiotïpico idiotípico

En la figura se esquematizan algunas de las interacciones
posibles de los anticuerpos anti-idiotípicos y de las cé
lulas T anti-idiotípicas con anticuerpos y receptores ce
lulares B y T idiotïpicos.
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Figura 4

idiotipo 1 ///fanti id.1

id.1

La figura representa algunas de las interacciones celulares
entre células idiotípicas y antiidiotípicas. La célula Th
antiidiotïpica (anti id.1) reconoceal receptor idiotípico
(id.1) delacélulaB ytaúfién al de la célula Th idiotïpica
(id.1). Ambascélulas Th se estimulan mutamente. El esque
ma descripto ha sido mostrado experimentalmente.
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nucleadas del organismo expresa antígenos que se denominan
antígenos mayores de histocompatibilidad. Cada individuo
de la población expresa una serie de antígenos mayores de
histocompatibilidad que le son propios (130)

Para que los linfocitos T de un organismo puedan
interactuar tanto con los linfocitos B comocon otras celu
las, deben reconocer en la superficie de estas células an
tígenos mayores de histocompatibilidad propios. Este fe
nómenose denomina restricción de las funciones T por el
complejo mayor de histocompatibilidad (194) y será desarrg
llado extensivamente a lo largo de este trabajo.

Estos hechos permitieron tener una visión dife
rente del sistema inmune: éste no sólo está capacitado pa
ra reconocer aquello que le resultal extraño, sino que en
realidad para poder defender al organismo de las agresiones
externas, debe poder reconocer lo propio en forma adecuada.
Por otra parte, los mamíferos han desarrollado la capacidad
de aceptar lo no propio: desde el punto de vista de la in
munobiología, el feto puede ser considerado un injerto alg
geneico (11, 12). La madre reconoce a dicho injerto (10)
y a pesar de poseer grandes poblaciones de linfocitos T ca
paces de reaccionar contra los antígenos de histocompatibi
lidad del feto diferentes de los propios, lo acepta duran
te largo tiempo sin rechazarlo.

Hemosdicho ya que los linfocitos T suelen divi
dirse en dos grandes grupos: aquellos que reconocen a los
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antígenos mayores de histocompatibilidad extraños y aquellos
que reconocen al resto de los antígenos. Estos últimos, pa
ra funcionar adecuadamente, deben reconocer además a los an
tigenos mayores de histocompatibilidad propios. Clásica
mente, se las ha considerado poblaciones celulares indepen_
dientes.

A lo largo de este trabajo se estudiará cuál es
la relación que existe entre ambaspoblaciones. Pregunta
que tal vez puede expresarse como: ¿cuál es la relación
existente entre el reconooimiento de los antígenos mayores
de histocompatibilidad propios y extraños y de qué manera
interviene esta relación en los mecanismosde regulación
de la respuesta inmune?.

II. ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD

Durante muchotiempo se ha esperado el dia en que
fuera posible reemplazar tejidos u órganos dañados por in
jertos provenientes de otros seres humanos. El transplante
de células, tejidos u órganos entraña dos tipos diferentes
de inconvenientes: el primero de ellos, lo representa el
acto mismo del transplante; el segundo, mucho más grave por
cierto, se refiere a 1a incompatibilidad de los aloinjertos
(injertos transplantados de un individuo a otro de la misma
especie).

Los injertos del mismoreceptor, denominados auto
injertos, o bien los injertos provenientes de hermanos geme
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los o de miembros de una cepa endocriada (de igual consti
tución genética), por lo general, resultan permanentemente
exitosos. Por el contrario, los injertos alogeneicos son
normalmenterechazados. Los autoinjertos de piel, si bien
pasan por una etapa de cambios reparatorios menores, reasu
mensu condición original con un alto grado de perfección.
Los aloinjertos de piel adquieren una buena irrigación san
guinea y se comportan en un principio comoautoinjertos.
Sin embargo, pronto son infiltrados por gran cantidad de
leucocitos, predominantementelinfocitos e histiocitos; se
observa el cese del flujo sanguíneo, desintegración y sepa
ración de la epidermis entera y muerte de la población ce
lular injertada. Usualmente, la reacción se completa en
dos semanas. Los aloinjertos de otros tejidos sólidos,
normales o malignos, o de órganos que establecen conexio
nes vasculares con su huésped por si mismos o por anasto
mosis vascular quirúrgica, sufren un destino similar.

Los aloinjertos que contienen un númerosignifi
cativo de células T inmunológicamente competentes, montan
reacciones citotóxicas contra el huésped denominadasreac
ciones de injerto contra huésped (GVH)(76,92). Esto ocu
rre principalmente en los transplantes de médula ósea(178)
en los que,a causa de la inmunosupresión que sufre el pa
ciente, resultan a menudofatales (58, 59, 66, 229, 249).

La destrucción de los aloinjertos es uno de los
fenómenos inmunológicos más reproducibles y se manifiesta
en todos los vertebrados examinados e incluso en algunos
invertebrados (42, 104).
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La inmunología de transplante es sin embargo,
rica en excepciones. Unade ellas resulta la presencia
de fetos en los mamíferos de cría libre. La relación
materno-fetal representa uno de los enigmas más fascinan
tes de la inmunobiología de transplante.

Desde el comienzo de este siglo, oncólogos, em
briólogos, genetistas, endocrinólogos e inmunólogoshan
utilizado los transplantes comopoderosa herramiento ana
lítica para el estudio de numerosos problemas biomédicos.
Los procedimientos de transplante han jugado sin duda,
un rol indiscutible en la elucidación de diversas incóg
nitas inmunológicas. La experimentación en este campo
ha permitido conocer -entre otras- el significado funcig
nal del timo, el de la bursa de Fabricius, la bioquímica
de los antígenos involucrados en las reacciones a aloin
jertos, el fenómenode la restricción de las funciones T
por el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)y el
papel que actualmente se atribuye al timo en la maduración
del sistema inmune;

II. l. DETERMINACION GENETICA DEL DESTINO DE LOS ALOINJER

TOS.

Los antígenos responsables del desencadenamiento
de las reacciones de rechazo de los injertos alogeneicos,
se encuentran determinados genéticamente. En el año 1903,
Jensen descubrió que los tumores espontáneos podían a ve
ces, ser propagados de ratón en ratón al injertarles celu
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las tumorales viables. Observó que no todos los ratones
eran igualmente susceptibles al crecimiento de dichos tu
mores y hablaba de "inmunidad activa" en los animales más
refractarios al transplante tumoral. El estudio del trans
plante de tumores pronto llevó a la observación de que la
regresión de los tumores transplantados se debía a alguna
clase de rechazo activo del injerto por parte del huésped.
Se reconoció que los tumores diferïan unos de otros en su
facilidad de transplante y que la "raza" de los animales
en los que el tumor era transplantado influía en la toma
o en el rechazo del injerto. En esa época los animales
considerados de la misma "raza" no tenían mucho más en co
múnque el color, el origen geográfico o el pedigree de
familia, de modoque si bien pudieron realizarse algunas
observaciones, la carencia de animales genéticamente uni
formes dificultaba la comprensión del problema abordado.

El desarrollo de cepas endocriadas fue iniciado
por Little y otros genetistas (65, 221, 222). Se logra
ron progenies endogámicasa partir de varios lotes de ra
tones. El apareamiento se realizaba por cruzamiento he;
mano-hermana. Luego de 15-20 generaciones, se logró un
alto grado de uniformidad genética en todos los animales
de cada linea. Estos ratones reaccionaban comogemelos
idénticos y mostraban igual susceptibilidad o igual resis
tencia a la implantación de ciertos tumores. En 1a Tabla
1 se muestran algunas de las cepas endocriadas de ratones
utilizadas más habitualmente (220). Hacia 1902-1903, se
había demostrado que tumores originados en una cepa de ra
tones parcialmente endocriados, casi siempre crecían pro
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Tabla 1: CEPAS ENDOCRIADAS DE RATONES FRECUENTEMENTE UTILIZADAS EN INVES

TIGACIONES INMUNOLOGICASY ONCOLOGICAS (154a, 220).

Cepa Color Características H-2 Desarrollada"
por

AKR/J albino Muyalta incidencia de leucemia k Furth, 1928-36
espontánea (85%) a los 6-8 meses
de edad.

BALB/c albino Baja incidencia de tumor mamario d Bagg, 1913
(2%).Pocos tumores de ovario y
adrenales en animales viejos.Al
gunos tumores de pulmón.Inciden
cia de leucemia, 15%.

CBA/CaJ agouti Alta incidencia de tumor mamario. k Strong, 1920
Algunos hepatomas.

C3H/HeJ agouti Muyalta incidencia de tumores ma k Strong, 1920
marios en hembras apareadas (90%L
menor en vírgenes.Hepatomas en m3
chos.Incidencia de leucemia, 1%.

C57B1/6J negro Incidencia de tumor mamario,1% en b Little, 1921
apareadas y 0%en vírgenes. Baja
incidencia de otro tipo de tumo
res.

C57Bl/10J negro Baja incidencia tumoral. Resisten b Little, 1921
te a algunos tumores de C57Bl/6J.

C57/Ks negro A diferencia de otras cepas deC57Bld Bíesele, 1947
posee el H-Zd en lugar del H-2b. Kaliss, 1948

C58/J negro Muyalta incidencia de leucemia k MacDowell,1921
(85%) antes del año de edad

DBA/1 marrón Tumor mamario en 75% de hembras í q Little. 1909
claro pareadas luego del año de edad y
(gray) en algunas vírgenes alrededor de

los 18 meses.Resistente a la mayo
ría de los tumores transplantables

¡ de DBA/2.

DBA/2 marrón Algunos tumores mamarios en viejas d Little, 1909
claro hembrasapareadas.Resistente a tu
(grav) mores transplantables de DBA/li

Aproximadamente 30% de las hembras
hacen leucemias espontáneas.

Nota: Los porcentajes de tumores indicados son aproximados.Los datos pueden
variar según los diferentes laboratorios, particularmente en algunas
Subcepas.
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gresivamente si el tumor era transplantado en esa misma
línea de ratones pero no crecían cuando se los transplag
taba en un stock de animales no relacionados. Tyzzer en
1909, encontró que los híbridos de la primera generación
(F1) producidos por apareamiento de esta línea de ratones
con ratones del stock resistente, eran siempre suscepti
bles al crecimiento del tumor, lo cual sugería que los
factores responsables del crecimiento tumoral estaban de
terminados por genes que se expresaban en condición hetg
rocigota. Los ratones derivados de la intercruza de los
F1 (generación F2) eran resistentes al crecimiento tumo
ral. Estos resultados eran difíciles de interpretar en
esa época y no parecía corresponder a una explicación sim
ple de herencia basada en la teoría de Mendel. El hecho
de que todos los Fl fueran susceptibles sugería la presea
cia de un carácter dominante. Sin embargo, de acuerdo a
las leyes de Mendel, si la susceptibilidad al crecimiento
tumoral dependía de la expresión de un solo gen dominante,
las 3/4 partes de los F2 hubieran debido ser susceptibles.

El problema fue resuelto en 1914, por Little
quien postuló que la aceptación del injerto tumoral depen
día de un gran númerode "factores de susceptibilidad"
compartidos por el tejido tumoral y los tejidos del hués
ped y que cada uno de ellos, estaba codificado por genes
independientes. La aceptación de tumores originados en
ambascepas parentales por parte de los híbridos F1, se
debía a que estos híbridos heredaban un set completo de
cromosomas de cada padre, incluyendo todos los "genes de
susceptibilidad" o genes de histocompatibilidad comose
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los denomina actualmente. Los F2 eran genéticamente
heterogéneos. Observando el número de ratones F2 sus
ceptibles a la toma del tumor se realizaron los prime
ros cálculos del númerode genes de histocompatibilidad.
suponiendo que estos genes no estuvieran ligados.

En 1938, Gorer (131, 216) demostró serolóqica
mente la existencia de variación antigénica en los gló
bulos rojos de ratones de distintas cepas y que existía
un antígeno, al que denominó "antígeno 2", común a los
glóbulos rojos, células de tejidos normales y células
tumorales de una cepa particular de ratones.

Los animales que no expresaban este antígeno
en la superficie de sus tejidos (ahora sabemos que ex
presaban otros) cuando eran inoculados con injertos de
tumor de un dador que sí expresaba este antígeno 2, re
chazaban sistemáticamente dicho injerto (Figura 5). Es
tos hallazgos mostraban la existencia de antígenos res
ponsables del rechazo de injertos no sólo en células tu
morales sino tamibén en células normales. De esta mang
ra, Gorer reformuló la teoría genética de Little en tér
minos inmunológicos (25): "Los tejidos normales y neo
plásicos contienen factores isoantigénicos que están de
terminados genéticamente". "Estos factores isoantiqéni
cos presentes en el tejido injertado y ausentes en el
huésped, son capaces de desencadenar una respuesta que
determina la destrucción del injerto ...

Los hallazgos de Gorer, si bien desilusiona
ron a quienes investigaban el problema del crecimiento
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tumoral, abrieron un campo de enorme e insospechada im
portancia en el desarrollo de los conocimientos inmuno
lógicos.

Estudios realizados posteriormente permitieron
enunciar los principios generales de la inmunogenética de
transplante (25, 88, 151).

1. La aceptación o rechazo de un injerto está
determinada por la presencia o ausencia en las células
injertadas de antígenos extraños al huésped. La presencia
de estos antígenos está determinada genéticamente. Se los
denominaantígenos de transplante o de histocompatibilidad
y a los genes que codifican para ellos, genes de histocom
patibilidad. Cada gen puede poseer una serie de alelos en
la población.

2. Los alelos de histocompatibilidad son codomi
nantes: sus productos son demostrables en el heterocigota.

3. Los injertos paternos -dentro de cepas endo
criadas- son aceptados en sus híbridos F1 ya que el F1 pg
see todos los antígenos de ambas cepas parentales.

4. Los injertos de tejido de híbridos“ F1 a
sus padres se rechazan,ya que éstos no poseen uno de los
sets de antígenos de histocompatibilidad: aquellos caras
terísticos de la otra cepa. En la Figura 6 se presenta
un esquema que ilustra los conceptos.
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Figura 6

Cepa C57Bl Cepa CBA

RECHAZO

RE HAZO ///]
ACEPTACION ACEPTACION

F1(C57Bl x CBA)

Destino de aloinjertos de piel realizados entre ratones de
dos cepas distintas: C57Bl y CBA,y su híbrido F1. Aunque
sólo se indican los genotipos H-2 de las dos cepas, debe re
cordarse que ellas difieren en múltiples loci de histocompa
tibilidad. Puesto que los alelos de histocompatibilidad
son codominantes, el hibrido F1 posee todos los antígenos
de transplante presentes en ambascepas parentales. Sólo
se aceptan los aloinjertos que no posean antígenos de histg
compatibilidad que no estén presentes en el huésped (25)
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II. 2. ANTIGENOS MAYORES Y MENORES DE HISTOCOMPATIBILIDAD.

Los tejidos normales y neoplásicos presentan antí
genos de histocompatibilidad expresados en la superficie
de sus células. Cuandose realiza un transplante alogenei
co, estos antígenos son reconocidos por los linfocitos del
huésped, comoextraños y las células o tejidos transplantg
dos son rechazados.

Existen dos clases de antígenos de histocompatibi
lidad: los antígenos de histocompatibilidad mayores o fue;
tes y los antígenos de histocompatibilidad menores o débi
les (79, 138, 233). Ambosdesencadenan en el huésped reag
ciones inmunes: los antígenos mayores de histocompatibili
dad extraños inducen un rechazo rápido del injerto, los me
nores un rechazo más lento (25).

Los antígenos mayores de histocompatibilidad están
codificados por un complejo génico en el cual los genes se
encuentran ligados. Los antígenos menores no parecen estar
codificados por complejos génicos; los genes que los codifi
can suelen estar ubicados en diferentes lugares del genoma.
En el ratón existen por lo menos treinta antígenos menores
de histocompatibilidad localizados en diferentes cromosomas
(131).

A lo largo de este trabajo denominaremoscélulas
T alorreactivas a aquellas que reconocen a los antígenos
mayores de histocompatibilidad extraños y excluiremos de
esta denominación a las que reconocen a los diferentes an
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tígenos menores extraños.

_ Los antígenos mayores de histocompatibilidad po
seen una función que trasciende largamente a la de provocar
el rechazo de tejidos u órganos alogeneicos. Su presencia
en la superficie celular resulta de fundamental importancia
en la regulación de la respuesta inmune. Describiremos en
tonces dichos antígenos mayores de histocompatibilidad y el
complejo génico que los codifica.

'II. 3. EL COMPLEJO MAYORDE HISTOCOMPATIBILIDAD.

A partir del descubrimiento de Gorer de las molécu
las que recibieron el nombrede antígenos de histocompatibi
lidad, varios investigadores observaron su presencia en mu
chos otros vertebrados (36, 138, 184, 189, 212, 213, 251),in
cluyendo al ser humano (53, 56, 57, 151, 202).

Estos antígenos podían ser reconocidos de dos mo
dos: se podían fabricar antisueros contra ellos para estudiar
los serológicamente y además, las células y tejidos que los
poseían eran destruídos o rechazados cuando se introducían
en individuos cuyos correspondientes antígenos no eran exac
tamente los mismos. Gorer, Lymany Snell (131, 216), traba
jando en ratones, denominaron al gen que codificaba para es
tos antígenos gen H-2. Estudios posteriores demostraron que
el H-2 consistía en una serie de genes y lo denominaron en
tonces complejo mayor de histocompatibilidad o complejo H-2.

Originalmente, el interés de los inmunólogos por

-24



el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)se centraba
exclusivamente en el obstáculo que su presencia ofrecía pg
ra el transplante de órganos o tejidos. Sin embargo, los
estudios que se realizaron,pronto hicieron evidente la im
portancia del CMHen la respuesta inmune frente al resto
del universo antigénico.

II,.3.a. Organización genética del complejo mayorde histo
compatibilidad del ratón.

La descripción del H-2 que haremos a continuación,
se basó fundamentalmente en la de Jan Klein (130, 131). El
H-2 se encuentra localizado en el cromosoma17 del ratón (80,
161) (Figura 7). En ese mismo cromosomahan sido identifica
dos otros tres grupos de loci: loci que controlan la diferen
ciación embriónica (T, t, Kb, Fu y qk), loci que controlan
el crecimiento del pelo (th y thf) y loci que codifican para
isoenzimas (ng-Z, Cee2, Apl, Glo-l y Map-2). Algunos de es
tos grupos podrían formar parte de complejos funcionales si
milares a1 H-2, en particular el grupo T, t (236).

El complejo H-2 (Figura 8) posee una longitud de
0.3 a 1.5 centimorgans dependiendo de qué loci se consideren
pertenecientes o no a él.

Originalmente los bordes del complejo estaban de
marcados por el locus H-2K en el extremo centromérico y el
locus H-2Den el extremo telomérico. Estos dos loci están
separados por una distancia de 0.3 centimorgans. Sin embaï
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go, estudios recientes indican que varios loci que se encuentran ubi
cados a 1a derecha del locus H-ZDestán funcional y bioquímicamente
relacionados con algunos de los loci pertenecientes al complejo H-Z
y entonces, podrían formar parte de dicho complejo. Si se conside
ran estos loci comopertenecientes al complejo, éste se extendería

desde el locus H-2Khasta el Tla y su longitud sería de 1.5 centimoE
gans.

La posición de cada uno de los loci en el mapa, se determi
na mediante el estudio de los recombinantes derivados de padres heterg
cigotas en los cuales dos cromosomas 17 han sufrido procesos de recom
binación dentro del complejo (216).

Dos loci separados por recombinación pueden, o bien estar
adyacentes o bien, separados por uno o más loci que se desconocen. Por
esta razón se denominan regiones a un sector del cromosomaque posee

por lo menos, uno,pero probablemente más de un locus. Una región en
la que se han identificado varios loci presumiblemente relacionados,
Suele subdividirse en subregiones. Comose ve, este Gltimo término

que suele encontrarse en la bibliografia es confuso (125, 164) y ülti
mamentese tiende a utilizar únicamente el término regiones.

El complejo mayor de histocompatibilidad del ra
tón (H-2) se divide corrientemente en seis regiones. Estas
se denominan: K, I, S, G, D y T. La región I suele dividir
se en 5 subregiones: A, B, J, E y C.

En la región I a pesar de que se señalan cinco loci, sólo
dos o tres de ellos, han demostrado ser efectivamente diferentes. El lg
cus Ia-l es claramente diferente del H-2Ky del resto de los loci de la
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región I y al menos, existe otro locus Ia entre las regiones A y S.

El locus Ia-4 mapea tambiénenkflJfismo segmento cromosómico y su sepa
ración funcional de los loci Ia-3 e Ia-S está bien documentada. El

locus Ir-lB es el locus menos firmemente establecido de los cinco,
ya que para demostrar su existencia existe solamente un recombinan
te.

En la región S, se indican como loci separados los Ss

y Slp; sin embargo, su separación en dos loci diferentes hasta el m2
mento, está sustentada únicamente por datos bioquímicos tentativos
(236) y no existen recombinantes que indiquen su definitiva separa

-ac10n.

Tambiénes incierta la existencia del locus H-2G. La

existencia de los loci H-2Dy H-ZLen 1a región D si bien está sufi
cientemente documentada, no se considera totalmente determinada ya
que hasta el momento, no se han encontrado recombinantes,o sea, no

se ha detectado crossing-over entre ellos. Por último, los loci in
dicados dentro de 1a región T son tentativos. Comopuede verse,
los mapas del complejo mayor de histocompatibilidad contienen desde
10 a 18 loci. Algunos investigadores han sugerido que cada región
podría contener un grupo de varios loci de los cuales se expresaría
solamente uno, pero hasta el momentono existe evidencia experimen

tal que demuestre esta suposición (129).

II. 3. b. Expresión fenotíoica.

Los loci del H-2 pueden dividirse en tres cla
ses de acuerdo a su expresión fenotipica. Estas clases se
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designan 1, 2 y 3.

Los loci pertenecientes a la clase 1 son el H-2K
y el H-2D. Amboscodifican para glicoproteínas de membrana
denominadas respectivamente, K y D.

Estas moléculas glicoproteicas consisten en una cadena poli
peptídica simple de alrededor de 350 aminoácidos, a la que se unen dos
cadenas laterales de carbohidratos. En la membranacelular, la molécula
se encuentra asociada no covalentemente a un polipéptido más corto de 100

aminoácidos de longitud y de un peso molecular de 12.000. Este polipépti
do menor está codificado por un gen que no forma parte del complejo mayor
de histocompatibilidad y existe en forma libre en el suero y otros fluídos

comomoléculas denominadasPZ microglobulina (236).

Las moléculas K y D muestran una fuerte homología
en su estructura primaria. Dicha homologïa es tan fuerte c9
mo la existente entre dos alelos de cada una de ellas. Tam
bién, existe homologiaientre las moléculas de la clase 1 de
diferentes especies lo cual indicarïa un origen evolutivo co
múnde los genes correspondientes.

Las moléculas de clase l pueden detectarse ya sea
serológicamente o bien histogenéticamente generando linfoci
tos citotóxicos para células que poseen estas moléculas en su
superficie.

Los loci de clase 2 son los pertenecientes a la
región I del H-2. Codirican para moléculas denominadas Ia
que son también glicoproteínas de membrana. Los genes deng
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minados Ir (17, 18) mapean en las mismas posiciones que
los genes Ia y no ha sido posible encontrar un producto
de los genes Ia diferente a los productos de los genes
Ir. Actualmente, suele usarse el término Ir para los gg
nes y el Ia para el producto codificado por dichos genes.

Los dos genes Ir que están bien definidos mapean uno

en la subregión A y el otro, lo haríaotfienenla subregión E o en 1a
C. Codifican para glicoproteínas de membranaconstituidas por dos
cadenas polipeptídicas unidas no covalentemente: 1a cadena alfa po
see un peso molecular de 35.000 a 38.000 y 1a beta un PH de 25.000

a 28.000 (48, 236). E1 número de cadenas de carbohidratos (156) es

desconocido. Los datos que se poseen con respecto a la secuencia de
aminoácidos permiten sacar conclusiones tentativas acerca de la homo
logía de las moléculas Ia. No se ha encontrado homología entre las
cuatro cadenas y entre las Cadenas de clase 1 y 2.

Falta establecer con certeza si ambas cadenas en las dos

moléculas están controladas por el complejo H-2 y si así fuera, cuán

tos genes y qué región del complejo codifica para los polipéptidos ig
dividuales.

Si bien los antígenos codificados por los loci
de clase 2 originariamente fueron detectados con anticuer
pos, mostraron luego ser responsables de la activación de
linfocitos T en el cultivo mixto de linfocitos y en la ge
neración de linfocitos T citotóxicos (88). Los genes Ir
regulan la respuesta inmunemedida por producción de anti
cuerpos, hipersensibilidad retardada o proliferación de
linfocitos T in vitro (155).
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Se ha observado que estos genes pueden tanto
exacerbar comosuprimir la respuesta inmune: por ejemplo,
una cepa determinada de ratones puede producir altos nivg
les de anticuerpos contra determinado antígeno, mientras
que otra cepa puede ser mala productora de anticuerpos con
tra ese mismoantígeno. Si estas dos cepas se cruzan y se
analizan las poblaciones segregantes, se encuentra -en el
caso más simple- que el nivel de anticuerpos está controla
do por uno o dos genes que mapean en la región I. Se han
descripto cuatro genes Ir: tres de ellos, aumentanla res
puesta inmune y uno, la suprime. Los genes estimulantes
de la respuesta mapean en las subregiones A, B, C o E y el
gen supresor en la subregión J (99). Estos genes han demos
trado ser muyespecíficos ya que aparentemente pueden dis
tinguir entre dos antígenos muyrelacionados y por ejemplo,
efectuar una alta respuesta hacia uno de ellos y una baja
respuesta hacia el otro.

Los genes de la clase 3‘ codifican para proteí
nas del suero. Estas son las proteínas denominadas Ss y
Slp y constituyen el componenteC4 de la vía clásica del
complenmnïto. Ambasproteínas poseen un peso molecular de 200.000
y están constituidas por tres cadenas polipeptídicas unidas covalen
temente. Estas cadenas se denominan alfa (PM87.000), beta (PM

78.000) y gamma(PM33.000). Las tres moléculas derivan del clivaje

de una cadena precursora, por lo cual presumiblemente estarían codi
ficadas por un gen único. Se han encontrado pequeñas diferencias en
la cadena gammadela proteína Ss y en la de la Slp, lo cual sugiere
que las dos proteínas podrían estar controladas por dos genes. Más
recientemente se han encontrado genes ligados al CMHque codifican
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para otros compontcntes del complementoiC3 en el ratón. Bf en el

cobayo (33), en el mono Rhesus (251) y C2 en humanos.

II. 3. c. Polimorfismo.

Una de las propiedades más remarcables de los
loci del H-2 es su oolimorfismo genético (128). Se habla
de polimorfismo genético cuando en la población existen
varios alelos de cada locus en frecuencias que no pueden
ser explicadas por mutaciones recientes. Esta propiedad
hace a los loci que constituyen el CMH,diferentes de ca
si todos los demás genes de los individuos. Poreúemplo,
al testear en las poblaciones de ratones los genes que controlan pa
ra aloenzimas, se encuentra que aproximadamente el 60%de los loci

son monomórficogesto es, en estos loci se encuentra sólo un alelo

en cada uno de ellos dentro de 1a población. El 40%restante son pg
limóroficos pero sólo dos y muyraramente tres alelos pueden encon

trarse en la población para cada uno de ellos. Usualmente, uno de
los tres posee una frecuencia considerablemente más alta que la de
los otros dos. La mayoría de los ratones (90%) son homocigotas para
los loci polimórficos. En los loci pertenecientes a1 H-2 la situa
ción es completamentediferente. Estudios realizados en poblaciones
de ratones silvestres muestran que los loci de clase l contienen al
menos 20 alelos para cada uno; esto es, 20 alelos para las moléculas

K y 20 para las D.y se considera que esta estimación estaría por debí
jo del número real. El alelo más freCuente del locus de la clase 1
en las poblaciones silvestres se halló sólo en el 12%de los ratones.
La mayoría de los alelos estaban presentes con frecuencias inferiores
al 2%. Más del 90%de los ratones eran heterocigotas para estos loci
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(132, 133, 134, 137). La presencia de tantos alelos en poblaciones
de ratones silvestres representa un verdadero polimorfismo que no
puede ser explicado por una aparición local de mutaciones recientes.
En los ratones domésticos se han encontrado 56 alelos para el locus

H-2Ky 45 para el locus H-2D. Considerando el alto grado de heterg
cigosis y la cantidad de loci del complejo, la variabilidad de este
complejoen las poblaciones naturales reSulta extraordinaria.

Este polimorfismo en los loci del H-2 podria
explicarse de dos maneras: o bien es tan alto por ser tg
lerado por las especies o sea, los diferentes alelos no
producen ni ventajas ni desventajas selectivas para los
individuos, o bien la selección natural favorece la pre
sencia de tantos alelos en la población. Si bien no se
puede aún descartar completamente el primer supuesto, exig
ten suficientes indicios que permiten sustentar el segundo
de ellos (128).

II. 3. d. Funciones.

Se han señalado casi sesenta funciones del com
plejo mayor de histocompatibilidad (129). Los antígenos
de la superficie celular codificados por los genes del com
plejo mayorde histocompatibilidad constituyen la barrera
más importante para alcanzar la aceptación de transplantes
alogeneicos,ya cue desencadenan reacciones T de rechazo por
parte del huésped transplantado. Son estos mismosantíge
nos mayores de histocompatibilidad los principales respon
sables de desencadenar reacciones de injerto contra huésped
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cuando se inoculan células T inmunocompetentes alogeneicas
en huéspedes inmunosuprimidos,comoocurre durante los trans
plantes de médula ósea (126, 127). En la Tabla 2 pueden
observarse las funciones descriptas hasta el momentopara
este complejo génico.

Sin embargo, probablemente el rol más importan
te del CMHfue puesto en evidencia cuando se comprendió su
participación en lo que se denominórestricción de las fun
ciones T por el complejo mayor de histocompatibilidad.

II. 4. REACCIONES DE HISTOCOMPATIBILIDAD Y POLIMORFISMO

ALOGENEICO EN LOS INVERTBBRADOS.

Las reacciones alogeneicas tienen antecedentes
filogenéticos importantes a lo largo de casi toda la esca
la zoológica.

Unade las caracteristicas compartidas por to
dos los Phyla, desde los protozoarios hasta los mamíferos,
es el extensivo grado de polimorfismo alogeneico de las ma
cromoléculas de la superficie celular. La ocurrencia de
reacciones primarias agudas de rechazo de aloinjertos al
nivel de esponjas y celenterados, según algunos autores,
podría representar los orígenes de la inmunidad mediada
por células y del complejo mayor de histocompatibilidad.

La inmunidad de transplante es probablemente el
único indicador que puede ser aplicado a través de todo el
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Tabla 2: FUNCIONES CONTROLADAS POR EL COMPLEJO MAYOR DE

HISTOCOMPATIBILIDAD.

l. Antígenos de clase 1 detectables serológicamente.
2. Antígenos desencadenantes de reacciones agudas de aloinjertos.
3. Resistencia híbrida a injertos tumorales parentales.
4. Resistencia híbrida a células de exudadoperitoneal.
5. Antígenos desencadenantes de reacciones de injerto contra huésped.
6. Niveles de.Ss.

7. Resistencia híbrida al transplante de médula ósea.
8. Resistencia a los virus oncogénicos.
9. Antígenos que desencadenan linfocitotoxicidad mediada por células.
10 Inhibición alogeneica.

11. Antígenos desencadenantes de reacciones de cultivo mixto de linfig
c1tos.

12. Respuesta inmune a antígenos T-dependientes.
13 Efecto alogeneico.
14. Alotipos de proteína del suero Slp.
15. Niveles de andrógenos.
16. Reactividad a eritrocitos de carnero.
17. Colaboración T-B.

18. Peso de testículos, glandula vesicular, timo y nódulos linfáticos.
19. Nivel de proteínas con capacidad de unirsesi a hormonas.
20. Autoinmunízación en combinaciones padres en F1.

21. Actividad del complemento.

22. Antígenos de clase 2 (Ia) serológicamente detectables.
23. Forma de la mandíbula.

24 Expresión de Thy-1 en células de ganglios linfáticos.
25. Respuesta de esplenocitos a fitohemoaglutinina.
26 Inmunidadmediada por células a antígenos virales.
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27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Inmunidadmediada por células a antígenos bacterianos.
Expresión del receptor para complemento.
Producción de factores activadores de células B.

Producción de factores supresores de células T.
Supresión inmune.

Exacerbaciónde aloinjertos.
Expresión del gen de Brachyury (T).

Duración de la esplenomegalia inducida por Brucella.
Velocidad de la síntesis de DNA.
Inducción de células efectoras.

Inmunidadmediada por células a células modificadas por haptenes.

Inmunidad mediada por células a antígenos menores de histocompatibilidad.
Niveles de AMPcíclico.

Colaboración células T-macrófagos.
Inducción de labio leporino por cortisona.
Sensibilidad a 1a testosterona en ratones orquídectomizados.
Ontogénesis de los antígenos H-2 en eritrocitos.
Desarrollo de hipersensibilidad retardada.
Producciónde células "natural killers".
Comportamiento para el apareamiento.
Proliferación de células T inducida por antígenos.
Celularidad esplénica.
Efecto de corticoesteroides sobre células tímicas.

Expresión de antígenos H-Ysobre células de timo y piel.
Proporción de linfocitos T y B.
Efecto de la castración sobre el peso del timo.
Supresión de las reacciones de cultivo mixto de linfocitos.
Inmunidad mediada por células a antígenos asociados a tumores.
Efecto citostático de linfocitos inmunes.
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56. Producción del factor de inhibición de 1a migración de macrófagos.
57. Factor colaborador para 1a generación de linfocitos T efectores.
58. Peso corporal.

El autor (129) denomina a esta Tabla "Teatro del
absurdo" queriendo señalar que aún no se comprendía claramen
te cuál es la principal función biológica del CMH,y cómose
relacionan las funciones entre si. La restricción de las fun
ciones T por el CMHda una buena respuesta a varias de las
funciones atribuidas al CMH. Sin embargo, quedan aún varias
incógnitas a resolver.
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espectro filogenético (42). Invertebrados multicelulares
desde esponjas y corales hasta equinodermos y procordados
poseen una capacidad altamente discriminativa para el "in
munorreconocimiento" alogeneico que da lugar a reacciones
de histoincompatibilidad (104).

Aunquediversos protozoarios muestran polimorfismo aloge
neico de sus antígenos ciliares y de otras macromoléculas de la super
ficie celular, éstos son reconocidos en un sentido inmune solamente
por huéspedes multicelulares. Alotransplantes de núcleos o citoplas
ma entre distintas cepas de Amoebao Stentor son a menudo, exitosos.
Sin embargo, cuando las transferencias no son compatibles, los recep
tores usualmente mueren sin producir clones. Esta incompatibilidad

puede caracterizarse comointracelular y enzimática si bien,esto nosáí
nifica negar que los protozoarios posean sitios específicos de unión
en su superficie celular. Existen postulaciones que sostienen que
aquellos sitios específicos para la entrada de aminoácidos en Amoeba
proteus, podrían haber evolucionado hacia aquellos responsables del
reconocimiento inmune en los Metazoa.

En las esponjas'existe incompatibilidad intraespecífica.
Las zonas de contacto entre dos esponjas alogeneicas aparecen general
mente separadas por un borde discreto. No se encontraron reacciones
citotóxicas u otras secuelas de rechazo. Simplementeno se fusionan.
En algunas combinaciones se vio sin embargo, muerte celular en la in

terfase del aloinjerto. Segundosaloinjertos morían significativamen
te más rápido. El polimorfismo de la histocompatibilidad parece ser
grande.

Entre los celenterados,se encontró incompatibilidad alo
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geneica en dos de sus tres calses: Hydrozoa y Antozoa. Los efec

tos de la incompatibilidad van desde la no fusión hasta la citotg
xicidad aguda. Pueden observarse también, reacciones aceleradas
de segundosaloinjertos.

Entre los helmintos existe un amplio espectro de incom
patibilidad alogeneica. Células que algunos autores comparana leg
cocitos son capaces de mostrar citotoxicidad xeno y alogeneica in
vitro.

En los artrópodos, se discute si puede hablarse de rs
chazo o no de aloinjertos: algunos autores observaron la encapsula
ción de xenoinjertos pero no la de aloinjertos. Otros afirman que
también puede hablarse de rechazo de aloinjertos, por ejemplo, en
Hymenoptera.

Muchosmoluscos pueden distinguir entre iso, alo y xeng
injertos.

En los equinodermos y tunicados, se ha descripto inmung
rreconocimiento alogeneico. En algunas estrellas de mar existe espe
cificidad y al menos memorüadecorto tiempo. En los tunicados, la

aloincompatibilidad implica reacciones de rechazo crónicas. En al
gunas especies solitarias se observó la invasión de la interfase
huésped-aloinjerto por gran númerode células que los autores llaman
linfocitos, granulocitos y fagocitos. Experimentosde fusión aloge
neica en diversas especies coloniales de ascidias, han revelado un
extensivo grado de polimorfismo alogeneico que muestra un control gg
gético complejo (230).
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En el tunicado colonial Botryllus primigenus
la aloagresión celular parece estar controlada por un 19
cus al que se denominó locus F (211). Este locus posee
múltiples alelos en la población y se lo propone comola
mejor aproximación a un complejo mayor de histocompatibi
lidad ancestral. Los miembrosde cada colonia de estos
tunicados son genéticamente estériles. Mientras que para
fusionarse con otros miembros deben compartir al menos uno
de los dos alelos posibles de F, sólo los espermatozoides
alogeneicos son capaces de fertilizar. Las colonias son
estériles. Se postula que la reacción aloagresiva a los
espermatozoides alogeneicos facilita o estimula su pene
tración en las células maternas al punto de ser un requg
rimiento casi obligatorio para 1a fertilización. Esto pg
dría haber constituido una ventaja selectiva para la apa
rición de un gran polimorfismo.

Comopuede observarse, los mecanismos de aloagrg
sión son más antiguos que las.inmunoglobulinas que se desa
rrollaron sólo a partir de los vertebrados. El posterior
desarrollo del CMHhasta el de los mamíferos, se postula
a través de mecanismos de duplicación génica, mutaciones y
recombinaciones desiguales, lo cual resulta análogo al desa
rrollo postulado para las familias de multigenes de las in
munoglobulinas.

III. LINFOCITOS T ALORREACTIVOS

Se denominanlinfocitos T alorreactivos a los
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linfocitos T que reaccionan contra los antígenos mayores
de histocompatibilidad de su especie no propios.

Los linfocitos T alorreactivos poseen recepto
res que reconocen a los diferentes antígenos codificados
por loci del CMHde la especie.

Se demostró gue la subpoblación de linfocitos
T alorreactivos con receptores hacia los antígenos MHCde
una cepa determinada de ratones H-2a, por ejemplo, eran
diferentes a aquellas que reaccionaban frente a antígenos
H-2b

frente a los antígenos H-Zc, etc. De modoque las pobla
, y estas últimas diferentes a las que se estimulaban

ciones T alorreactivas que reaccionan hacia cada tipo de
H-2 son poblaciones separadas y se cree que no existe su
perposición importante entre ellas (3, 13, 106, 140, 149,
150, 261).

Los linfocitos T alorreactivos difieren de los
que reaccionan hacia antígenos convencionales en dos as
pectos importantes (106) (Figura 9):

1. Los linfocitos T alorreactivos existen en la población
normal no inmunizada en una frecuencia muy alta. La
frecuencia de las células T que pueden responder a un
antígeno convencional es de 10-6 a 10-5, pero la fre
cuencia de células T que responden a aloantígenos co
dificados por el CMHes de cien a mil veces mayor. Se
calcula que aproximadamente del 3 al 6%de los linfo
citos T de todo individuo no inmunizado es capaz de
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Figura 9: CARACTERISTICAS DE LAS POBLACIONES T ALORREACTIVAS

QUE LAS DIFERENCIAN FUNCIONALMENTE DE LAS POBLACIO

NES T RBACTIVAS A ANTIGENOS CONVENCIONALES.

Ag (GRC,BSA,etc.)

H-2 propio

Frecuencia baja en individuos normales no inmunizados

Aumentansu frecuencia por sensibilización in vivo

H-2a
. H=2d

'anti H-2 extraños bH-2
H-2C

Frecuencia alta en individuos normales no inmunizados

No aumentan su frecuencia por sensibilización in vivo
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reaccionar contra cualquier HLAo H-2 no propio (21,
83, 154, 210, 246, 261).

Mientras que la frecuencia de los linfocitos T reactiN o

vos a antígenos convencionales aumenta por inmunización
in vivo, la frecuencia de los linfocitos T alorreacti
vos no aumenta por inmunización in vivo con los corres
pondientes antígenos mayores de histocompatibilidad no
propios (92).

III. 1. PARTICIPACION DE LINFOCITOS T ALORRBACTIVOS EN EL

RECHAZO DE INJERTOS ALOGENEICOS.

Los linfocitos T alorreactivos responden recha
zando los injertos alogeneicos y se los considera los prin
cipales responsables de dicho rechazo. Los linfocitos T
que responden a los antígenos menores de histocompatibili
dad participan también en la respuesta a los transplantes
alogeneicos. Sin embargo, el comportamiento de estos dos
tipos de células en el rechazo de aloinjertos aparenta ser
diferente. Cuandose hace un injerto de piel que difiere
en H-2 con el huésped, el rechazo suele completarse apro
ximadamente a las dos semanas, y en este caso, a mayor ta
mañodel injerto —mayorcantidad de antígeno- el rechazo es
más rápido. Si el injerto de piel difiere del huésped sólo
en antígenos menores de histocompatibilidad, el tiempo de
rechazo es mucho mayor pudiendo durar meses (131) y a mayor
tamaño del injerto corresponde un mayor tiempo de sobrevida
del mismo (25).



Las células T reactivas a antígenos menores de histocom
patibilidad poseen baja frecuencia en individuos normales
no inmunizados y su frecuencia aumenta por inmunización
in vivo con dichos antígenos menores (92). O sea, se com
portan en este aspecto, comocélulas T reactivas a antígg
nos convencionales.

III. 2. PARTICIPACION DE CELULAS T ALORRBACTIVAS EN REAC

CIONES DE INJERTO CONTRA HUESPED.

Las reacciones de injerto contra huésped (GVH)
(6, 74, 76, 77, 211, 213) se producen cuando linfocitos
T que reaccionan hacia antígenos de histocompatibilidad se
introducen natural o experimentalmente en huéspedes total
o parcialmente inmunoincompetentes. Dichos linfocitos T
inician el ataque citotóxico de las células del huésped
que se encuentra incapacitado para defenderse exitosamen
te de la agresión. La Figura 10 esquematiza las bases de
las reacciones de injerto contra huésped (88).

La reacción de injerto contra huésped puede de
finirse entonces, comola respuesta inmunede los linfoci
tos T injertados, hacia los antígenos de histocompatibili
dad extraños presentes en el huésped (54). Los efectos de
esta reacción se manifiestan en una patología heterogénea
(19, 95, 201, 235, 247, 249) denominada enfermedad de GVH
o enfermedad alogeneica. Dicha patología, como hemos se
ñalado, puede inducirse natural o experimentalmente, injeg
tando células linfoides maduras, inmunocompetentes, en un
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Figura 10: BASES DE LA REACCION DE INJERTO CONTRA HUESPED

DADOR (INJERTO) HUESPED (RECEPTOR)

<— IGUALES —-> ’

EXTRAÑO —-> .

A F1(A x B)

—> GVHR

La figura (88) esquematiza uno de los modelos para la in
ducción de reacciones de injerto contra huésped: A y el
híbrido F1(A x B) comparten el Ag' A pero, el F1(AxB)
contiene un Ag I que A no tiene. ‘ Puesto que A es el
injerto y es inmunocompetente y el F1(A x B), el huésped,
ocurre la GVHRÍÏ'por el ataque de las células T del dador
(A) hacia los antígenos de histocompatibilidad del
receptor (F1(A x B)).
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huésped inmaduro, inmunoincompetente. La falla del hués
ped para reconocer al injerto como no propio o para mon
tar una respuesta adecuada, rápida, contra él, permite el
ataque (por parte de las células injertadas) de sus teji
dos, especialmente de los linfomieloides (74).

Se acepta que las células que inician la reac
ción son los linfocitos T del injerto, y que son algunos
de éstos los que median el daño tisular en el huésped co
mocélulas citotóxicas efectoras. Debeseñalarse, sin em
bargo que, en ocasiones, la reacción se ve modificada por
complejos_efectos secundarios, entre otros (74, 75): la
activación de las células B del huésped; la activación de
virus latentes (55, 193); inmunodeficiencias (166, 203,
204, 205) e infecciones (179, 186, 229); reacciones auto
inmunes (2, 55) y neoplasias (55) y por modificaciones tg
les como la flora patógena ambiental y endógena (186); la
resistencia genética del huéspedal injerto y factores in
munorregulatorios (anti-idiotipos, células T supresoras,
etc.).

La reacción de GVHse produce por el reconoci
miento por parte de los linfocitos T del injerto de los
antígenos de histocompatibilidad extraños expresados en
el huésped. Dicho reconocimiento involucra dos componen
tes: antígenos en la superficie celular, que estimulan la
respuesta y receptores en las células que responden.

Los antígenos mayores de histocompatibilidad
constituyen el principal desencadenante de las reacciones
de GVH(97) pero, los antígenos menores de histocompatibi



lidad, en algunas circunstancias, son capaces también de
desencadenar este tipo de reacciones (138, 228, 229). La
antigenicidad de las moléculas codificadas por los loci
de histocompatibilidad menores, dependerïa de aquellas c9
dificadas por el complejo mayor de histocompatibilidad.
La interdependencia de los antígenos mayores y menores ha
sido demostrada sólo in vitro, pero es probable que dicha
relación exista también in vivo (1, 187).

En el ratón existen cuatro regiones del CMHin
volucradas en las reacciones de injerto contra huésped;
éstas son: las regiones K; IA; IC y D (126, 127, 136).Eg
tudios realizados con mutantes (129) sugieren que una so
la molécula, comopor ejemplo la codificada por la región
H-2Ko H-2D, es antigénicamente compleja, es decir, presea
ta varios determinantes antigénicos. Tal vez uno de los
hallazgos más sorprendentes resulta la observación de que
un único determinante antiaénico es tan fuerte comoesti
mulante de los linfocitos T, comolo es una molécula que
lleva múltiples determinantes. En algunos casos, la sus
titución de un único aminoácido en la molécula es suficien
te para desencadenar una reacción T capaz de matar una cé
lula o un ratón. Este tipo de estudios sugiere también
que la reacción es usualmente muchomás fuerte en combina
ciones que involucran alelos relacionados por su origen
mutante que en combinaciones que involucran alelos no re
lacionados. Esto parecería significar que el receptor del
linfocito T estaria diseñado de modode reconocer diferen
cias alogeneicas sutiles más gue extremas. (183).
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Dos subpoblaciones T (45) están involucradas
en las reacciones de GVH. Ambostipos se encuentran
presentes en diferentes proporciones en los distintos
compartimientos linfoides; Las primeras evidencias
de cooperación celular en las respuestas mediadas por
células fueron descriptas por Cantor y Asofsky en 1970,
en la reacción de GVH(5). Usando células parentales
de timo y de sangre periférica, mostraron que la inocu
lación de mezclas de células de estos dos sitios en
huéspedes F1, provocaban reacciones de GVHmayores que
la suma de las reacciones provocadas por cada uno de
los tipos celulares por separado. Estos autores desig
naron a estos dos tipos de células que actúan sinérgi
camente: T1, constituyentes primarios de células T en
timo y bazo y precursoras de las células responsables
del daño inmunológico; y T2, presentes en mayores propoE
ciones en sangre periférica y nódulos linfáticos, que am
plifican la actividad de las T1. Así las T1 son las ini
ciadoras de la reacción (o sus precursoras) mientras que
las T2 son las amplificadoras de la respuesta (45). Ac
tualmente, se denomina a las T1,cé1u1asïPé&otóxicas (Tc)
y a las T2, células T colaboradoras (Th).

Existen dos técnicas in vitro que en alguna
medida reflejan la actividad de ambas subpoblaciones
(77, 92): el cultivo mixto de linfocitos (MLC)y la cito
toxicidad mediada por linfocitos (CML). El MLC(67) re
fleja la rama aferente y el proceso central de la reacción
y evidencia el reconocimiento antigénico y la prolifera
ción celular sisecuente; la CMLrepresenta un modelo con
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trolado que permite estudiar la fase efectora de la reac
ción. Asi, la célula proliferante amplificadora (Th) -evi
denciada principalmente en el MLC-promueve el desarrollo
de las células efectoras Tc. Las células Th son selectiva
menteactivadas por los determinantes antigénicos codifica
dos por la región I del CMHo sea, por antígenos de clase
2. Las Tc responden primariamente a los determinantes co
dificados por las regiones H-2Ky H-2D, esto es, por antí
genos de clase l del CMH. Sólo se desarrolla una fuerte
citotoxicidad cuando ambostipos de células son estimula
dos (88). En contraste con la interacción cooperativa, se
ha demostrado también actividad supresora por parte de cé
lulas T (Ts) (181, 203, 204, 205).

III. 3. REACCIONES DE INJERTO CONTRA HUESPED,AUTOINMUNIDAD
Y LINFOMAS.

En 1959, Kaplan y Smithers publicaron un trabajo
que muestra las similitudes que existen entre ratones que
sufren reacciones de GVHy pacientes con linfoma Hodgkin
(117). Proponían que el tumor, comolas células injerta
das en el ratón, atacaba al paciente y así, causaba muchos
de los hallazgos clinicos y patológicos. Hacia 1960, pre
dijeron que ratones F1, inoculados con esplenocitos paren
tales, desarrollarían linfomas malignos comoconsecuencia
de la estimulación antigénica de las células injertadas por
los antígenos de hibrido. Esta predicción se cumplió en
1965 (55). A partir de ese momento, las reacciones cróni
cas de GVHhan sido estudiadas tanto como modelos de auto
inmunidad (2, 68,139, 198) como de inducción de linfomas
malignos.
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Los trabajos de Amstrong (4) muestran los cambios ocu
rridos en el bazo de ratones Fl inoculados Con células esplénicas
parentales: durante meses se observaba una esplenomegalia progresiva;
histológicamente, los bazos eran inicialmente hiperplásicos, luego,
aumentaba la desorganización en su arquitectura y finalmente, eran
neoplásícos. Estudios realizados en 48 combinaciones parentales en
Fl, mostraron que el hallazgo más comünen los F1 que desarrollaron
linfomas era la esplenomegalia (4). Tambiénera frecuente el incre
mento en el tamaño de los nódulos linfáticos y de las placas de Peyer;
el timo no era hiperplásico y nunca estaba involucrado comoneoplasi
co. Aunque el tumor más comün que se desarrollaba durante las GVHR

fue llamado reticulo sarcoma tipo B, actualmente se duda de que esta

terminología sea la correcta. Las dificultades para definir con pre
cisión la naturaleza celular de estos linfomas malignos, recuerdan
1a contínua controversia acerca de la nomenclatura de los linfomas

malignos humanos. El hecho de que el timo nunca aparezca involucrado,
el origen anatómico en áreas del tejido linfático dependientes de cé
lulas B, su comúnasociación con inmunoglobulinas monoclonales en sue
ro y su apariencia histológica altamente pleomórfica,sugieren un ori
gen en células B. Sin embargo, no existen aün estudios sistemáticos
de estos linfomas inducidos por GVHRusando marcadores celulares inmu
nológicos.

Se ha señalado la importancia de las diferencias
en H-2 en la inducción de este tipo de linfomas (87). Di
ferencias en la región I del CMHparecerían ser críticas.
Sin embargo, debe señalarse que estas diferencias en H-2
no serían un requerimiento absoluto para la inducción de
linfomas. Existen trabajos que describen la inducción de
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linfomas luego de dos años de desencadenadas reacciones
de GVHque involucraban diferencias en un único antígeno
menorde histocompatibilidad. Algunos autores sugieren
que este tipo de sistemas reflejarïa muchomejor el desg
rrollo de linfomas espontáneos que aquellas reacciones de
GVHque involucran combinaciones dador-receptor fuertemen
te incompatibles.

Existen datos que sugieren el papel de reaccig
nes inmunesdirigidas contra el receptor de las células
que desencadenan las reacciones de GVHcomo el factor de
sencadenante en el desarrollo de los linfomas malignos.

La reducción de la actividad inmunológica de las
células injertadas disminuyedrásticamente la incidencia
de linfomas: por ejemplo, cuando se transfieren timocitos
de la cepa de ratones AKRque se sabe que contienen virus
oncogénicos (96) pero que no pueden provocar reacciones
de GVH,la incidencia de linfomas es extredamente baja(87).
En contraste, células esplénicas de AKRinducen linfomas
con una alta incidencia.

La posibilidad de que los linfomas aparezcan
durante el curso de las reacciones crónicas de GVHa cau
sa de 1a inmunosupresión que frecuentemente se encuentra
en estos animales (34), parecería no ser la causante de los
linfomas ya que no se encontró correlación entre dicha
inmunosupresióny la incidencia de estas neoplasias (218).
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III. 4. TECNICAS EXPERIMENTALES PARA LA INDUCCION DE

REACCIONES DE INJERTO CONTRA HUESPED.

Existen diferentes métodos experimentales (98,
217) para desencadenar reacciones de injerto contra hués
ped. Algunos de ellos, permiten una buena cuantificación
de los niveles de alorreactividad T. A lo largo de este
trabajo se utilizarán tres ensayos de injerto contra hués
ped: el ensayo local de Ford y Simonsen (82), el de Simon
sen para recién nacidos (92) y la inducción de daño fetal
por pasaje transplacentario de linfocitos T alorreactivos
(12).

III. 4. a. Ensayo local de Ford y Simonsen

Este ensayo (82, 98) consiste en la inoculación
de células inmunocompetentes A en una de las almohadillas
plantares de un híbrido Fl (A x B) adulto. Dicho híbrido
F1, por ser A y B,o sea, por expresar en la superficie de
sus células antígenos de histocompatibilidad A y B como
propios, no reconoce como no propios a los antígenos de
histocompatibilidad de las células A y por lo tanto, no
las rechaza. Las células A del injerto reconocen comono
propios a los antígenos de histocompatibilidad B del hués
ped F1 (A x B) y desencadenan en él, reacciones de GVH.
La reacción se cuantifica extrayendo a los 7 días de la
inoculación, los ganglios poplíteos derecho e izquierdo
-ganglios drenantes de la almohadilla plantar- del Fl.
La diferencia de peso entre ambos, o sea entre el ganglio
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drenante de la almohadilla plantar inoculada y el contra
lateral, permite la cuantificación de la reacción (Figura
11). Una de las ventajas de este método consiste en el he
cho de que no resulta necesario inmunosuprimirartificial
mente al huésped, cosa habitual en otro tipo de ensayos.

Cuando injerto y huésped comparten el mismo H-2
y difieren en antígenos menores de histocompatibilidad
-salvo que exista sensibilización previa de las células
del injerto- no se detecta por este métodoreacción posi
tiva de GVH. Existe sin embargo una excepción y ésta se
produce cuando injerto y huésped comparten el mismo H-2
pero difieren en el locus Mls. En este caso, si se deteg
ta reacción positiva de GVH.

Hemos dicho que el F1 (A x B) no reconoce como extraños

a los antígenos de histocompatibilidad de las células A. Sin embar
go, hay algo en estas células que sí resulta inmunogénico para el
híbrido F1 y este inmunógenoresulta ser el receptor T anti H-2 Bfi
de las células A. 0 sea, el híbrido F1 no reconocería comopropio
el receptor (o parte de él) A anti-H-Z B .En algunas circunstancias
experimentales es posible detectar la respuesta del F1 (AxB)contra

los receptores A anti-B. Dicha respuesta consisiátiría en la fabrica
ción de anticuerpos anti-idiotípicos del F1 (AxB)anti-(A-antiB) o
sea, anticuerpos que reconocen comodeterminantes antigénicos parte

del receptor anti-B de las células A (27).Los Fl serían también capa
ces de desencadenar una respuesta mediada por células T contra el re
ceptor anti-B (13).Dicha respuesta T parecería tener la característica
de no actuar únicamente sobre el receptor A anti-B, sino que también
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Figura 11: ENSAYO LOCAL DE INJERTO CONTRA HUESPED

Cepa A

Linfocitos de A se inoculan
en la almohadilla plantar
derecha de ratones adultos
F1(A x B) y AA A

F1(A B) A

1‘ 7 días

o ¿G+ _

Hipertrofia ganglio poplïteo
derecho

La figura esquematiza el ensayo local de Ford y Simonsen:
cuando se inoculan linfocitos provenientes de un ratón de
la cepa A, en la almohadilla plantar de un híbrido F1(AxB),
los linfocitos inoculados desencadenan la reacción de GVH.
Dicha reacción se evidencia por el aumento de tamaño del
ganglio poplïteo drenante.
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actuaría sobre receptores T, C anti-B, D anti-B, etc., siendo
C y D células de animales que difieren o no de A en H-2 (14).

Esta respuesta T del Fl se detecta cuando el injerto se reali
za por vía endovenosa o intraperitoneal. En el ensayo local
de Ford y Simonsen, no se ha investigado si este tipo de res
puesta se da o no y, de suceder, en qué grado opera.

Algunos autores sugieren que cuando se realizan en
sayos locales de GVH(en ratas), el bazo y otros órganos linfé
ticos del huésped F1 sufren efectos de la reacción lo que se

visualizaría por un leve aumento del tamaño esplénico, por ejeE
plo.

El aumento de tamaño del ganglio poplíteo drenante
se debe, en la mayoría de los casos, a la proliferación de las
células del injerto; en álgunas pocas combinaciones, a la pro
liferación de las células del F1 (76, 92). Resulta probable que
el aumentoleve del peso esplénico refleje más bien la respuesta
del Fl contra los receptores A anti-B. No se pretende con esto
afirmar que en uno de los compartimientos linfoides-- ganglios
poplíteos- ocurra exclusivamente una de las reacciones -GVH
y en el otro -bazo- la otra-respuesta del F17- Es probable que
en ambos compartimientos coexistan ambos fenómenos, pero tal vez
en cada uno de ellos predomine uno de los dos.

Debe quedar claro sin embargo, que el aumento del pe
so de los ganglios poplíteos refleja la intensidad de la reacción
de GVH;en cambio, no se podría afirmar que lo mismo ocurre con

respecto al leve¡aumenfio del pesó esplénico que a veces se detec
ta.
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III. 4.b. Ensayo de Simonsenpara recién nacidos

El ensayo de Simonsen para recién nacidos con
siste en la inoculación de un injerto A por via intrape
ritoneal en recién nacidos de la cepa B (77). Los rato
nes recién nacidos son inmunológicamente inmaduros. Es
to no significa necesariamente que los ratones recién na
cidos no presenten ningún nivel de respuesta inmune pero
si algún grado de ésta existe, no alcanza para defender
los del ataque citotóxico T por parte del injerto. En
consecuencia, los animales mueren en un tiempo mayor o
menorsegún la dosis de células injertadas y las diferen
cias de histocompatibilidad entre injerto y huésped. En
el ensayo de Simonsenpara recién nacidos, diez dias des
pués de la inoculación del injerto, se sacrifican los a
nimales y se pesan los bazos (Figura 12). Se calcula un
índice esplénico (IE) dividiendo el peso del bazo por el
peso corporal. Si se divide este índice por el indice
presentado por ratones de la misma cepa y edad no inocula
dos, se obtiene el llamado indice esplénico de Simonsen
(IEs). Se considera que existe reacción positiva de GVH
cuando este IEs es mayor de 1.3. Estos índices permiten
cuantificar la reacción de injerto contra huésped. El
aumento del peso esplénico que se detecta a los 10 dias
se debe, en la mayoria de los casos, a la proliferación
de las células del huésped inducidas por las células T
del injerto. Si se deja proseguir la reacción, los ani
males mueren con atrofia de bazo y timo presentandoademás
otros signos particulares. El cuadro total se denomina
"runting" (12). Esta técnica presenta comola anterior la
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Figura 12: ENSAYO SISTEMICO DE INJERTO CONTRA HUESPED

Cepa A

Linfocitos de A son inoculg
dos en ratones F1(A x B) o
B recién nacidos y en rato
nes A (control)

INOCULACION ip

F1(A x B) adultos B r.n. A adultos o r.n.
irradiados o r.n.

E9 10 días E9 E9

,. JOB:
esElenomegalia:

+ + —
Fl (A x B) y B sufren reacción de injerto contra huésped;
A no.

La figura esquematiza la inducción de reacciones sistémicas
de injerto contra huésped.
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ventaja de no tener que utilizar inmunosupresores.

III. 4. c. Inducción de daño fetal por células T alorreac
tivas.

El pasaje transplacentario de linfocitos maternos
T alorreactivos induce reacciones de injerto contra huésped
en el feto. Se denomina "runting" o enfermedad secundaria
a una serie de signos, que se presentan en los animales des
de el nacimiento hasta el destete, producidos por reaccio
nes de GVHdebidas al pasaje de linfocitos T maternos (12,
24). Las células T reactivas a antígenos menores de histo
compatibilidad son también capaces de inducir "runting".
Los animales presentan signos caracteriSticos de estar su
friendo reacciones sistémicas de GVH:diarrea, pérdida de
peso, caquexia, etc., y finalmente, mueren con atrofia de
timo y bazo. Existen diversos grados de daño fetal y és
tos van desde abortos tempranos hasta muerte de la.cría an
tes del destete aproximadamente a los 30 a 40 días de vida
(173).

Si bien la inducción experimental de este tipo de
reacciones de injerto contra huésped no resulta fácil de
realizar, se ha logrado inducir daño fetal por pretratamien
to de la madre con antígenos paternos, o por sensibiliza
ción pasiva de la madre con linfocitos singeneicos inmunes
al padre (12, 24). En nuestro laboratorio, hemos logrado
inducir daño fetal por pretratamiento de la madre con piel,
linfocitos y tumores de origen paterno (152) y con un tu
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mor heterogéneo de origen no paterno (153). En estos ca
sos, se mostró una excelente correlación entre daño fetal
y niveles de alorreactividad T esplénicos de la madre ha
cia los antígenos de histocompatibilidad de la cepa pater
na (176). '

Algunos autores atribuyen al pasaje transplacen
tario de linfocitos T alorreactivos de la madrehacia el
feto producido "naturalmente" en humanos, la causa del pi
co de leucemias que existen en los niños alrededor de los
dos años de vida, correlacionando así reacciones crónicas
de GVHcon la inducción de leucemias (76, 92).

III. 5. PARTICIPACION DE LINFOCITOS T ALORREACTIVOS EN LA

PREÑEZ.

III. 5. a. Inmunología de la preñez.

Desde el punto de vista de la inmunobiología, el
feto puede considerarse comoun injerto alogeneico (11,
12, 172) y comotal, según las leyes de transplante, debe
ría ser rechazado por la madre. Esto no ocurre sin embar
go, en condiciones normales. Se haipostulado algunos me
canismosque intentan explicar el éxito de este tipo par
ticular de aloinjertos, la preñez, en las poblaciones de
mamíferos de cría libre: En todas las especies estudiadas
existe un mecanismode aislamiento vascular estricto entre
la madre y el feto. No hay comunicaciones vasculares di
rectas comoocurre en el caso de la parabiosis y de los 63
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ganos transplantados. Esencialmente la sangre del feto y
la sangre de la madre se dializan entre sí, separados por
una barrera ininterrumpida (11), el trofoblasto de la pla
centa .

Unode los primeros intentos para explicar el no
rechazo del feto se basaba en la afirmación de que éste
era antigénicamente inmaduro (9). Hoy se puede asegurar
que ésto no es cierto. El feto expresa tempranamente una
gran variedad de antígenos, entre ellos, antígenos de hi5
tocompatibilidad mayores y menores (10). En el ratón, por
ejemplo, algunos antígenos menores de histocompatibilidad,
incluyendo el H-Y, se expresan ya en las primeras divisio
nes que sufre la cigota. Los antígenos mayores de histo
compatibilidad aparecen primeramente expresados por el
blastocisto temprano, poco antes de la implantación, en
las células de la masa celular interna y sus derivados.
Dentro de éstos, los antígenos Ia se detectan por primera
vez, en células de un embrión de once días de gestación.
Estudios recientes demostraron la presencia de antígenos
H-2 de ambos haplotipos de origen materno y paterno, so
bre el trofoblasto y se encontró que su densidad antigé
nica era equivalente a la de los timocitos adultos.

Se ha postulado que la madre elabora anticuerpos
específicos contra el trofoblasto (248) que modularían las
respuestas inductoras del rechazo , favoreciendo'
los mecanismosde aceptación del tejido desconocido (238).
Tambiénse sugiere la existencia de complejos inmunes
(227) y de anticuerpos anti-Ia con funciones bloqueantes,
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que bloquearían al antígeno evitando su ataque por parte
del sistema inmune (101, 238).

Durante muchotiempo el útero fue considerado
comoun sitio inmunológicamente privilegiado, incapaz de
expresar inmunidad de transplante. Actualmente, ésto no
se considera cierto (9). Injertos alogeneicos de piel y
linfocitos se rechazan en el útero en forma normal. Si
el huésped se encuentra en el período temprano de preñez
o pseudopreñez, se desarrolla una respuesta decidual que
abarca el área que ocupa el injerto y la sobrevida del
mismo se prolonga por unos días. Sin embargo, finalmen
te, los tejidos son rechazados. Cuando la hembra está
sensibilizada o bien cuando se sensibiliza en forma pasi
va a hembras tolerantes al aloinjerto, el rechazo se prg
duce bruscamente. Estos hechos disminuyen la posibilidad
de que los tejidos deciduales puedan conceder al feto
protección contra un estado de sensibilidad existente (11L

Cuandose sensibiliza uno de los cuernos uteri
nos del ratón con aloinjertos y luego se preña a la hem
bra, el cuerno uterino sensibilizado presenta un mayor
número de fetos y un mayor peso placentario que el cuerno
contralateral no inmunizado. Se encontró que este efecto
se debía a la presencia de antígenos menores de histocom
patibilidad en los tejidos usados para la sensibilización
(10). Esta observación junto al hecho de que segundas
preñeces parecerïan ser mejores que las primeras en cuan
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to a número de fetos a término, tamaño de los mismos y
peso placentario, sugiere que la sensibilización mate;
na, en determinadas condiciones, colaboraria al desarrg
llo del aloinjerto fetal.

Desde los primeros estadios del desarrollo pla
centario y a través de toda la gestación, el trofoblas
to sincicial sintetiza y mantiene en alta concentración
hormonas y otras sustancias que según algunos autores pg
seerian un rol inmunosupresor local (11, 215).

Aunquelas diferentes especies varian ampliamen
te en la estructura placentaria y en la intimidad del en
cuentro entre el trofoblasto y el tejido uterino, todas
comparten la producción de progesterona por el epitelio
trofoblástico y/o por el cuerpo lúteo del ovario. En
todas ellas, su función es el mantenimiento de la preñez.
Sus efectos inmunodepresores tanto in vivo comoin vitro
hacen suponer que la supresión local de la respuesta in
munecelular de la madre por altas concentraciones tisu
lares de progesterona constituiría un mecanismoimportan
te para evitar el rechazo del feto. Se postula también
un efecto de la progesterona denominado"insecticida" que
alejaria a los linfocitos de los sitios en los que su con
centración es alta (8, 10).

Otros trabajos muestran una acción inmunoexacer
bante de algunos esteroides sexuales femeninos (145).
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Se ha postulado también que el bíástocisto posee
una carga negativa neta en su superficie debida al conte
nido de sialomucina de su plasmalema y se ha sugerido que
esta fuerza electrostática puede actuar para repeler a los
linfocitos evitando las interacciones mediadaspor células
en la frontera materno-fetal (9). Otros autores demostra
ron que la gonadotrofina coriónica humanaproducida por el
sinciciotrofoblasto puedecontribuir a negativizar la car
ga neta de este tejido y los linfocitos próximos.

Se han encontrado también sustancias inmunosuprg
soras producidas por el feto que cruzarían la placenta en
trando a la circulación materna. Unade ellas es la alfa
feto-proteína, una glicoproteína sintetizada por el saco
vitelino y el hígado fetal, presente en altas concentracig
nes en sangre y líquido amniótico.

Sin embargo, los estudios realizados para deter
minar si la madre estaba inmunológicamente suprimida de
mostraron por el contrario,que la regulación materna no
diferïa respecto al estado de no preñez y que además, res
pondía al estímulo inmunogénico representado por la unidad
fetoplacentaria. Esta respuesta materna es expresada en
una variedad de formas (10, 11): por el agrandamiento de
los nódulos linfáticos drenantes del útero grávido, la
proliferación en ellos de células pironinofïlicas en las
áreas paracorticales (linfocitos T) y de células plasmáti
cas en la medular (linfocitos B), por el desarrollo de in
munidad celular contra los antígenos mayores y menores de
histocompatibilidad de origen paterno y por la presencia
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de anticuerpos hemoaglutinantes, leucoaglutinantes y
linfocitotóxicos, entre otros. Esta inmunidadmaterna
puede ser iniciada durante una primera preñez y aumen
tada en intensidad durante ésta y posteriores preñeces.
Existen evidencias de la presencia en suero de preñadas,
de anticuerpos dirigidos contra antígenos fetales. Es
pertinente decir gue los aloantiCUerpos dirigidos contra
aloantïgenos paternos en el feto no son detectados en el
suero de los niños al nacimiento, mientras que anticuer
pos similares resultantes de preinmunizaciones o preñeces
previas, si se encuentran en dicho suero. Esto sugiere
la existencia de un mecanismode protección sobre bases
inmunológicamenteespecíficas (8).

5. b. Linfocitos T alorreactivos maternos

A pesar de los estudios realizados no está aún
claro el por qué de la sobrevida exitosa del feto dentro
del útero materno. Sin duda alguna, las células T alo
rreactivas maternas resultan las poblaciones potencialmeg
te capaces de dañar al feto, actuando comocélulas citotg
xicas efectoras, cosa que ocurre tanto en algunos casos
naturales comomediante maniobras experimentales. Por lo
tanto, la regulación de dichas poblaciones resultaría im
prescindible para el desarrollo fetal.

Si bien dañar al feto resulta experimentalmente
difícil, es posible hacerlo. La inmunización de la madre
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-en determinadas condiciones- con tejidos de la cepa
paterna, puede provocar daño fetal (24). Este daño
fetal es causado por el pasaje transplacentario de
linfocitos T alorreactivos maternos que desencadenan
en el feto reacciones de injerto contra huésped (12).

En estudios realizados en nuestro laborato
rio hemos mostrado que, en los primeros días de pre
ñeces murinas alogeneicas y singeneicas, se observa
en los ganglios que drenan el útero (ganglios para
aórticos), un aumentosignificativo de la alorreacti
vidad T materna. Este aumento T alorreactivo existe
al mismotiempo en el bazo (179, 180). La alorreacti
vidad se encuentra aumentada no sólo hacia los antígg
nos de histocompatibilidad de la cepa paterna. El au
mento se registra también hacia otras cepas no relacig
nadas con el feto (180)3Y al noveno dia de preñez, los
niveles alorreactivos T y la respuesta a mitógenos en
los ganglios paraaórticos se encuentran disminuidos
con respecto a los niveles normales (41, 90). La dis
minución alorreactiva opera no sólo hacia la cepa pa
terna sino también hacia otras cepas. Nuestra postu
lación (171, 173) es que el aumento temprano de los ni
veles T alorreactivos -en ese momento,no perjudiciales
para el feto ya que éste aún no expresa antígenos mayo
res de histocompatibilidad- permite poner en marcha me
canismos inmunorregulatorios por parte de la madre que
operen sobre estas poblaciones T. Estos hechos se co
rrelacionan con los fuertes aumentos alorreactivos T
registrados muytempranamente durante el crecimiento
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de un tumor alogeneico en condiciones experimentales que
evitan el rechazo del mismoen los huéspedes (176).

En cuanto al mecanismo que induce este tipo
de aumentosen los niVeles alorreactivos T, se discuti
rá a lo largo de este trabajo.

III. 5. c. Linfocitos T alorreactivos en la leche.

Se ha comprobadoque resulta posible el pasaje
de linfocitos T alorreactivos desde la leche al feto (8,
24, 200).

La hipertrofia e hiperplasia del epitelio ductal
y saerXiO<neseproducen en la glándula mamariadurante
la preñez. se encuentran asociados con una conspicua in
filtración linfocitaria de sus tejidos conectivo: y epitg
lial. Linfocitos de varios tipos son ingredientes cons
tantes de la leche y del calostro. En la mayor parte de
los mamíferos el númerode estas células presentes en la
leche es sólo ligeramente inferior al númerode leucoci
tos en la corriente sanguínea. Este contenido casi mas;
vo de células leucocitarias en la leche podría hacer su
poner una porosidad inevitable del epitelio alveolar. Se
gún este supuesto, la presencia de células inmunocompeten
tes protegería a las mamasde las invasiones microbianas
y, comoresultado de ésto, se ofrecería al lactante un
producto más limpio. No existen, sin embargo, buenas e
videncias que apoyen esta propuesta. Algunos estudios in
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tentan determinar el papel que estas células pueden
jugar en el lactante. Se ha podido establecer que
dichas células llegan a los tejidos del lactante y
pueden influenciar su reactividad inmunológica. Lin
focitos aparentemente viables han sido detectados en
el estómago de ratas y ratones lactantes (200). El
pH del estómago de la rata al nacer es de 6.6 y se ha
observado que permanece por encima de 5.0 hasta tres
semanas después del nacimiento. Por otra parten se
ha establecido que la leche de rata posee una alta
capacidad de buffer. La actividad péptica detecta
da en el estómago de ratas lactantes es escasa hasta
más allá de las dos semanas de vida. Se han rescata
do macrófagos del estómago de ratas de una semana de
edad, que presentaban una capacidad fagocítica inal
terada. Otros autores demostraron que leucocitos bg
vinos marcados eran capaces de atraveau'el epitelio
del tracto gastrointestinal cuandose les dabachaco
mer a conejos recién nacidos. Estudios realizados en
humanosdemostraron que las condiciones gástricas pue
den no ser perjudiciales para la sobrevida de células
en ese medio. Aunque el pH del jugo gástrico del lag
tante humanoes de 3.5, la producción de ácido clorhí
drico durante los primeros meses de vida es bastante
baja. Al mamar, el pH sube en pocos minutos por enci
ma de 6.0, para declinar recién después de un periodo
postprandial de 3 horas.

Existen trabajos en los que se observa la ig
ducción de reacciones de injerto contra huésped enlrtan
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“tes a los que se ha hecho mamarde nodrizas aloqeneicas
(8, 200). La utilización de ratones recién nacidos de la
cepa BALB/cnu/nu, que son ratones congénitamente atímicos,
ha permitido realizar experimentos que sugieren que efecti
vamenteexiste pasaje y funcionalidad de linfocitos T a tra
vés de la leche (8).

III. 6. IDIOTIPOS EN CELULAS T ALORREACTIVAS.

Los linfocitos B y T reactivos hacia los mismos
determinantes antigénicos, poseen determinantes idiotípi
cos muysimilares (29, 30, 50). Este concepto parecería
ser cierto tanto para linfocitos B y T reactivos a antíge
nos convencionales comopara aquellos reactivos a aloant;
genos (31).

Mediante el uso de anticuerpos anti-idiopñticos
preparados contra receptores de linfocitos T o contra an
ticuerpos de la mismaespecificidad,se han analizado los
receptores de las células T alorreactivas que expresan de
terminantes idiotípicos. Las caracteristicas celulares de
estos idiotipos son las siguientes:

1. Los linfocitos T inmunocompetentes poseen i
diotipos con reactividad contra un haplotipo dado.

2. Estos idiotipos están presentes con una alta
densidad en la superficie celular. Dichas densidades son
comparables a las que presentan los linfocitos B, lo cual
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4indicarïa que serían aproximadamente de 10 o más por lin
focito pequeño.

3. En lo que respecta a reactividad contra anti
genos de histocompatibilidad fuertes, no existe evidencia
de que exista más de un grupo de receptores idiotïpicos por
linfocito T. Es decir, un linfocito T que reacciona contra
un haplotipo dado, no reacciona contra otros haplotipos. Si
existen linfocitos con reactividad doble hacia antígenos ma
yores de histocompatibilidad, su frecuencia debe ser muyba
ja.

4. Los idiotipos con reactividad hacia aloantígg
nos mayores de histocompatibilidad se encuentran presentes
tanto en células T normales no inmunes como sobre células T
inmunes, ya sea obtenidas en cultivos mixtos de linfocitos
o bien, en células T citotóxicas.

Ahora existen pruebas de que las células I colaboradoras
y aquellas que se diferencian hacia células efectoras. Doseengrupos
diferentes de determinantes idiotípicos. Esto se demuestra mediante
el uso de determinantes anti-Lyt. La absorción de un antisuero anti
idiotípico que inicialmente inhibía tanto 1a citotoxicidad mediada por
células comoel cultivo mixto de linfocitos,con células Lyt—1+o Lyt
2t3f,resulta en un antisuero que inhibe la citotoxicidad mediada por
linfocitos o el cultivo mixto de linfocitos respectivamente.

5.‘Estos idiotipos son producidos por los linfg
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citos T, lo que puede demostrarse mediante técnicas de
marcadointerno. Los anticuerpos anti-idiotípicos ob
tenidos ya sea contra idiotipos de células T comoaque
llos obtenidos contra aloanticuerpos, suprimen especí
ficamente funciones T tales comoel cultivo mixto de
linfocitos (MLC),la citotoxicidad mediada por linfoci
tos (CMC),las reacciones de injerto contra huésped
(GVH)y el rechazo de aloinjertos. También se demostró
la presencia de idiotipos en células T utilizando técni
cas de fluorescencia. Se determinó que alrededor del
6%de los linfocitos T de ratas normales no inmunes, eg
presaban receptores idiotïpicos con reactividad contra
un haplotipo dado.

La alta frecuencia de estos idiotipos sobre células T
permitió encontrar moléculas de receptores idiotípicos en el suero
de ratas normales y en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos
T normales. Estos receptores poseían la capacidad de unirse espe
cíficamente al antígeno y de inhibir específicamente la unión de an
ticuerpos anti-idiotïpicos a los correspondientes linfocitos T.

Las moléculas aisladas de receptores T de ratas aparg
cen en tres formas moleculares: una estructura de dos cadenas con
PMde aproximadamente 150.000, una cadena polipeptídica simple con

PM72.000 y un producto de degradación parcial de la cadena polipep
tídica simple cuyo PMoscila entre 30.000 y 40.000. Las tres formas

no sólo expresan determinantes idiotípicos sino que también son capa
ces de unirse específicamente al antígeno. Estas moléculas deriva
das de linfocitos T presentan determinantes idiotïpicos que también
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están presentes en los correspondientes linfocitos B. Debeaclararse
que lo opuesto no es necesariamente cierto.

IV. LINFOCITOS T REACTIVOS A ANTIGENOS CONVENCIONALES

Las células T reactivas a antígenos convenciona
les presentan una característica funcional que las diferen
cia del resto de las células que participan en la respuesta
inmune. Esta característica funcional se denomina"restrig
ción de las funciones T por el complejo mayor de histocompa
tibilidad" (188, 194).

IV. l. RESTRICCION DE LAS FUNCIONES T POR EL COMPLEJQ MAYOR
DE HISTOCOMPATIBILIDAD.

Para combatir una infección el sistema inmune pg
see una serie de poblaciones celulares que interactúan entre
si (88).

'Podemosentonces describir conceptualmente y co
mo ejemplo qué es lo que sucede cuando el organismo es in
fectado por un virus (178): Los linfocitos B serán los reg
ponsables de la síntesis y producción de anticuerpos, los
que fundamentalmenteneutralizarán el virus circulante y
los linfocitos T citotóxicos destruirán aquellas células in
fectadas por el virus. Existen otras poblaciones celulares
que intervienen en la respuesta inmune. Para la gran mayo

-72



ría de los antígenos resulta necesario que las células T
colaboradoras (Thr'interactúen con las células B de modo
que éstas puedan cumplir adecuadamente sus funciones. Tam
bién es necesario que linfocitos Th interactúen con los T
citotóxicos para lograr un nivel de citotoxicidad adecua
do. En la mayoría de los casos, inicialmente, los macró
fagos procesan al antígeno y resulta necesario que las cg
lulas T colaboradoras "vean" al antígeno presentado por
los macrófagos para "enterarse" de su presencia en el or
ganismo (78). El nivel de la respuesta inmune se regula
también por poblaciónes T supresoras. Los linfocitos T
supresores actúan por lo general a través de interaccio
nes con los linfocitos T colaboradores.

Para que todas estas interacciones celulares se
cumplaneficientemente es necesario que las células en jue
go compartan los mismos antígenos mayores de histocompati
bilidad (188). En la Figura 13 se esquematizan las interag
ciones celulares citadas. Este es el concepto de lo que se
denomina restricción de las funciones T por el CMH.

Así, los linfocitos T colaboradores que interag
túan con los macrófagos para la presentación antigénica,
poseen una doble especificidad: uno de los niveles de espe
cificidad está dado a través de la especificidad que posee
ese linfocito hacia un antígeno convencional —eneste caso,
los determinantes antigénicos denorigen viral presentados
en la superficie del macrófago- y el otro nivel de especi
ficidad está dado por los antígenos codificados por la re
gión I del CMH(moléculas Clase 2). Esto significa que el
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linfocito T colaborador podrá "enterarse" de la presencia
del antígeno sólo si éste le es presentado por un macrófg
go que exprese en su superficie, además de dicho antígeno
viral, las mismasmoléculas Ia que dicho linfocito T posee.
Este doble nivel de especificidad existe también en la in
teracción linfocito T colaborador-linfocito B. El linfoci
to T colaborador específico para el carrier del antígeno
solamente va a colaborar con linfocitos B que expresen su
mismoantígeno Ia. El mismotipo de restricción por molécu
las Ia existe en la interacción linfocito T colaborador-lia
focito T citotóxico. La interacción de los linfocitos T su
presores parecería estar restringida por moléculas de la re
gión I-J del CMH,si bien esto último es discutido por algu
nos autores. La interacción de los linfocitos T citotóxicos
con la célula infectada -célula blanco del ataque citotóxico
se encuentra restringida por moléculas de las regiones K o D
del H-2 (moléculas de clase 1). Es decir, cuando se inmuniza
con un virus determinado, el individuo genera células T citg
tóxicas específicas para ese virus y a la vez específicas pa
ra células que expresen su mismoantígeno de histocompatibi
lidad K o D en su superficie. Estos linfocitos T no serán ci
totóxicos ni para sus mismascélulas infectadas con otro vi
rus ni lo serán para células infectadas con el virus inmuni
zante pero que expresen moléculas K y D de otra especificidad.
Las Figuras 13 y 14 esquematizan el fenómeno de restricción
de las funciones T por el CMH.

El fenómenode la restricción de las fun
ciones T por el CMHse documentó para varias especies in vi
trozratones,ratas,humanos y pollos (22, 23, 60, 61, 91, 157,
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Figura 14: RESTRICCION DE LAS FUNCIONES T POR EL COMPLEJO
MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD.

R anti-H-2 propio

7 H-2 
Z proplo

LINFOCITO T MACROFAGO
LINFOCITO T
LINFOCITO B
CELULA BLANCO

Puesto que el linfocito T sólamente interacciona eficazmente
con células que posean su mismoH-2, se postula la existencia
de un receptor que reconoce los antígenos mayores de histocog
patibilidad propios: R anti-H-2 propio.
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158, 159, 160, 206, 207). También para una variedad de
situaciones in vivo: hipersensibilidad retardada (163)
activación de macrófagos por células T y para células T
mediando varios tipos de supresión (254). En consecuen
cia, la restricción de las funciones T parece ser general
para las funciones efectoras testeadas en ratones y proba
blemente lo sean para los vertebrados superiores.

IV. 1. a. Restricción de la citotoxicidad mediada por lin
focitos T.

En el año 1974, existían ya una serie de experi
mentos que evidenciaban que los antígenos de histocompati
bilidad propios se encontraban involucrados en la inmuni
dad mediada por células (119, 123, 124, 209). En 1974, se
producen una serie de experimentos que confirman plenamen
te dichos indicios (63, 64, 248, 258). Estos experimentos,
realizados en ratones, mostrabanque la actividad citotóxi
ca de las células T contra células infectadas por el virus
de la coriomeningitis estaba restringida por moléculas de
clase 1 (K o D) del H-2. Se encontró también que las celu
las T citotóxicas dirigidas contra células modificadas qu;
micamente, estaban también restringidas por el H-2 (60,208)

Los experimentos realizados por Doherty y Zinker
nagel consistían en la inoculación de ratones de distintos
haplotipos con el virus de la coriomeningitis por vía intra
cerebral. Algunosde ellos se sacrificaron y se testeó la
actividad citotóxica de sus esplenocitos sobre células de
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una línea de fibroblastos infectados con dicho virus. La
línea de fibroblastos utilizada provenía de ratones de la
cepa C3H(H-Zk). Sorprendentemente para los autores, sola
mente aquellos linfocitos provenientes de ratones con ha
plotipo H-Zkeran capaces de lisar específicamente la lí
nea de cultivo infectada (Figura 15). Se encontró luego
que el fenómenode la restricción existía también para el
virus de la ectromelia, para el Vaccinia, el'Sendai, In
fluenza, Herpes, SV40,estomatitis vesicular y para otros
virus (35, 61, 185, 254). El fenómeno se confirmó también
para células modificadas por haptenes (189) y para células
que diferían en antígenos menores de histocompatibilidad y
contra el antígeno H-Ydel macho (89, 91). Esto significa
que algunas células T reconocerían al virus y a sus molécu
las Kpropias, mientras que otras reconocerían al virus y
a sus moléculas D propias. Una misma célula T no reconoce
ría a ambas moléculas K y D propias. Este hecho se demos
tró también para células modificadas químicamente y para
antígenos menores de histocompatibilidad (260).

IV. 1. b. Restricción de otras respuestas inmunes.

Posteriormente se encontró que la citotoxicidad
no era la única función T restringida por el CMH(192,260).
La interacción entre las células B y los linfocitos T cola
boradores se encuentra restringida por moléculas de la cla
se 2 del CMH-antígenos Ia- (57, 119, 120). Ellinfocito
Th "ve" al carrier en asociación o en el contexto de las
moléculas de clase 2 propias. Lo que significa que una cg
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Figura 15: RESTRICCION DE LA CI'IUIOXICIDAD MEIDIADAPOR LJNHIII'ICB T
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La figura muestra el tipo de exoerimentos que permitió establecer la
existencia del fenónenode la restricción de la citotoxicidad por el
CNEH:las células Tc de un ratón H-2 inmune al virus de la corianenig
gitis (CVG)son eficazmente citotóxicas sólo para células blanco in
fectadas con dicho virus y que pasean moléculas K o D iguales a las
del ratón infectado (Kko Dk).
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lula Th generada en un animal dado sólo podrá colaborar
eficientemente con linfocitos B que “apresenten en su su
perficie antígenos de clase 2 de su mismotipo.

La presentación antigénica por parte de los ma
crófagos a los linfocitos T, se encuentra también restrin
gida por moléculas de clase 2 del CMH(57, 147, 182, 196,
209, 239). O sea que el linfocito Th que interactúa con
los macrófagos que le presentan al antígeno, debe recono
cer en la superfiCie de éste sus moléculas Ia propias.

Las interacciones entre las células Th y las cé
lulas Tc, las funciones de hipersensibilidad retardada(163)
y muyprobablemente las interacciones entre los Th y las cg
lulas T supresoras, están también restringidas por molécu
las de clase 2 del CMH—subregión I-J para la supresión
(162, 224). Tal vez la función T supresora sea la única
función T en la que algunos autores discuten la restricción
por el CMH(165). En las Figuras 16 y 17 se esquematizan los
tipos de restricción nombrados

Las moléculas de clase 2 del CMHestán codifica
das por los genes denominados genes de resupuesta inmune
(genes Ir) (15, 16, 18, 155, 199). Comoya hemos señalado,
estos genes se encuentran ubicados en la región I del CMH.

Los genes de respuesta inmune se descubrieron afin antes de
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Figura 15: RESTRICCION DE OTRAS RESPUESTAS INMUNES:
RESPUESTA PROLIFERATIVÁ DE LINFOCITOS T A AGS

PRESENTADOS EN LA SUPERIFICIE DE MACROFAGOS

- Macrófago
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Figura 17: RESTRICCION DE OTRAS RESPUESTAS INMUNES:
COOPERACION T-B
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ser conocida su ubicación dentro del CMH.

Ciertos individuos eran malos respondedores a ciertos
antígenos, otros tenían una buena respuesta al mismo. Cuando se

pudo trabajar con polipéptidos sintéticos el problema pudo verse
más claro ya que se evitaba la enorme complejidad de antígenos cu
yos determinantes antigénicos eran demasiado numerosos y no bien
conocidos. Se determinó entonces que 1a respuesta a la inmunización

de cobayos con DNP-PLL(siendo en este caso DNPel haptene y PLL el

carrier) se encontraba bajo el control de un gen autosómico simple
dominante al que se denominó gen de respuesta inmune (15, 18).Aque1

cobayo que poseía dicho gen -un determinado alelo de dicho gen- era
buen respondedor, los que no lo poseían eran no respondedores. Pos
teriormente se desarrollaron dos cepas endocriadas de cobayos deno
minadas 2 y 13. La cepa 2 era buena respondedora al DNP-PLLy la

13 era no respondedora a dicho antígeno; el híbrido F1(2 x 13) era
respondedor. Se probaron otros antígenos polipeptídicos con resul
tados similares.

McDevitt (155) trabajando en ratones, determinó que los
genes de respuesta inmune estaban ligados al H-2, ya que segregaban

siempre juntos el fenotipo respondedor y un determinado H-2. La exis
tencia de ratones congénicos -ratones recombinantes dentro del H-2
permitió mapear los genes de respuesta inmune dentro de una nueva
región del H-2 a la que se denominóregión I. Mediante la utili
zación de estos mismos ratones congénicos, o sea reatones que
diferían sólamente en la región I, se prepararon antisueros inmuni
zándolos recíprocamente con las células linfoides de cada uno de
ellos. Los antisueros así obtenidos, permitieron detectar una nue
va clase de antígenos expresados en la superficie de las células B,
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en la de un gran porcentaje de los macrófagos y también en un pequeño

porcentaje de células T (52). Se denominóa estos antígenos, antíge
nos Ia. Este descubrimiento planteó el interrogante de si estas molÉ
culas Ia son el producto de los genes Ir o sólo se encuentran asocia
das a dicho gen. Numerososexperimentos realizados sugieren fuerte
mente que las especificidades Ia serían realmente producto de los ge
nes de respuesta inmune.

En cuanto a la determinación de las funciones de los genes
de respuesta inmune, se observó que los animales respondedores a DNP

PLL también eran respondedores a BPO-PLL-o sea, a otros haptenes uni
dos al mismo carrier- y que aquellos no respondedores a DNP-PLLeran
capaces de fabricar anticuerpos contra el haptene DNPcuando éste se
conjugaba a otro carrier. Esto permitió establecer que los genes Ir
controlan la respuesta T ya que los linfocitos T colaboradores son

aquellos que reconocen al carrier. Esto se vio confirmado por el ha
llazgo, en animales no respondedores, de células B esplénicas con
receptores para el haptene y por el hecho de que los genes Ir contro
lan sólo la respuesta inmunea antígneos timo-dependientes.

En cuanto a cómoactuaban los genes Ir en el control de
la respuesta inmunea través de los linfocitos T colaboradores, las
alternativas eran fundamentalmentedos: o los genes Ir codificaban
para el receptor de las células T o participaban mediante la expre
sión de sus productos en la superficie de macrófagos y células B.
Se realizaron entonces una serie de experimentos: se tomaban células
T provenientes de cobayos F1 (2 x 13) inmunizados con dos antígenos,
uno de ellos, inductor de buena respuesta sólo en la cepa 2 y-el
otro inductor de buena respuesta sólo en la cepa 13. Se las ponía
en contacto con cada uno de estos antígenos presentados o por macro
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fagos provenientes de la cepa 2 6 por macrófagos provenientes de la
cepa 13, o por macrófagos provenientes de los F1. Se vio que sólo
existía respuesta cuando el antígeno se presentaba sobre macrófagos
provenientes de la cepa respondedora para el mismo y por supuesto,
cuando ambos antígenos se presentaban sobre macrófagos F1. Cuando se

tomaban los linfocitos T de los F1 inmunes a ambos antígenos y se los

ponía a reaccionar con macrófagos F1 en presencia de ambos antígenos,

la presencia de antiCuerpos antiJIa 2 bloqueaba la respuesta al anti
geno a1 cual respondía 1a cepa 2 y 1a presencia de anti-Ia 13 bloquea
ba 1a respuesta al antígeno al que respondían los animales de la cepa
13.

Mediante estos y otros experimentos se concluyó
que:

l. Los genes Ir expresan productos —antígenos Ia
en células presentadoras de antígeno (células con morfología
de macrófagos), y

2. Que las células T detectan al antígeno inmuni
zante en la superficie de los macrófagos y son específicas
para dicho antígeno percibido en el contexto de moléculas
Ia autólogas. Es decir, las células T seleccionan la res
puesta inmunepercibiendo al antígeno en asociación con las
moléculas Ia propias.

Posteriormente, se realizaron otros experimentos
tanto in vitro comoin vivo que demostraron que el resto
de las interacciones celulares de las células T —salvolas
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de los Tc con la célula blanco- se realizaban también per
cibiendo al antígeno en el contexto de moléculas Ia (163).

2. LA HIPOTESIS DEL RECONOCIMIENTO DUAL Y LA HIPOTESIS DE

LA MODIFICACION DE LO PROPIO.

A partir de los hallazgos del fenómenode la res
tricción T por el CMH(193), se generaron diversas hipóte
sis acerca del reconocimiento antigénico por parte de los
linfocitos T. Se postuló que los linfocitos T debían recg
nocer a los antígenos mayores de histocompatibilidad propios.
Esto es, que debían poseer estructuras de reconocimiento
-receptores- para los antígenos mayoresde histocompatibili
dad propios.

Las dos hipótesis más importantes conceptualmente
son (260) la llamada hipótesis del reconocimiento dual y la
del reconocimiento de la modificación de lo propio.

La primera de ellas establece que el linfocito T
reconoce con un receptor al antígeno convencional y con otro
receptor al antígeno mavorde histocompatibilidad propio.
En el caso de los linfocitos citotóxicos, reconcerían por
un lado al antígeno convencional (por eiemplo: un antígeno
viral) y a través de un_segundo receptor a las moléculas K
o D propias expresadas en la célula blanco. En el caso de
los linfocitosïmipara la producción de anticuerpos, median
te el receptor anti-X reconocerían al carrier del antígeno
cuyo haptene se une al receptor del linfocito B y mediante
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el receptor anti-H-2 propio, a1 antígeno Ia expresado en la
superficie del linfocito B.

La hipótesis del reconocimiento de la modificación
de lo propio establece que el antígeno X se asocia con los
antígenos de histocompatibilidad propios y forma en la
superficie celular lo que se denomina un neoantígeno o neo
determinante antigénico. El linfocito T reconocería, median
te un único receptor, a este neodeterminante antigénico.

En ambas hipótesis se refleja el fenómenode la
restricción por el H-2. En la Figura 18 se esquematizan
las dos hipótesis citadas.

3. ROL DEL TIMO.

Una vez demostrado que los linfocitos T reconocen
el H-2 propio en la superficie de las células con las que
interactúan, se demostró que estas células T "aprenden" a
reconocer comopropio el H-2 expresado (146) en el epitelio
tímico (131, 260). Es decir, que durante su pasaje por el
timo, los precursores de los linfocitos T diferenciarían es
tructuras de reconocimiento para los antígenos de histocom
patibilidad K, D o I expresados por el epitelio del timo
(255). En otras palabras, es el H-2 del epitelio tímico
el que impone la restricción.

Este hecho ha sido demostrado mediante el uso de
modelos experimentales denominados quimeras (61, 253). Una
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Figura18 HIPOTESISDELRECONOCIMIENTODELAMODIFICACIONDELOPROPIO
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quimera,o un animal quimérico, es un individuo en el cual
coexisten células de orígenes diferentes. Citaremos ahOra
algunas de las quimeras más frecuentemente utilizadas para
la demostración del rol del epitelio tímico en la imposi
ción del tipo de restricción que operará en el animal:

Si se irradia a un animal A y se lo reconstitu
ye con médula ósea proveniente de un híbrido F1 (A x B),
esta quimera poseerá células somáticas y epitelio tímico
A y células linfoides F1 (A x B). Los linfocitos de dicha
quimera madurarán en el contexto de un epitelio tímico A
-esto es, que expresa antígenos mayores de histocompatibi
lidad A y reconocerán comopropios los antígenos de histo
compatibilidad A. Cuando estos animales son inmunizados
con algún virus, por ejemplo- generarán linfocitos T cito
tóxicos específicos para el virus inmunizante presente en
células A y no serán citotóxicos para células infectadas
con el virus pero que expresen el tipo B de H-2. Si bien
los precursores T provienen de un individuo genotípicamen
te A y B, al madurar en un timo que expresa sólo el H-2 A,
aprenderán a reconocer como propio sólo el H-2 A que "vie
ron" en su pasaje por el timo.

Cuando se irradia un híbrido Fl (A x B) y se lo
reconstituye con medula ósea de un animal A, los linfoci
tos -sus precursores-- si bien genotípicamente A, al madu
rar en un timo Fl (A x B) -es decir, que expresa tanto el
H-2 A como el H-2 B- adquieren la capacidad potencial de
"ver" al antígeno en contexto H-2 A y también en contexto
H-2 B.
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Las quimeras descriptas se denominan quimeras de
irradiación. Existen también modelos en los que se utilizan
quimeras en las que se irradia e injertan timos de diferen
te origen. Estos modelos son los que han permitido demostrar
el rol crucial que juega el timo en la maduración del siste
ma inmune en cuanto a la imposición del tipo de restricción
actuante. En la Tabla 3 se muestran los tipos más frecuen
tes de quimeras utilizadas (257).

Tal vez uno de los aspectos de mayor importancia
que posee este tipo de experimentos sea que se haya visto
que el reconocimiento del H-2 propio se diferencia indepen
dientemente del tipo de H-2 de las células T e independien
temente del reconocimiento del antígeno -antïgeno convencio
nal- no propio. Este hecho resulta compatible con la hipó
tesis del reconocimiento dual, pero no excluye formalmente
el modelo de reconocimiento único.

Comopuede observarse en la Tabla 3, ratones A
irradiados, reconstituídos con médula ósea F1 (A x B), ge
neran células citotóxicas virus-específicas sólo para cé
lulas blanco A infectadas. Pero si el animal irradiado
se reconstituye con células F1(A x B) provenientes de ba
zo de ratones adultos, las células T citotóxicas lo serán
tanto para el H-2Aque vieron en el timo de la quimera,
como para el H-2B que no estaba presente en dicha quime
ra, lo cual sugiere que las células T maduras no cambian
rápidamente su especificidad para lo propio, ya que en es
te tipo de experimentos mantienen la restricción impuesta
al pasar por el timo F1 (A x B) en el que han madurado.
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Tabla 3: CUADRODE DIFERENTES QUIMERAS (257)

Células dadoras Receptor Tino de la Lisis de células blanco
quimera A,B,C infectadas por virus

A x B (MO) ' A A A

A x B (MO) B B ' B

A x B (adultos) A A A,B

A x B (adultos) B B A,B

A x C (MO) AxB AxB A

KAIA/DC (MO) KAIA/DB KAIA/DB A

KCIC/DB (MO) KAIA/‘DB KAIA/DB ninguna

B(MO) A .A ninguna

A)<B GE? AXB A A

AJ<B (HF) AxB B B

MO:células de médula ósea tratadas con suero anti-9 nás complemento
adultos: células de bazo de animal adulto
HF: hígado fetal de ratones (fetos de 14-17 días)

Enel timo, los precursores de las células T diferencian estructuras de re
conocinúento para lo propio, específicas para los marcadores H-2K, D e I
expresados por el epitelio timico. Así, el reconocimiento del H-2 propio
se diferencia independientemente del tipo de H-2 de las células T e indepen
dientemente del reconocimiento del antígeno x convencional no propio. _
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Puede observarse también en 13-Talila3que quimeras de

irradiación del tipo A x C en A x B, responden contra células in
fectadas A y no contra células infectadas B ni C. El hecho de
que no se generen células citotóxícas capaces de lisar células
infectadas C, no llama la atención puesto que el epitelio tímico
no expresa el H-2 C. Sin embargo, si expresa el H-Z B. A este

efecto se lo denominóefecto del sistema linforreticular y se ei
plica de la siguiente manera: las células aprenden a reconocer ag
bos haplotipos (A y B) expresados en el timo,como propios; sin em
bargo, 1a expresión de la citotoxicidad depende de un factor adi

cional. Este tipo de quimeras expresa sobre todas sus células s2
máticas, los haplotipos H-2 A y B, pero sus células linfoides ex

presan en la superficie los haplotipos H-Z A y C —yno el haploti
po B—. Cuando los esplenocitos de estas quimeras se transfieren

a un F1 (A x B) infectado e irradiado, sí generan citotoxicidad pg
ra el otro tipo parental (células H-2 B)(257). Células de médula

ósea F1 (A x B) que maduran en un timo A, no generan células citg
tóxicas específicas para targets B aunque se transfieran a F1 in
fectados e irradiados. Del mismomodolas células esplénicas de
las quimeras F1 (A x C) en receptores F1 (A x B) no generan cito
toxicidad específica contra células H-2 C aunque se transfieran a
Fl (A á C).

Los estudios nombradoshan permitido discutir
acerca de las hipótesis de reconocimiento. Si bien los
_resultados obtenidos con quimeras parecerian apoyar más
la hipótesis del reconocimiento dual, no es posible des
cartar aún la hipótesis del sitio único de reconocimieg
to. Los resultados podrían también interpretarse según
el modelo de un único receptor: las células precursoras
madurarían diferenciando receptores para los neodetermi
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nantes antigénicos durante su paso por el timo, según lo
propone Jerne. Por ejemplo, las células de un ratón H-2
A madurarïan en contacto con el H-2 A de su timo. Las

células poseerían receptores para el H-2 A propio y algu
nos linfocitos mutarían de modode expresar un receptor
ya no específico para A, sino específico para un determi
nante antigénico "levemente diferente" a A (neodeterminan
te antigénico). Las células T que no mutaran no serían
capaces de dejar el timo -es decir, serían retenidas en
él y, o bien seguirían proliferando o bien, se inactiva
rían—. Sólo aquellas células que hubieran mutado de mo
do que su especificidad de reconocimiento fuera "diferen
te de A" podrían dejar el timo. Hemosdicho que las qui
meras de irradiación F1 (A x B) en un animal A no poseen
células T capaces de reaccionar hacia células B "altera
das" -infectadas pon el virus por ejemplo-. Y por esto,
algunos autores sostienen que se debe introducir enton
ces la regla de que el espectro de especificidades anti
antígenos x generados en un timo A, no puede superponerse
al generado en un timo B. Y esto parecería difícil de
cumplirse en el modelo de la modificación de lo propio,
por lo cual algunos autores apoyan el modelo de reconoci
miento dual (256).

V. MODELOS DE RECEPTORES T.

Una vez establecido que los linfocitos T al DE
sar por el timo madurandiferenciando receptores para re
conocer al antígeno (y en este caso, nos referimos al an
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tígeno en su sentido más amplio, involucrando tanto a los
convencionales comoa los antígenos de histocompatibilidad
propios y extraños) veremos cuáles son las hipótesis que
existen acerca de cómose realizaría la diferenciación de
las estructuras de reconocimiento (o sea, los receptores
para el antígeno) y cómose realizaría el reconocimiento
antigénico.

Existen varios modelos que intentan explicar la
forma de reconocimiento que utilizan los linfocitos T.
Tanto la hipótesis de reconocimiento dual comola del re
conocimiento único enfatizan el hecho de que los linfoci
tos T deben reconocer a los determinantes antigénicos de
manera diferente a la de las células B. Todos los modelos
enunciados destacan el fenómenode la restricción por el
CMH. Sin embargo, como se verá, los modelos propuestos
suelen contradecirse en varios aspectos.

El panorama permanece aún confuso. Nombraremos
los principales modelos que se han propuesto. La mayoría
de éstos han sido elaborados durante el transcurso de nues
tro trabajo. Se señalará en cada uno de ellos, si plan
tean superposición o no de las poblaciones T alorreactivas
y las reactivas a antígenos convencionales, por ser ésta
una de las preguntas centrales que nos hemos planteado a
lo largo de este trabajo.

V. l. MODELO DE JERNE.

El modelo propuesto por Jerne (114) posee la vi;



tud de haber predicho el papel del timo en la selección
de las especificidades de las células T. Su hipótesis
influyó fuertemente en la realización de los experimen
tos que demostraron el rol que juega el timo en la madu
ración del sistema inmune.

Para elaborar su hipótesis, Jerne parte del
postulado fundamental de la teoría de la selección clo
nal. Esta teoría postula que los linfocitos están pre
comisionados y restringidos a la síntesis de moléculas
de "anticuerpos" de una única especificidad. Esto sig
nifica que un antígeno dado puede estimular solamente a
aquellos linfocitos que hayan sido precomisionados para
interactuar con dicho antígeno o sea, con células que eg
presen receptores específicos para él. Asumeque la di
ferenciación de las células germinales, que darán lugar
a linfocitos T maduros, involucraría:

1. la modificación de genes de la línea germi
nal por mutaciones somáticas y

2. la selección de aquellas células que sufrie
ron los procesos mutacionales. Sostiene que este proce
so ocurre principalmente en el timo:

"Comoen la teoría de la selección clonal, la
presión de selección se supone provista por los antíge
nos pero, puesto que las células sensibles a los antígg
nos extraños deben surgir antes de que dichos antígenos
extraños aparezcan, la presión de selección para generar
el sistema debe ser ejercida por los antígenos del mismo
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animal" (114)

El modelo propuesto por este autor toma como
punto de partida un conjunto de receptores T heredado,
cada uno de ellos específico para una forma alélica de
uno de los antígenos mayores de histocompatibilidad de
la especie. El repertorio total de receptores refleja
ría el grado de polimorfismo de los antígenos mayores
de histocompatibilidad de la especie. Las células que
posean receptores para aloantígenos del CMHno propios
no serían ni eliminadas ni retenidas en el timo y emer
gerían de él en las altas proporciones esperadas para
los productos de genes estructurales de la línea germi
nal. Estos clones de células explicarían la alta fre
cuencia de las células T alorreactivas . Las células
que expresaran receptores anti-antígenos mayores de his
tocompatibilidad propios, serían eliminadas en el timo
a menos que sufrieran mutaciones. De esta manera, pos
tula que rápidas mutaciones somáticas generarían el re
pertorio total de receptores para todos los antígenos
extraños convencionales a partir de los genes heredados
para los receptores anti-antígenos mayores de histocom
patibilidad propios.

Más tarde —unavez probado el rol del timo y
la restricción de las funciones T por el CMH-Jerne y
sus colaboradores modifican su teoría (240). Esta mo
dificación involucra a dos receptores anti-antígenos ma
yores de histocompatibilidad propios idénticos. Los pro
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cesos mutacionales y de selección actuarían sólo sobre uno
de ellos.

Comopuede verse este modelo implica que las po
blaciones T alorreactivas y aquellas reactivas a antígenos
convencionales serían poblaciones separadas. La alta fre
cuencia de las células T alorreactivas es explicada por pro
venir de genes estructurales presentes en la línea germinal.

V. 2. MODELO DE BINZ, WIGZELL Y JANEWAY.

En este modelo (112, 113, 241) se plantea que las
poblaciones T alorreactivas y las reactivas a antígenos con
vencionales se encuentran superpuestas.

El reconocimiento de los antígenos x (convenciona
les) y el de los antígenos mayores de histocompatibilidad
propios, reflejaría la presencia de dos receptores diferen
tes sobre cada célula T. Al sitio receptor dirigido contra
antígenos convencionales x lo denominan receptor 1 (R1) y
al sitio receptor dirigido contra los antígenos mayoresde
histocompatibilidad propios, receptor 2 (R2). Las reaccig
nes T hacia antígenos convencionales en el medio ambiente
propio, requeriría la unión de dicho antígeno x al R1 y la
unión del antígeno mayor de histocompatibilidad propio al
R2. Cada una de estas dos interacciones por sí solas, no
produciría activación celular; para que ésta se produjera
se necesitarían ambasinteracciones.

-97



Esta hipótesis plantea que el R2 (al igual gue
el R1) estaría codificado por los genes VH. Así, las cg
lulas T tendrían productos de dos genes VHdiferentes sg
bre su superficie y no expresarían la exclusión alélica
de los genes VHque se observa en las células B.

El hecho de que el R2 reconozca y se una a los
antígenos mayores de histocompatibilidad propios con una
afinidad demasiado baja comopara llevar a la activación
celular, resulta una postulación necesaria para evitar la
estimulación T perpetua y reacciones T autoinmunes patolé
gicas. Se postula que este R2 se une sin embargo, con una
alta afinidad a ciertos antígenos mayores de histocompati
bilidad de animales relacionados, especialmente dentro de
la especie.

En este modelo, entonces, lo que se propone es
que_e1 reconocimiento de los antígenos mayores de histo
compatibilidad extraños estaría mediado por el mismoR2.
Y, entonces, este R2 sería el responsable de las reaccio
nes hacia los antígenos CMHextraños; por ejemplo, culti
vo mixto de linfocitos, reacciones de injerto contra hués
ped, etc.

En la Figura 19 se esquematiza cómo sería la cg
lula T según el modelo descripto. La función normal del
R2 —ensu medio natural- es unirse con baja afinidad a los
antígenos mayores de histocompatibilidad propios. El he
cho de que el mismoreceptor sea capaz de unirse con alta
afinidad a algún antígeno mayorde histocompatibilidad ei
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Figura 19: MODELO DE JANEWAY Y COLABORADORES

R1

anti-x (R anti-antígeno convencional)

anti-CMHpropio (con afinidad baja)
anti-CMBalogeneico (con alta afinidad)

R2

La figura esquematiza cómosería una célula T periférica
madura según el modelo de Janeway y colaboradores

Ambosreceptores estarían codificados por genes VH, presg
miblemente de ambos cromosomas. El receptor 1(R1) recong
cería antígenos x convencionales. El receptor 2(R2) recg
nocería un antígeno CMHpropio con baja afinidad, pero se
ría capaz de reconocer algún antígeno CMBextraño con af;nidad-alta.
Comopuede observarse, según este modelo, las poblaciones
T alorreactivas y aquellas reactivas a antígenos convencio
nales en contexto de los antígenos CMHpropios, estarían
superpuestas.

-99



traño, se apoya en la similitud bioquímica de los diferentes
alelos de los antígenos CMHde la especie.

Considerando que cada célula T poseería dos recep
tores sobre su superficie, cada uno de ellos codificado por
genes VHy asumiendo que 1a expresión de estos genes VH sea
al azar en los timocitos, se postula lo siguiente: las celu
las T expresarían sus receptores de superficie durante su
pasaje por el timo; si en ese momento, encuentra y se une
con alta afinidad al antígeno (con afinidad suficientemente
alta comopara que, normalmente, se activara) se inactiva.
Puesto que poc05 antígenos extraños penetran en el timo, es
ta postulación significa que sólo las células que posean re
ceptores de alta afinidad para sus propios antígenos de his
tocompatibilidad se inactivarían.

Este tipo de situación -dicen los autores- ha si
do demostrada para células B y fue sugerida para células T
por Jerne.

Durante el desarrollo de las células T dos tipos
de selección actuarían entonces sobre la reactividad hacia
los antígenos mayores de histocompatibilidad propios (114):

1. una selección negativa contra cualquier célu
la T que pudiera ser estimulación directamente por los an
tígenos propios ya sea por tener un sitio receptor de alta
afinidad para éstos o por tener dos sitios receptores de
afinidad baja,para los mismos.
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2. una selección positiva para cualquier célu
la T que tuviera una afinidad baja para sus antígenos CMH
propios sólo en uno de sus sitios receptores.

Segün el modelo que estamos desarrollando, al menos cua

tro tipos de células T antígeno-específicas resultan genéticamente.
posibles pero sólo uno de ellos sería funcional en circunstancias
normales. Células con uno (o dos) receptores de alta afinidad para
los antígenos CMHpropios podrían surgir, pero serían rápidamente
inactivadas al encontrar en el epitelio tímico sus propios antígenos
CMH. Un segundo tipo celular, poseedor de dos receptores de baja afi
nidad para los antígenos CMBpropios —dosR2- sería también inactiva
do al encontrar los antígenos CMHpropios en el epitelio tímico. Un
tercer tipo de células poseería dos R1, cada uno de ellos, dirigido
hacia diferentes antígenos x: los autores del modelo afirman que es
te tipo celular no sería activado ya que muydifícilmente encontra
ría ambosantígenos en unión estable. El cuarto tipo celular cita
do sería aquellque llevara un R1 dirigido contra un antígeno x y un
R2 dirigido contra los antígenos CMHpropios —ambosde baja afinidad:

estas células emergerían del timo y pasarían a ser las células T fun
cionales.

Unode los problemas que presenta esta hipótesis consis
te en lo siguiente: si las moléculas de R2 poseen una alta afinidad
para un antígeno CMHextraño particular y una afinidad baja para los
antígenos CMHpropios, por qué no poseen también una baja afinidad

para otros antígenos CMHno propios?. Los autores dan dos respues

tas a esta pregunta: la primera, es que en realidad, algunas molécu
las de R2 sí se unirían a antígenos CMHno propios con baja afinidad

-101



comoparecerían indicar algunos resultados. Agregan que en la mayo
ría de los sistemas experimentales,esta reactividad cruzada podría
estar enmascarada por fuertes reacciones alogeneicas. Comosegunda

respuesta, sugieren que sólo unos pocos genes VHposeerían la afini
dad correcta para fabricar moléculas de R2. Esto es, sólo unos po
cos genes VHcodificarían para R2 con características correctas de
afinidad para el antígeno CMHpropio. Así, 1a mayoría de las célu
las que emergerían del timo, serían células que llevarían dos molé
culas de R1. Entre estas células existirían algunas que podrían pg
seer moléculas efectivas de R2 para antígenos CMHno propios, aunque
nuevamente, este evento resultaría poco frecuente. La propuesta es
que existiría una selección post-tímica para las células que expre
sen esos pocos productos de los genes VHque puedan constituir molÉ
culas efectivas de R2 en ese animal. Este evento estaría dado por

el antígeno en presencia del antígeno CMHpropio. Es así como duran
te el desarrollo post-tímico, el pool de células T emergentes se ve
ría "empujado" a dejar el tipo de células T que se observan en 1a
experimentación.

La razón de la alta frecuencia de células T alorreacti
vas idiotipo-positivas sería que el R2 está seleccionado para unir
se a nn rango muy limitado de moléculas de antígeno con una afinidad
precisamente definida. La baja frecuencia de los genes VHseleccio
nados post-tímicamente y la selección mismapara productos efectivos
de R2 estaría ilustrado por la ausencia de timocitos con idiotipo
Lewis anti-DA que estos mismos autores, encuentran en ratas de 1a
cepa Lewis.

En cuanto al R1, sus idiotipos estarían en baja frecuen
cia sobre las células T. El receptor detectado por Eichmanny Rajeg
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sky, sería un ejemplo de esta afirmación.

Los autores consideran que este modelo parece explicar
los datos que se conocen acerca del reconocimiento T. Por ejemplo,

se ha demostrado que los híbridos F1 poseen dos poblaciones diferen
tes de linfocitos T que responden a antígenos no CMH. Una de estas

poblaciones reconoce al antígeno en presencia de los antígenos CMH

de uno de los padres y la otra, lo reconoce en presencia de los an
tígenos CMHdel otro padre.

von Bohemery;coJ.han mostrado que células T que se han

diferenciado a partir de células germinales de la médula ósea en pre
sencia de antígenos CMHextraños,son apaceádecooperar con células
B que poseen esos mismos antígenos CMHno-propios. De acuerdo a es
tos autores, ésto se debería a la diferenciación selectiva de célu
las T con moléculas de R2 de baja afinidad para los antígenos CMH
apropiados. Similares experimentos con quimeras llevados a cabo por
varios grupos, han mostrado que el mismo proceso de adaptación se

aplica a la generación de células T citotóxicas específicas para tar
gets propias o no propias modificadas por antígeno.

El hecho de que células T activadas por antígenos CMH
extraños sean capaces de matar células propias modificadas, se ex
plicaría también según la presente hipótesis: El R1 presente sobre
células T alorreactivas puede poseer virtualmente cualquier especi
ficidad inlcuyendo aquella para la modificación específica sobre
las células targets mientras que las moléculas del R2 de estas celu
las tendría alta afinidad para los antígenos CMHestimulantes extra
ños y baja afinidad para los antígenos CMHpropi05¡ El hallazgo
posterior de que estas células citotóxicas pueden bloquearse sólo
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con las células estimuladoras originales no modificadas o por las
células propias específicamente modificadas, otorgaría mayor peso
a este argumento.

En cuanto al papel de los genes de respuesta inmune
(Ir)(17), los autores sugieren que el producto del gen Ir funcio
naría como un segundo sistema de reconocimiento, con algún grado
de especificidad, primariamente en los macrófagos. La mayoría de
los animales no respondedores para un antígeno particular poseerían
productos del Ir incapaces de asociarse efectivamente con dicho an
tígeno. Al no existir una asociación estable 'con el producto
del Ir, no ocurriría unión estable del antígeno al R1 y del produg
to del Ir al R2 y las células T no podrían entonces, responder.Así

lo que sería un defecto en el sistema de reconocimiento por los ma
crófagos aparecería comoun defecto en 1a reactividad de las célu
las T.

De esta manera, los autores sostienen que el r9
conocimiento del antígeno por parte de la célula T, con
excepción de las reacciones a antígenos CMHno propios,
se realizaría mediante la unión del antígeno, con baja a
finidad, a uno de los receptores de la célula T -el R1
y la unión de los antígenos CMHpropios a un segundo re
ceptor presente en la superficie de la célula T —elR2
también con una afinidad relativamente baja. Unode los
puntos cruciales de esta hipótesis es que las células T
alorreactivas se unen con alta afinidad a los_aloantígg
nos CMHmediante el R2, el que poseería además, una af;
nidad significativa hacia los antígenos CMHpropios.
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Las especificidades predichas por esta hipótesis
podrian representarse a modode ejemplo, por matrices del
tipo de la Figura 20 (113).

Esta hipótesis predice que las células selecciona
das por la posesión de un idiotipo del R1, serán alorreacti
V85.

V. 3. MODELO DE WILLIAMSON.

En este modelo (245) no se requiere la invocación
de mutaciones somáticas —comoocurre en el propuesto por
Jerne- sino que se enfatizan los mecanismosde expansión clg
nal. Intenta explicar las bases para el aprendizaje del re
conocimiento de lo propio desde el fenotipo timico más que
desde el genotipo de la célula pre-T. Se propone que el ge
notipo de la célula pre-T contiene la información para la
aparición de un receptor que pueda reconocer aloantïgenos
CMHcomo propios. Este receptor no es una molécula de anti
cuerpo.

El modelo toma comopunto de partida, la hipóte
sis del reconocimiento dual y establece que dicho reconoci
miento dual es efectuado por dos repertorios de receptores
diferentes, codificados por grupos separados de genes; Uno
de estos receptores estaria codificado por la región varia
ble de las inmunoglobulinas y abarcarïa el mismorepertorio
y reglas de expresión similares a las de los receptores de
las células B. El segundo grupo de receptores estaría co
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Figura 20: MATRIZ DE ESPECIFICIDADES T SEGUN EL MODELODE JANEWAYY

COLABORADDRES

Bspecificidades R-2 para
células T periféricas mi_ b
duras H 2 Especificidades‘ del R1: baja afinidad para

el antígeno convencional

É 3 E É

Kx + + + + + +..

anti-CMHpropio anti-(Im
(baja afinidad) Alo (alta

afinidad) É Flu

3’ + + + + +
Ï

>%>UUUUU%>U>U>Ú>=U%.>U>U%

:Ïo + + + + + Í“

La matriz representa un ejemplo de especificidades potencialmente
presentes en células T maduras de un ratón H- . Cada célula T
estaría representada por una cruz en la matriz. Los autores aclg
ran que no todas las especificidades señaladas podrían ser activa
das ya que las asociazionesmtreelarfigeno convencional con el anti
geno CMHpropio podrían estar, a su vez, restringidas. (112). _
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dificado en otro lugar del genoma: cada animal poseería
genes capaces de reconocer el repertorio de aloespecifi
cidades antigénicas del CMHde la especie. Así, recep
tores Rl; R2; R3 .....R reconocerían respectivamenten

los antígenos CMHH1; H2; H3 ..... H . Se supone que es
tos genes que codifican para estos rgceptores, a los que
denominaremosR anti-H constituyen una familia multigéni
ca presente en todos los miembros de la especie. Se pos
tula que la expresión de estos genes se limita a un solo
gen por haplotipo en cada célula y no se requiere exclu
sión alélica. Así, en las células pre-T se expresarían
dos receptores R anti-H seleccionados al azar del reper
torio heredado. En laFigura 21, se muestra una matriz
simplificada de especificidades.

La combinación de los receptores R anti-H so
bre la célula pre-T sería en orden de frecuencia:

1. ambos específicos para aloantígenos CMH(R
anti-aloH);

2. uno específico para un antígeno CMHpropio
(Ranti-H propio) y el otro específico para un aloantí
geno CMH, y

3. ambos específicos para antígenos CMHpropios.

Estas células pre-T interactuarían con los an
tígenos CMHdel epitelio tímico. La presencia de al menos
un receptor R anti-H propio en estas células permite la in
teracción con los antígenos CMHpropios. Esta interacción
daría lugar a un estímulo proliferativo (ver Figura 22).
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Figura 21: MODELOWILLIAMSON: MATRIZ DE ESPECIFICIDADES
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La expansión clonal de las células generaría células T
maduras todas las cuales, llevarían un R anti-H propio.
A causa de la expresión diploide al azar de las molécg
las R anti-H, la población de células T expandida esta
rá subdividida en aproximadamente n proporciones igua
les, en n clones que llevarán o un segundo R anti-H pro
pio o un R anti-aloH. Las células pre-T que no expresen
al menos un R anti-H propio no recibirían el estímulo
proliferativo dado por el epitelio tímico y o bien, se
rían eliminadas o se diluirían.

Durante la expansión clonal dada por la inter
acción de R anti-H propio con un antígeno CMHpropio, ca
da célula se comisionaría para la expresión de un recep
tor particular anti-antígeno x (receptor V anti-x) usan
do el mismorepertorio de genes V que codifican para los
receptores de la célula B (Figura 22). En este modelo no
se discute si sólo los VHo tmaibén los VL contribuyen a
la formación de este receptor. Cuando las células T ex
presan este receptor anti-x codificado por los genes V,
dejarían de ser sensibles al estímulo proliferativo del
timo que provoca la expansión clonal vía el receptor R
anti-H propio. Esto se explica postulando una interac
ción entre ambos.tipos de receptores: R anti-H y V anti
x. El acoplamiento de ambos tipos de receptores asegura
ría que a partir de ese momentose necesiten dos señales
para estimular a la célula a proliferar.

Cada célula T madura que entra a la periferia
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poseería tres receptores: lllanti-H propio; 2. R anti-aloH
un porcentaje de estas células (númerode especificidades
CMHde la especie/n%) llevaría un segundo R anti-H propio
y, 3. un receptor V anti-x.

La familia de multigenes que codificaría para los
receptores R anti-H no estaría codificada por el CMHpero
la expresión de estos genes estaría controlada por los anti
genos CMHde manera que parecerïan estar codificados por el
CMH. Esto es, puesto que la expresión de los receptores pa
ra los antígenos CMHpropios estará seleccionada por los a2
tigenos CMHdel epitelio tímico, parecerá que el CMHcodifi
ca para este receptor T.

En este modelo, las células reactivas a antígenos
convencionales si bien poseerïan receptores R anti-aloH, no
serian alorreactivas. Las células alorreactivas necesitarïan
poseer un receptor R anti-aloH (K, D o I) junto con recepto
res V especïficos para diferencias en aloantígenos (Figura
23). En el caso de respuestas limitadas a diferencias en los
loci K o D, la frecuencia de las células reactivas no debería
ser mayor que las frecuencias de las células reactivas a x.

El autor sostiene que muchasmedidas de alorreacti
vidad han sido realizadas utilizando cepas de animales que
difieren en múltiples loci de histocompatibilidad -mayores y
menores- y en estos casos, se activarïan proporciones mucho
mayores de células T portadoras de moléculas R anti-aloH a
causa de que el repertorio de receptores V específicos para
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Figura 23: MODELODE WILLIAMSON

Célula T alorreactiva según el modelo de Williamson

R anti-CMH alogeneico

R anti-CMH propio

V anti-CMH alogeneico (p.ej. V anti-K)

La figura esquematiza cómosería una célula T alorreactiva
según el modelo planteado por Williamson en 1980. En este
modelo, las células T alorreactivas necesitarían poseer un
receptor R anti-CMH alogeneico (K, D o I) junto con recep
tores V especïficos para antígenos CMHalogeneicos. Las
células reactivas a antígenos convencionales poseerían el
receptor R anti-CMHalogeneico, pero un receptor V anti-X,
y no serían alorreactivas. 
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otras diferencias antigénicas serían susceptibles a la
estimulación de una manera similar a la del reconocimien
to dual. Esto es, se estimularían también células posee
doras del R anti-H extraño más el receptor V anti-antígg
nos de histocompatibilidad menores y esto, haría parecer
que la frecuencia de reactividad hacia diferencias en an
tígenos K o D fuera mayor que la que en realidad existe.

V. 4. MODELO DE BEVAN.

Este modelo (20, 154) de receptores T se basa
en la hipótesis de la modificación de lo propio y fue
propuesto para explicar la alta frecuencia de las célu
las T alorreactivas.

Así comoen la hipótesis de la modificación de
lo propio, el CMHpropio influenciaría la inmunogenicidad
del antígeno x -formando el neodeterminante antigénico
las células T alorreactivas no verían aisladamente al an
tígeno CMHextraño, sino que lo verían en combinación con
muchosotros componentes de la superficie celular. La gran
frecuencia de linfocitos T que responden a células alogenei
cas sería entonces, función del númerode antígenos que es
tán reconociendo en las células extrañas. Los autores sos
tienen que, si las células T citotóxicas específicas para
productos no codificados por el complejo mayor de histocom
patibilidad —porejemplo, para antígenos menores de histo
compatibilidad- reconocen no sólo el componente no CMHsi
no también el antígeno CMH,entonces, y como corolario, la
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célula citotóxica específica para un antígeno CMHpodría
estar reconociendo antígenos "de interacciónü' creados
por la interacción del antígeno CMHextraño con otros
componentesde la superficie celular. Esto es, las molg
culas de antígeno CMHextrañas serían vistas en combina
ción con otros componentesde la superficie celular for
mándosemiles de antígenos "de interacción" que estimula
rían entonces a un gran númerode linfocitos.

Las células poseerían un único receptor y el
sitio de combinación que une, por ejemplo. al neoantígg
no CMHpropio más antígeno menor de histocompatibilidad
extraño sería el mismo que se uniría a un neoantígeno CMH
extflñOnás antígenos menores de histocompatibilidad pro
pios.

El modelo implica entonces que las células T
alorreactivas pertenecen a la mismapoblación gue ague
llas que responden a los antígenos CMHpropios más x, 1
que se utilizan receptores similares en ambasreacciones.

V. 5. MODELO DE BENACERRAF.

Benacerraf y colaboradores modificaron la hipá
tesis originalmente enunciada por Jerne: los precursores
de las células T en el timo con receptores para antígenos
CMHpropios son selectivamente estimulados para prolife
rar y mutar sus receptores de modoque no reaccionen ya
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con alta afinidad con los productos CMHpropios, sino
que ahora reaccionan con alta afinidad con antígenos
CMHpropios modificados los cuales coincidirían con
los antígenos CMHalogeneicos. Estas células son las

‘que dejarían el timo comocélulas T maduras.

Esta hipótesis (15, 16) postula superposición
de las poblaciones T alorreactivas y las reactivas a ag
tígenos convencionales y en ella, no se intenta expli
car la reactividad de las células T para antígenos con
vencionales en conjunción con los antígenos CMH.

En este modelo, entonces, el reconocimiento
de los antígenos CMHpropios estaría medifikapor la mis
ma estructura de reconocimiento que la que reconoce a
los antígenos CMHno propios.

Las células T que hubieran mutado de modo de
poseer receptores con baja afinidad para los antígenos
CMHpropios, madurarían en el timo y saldrían de él c9
mocélulas funcionales. Estos mismos receptores posee
rían alta afinidad para variantes de los antígenos CMH
propios. Estas variantes serían semejantes a los anti
genos CMHalogeneicos expresados por la especie. Simul
tánea e independientemente, estas células T desarrolla
rían receptores para determiantes expresados en antíge
nos convencionales timo-dependientes.

El alto grado de reactividad hacia los antíge
nos CMHalogeneicos y la reactividad más baja que se en
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cuentra hacia los antígenos CMHxenogeneicos —osea de
otra especie- se explicaría por el hecho de que debería
esperarse que receptores con baja afinidad para los
antígenos CMHpropios reaccionen óptimamente con antígg
nos CMHalogeneicos, pero mucho menos con los CMHxeno
geneicos. Según Benacerraf, ésto explicaría la parado
ja de que las respuestas T más fuertes no estén desencg
denadas por antígenos más alejados filogenéticamente del
respondedor.

El autor afirma que se pueden hacer dos predig
ciones en base a esta teoría: a) que los clones de célu
las T inducidas por antígenos CMHxenogeneicos deberían
poseer una alta reacción cruzada con antígenos CMHalogg
neicos, aún al extremo de que puedan desencadenar una
respuesta heteróclita. El autor sostiene que este hecho
ha sido demostrado (43) ya que linfocitos de ratón esti
muladospor células de rata mostrarían especificidad pa
ra aloantígenos H-2 y b) que las células T alorreactivas
deberían poseer una alta reacción cruzada con células sin
geneicas modificadas. Este segundo punto recibiría apoyo
de algunos experimentos realizados por el autor (148).
El postulado de que las células T alorreactivas son gene
radas a partir de células T que se diferencian en el timo
siendo fuertemente reactivas para variantes de antígenos
CMHpropios, lleva a esperar, también, que la inmunización
con células singeneicas infectadas con virus deberían es
timular clones de células T reactivas no sólo a células
singeneicas infectadas con el virus, sino también reacti
vas hacia células alogeneicas no infectadas.
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v. 6. OTROS MODELOS.

Los modelos propuestos son varios. El conjunto
de ellos presentan alternativas sumamentecontradictorias.
No hemos citado todos los propuestos hasta el momento, si
no aquellos que consideramos más representativos de las
preguntas que, actualmente, se plantean en el campode la
inmunología. Existen también postulaciones teóricas que,
a nuestro entender, se contradicen con hechos que poseen
una base experimental que aparece hasta ahora, sólida(47).
Algunos de los modelos no descriptos proponen una alterna
tiva que no quisiéramos dejar de citar: el receptor T esta
ría en ellos codificado por genes denominadosVT, diferen
tes de los loci VLy VHque codifican para el receptor de
las células B. Para alqunos de estos autores, que postu
lan genes VTdiferentes a los que codifican para las regig
nes variables de las inmunoglobulinas, la teoria de la red
de idiotipos -anti-idiotipos no operaría (47).

El panorama, en lo que respecta a los receptores
de las células T (239), está aún bastante confuso. Las
críticas a uno u otro modelo suelen basarse en considera
ciones teóricas. En el campoexperimental, si bien últi
mamente se han realizado algunos trabajos que apoyan a uno
u otro modelo (ver Discusión), el problema no está todavía
resuelto.

De todos modos, tal vez lo fundamental a resca
tar de la lectura de los modelos propuestos, es la impor
tancia que posee obtener una respuesta a la pregunta que
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nos planteamos al realizar este trabajo. El problema abar
ca, como lo hemos señalado, no solamente la necesidad de
una mejor comprensión del funcionamiento de las poblaciones
T alorreactivas, sino la de adquirir una visión más integral
de los mecanismos de inmunorregulación operantes en los ver
tebrados superiores. Se involucran interrogantes que abarcan
serios problemas clínicos. Conocer los mecanismosde regula
ción que intervienen en la discriminación‘propio—no propio,
ayudará sin duda alguna, a comprender mejor la enorme gama
de patologías autoinmunes; la inmunidad tumoral parece, por
momentos,haber llegado a terrenos de difícil salida. La in
tegración conceptual del significado de la existencia de gran
des poblaciones de células T reactivas a antígenos que se man
tienen a lo largo del espectro filogenético contmtacnnstanda
comoson los antígenos mayores de histocompatibilidad, nos pg
rece una necesidad urgente, para adquirir un conocimiento más
acabado de los mecanismosque intervienen en el desarrollo y
regulación del sistema inmune.
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Los linfocitos T poseen un rol de gran importan
cia en 1a regulación de la respuesta inmune. Conocer 1a
formade reconocimiento antigénico que estas células utili
zan, ayudaría a comprender mejor los mecanismos inmunorre
gulatorios y los eventos que se suceden en la maduración
del sistema inmune.

El descubrimiento de que el sistema inmune no só
lo reconoce aquello que le resulta extraño sino que para
poder llevar a cabo estas funciones debe ser capaz de recg
nocer antígenos propios, permitió tener un conocimiento más
acabado de su funcionamiento. Es sabido que el reconocimien
to de los antígenos mayores de histocompatibilidad propios
por parte de las células T resulta esencial para que ellas
puedan reaccionar eficazmente frente a los antígenos conven
cionales. Por otra parte, también se ha establecido que un
enormeporcentaje de los linfocitos T del organismo recono
cería antígenos mayores de histocompatibilidad no propios
(células T alorreactivas).

La relación existente entre estas poblaciones de
células T alorreactivas y las células T que reconocen antí
genos extrínsecos convencionales de manera restringida por
el CMHpropio no es clara. El objeto central de nuestro
trabajo consistió en aportar datos acerca de la relación
existente entre estos dos tipos de poblaciones T.

La hipótesis de trabajo utilizada postula que exig
te superposición entre las poblaciones T alorreactivas y a
quellas reactivas a antígenos convencionales. Esta superpo
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sición jugaría un papel importante en los mecanismos de
regulación de la respuesta inmune, entre éstos, la exig
tencia de mecanismosde discriminación propio-no propio,
los cuales posibilitarían el desarrollo de la preñez nor
mal y evitarían el desencadenamiento de patologías auto
inmunes.

Comentaremoscómo se fueron desarrollando los
trabajos realizados. Algunos hacen al punto central de
nuestra pregunta y estaban previamente planificados;
otros, comosuele suceder en el desarrollo de trabajos de
investigación, surgieron a medida que realizábamos los di
ferentes experimentos.

El primero de los objetivos que nos planteamos
fue observar cuál era el efecto de la inmunización con
un antígeno de tipo convencional, sobre las poblaciones
T alorreactivas. La inmunización in vivo con aloantíge
nos no aumenta la frecuencia de las células T alorreacti
vas. La inoculación de antígenos convencionales produce,
por el contrario, aumentos en la frecuencia de las célu
las reactivas a ellos. Si las dos poblaciones están su
perpuestas, el aumento en la frecuencia de una de ellas,
debe producir aumentos en la frecuencia de la otra. Se
utilizaron dos antígenos convencionales: glóbulos rojos
de carnero (GRC)y glóbulos rojos de conejo (GRCo). Se
emplearondiferentes dosis y vías de inoculación, inves
tigándose los niveles alorreactivos en distintos compa;
timientos linfoides y el tráfico materno-fetal de estas
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poblaciones. Una de las vías de inmunización usada fue
la intrauterina puesto que es por esta vía, que la ma
dre se ve naturalmente enfrentada a numerosos antígenos
convencionales de origen fetal desde la concepción.

Una vez observado que durante el curso de in
munizaciones con los antígenos convencionales usados se
producían modificaciones en los niveles T alorreactivos,
se investigó la presencia de receptores para uno de estos
antígenos (GRCo)en linfocitos T alorreactivos mediante
el uso de anticuerpos anti-idiotípicos. Se empleóun sue
ro con actividad anti-idiotípica anti-GRCo. Se observó
si la acción de los anticuerpos anti-idiotípicos sobre el
receptor T anti-GRCoafectaba la función T alorreactiva.

Se realizaron experimentos tendientes a investi
gar la existencia de algún mecanismo de regulación inmune
que actuara sobre los desniveles alorreactivos que se prg
ducían a consecuencia de la inmunización con el antígeno
convencional.

Se investigó además, la presencia de desórdenes
en la regulación del sistema inmune cuando la inmunización
con el antígeno convencional se hacía prácticamente cróni
ca: los datos obtenidos sugerían ya la presencia de patolg
gías autoinmunes. Se realizaron entonces, experimentos con
el objeto de confirmar estas observaciones.

Finalmente, un grupo de animales se mantuvo en
observación para estudiar la incidencia de neoplasias es
pontáneas del sistema inmunológico.
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ESQUEMAS EXPERIMENTALES



INMUNIZACION CON GRCO

1. Inmunizacióngpor via intraperitoneal con GRCo.

Ratones de la cepa BALB/cfueron inoculados
por vía i.p. con diferentes dosis de GRCo.

2. Efecto de la inmunización con GRCoi.p. sobre los nive-’
les de alorreactividad T esplénicos.

Se midieron los niveles de alorreactividad T es
plénicos. Esto se llevó a cabo utilizando esplenocitos
de los ratones inmunizados con GRCopor via ip para desen
cadenar reacciones de GVHlocales y sistémicas, en ratones
de diferentes cepas. Las reacciones locales se realizaron
en híbridos F1 (BALB/c x AKR); F1 (BALB/c x DBA/2) y F1

(BALB/cx C57Bl/Ks). Las sistémicas en ratones recién ng
cidos de las cepas Swiss y DBA/2. En las Figuras 24, 25
y 26 se esquematiza este punto.

3. Citotoxicidad-complemento—dependiente sobre ganglios
poolíteos de ratones BALB/cque sufren GVHRlocales

Este ensayo se realizó con el fin de confirmar
que el aumento del peso de los ganglios poplïteos de los
F1 (BALB/c x AKR)que sufrían reacciones locales de GVH,
se debía a la proliferación de las células del injerto
-en este caso, BALB/c-.

Se trataron suspensiones de células de ganglios



Figura 24: EFECIO DE LA DMUNIZACICN CCN GRCO POR VIA ip SOBRE IDG

NIVELES DE AIDRREACTIVIDAD T ESPLENIGDS

Inmunización con Ag convencional

0,2,4,6,8,10 ó 12
dosis de GRCoip

BALB/c (H-Zd)

©©® Esplenocitos
©

Niveles de alorreactividad Tí
anti-H-2k (anti-AKR)

GVH anti-H-Z (anti-Sniss)
anti-H-Z (anti-DBA/Z, anti-C57Bl/Ks y

anti-BALB/c)
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Figura 25: EFECTO DE LA INMUNIZACION CON GRCO POR VIA 14).
SOBRE LOS NIVELES DE ALORREACTIVIDAD ESPLENICA

Reacciones de GVHlocales:

d I

GRCOipx BALB/MH-Z ) BALB/c ¡ sp 1p

* ESPLENOCITOS *

Q6) ©®

* INOCULACION EN ALMOHADILLAPLANTAR DERECHA *

1

Fl(BALB/C x AKR)(H-Zd x H-Zk) Fl(BALB/C x AKR)

4:} 7 días {3}
Diferencia peso g.poplíteos Diferencia peso g.poplíteos

La figura ejemplifica el uso de Fl(BALB/c x AKR)para medir
los niveles de alorreactividad T BALB/canti-AKR. Se utili
zaron además, Fl(BALB/c x C57Bl/Ks) y Fl(BALB/c x DBA/ZJ).
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Figura 26: EFECTO DE IA.INMUNIZACICN CCN GRCO POR VIA i.p. SOBRE LOS

NIVELES DE AIORREACTIVIDAD T ESPLENICOS. NIVELES DE AICRREAC

TIVIDAD T ESPLENICOS MEDIANTE REACCIONES DE GVH SISTEMICAS

BALB/c BALB/c
GRCo ip SF iP

esplenocitos

@%
inoculación ip inoculación ip

en rn* en rn*

10 dias

IE** = peso bazo
peso

corporal
* : Se utilizaron rn de las cepas Swiss y DBA/2
**: Medida de la reacción de GVH

-125



poplïteos con suero BALBanti-AKR en presencia de complemen
to. El suero es citotóxico para las células del huésped F1
(BALB/cx AKR)y no lo es para las células BALB/cdel injer
tO.

4.

5.

Efecto de un suero con actividad anti-idiotipica BALB/c
anti-GRCo sobre la alorreactividad T BALB/canti-AKR.

Obtención de suero BALB/canti-GRCo.
Purificación de anticuerpos BALB/canti-GRCo.
Obtención del suero con actividad anti-idiotípica BALB/c
anti-GRCo.
Detección de actividad anti-idiotïpica BALB/canti-GRCo.
Esto se realizó mediante ensayos de inhibición de la he
moaglutinación de GRCo, por suero BALB/canti-GRCo de t;
tulo hemoaglutinante conocido. Comocontrol se utilizó
suero Swiss anti-GRCo también titulado.
Unavez obtenido el suero con actividad anti-idiotípica
BALB/canti-GRCo detectable,
suero sobre la alorreactividad BALB/canti-AKR.

se midió el efecto de ese
Para es

to, se realizaron los experimentos esquematizados en la
Figura 27. El suero anti-idiotïpico se inoculó en los
F1 (BALB/c x AKR) en los que se desencadenarían luego
reacciones de GVHcon: esplenocitos BALB/cnormales no
inmunes; esplenocitos BALB/ccon 6 dosis de GRCoy es
plenocitos BALB/c inmunes a AKR.

(BALB/c x AKR) normal.
Comocontrol se inocu

ló suero F1

Detección de anticuerpos anti-idiotípicos BALB/canti-AKR
en ratones BALB/c inoculados con 10 a 12 dosis de GRCoip
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6.

Obtención
Obtención

suero BALB/c anti-AKR.
suero C57Bl/6J anti-AKR.
suero BALB/c normal.
IgG BALB/c anti-AKR;
BALB/c normal.

Obtención
Obtención
AKR y de IgG

IgG C5'7Bl/6J anti

Se realizaron experimentos con el objeto de detectar
anticuerpos con actividad anti-idiotïpica BALB/canti
AKRen el suero de ratones de la cepa BALB/c inmuniza
dos con más de 10 dosis de GRCo. Para esto, se empleó
la técnica de hemoaglutinación indirecta (Figura 28).
Comose observa en la figura, una vez obtenidas las
IgG BALB/c anti-AKR; C57Bl/6J anti-AKR y BALB/c normal,
se enfrentaron con el suero de ratones BALB/cinocula
dos con 10-12 dosis de GRCo.

Reacciones autoinmunes en ratones BALB/cinoculados con
con 10-12 dosis de GRCo.

Los resultados obtenidos en el punto 5.5 nos lle
varon a investigar la presencia de reacciones autoinmunes
en los ratones BALB/cinoculados con 10 ó más dosis del an
tígeno convencional.

6.1. Ensayo local de GVHen ratones singeneicos adultos.Se
inocularon esplenocitos de ratones BALB/cznormalesno
inmunes, inoculados con 5 dosis de GRCoip o con 11
dosis del antígeno convencional en 1a almohadilla plan
tar de ratones BALB/cadultos del mismo sexo. En la
Figura 29 se esquematizan los experimentos realizados.
Ensayo sistémico de GVHen ratones singeneicos recién
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Figura 28: 'I‘EXZNIC‘ADE HEMOAGLUI'INACIW INDIREXZTA PARA DEI'ECILAR ANTI

CÜHHÏS4NWHIDHHÏPHIB EMIVb.NWÜFAKR

IgG BALB/C anti-AKR

7,

IgG BALB/c normal + Suero BALB/c 10-12 dosis GRCo

.IgG C57B1/6 anti-AKR

¿Y
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Figura 29: REACÜIONES AUTOINMUNES EN RATONES BALB/C INOCULADOSA

REPETICICN CON EL ANTIGENO CONVENCIONAL. ENSAYO DE GVH

ILXEL DE FORD Y SIMONSEN EN RATONES SINGENEICOS ADUIJOSw-fi
BALB/c normales BALB/c BALB/c
no inmunizados 5 dosis GRCoip 11 dosis GRCoip

esplenocitos
8 9 8

inoculación en alnohadilla plantar
derecha

BALB/cadultos BALB/cadultos BALB/cadultos

7 días

9 E9 8

Diferencia peso de los ganglios poplïteos
derecho e izquierdo
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Figura 3o: REACCIONESAU'IOMNBS EN RA’IONÏESBALB/c mOCUIADOS A

REPEI‘ICION OON EL AN'I'IGENO CCNVENCIONAL: ENSAYO DE GVH

SIS'I'EMICD DE smsm EN RATONESSINGENEICOS RECIEN

NACJDOS

v-u‘
BALB/c normales BALB/c 11 dosis GRCo

no inmunes

* esplenocitosip *

BALB/C rn BALB/c rn

10 días 10 días

IE? Eso bazo IE: oeso bazo
peso so

corporal corporal
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naCidos- Se realizaron ensayos de Simonsen para re
cién nacidos inoculando células esplénicas BALB/c
normales no inmunes o células esplénicas de ratones
BALB/c inmunizados con 11 dosis de GRCoip, en re
cién nacidos de la cepa BALB/c. En la Figura 30 se
esquematiza este punto.

7. Incidencia de leucemias en ratones inoculados con 10-12
dosis de GRCoiE.

7.1. Ratones BALB/cque habían recibido 10-12 dosis de GRCo
por vía ip se mantuvieron en observación para determi
nar la incidencia de leucemias espontáneas.

7.2. Algunas de las leucemias aparecidas, se pasaron celu
lar y acelularmente en ratones singeneicos.

INMUNIZACION CON GRC.

8. Efecto de la inoculaciónde GRCporvíaip sobre la inci
dencia de daño fetal.

Ratones hembras de las cepas BALB/cy Swiss fue
ron inoculadas con diferentes dosis de GRCpor vía intrapg
ritoneal. Posteriormente, las hembras fueron apareadas con
machosde diferentes cepas. Se realizaron cruzamientos sin
geneicos, alogeneicos con el mismoH-2 y alogeneicos con di
ferentes H-2. Se observaron diferentes parámetros: número
de hembraspreñadas/total,porcentaje de runting al desteteïpor
CQDtajede abortos; número de crías/madre y muertes totales
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(Figura 31).

9. Efecto de la inmunización intrauterina con GRCsobre
los niveles alorreactivos T en los ganglios que dre
nan el útero y en el bazo.

9.1. Inducción de pseudopreñez por inoculación de progeg
terona: Ratones BALB/cfueron inoculados con proges
terona de manera de inducir estados de pseudopreñez.
El estado de pseudopreñez se controló por medio de
extendidos vaginales.

Inoculación intrauterina de GRC:Los ratones BALB/c
en estado de pseudopreñez fueron inoculados por vía
intrauterina con GRC. La inoculación se realizó en
uno de los cuernos uterinos. En algunos se inoculó
solución fisiológica. En el momentode la inmunizg
ción, algunos ratones fueron sangrados y se les do
só progesterona en suero.

Peso de los ganglios paraaórticos de los ratones ing
culados con GRCpor via intrauterina: Siete dias des
pués de la inoculación intrauterina con GRC,se ex
trajeron los ganglios paraaórticos derecho e izquier
do y se los pesó de manera de determinar la diferen
cia de peso entre los ganglios drenantes del cuerno
uterino sensibilizado y los drenantes del cuerno ute
rino no inoculado. Se utilizaron comocontroles ra
tones normales no inoculados, ratones inoculados con
progesterona solamente, con progesterona y solución

-133



Figura 31: INDUCCION DE DAÑOFETAL POR INOCULACION i.p.
DE UN ANTIGENO CONVENCIONAL.

yi.p. A zf
(¿A ¿B

O,1,4,8,6 12 Se introduce el 0’
dosis 4 días después de la

última inoculación de
GRC

Fl (A x B)

Se consigna n° de preñadas/total; fecha
de nacimiento de las crias; n° de crías
por madre y sobrevida hasta los 45 días
de vida
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fisiológica por via intrauterina y con GRCen útero
sin progesterona.

9.4.Niveles de alorreactividad T en ganglios paraaórti
cos drenantes de cuernos uterinos inoculados con el
antígeno convencional: Se desencadenaron reacciones
sistémicas de GVHen recién nacidos Swiss y GVHloca
les en Fl (BALB/cx AKR)con suspensiones celulares
de los ganglios paraaórticos que drenaban cuernos
uterinos sensibilizados con GRC. Se utilizaron los
mismos controles que en el puntoggflFiguras 32 y 33).

9.5.Niveles de alorreactividad T esplénica de ratones

10.

inoculados por vía uterina con el antígeno conven
Se desencadenaron reacciones sistémicas de

GVHlocales en F1
cional:
GVHen recién nacidos Swiss y
(BALB/cx AKR)con esplenocitos provenientes de r5
tones que habían sido inoculados con GRCpor vía in
trauterina. Se utilizaron los mismoscontroles que
en el punto 9.4 (Figuras 32 y 33).

Incidencia de leucemia en ratones inoculados con GRC
Eor vía iB.

10.1.Ratones BALB/cque habían recibido entre 8 y 12 ing
culaciones de GRCpor vía intraperitoneal, fueron
mantenidos en observación de modode registrar el
porcentaje de leucemias espontáneas.

10.2.Pasajes celulares y acelulares de leucemias espontá
neas en ratones singeneicos.
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Figura 32: NIVEL DE AIDRREACI‘IVIDAD T EN BAZO Y GANGLIOS PARAAOKI‘KXB

DRENANTES DE CUERNOS U'I'EIRJNOS INmULAIDS CQ‘J EL ANTIGEINO

CO‘IVENCIONAL.NIVELES AIDRREACI‘IVOS T BALB/c ANTI-Swiss

GRC i'u SF iu con y sin
con y sin progesterona
progesteron

BALB/c BALB/c

7 días

. /
g.para bazo g.paré; bazo
aórtl- GVHsistémicas apra: GVHsistémicascos bos

rn Swiss rn SWiss rn Swiss rn Swiss

10 días

: Ü O o
DE DE IE IE
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Figura 33: NIVEL DE AIDRREACI‘IVIDAD T EN BAZO Y GANGLICB PARAAORTICIE

DRENAN'I'ES DE CUERNOS U'I'EIRINCB INQIUIAIIDS CCN EL ANTIGENO

CDNVENCIGQAL. NIVELES ALDRREACI‘IVOS T BALB/C PNTI-AKR

GRCiu cono SF iu cono
sin \ sin progesterona
progesterona l

BALB/C BALB/C

7 días

g. paraaórticos bazo g. paraaórticos bazo

“(Mi locales\ ¿im-l localeNU en almohadilla almohadi
plantar derecha lla plantar derecha

F1(BALB/C x AKR) F1(BALB/C x AKR) F1(BALB/c x AIG) Fl(BALB/c x AKR)

7 días

Diferencia de peso entre ganglios poplïteos
derecho e izquierdo

—137—



MATERIALES Y METODWQÉ



1. Animales.

Se utilizaron ratones de las cepas endocriadas
BALB/c; AKR/J; C57Bl/Ks; C57B1/6J, DBA/2; ratones de exg
cría Swiss; híbridos Fl (BALB/cx AKR/J); F1 (BALB/cx
C57Bl/Ks) y F1 (BALB/c x DBA/2) y conejos. Todos los ani
males provenían del bioterio de la Sección Leucemia Expe
rimental, Instituto de Investigaciones Hematológicas, Aca
demia Nacional de Medicina.

2. Sueros.

2.1. Suero BALBanti-GRCo:

Ratones BALB/c de ambos sexos y de 2-3 meses de edad,
fueron inoculados con 2 a 4 dosis de GRCo. Se utili
zaron GRCoprovenientes de un único conejo. El esque
ma de inmunización fue el siguiente: 0.40 ml de una
suspensión de GRCoal 10-15%, una vez por semana.

2.2. Suero Swiss anti-GRCo:
Ratones de la cepa Swiss de exocria de ambos sexos y
de 2-4 meses de edad fueron inoculados con tres dosis
de GRCocon intervalos de una semana entre cada dosis.
Se utilizaron GRCoprovenientes del mismoconejo utili
zado para preparar el suero BALBanti-GRCo. La dosis
inoculada fue la siguiente: se inocularon 0.4 ml por
vía ip de una suspensión de GRCoal 10-15%c. Los ra
tones se sangraron a blanco por punción retroorbital
y el pool de sueros se fraccionó y congeló hasta su
USO.
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Suero BALB/Canti AKR:

Fue obtenido por inoculación de ratones de la cepa
BALB/ccon suspensiones celulares de un pool de ba
zos, ganglios y timos de ratones de la cepa AKR/J.
Se utilizaron ratonesBALBbhembras de 2 meses de
edad y ratones AKRhembras de 1-2 meses de edad.Se
realizaron tres inoculaciones con 10 x 106 células
por vía intraperitoneal, con un intervalo de una se
mana entre cada una de ellas. Cuatro días después
de la tercera inoculación, los ratones BALBfueron
sangrados a blanco por punción retroorbital y el
suero se congeló a -20°C, hasta su uso.

Suero C57Bl/6J anti AKR:
Este suero se obtuvo por inoculación de ratones de
la cepa C57B1/6J con suspensiones celulares de un
pool de bazos, timos y ganglios de ratones de la ce
pa AKR.

3 meses de edad y ratones AKRhembras de 1 a 2 me
Se utilizaron ratones hembras C57Bl/6J de

ses de edad. Se realizaron tres inoculaciones con
10 x 1o6
tervalo de una semana entre cada una de ellas.

células por vía intraperitoneal, con un in
Cua

tro días después de la tercera inoculación, los ra
tones se sangraron por punción retroorbital a blan
co y el suero se congeló a —20°Chasta su uso.

Suero BALB/c normal:
Ratones de la cepa BALB/c de 2-3 meses de edad, hem
bras, fueron sangrados por punción retroorbital. El
suero se fraccionó y congeló a —20°Chasta su uso.
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2.6.

2.7.

Suero F1
Ratones Fl
ron sangrados por punción retroorbital.

(BALB/c x AKR) normal:
(BALB/c x AKR) de 2-3 meses de edad fue

El suero
se fraccionó y congeló a -20°C hasta su uso.

Suero anti-idiotipo anti-glóbulos rojos de c0nejo:
2.7.a. Purificación de anticuerpos BALB/canti-glóbulos

rojos de conejo:
Los glóbulos rojos provenientes del mismoconejo
utilizado para la preparación del suero BALB/c
anti-GRCo se fijaron con glutaraldehido al 2%.
Para ésto, se mezclan volúmenes iguales de una sg
lución de glutaraldehido al 2%con una suspensión
de GRCo al 2.5%.

te 30 minutos. Se realizaron posteriormente, tres
Se incubó en baño a 37°C duran

lavados con PBS. Parte de los GRCofijados se tra
taron con buffer tris cloruro de amonio durante 20
minutos y se realizaron lecturas espectrofotométri
cas del sobrenadante de la suspensión para determi
nar si la fijación se había realizado correctamen
te. Los GRCose observaron al microscopio. Una
vez controlada de esta manera la fijación, los GRCo
fijados se centrifugaron v el pellet se incubó con.4

el suero anti-GRCo. Dicho suero se centrifugó prg
viamente a 13.500 rpm durante 10 minutos. La incu
bación del suero con los GRCose realizó durante
media hora a temperatura ambiente y una hora a 4°C.
Se lavó repetidamente con PBShasta que la lectura
espectrofotométrica del sobrenadante fue repetida
mente nula. En ese momento, se agregó al pellet,
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buffer Glicina—clorhídrico 0.2 MpH 2.8. Se realizó a
diferentes tiempos de incubación la lectura espectrofg
tométrica del eluído. El eluído obtenido en el pico de
las lecturas se dializó primeramentecontra soluciónn fi
siológica y posteriormente, se concentró por diálisis
contra PVP. Las partidas se fraccionaron y congelaron
a -20°C hasta su uso.

2.7.b. Inoculación de anticuerpos anti-GRCo a ratones F1
(BALB/c x AKR).

Ratones F1 (BALB/c x AKR) de 2-3 meses de edad,
machos, fueron inoculados repetidamente con anticuerpos
BALB/canti-GRCo. El esquema de inmunización fue el si
guiente:

Se inocularon 0.4ml de anticuerpos anti-GRCo
—200ug/ml- en dos sitios de la zona ventral del animal
por vía i.d. (0.2 ml en cada sitio de inoculación). Las
inoculaciones se repitieron dos veces por semana durante
dos semanas. Luego de 15 días, se repetió el esquema de
inmunización. Se siguió con el mismo esquema hasta obtg
ner un antisuero con actividad anti-idiotïpica anti-GRCo.
El suero se absorbió repetidamente con GRCo,se tituló
por inhibición de la hemoagluümaCiónjrsecongeló a -20°C
hasta su uso.
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2.8. Titulación del suero BALB/canti-GRCo.

2.8.a. Ensayos de hemoaglutinación directa:

El suero BALBanti-GRCo fue decomplementado (una
hora a 56°C). Se incubaron 0.1 ml de distintas diluciones
del suero con 0.1 ml de GRCoal 1% a 37°C durante una ho
ra. Se retiró del baño y se los dejó reposar a temperatu
ra ambiente durante 15 minutos, sin agitar. Se leyeron los
resultados en ese momento. Se agitaron los tubos y se deja
ron a 4°C, hasta el dia siguiente, para realizar una segun
da lectura. Se trabajó por triplicado.

2.9. Titulación del suero Swiss anti-GRCo.

Se procedió en la misma forma que para titular el
suero BALB/c anti-GRCo.

2.10. Detección de actividad anti-idiotipica BALB/canti
GRCo.Inhibición de la hemoaglutinación.

Se mezclaron cantidades constantes de suero BALB/c
anti-GRCode titulo hemoaglutinante conocido (1/80), con can
tidades crecientes del suero F1 anti-idiotípico a testear.
Se llevó a: volumen final con MEM. Se incubó la mezcla du
rante una hora a 37°C y una hora a 4°C. Se agregaron, luego,
los GRCoal 1%. Se incubó durante una hora a 37°C. Se rea
lizaron controles incubando suero BALB/canti-GRCo con suero
F1 normal. También controles incubando suero Swiss anti-GRCo
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de título hemoaglutinante conocido con el suero F1 en el
que se quiso probar actividad anti-idiotïpica. Se traba
jó por triplicado. Al día siguiente, se realizó una se
gunda lectura de los resultados.

2.11. Obtención de IgG BALB/canti-AKR, IgG C57Bl/6J anti
AKR e IgG BALB/c normal.

La purificación de la fracción IgG de los sueros
se realizó por cromatografía de intercambio iónico según
técnica de rutina (197a). Los sueros se dializaron frente
a buffer fosfatos lOmM,pH 7.7 y se sembraron sobre una co
lumna de DEAEcelulosa (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mi
ssouri, USA)estabilizada con el mismobuffer. Se eluyó la
fracción IgG con el buffer. Las fracciones que contenían
el primer pico eluído se mezclaron y se dosaron por absor
ción a 280nmutilizando seroalbúmina bovina comotestigo.
Se dializaron frente a SF y PVP.

2.12. Detección de anticuerpos anti-idiotípicos BALB/canti
AKR .

Ensayo de hemoaglutinación indirecta:

1. 200ug de IgG BALBanti-AKR se llevaron a un volumen de
200 ul con solución salina normal.

b. Se lavaron los GRCfrescos tres veces con PBSy se lleva
ron a una concentración del 50% con MEM.
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c. Se incubaron 200ul de una solución fresca de Cr C13
al 0.1% y 200ul de los GRC, con 400ul de IgG BALB
anti-AKR.

d. Se agitó y se incubó durante 4 minutos a temperatura
ambiente. Esto permite que la IgG se pegue a los
GRC.

e. Se lavó 3 veces con PBS, pH 7.3 con 5% de suero bovi
no fetal inactivado. Se diluyó luego hasta alcanzar
una concentración final del 0.4%.

f. Se incubaron estas células en placas de hemoaglutina
ción con fondo en V, con diluciones crecientes del
suero a testear, durante una hora a 37°C y dos horas
a 4°C. Al día siguiente, se repitió la lectura.

Se utilizaron como controles IgG BALBnormal e
IgG C57Bl/6J anti-AKR, también GRCmás las diferentes in
munoglobulinas en ausencia de suero. Los sueros se absor
bieron previamente con GRC. Se trabajó por triplicado.

3. INMUNIZACIONES

3.1. Inmunización intraperitoneal con GRCo.

Ratones de la cepa BALB/c de ambos sexos y de 2
4 meses de edad fueron inmunizados con 2 a 12 dosis de GRCo
por vía i.p. Las dosis se administraron con un intervalo
de una semana, inoculándose 0.2ml de una suspensión de GRCo
(provenientes del mismoconejo utilizado para la obtención
del suero anti-idiotípico anti-GRCo) al 10%en S.F. Los es
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plenocitos de estos animales fueron posteriormente utiliza
dos para desencadenar reacciones de GVH.

3.2. Inmunización intraperitoneal con GRC.

Ratones de las cepas BALBy Swiss fueron inocula
dos por via i.p. con 1 a 12 dosis de GRC. Las dosis se ad
ministraron con interüalos de una semana inoculándose 0.2m1
de una suspensión de GRCal 10% en S.F.

3.3. Inmunización intrauterina con GRC.

Ratones hembras de 2 a 3 meses de edad de la cepa
BALB/cfueron inmunizados por vía i.u. con 0.03ml de una sus
pensión de GRCal 50%.

Se inmunizaron ratones vírgenes normales y ratones
en los que se había inducido previamente un estado de pseudo
preñez con progesterona. Los animales fueron sometidos a
anestesia general con Embutal. Mediante una incisión en 1a
zona ventral se expuso uno de los cuernos uterinos y se rea
lizó la ligadura de la parte superior de los mismos. Inmedia
tamente se efectuó la inoculación dentro de dicho cuerno ute
rino. Se suturó peritoneo y pared abdominal. Se utilizaron
controles a los que se les inoculó solución fisiológica, su
friendo el mismoprocedimiento quirúrgico que los grupos ex
perimentales.

Un grupo de ratones en estado de pseudopreñez fue
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sangrado ese dia para dosar niveles de progesterona en su
suero. Í) Siete días después de la inoculación de
los GRC,los animales fueron sacrificados y sus ganglios
paraaórticos y bazos se utilizaron para desencadenar reag
ciones de GVH. Previamente se pesaron los ganglios para
aórticos izquierdo y derecho de algunos de los animales y
se estableció la diferencia de peso entre ellos.

4. INDUCCION DEL ESTADO DE PSEUDOPREÑEZ CON PROGESTERONA.

4.1. Inoculación de progesterona.

Ratones hembras de 2 a 3 meses de edad de la cepa
BALB/cfueron llevados al estado de pseudopreñez mediante
1a administración de progesterona. Se utilizaron 75mgde
progesterona pura (Schering) por animal. La progesterona
se disolvió en alcohol 100° y se embebieron con ella espon
jas de nylon de lcm3. Se dejó evaporar el alcohol. Las es
ponjas fueron implantadas subcutáneamente en uno de los flan
cos del animal. Se realizaron extendidos vaginales diarios
de manera de establecer con certeza que los animales estuvig
ran en estado de pseudopreñez.

4.2. Determinación degprogesterona en el suero de los ratones

Diez dias después de colocada 1a progesterona y
habiéndose establecido por medio de extendidos vaginales el
estado de pseudopreñez, un grupo de ratones fueron sangrados
de modode dosar progesterona en su suero. Se sangraron tam
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bién hembras de la misma cepa y edad a los 4 días de haber
observado en las mismas la presencia de tapón vaginal. La
presencia de dicho tapón vaginal indica con una muyalta
probabilidad estado de preñez. De todas maneras, la pre
ñez se confirmó por observación de los cuernos uterinos.
Los sueros fueron remitidos al laboratorio de Análisis Cl;
nicos del Dr. Moisés Schere y mediante la técnica de radio
inmunoensayose estableció la concentración de progestero
na en ambos pools de sueros.

5. PESO DE LOS GANGLIOS PARAAORTICOS EN RATONES INMUNIZADOS

POR VIA INTRAUTBRINA CON GRC.

Siete días después de la inmunización con GRCen
uno de los cuernos uterinos, se extrajeron los ganglios pa
raaórticos derecho e izquierdo. Se los limpió y secó y se
los pesó en balanza Mettler, estableciéndose la diferencia
de peso entre ambos. Se procedió de la misma forma con gan
glios de animales inoculados con S.F. en uno de los cuernos
uterinos.

6. PREPARACION DE LAS SUSPENSIONES CELULARES.

Se pasaron las células a través de una malla de
alambre con MEM. Luego a través de aguja fina dos o tres
veces. Se trataron con cloruro de amonio al 0.83% p/v du
rante 7 minutos a temperatura ambiente para lisar los GR.
Se lavaron tres veces con MEM. Se contaron mediante el mg
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todo de exclusión por Azul Trypan y se llevaron a 1a
concentración requerida con MEM.

7. REACCIONES DE INJERTO CONTRA HUESPED.

7.1. Ensayo local de Ford y Simonsen.

7.1.a. Niveles de alorreactividad T en ratones inmuniza
dos con GRCopor vía i.p.:

Se utilizó la técnica local de Ford y Simonsen.
Ratones F1 adultos fueron inoculados en la almohadilla
plantar derecha por vía subcutánea con suspensiones esplg
nicas de una de las cepas parentales. Siete días después
de la inoculación, se extrajeron los ganglios poplïteos
derecho e izquierdo, se los limpió y secó cuidadosamente,
y se los pesó en balanza Mettler, estableciéndose la di
ferencia entre ambos.

Los grupos estudiados fueron:

1. Esplenocitos BALB/c normales no inmunes en F1 (BALB/c
x AKR); esplenocitos BALBinmunes a GRCo (diferentes
dosis) en Fl (BALB/c x AKR).

N Esplenocitos BALB/cnormales no inmunes en Fl (BALB/c
x C57Bl/Ks); esplenocitos BALB/c inmunes a GRCo (dife

-148—



rentes dosis) en F1(BALB/cx C57Bl/Ks).

3. Esplenocitos BALB/c normales no inmunes en Fl (BALB/c
x DBA/2); esplenocitos BALB/cinmunes a GRCo (diferen
tes dosis) en F1 (BALB/c x DBA/2).

4. Esplenocitos BALB/c no inmunes en F1(BALB/c x AKR);e5
plenocitos BALB/c inmunes a AKRen Fl(BALB/c x AKR).

7.1.b. Efecto de un suero con actividad anti-idiotïpica
anti-GRCo sobre la alorreactividad T BALB/canti
AKR:

En los grupos 1 y 4 recientemente enumerados, un
grupo de ratones F1(BALB/c x AKR)fueron inoculados por vía
iv con 0.2ml del suero anti-idiotipo BALB/canti-GRCo, 24
horas antes de desencadenar en los mismos las reacciones de
GVH.Se utilizaron comocontroles, ratones F1 inoculados
por vía iv con 0.2ml de suero F1 normal.

7.1.c. Niveles de alorreactividad T en bazo y ganglios dre
nantes de cuernos uterinos inmunizados con GRC:

Se realizaron reacciones locales de GVHen ratones
Fl (BALB/cx AKR)adultos hembras. Los grupos estudiados
fueron:

l. BALB/cnormales vírgenes no inmunes inoculadas con SF iu
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2. BALB/cvírgenes inoculadas con progesterona.

3. BALB/cvírgenes inoculadas con progesterona e inmunizadas
por via i.u. con GRC.

4. BALB/cvírgenes inmunizadas por Vía i.u. con GRC.

7.2. Citotoxicidad complemento-dependiente envganglios poolí
teos de Fl (BALB/cx AKR)inoculados con células esplé
nicas BALBkrailaalmohadilla plantar.

Con el objeto de evaluar si el aumento registrado
en el peso de los g.p. drenantes de la inoculación de célu
las BALB/cen la almohadilla plantar de los híbridos F1(BALB/c
x AKR)se debía a la proliferación de las células injertadas,
se realizaron pruebas de citotoxicidad dependiente de complg
mento sobre las células de dichos ganglios poplïteos, con un
suero BALB/canti-AKR. El suero BALB/c anti-AKR en presen
cia de complementolisará las células del F1.

Se usaron comoblanco entonces, células de g.p. de
F1(BALB/cx AKR)al séptimo día de haber desencadenado en la
almohadilla plantar correspondiente, reacciones de GVHcon
células esplénicas BALB/c. Estas células se incubaron a una
concentración de 5 x 10 células/0.1ml de un suero BALB/c
anti-AKR de título conocido durante 30 minutos a 4°C. Se
lavaron luego con MEMcontrifugándolas a 2009 durante 5 mi
nutos. Se agregó 0.1ml de suero de cobayo 1:10 como fuente
de complemento y se reincubaron a 37°C durante una hora. Pa
ra evaluar el efecto citotóxico del suero se agregó coloran
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te Azul Tripán (0.20% en S.F.) y se determinó el porcenta
je de células muertas. -Se utilizaron comocontroles: a)
células de g.p. con GVHRy MEM,células de g.p. con GVHR
en presencia de suero BALB/cnormal, células de g.p. con
GVHRmás complemento, células de g.p. normales más suero
BALB/c anti-AKR más complemento.

7.3. Ensayo de Simonsen en ratones recién nacidos.

7.3.a. Niveles de alorreactividad T en ratones inmunizados
con GRCpor vía i.p.:

Se utilizó la técnica de Simonsenpara recién ng
cidos. Recién nacidos Swiss y Fl (BALB/cx DBA/2) fueron
inoculados por via i.p. con esplenocitos BALB/cnormales o
inmunes a GRC(diferentes dosis GRCopor via i.p.). B1 vo
lumende la suspensión celular inoculada en los recién naci
dos fue de 0.05ml. Antes de inocular a los recién nacidos
se mezclan todas las camadas y se las redistribuye al azar
colocando aproximadamente el mismo número de crias a cada
madre.y se establecieron los indices esplénicos (IEzpeso ba
zo/peso corporal). .

7.3.b. Niveles de alorreactividad T en bazo y ganglios drg
nantes de cuernos uterinos inmunizados con GRCo:

Mediante la técnica descripta recientemente, se
desencadenaron reacciones de GVHen ratones Swiss recién
nacidos utilizando suspensiones celulares esplénicas y de
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ganglios paraaórticos de los siguientes grupos:

1. Ratones BALB/cnormales no inmunes, hembras virgenes de
2-3 meses de edad.

2. Ratones BALB/cdel miSmo sexo y edad en estado de pseu
dopreñez inducido por progesterona.

3. Ratones BALB/cdel mismo sexo y edad, vírgenes inocula
dos con GRCpor via i.u. ’

4. Ratones BALB/c del mismo sexo y edad inoculados con GRC
por vía i.u. en estado de pseudopreñez inducido por prg
gesterona.

Las reacciones deGVHse expresaron como IE: Peso
bazo/peso corporal.

8. EFECTO DE LA INMUNIZACION INTRAPERITONEAL CON GRC EN LA

INDUCCION DE DAÑO FETAL.

Hembras de la cepa BALB/c de 2-3 meses de edad
fueron inoculadas con 0, 4, 8 y 12 dosis de GRCpor via i.
p.;4 días después de la última inoculación se las apareó
con machos de las cepas BALB/c; Swiss o DBA/2. Se obser
varon los siguientes parámetros: númerode preñadas/total
de hembras a preñar; porcentaje de muertes al destete o
runting; procentaje de abortos; porcentaje de muertes to
tales; númerode crías por madre.

Hembras de la cepa Swiss de 2-3 meses de edad
fueron inoculadas con l, 4 y 8 dosis de GRC. Cuatro días
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después de la última inoculación se aparearon con machos
Swiss o AKR. Se observaron los parámetros citados ante
riormente.

9. DETECCION DE REACCIONES AUTOINMUNES EN RATONES BALB/C

INMUNIZADOS CON 10-12 DOSIS DE GRCO POR VIA INTRAPERI

TONBAL.

9.1. Reacciones locales de GVHen ratones adultos singe
neicos.

Se utilizó 1a técnica local de Ford y Simonsen
inoculando esplenocitos en ratones adultos singeneicos.
Se inocularon entonces en la almohadilla plantar derecha
ratones de la cepa BALB/chembras de 2-3 meses de edad
COD:

1. Esplenocitos de ratones BALB/chembras de 2-3 meses de
edad normales no inmunes.

2. Esplenocitos de ratones de la misma cepa, sexo y edad
que habian recibido 5 dosis de GRCopor via i.p.

3. Bsplenocitos de ratones de la misma cepa, sexo y edad
que habían recibido entre 11 y 12 dosis de GRCopor vía
1.p.

Siete días después de la inoculación, se extra
jeron los g.p. derecho e izquierdo y se estableció la di
ferencia de peso entre ellos. Los ganglios fueron cuida
dosamente limpiados y secados antes de pesarlos en balanza
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Mettler.

9.2. Ensayos de Simonsen para recién nacido en ratones
sinceneicos.

Se realizaron también, ensayos de GVHmediante
la técnica de Simonsenpara r.n. singeneicos. Los r.n.
BALB/cfueron inoculados con:

1. Esplenocitos de ratones BALB/cmachos de 2-3 meses de
edad normales no inmunes.

2. Esplenocitos de ratones de la misma cepa, edad y sexo
inoculados con 11-12 dosis de GRCopor via i.p.

Diez días después de la inoculación i.p. de los
r.n.,se extrajeron los bazos y se calcularon los IE: Peso
bazo/peso corporal.

10. INCIDENCIA DE LEUCEMIA EN RATONES INOCULADOS CON DOSIS

REPETIDAS DE GRC O GRCO

Grupos de ratones BALB/c inoculados con B" a 12
dosis de GRCo GRCopor vía i.p., fueron mantenidos en og
servación durante 12 a 18 meses. Se registró el porcenta
je de leucemias espontáneas, realizándose la autopsia de
todos los animales.
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ll. PASAJE DE LEUCEMIAS ESPONTANEAS EN RATONES SINGBNEICOS

11.1. Pasaje celular de leucemias espontáneas en ratones
singeneicos.

Varias leucemias espontáneas se inocularon en
ratones singeneicos por pasajes celulares (ratones adul
tos). Los animales inoculados con suspensiones celulares
de bazo por vía ip se mantuvieron en observación hasta su
muerte. Se realizaron autopsias en todos los animales.

11.2. Pasaje acelular de leucemias espontáneas en ratones
singeneicos.

Se realizaron pasajes acelulares de algunas leu
cemias espontáneas. Los extractos acelulares se prepararon
de la siguiente manera:

1. se homogeneizaron uno o más bazos leucémicos en PBS en
una relación de 1 a 10 (p/v),

2. se centrifugó a 10009 durante 15 minutos a 4°C.

3. Se centrifuaó el sobrenadante anterior a 80009durante
15 minutos a 4°C. Este último sobrenadante se inoculó
a los animales. El volúmen de la inoculación fue de
0.3ml por vía ip.
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1. EFECTO DE LA INMUNIZACION CON GRCO POR VIA i.p. SOBRE

LOS NIVELES DE ALORREACTIVIDAD T ESPLENICOS

1.1. EN COMBINACIONES QUE INVOLUCRAN DIFERENCIAS A NIVEL

DE ANTIGENOS MAYORES DE HISTOCOMPATIBILIDAD.

La inmunización de ratones de 1a cepa BALB/ccon
distintas dosis de GRCo,indujo aumentos en el nivel de ¿lo
rreactividad esplénica frente a cepas que diferían de la in
munizada, en antígenos mayores de histocompatibilidad.

El aumento en 1a alorreactividad T se detectó en
determinados momentosde la inmunización con el antígeno
convencional y en las dos cepas testeadas se volvió a los
niveles alorreactivos normales al continuar la inmunización.

1.1.a. Niveles alorreactivos T esplénicos medidos mediante
reacciones de GVHen híbridos F1 (BALB/c x AKR) adul
tOS .

Comopuede observarse en la Tabla 4, la inocula
ción de diferentes dosis de GRCopor vía i.p. en ratones
de la cepa BALB/c,produjo un aumento significativo de las
reacciones de GVHinducidas en híbridos F1 (BALB/c x AKR)
adultos.

La inoculación de 4 dosis de GRCoindujo valores
significativamente superiores a los obtenidos con espleno
citos BALB/cnormales no inmunes (p<_0.001). Luego de re
cibir 6 y 8 dosis, los niveles T se mantuvieron elevados
u><0.001, en ambos casos).
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Tabla 4: REACCION DE INJERTO CONTRA HUESPED EN HIBRIDOS

ADULTOS F1 (BALBÁTXAKR).

Injerto de
esplenocitos N°de N°de Diferencig p*

‘BALB/c celulas ratones pesomgjp.“

No inmunes 10 x 106 9 2.36Ïo.38b

4 dosis GRCo 10 x 106 6 6.52Ïo.45 ¿0.001

6 dosis GRCo 1o x 106 17 6.60Ïo.45 ¿0.001

8 dosis GRCo 10 x 106 7 7.54Ïo.51 (0.001

10 dosis GRCo 10 x 106 8 2.54Ïo.34 NS

a: Siete días des ués de 1a inoculación de los esplenocitos
en 1a almohadi la plantar derecha.

b: promedio en mgÏES

I o calculada por "t" de Student.
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Figura 34: NIVELES ALORREACTIVOS T ESPLENICOS MEDIDOS MEDIANTE

REACCIONES DE GVH EN HIBRIDOS F1 (BALB/c x AKR)

ADULTOS

Alorreactividad T: BALB/canti-AKR (H-2d anti-H-Zk)
mg*

oo
7_ o

6- o z
o

5- .. °:° .
° o4- ° oo

o. :2. .
3- o

2
o

1' . oo
o

0 ° ' = '
4 6 8 ÍD dosis GRCo

-1- :

-2}

*: GVHexperimental - GVHnormal

El cero de la figura representa el nivel normal de alorreac
tividad T BALB/canti-AKR Ï ES (línea punteada).
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Tabla 5: REACCION DE INJERTO CONTRA HUBSPED EN RATONES Swiss RECIEN NACIDOS

Injerto de b
esplenocitos Dosis N° na Indice esplÉnico medio pc
BALB/c celulas (x10 )

. 6 +No inmunes 3.25x10 7 5.38 - 0.19

4 dosis GRCo 3.25x106 7 10.15 Í 0.71 < 0.001

6 dosis GRCo 3.25x106 9 4.58 Í 0.36 N.S.

8 dosis GRCo 3.25x106 11 4.86 Ï 0.31 N.S.

10 dosis GRCo3.25x106 8 5.13 Ï 0.46 N.S.

a: Númerode ratones utilizados

b: Prtnedio de índices esplénicos individuales calculados camala razón
entre el peso del bazo y el peso corporal, 10 días después de la ing
culación por via intraperitoneal de los esplenocitos.ÏBS

c: Calculada por test "t" de Student.
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A partir de la inoculación de 10 dosis de GRCo,
se obtuvieron valores que no diferían significativamente
de los normales.

En la Figura 34 se graficaron los aumentos alo
rreactivos registrados a lo largo del esquemade inmunizg
ción sobre los valores normales, de modoque el cero del
gráfico represente el'nivel normal de alorreactividad.

1.1.b. Niveles alorreactivos T esplénicos medidosmediante
reacciones de GVHen ratones de la cepa Swiss recién
nacidos.

En la Tabla 5 se observan los resultados obteni
dos:

La inoculación de 4 dosis de GRCoprodujo un au
mento significativo de las reacciones de GVHdesencadena
das en ratones recién nacidos de la cepa Swiss u>< 0.001),

A partir de la inoculación de 6 dosis de GRCose
obtuvieron valores que no diferían significativamente de
los normales.

En la Figura 35 se graficaron los valores obteni
dos con respecto al nivel alorreactivo normal.

1.2. EN COMBINACIONES QUE NO INVOLUCRAN DIFERENCIAS A NIVEL
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Figura 35: NIVELES ALORREACTIVOS T ESPLENICOS MEDIDOS MEDIANTE
REACCIONES DE GVH EN RATONES DE LA CEPA Swiss RECIEN

NACIDOS

A

Indice*
O

8

Alorreactividad T:.BALB/canti-Swiss (H-26anti-H-ZS)
7

6.
o

5 4.7
4

O.
3.

2.
O o ..

1 o
o0""'-"""""1:‘"""""""" l.--“

-------------q------—— -—.----¿-1_-_%_A.L-4 ' 6 I dosis
— o GRCO

1 ¿3’ .0
O. O

-2- o .

V

*: GVHexperimental - GVHnormal

El cero de la figura representa el nivel normal de alorreacti
vidad T BALB/canti-Swiss Í ES (línea punteada).
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Tabla 6: REACCIONES DE INJERTO CONTRA HUESPED EN HIBRIDOS

ADULTOSF1(BALB/C x C57B1/Ks)

Injerto oe No de No de Diferencia
esplenoc1tos Células ratones peso g.p. p*
BALB/c ’ (mg)

No inmunes 2 x 106 14 -o.08Ïo.16b
4 dosis GRCo 2 x 106 7 0.14Ïo.17 NS
6 dosis GRCo 2 x 106 8 0.o9Ïo.1o NS
8 dosis GRCo 2 x 106 6 -o.15Ïo.15 NS

10 dosis GRCo 2 x 106 10 0.01Ïo.08 NS

a: Siete días después de la inoculación de los esplenocitos
en la almohadilla plantar derecha.

. +b: Promedio en mg-ES

Calculada por "t" de Stpdent
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DE ANTIGENOS MAYORES DE HISTOCOMPATIBILIDAD.

La inmunización de ratones de la cepa BALB/ccon
diferentes dosis de GRCo,no indujo modificaciones signifi
cativas en los niveles de alorreactividad T esplénica fren
te a cepas que no diferían de la inmunizada con el antíge
no, a nivel de antígenos mayores de histocompatibilidad.

1.2.a. Niveles alorreactivos T esplénicos medidos mediante
reacciones de GVHen híbridos F1 (BALB/cx C57Bl/Ks)
adultos.

En la Tabla 6 puede observarse que la inoculación
de 4; 6; 8 y 10 dosis de GRCono indujo modificaciones de
significación en los niveles de alorreactividad T esplénicos
medidos mediante reacciones de GVHen híbridos F1 (BALB/cx
C57Bl/Ks) adultos.

En la Figura 36 se graficaron los valores obteni
dos con respecto a los niveles alorreactivos normales.

1.2.b. Niveles alorreactivos T esplénicos medidos mediante
reacciones de GVHen híbridos F1 (BALB/c x DBA/2)
adultos y recién nacidos.

La inoculación de 4; 6; 8 y 10 dosis de GRCoen
ratones de la cepa BALB/cno indujo modificaciones signifi
cativas en el nivel de alorreactividad T esplénica medida
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Figura 36: NIVELES ALORREACTIVOS T ESPLENICOS MEDIDOS MEDIANTE

REACCIONES DE GVH EN HIBRIDOS Fl (BALB/C x C57Bl/Ks)
ADULTOS

mg*
2 Alorreactividad T: BALB/canti-C57B1/Ks (Ii-2d anti-H-Zd)

1
5' '- "HHH-+5---- a.

0-_____=_ ___ ___.._.______‘_;_=___¿_______.-____ 0515 GRCo
I I

-1 _ 4 6 8 10

-2k

*: GVHexperimental - GVHnormal

El cero de la figura representa el nivel normal de alorreac
tividad T BALB/canti-C57Bl/Ks Í ES (línea punteada).
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mediante reacciones de GVHen híbridos F1 (BALB/c x DBA/2)
adultos (Tabla 7). En la Figura 37 se graficaron los valg
res obtenidos con respecto a los niveles alorreactivos no;
males.

Se realizaron también reacciones de GVHen híbri
dos Fl (BALB/cx DBA/2) recién nacidos. En la Tabla 8, pue
de observarse que la inoculación 4; 6; á y 10 dosis de GRCo
no indujo reacciones de GVHsignificativamente diferentes a
los valores normales. En la Figura 38, se graficaron los
valores obtenidos con respecto a los niveles alorreactivos
normales.

2. CITOTOXICIDAD DEPENDIENTE DE COMPLEMENTO SOBRE GANGLIOS

POPLITEOS DE RATONES BALB/C QUE SUFREN REACCIONES DE GVH
LOCALES.

Conel fin de determinar si el aumento registrado
en el peso de los g.p. de los híbridos F1 (BALBÁLXAKR)inocg
lados con células BALBfinsedebe a la proliferación de las cg
lulas injertadas, se realizaron ensayos de citotoxicidad de
pendiente de complemento= -Bl suero BALBanti-AKR lisó las
células de ganglios F1 inoculados con células BALB/cncon;una
eficiencia del 96%. Cuandose realizaron los ensayos de ci
totoxicidad en 12 ganglios de híbridos F1 que habían recibi
do inóculos BALBflzenlaalmohadilla plantar, se determinó
que el 34 Ï 1%de las células de los ganglios eran células
BALB.
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Tabla 7: REACCIONES DE INJERTO CONTRA HUESPED EN HIBRIDOS

ADULTOS F1 (BALB x DBA/2).

Injerto de Diferencia. N° de N° de
esplenOCitos células ratones peso g.p.a p*
BALB/c (mg)

No inmunes 5 x 106 15 0.17 Í 0.07b

4 dosis GRCo 5 x 106 8 0.25 Í 0.07 Ns

6 dosis GRCo 5 x io6 6 0.15 Ï 0.09 NS

8 dosis GRCo 5 x 106 9 0.26 Ï 0.10 NS

10 dosis GRCo 5 x 106 8 0.20 Ï 0.08 NS

a- Siete días después de la inoculación de los esplenoci
tos en la almohadilla plantar derecha.

b: Promedio en mgÏES

Calculada por "t" de Student.
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Figura 37: NIVELES ALORREACTIVOS T ESPLENICOS MEDIDOS MEDIANTE

REACCIONES DE GVH EN HIBRIDOS F1(BALB/C x DBA/2)
ADULTOS

mg* Alorreactividad T: BALB/canti-DBA/2 (1-1-2danti-H-2d)

*: GVHexperimental - GVHnormal

El cero de la figura representa el nivel normal de alorreacti
vidad T BALB/canti-DBA/2 Ï BS (linea punteada).

-167



Tabla 8: REACCION DE INJERTO CONTRA HUESPED EN RAÏONBS RECIEN NACIDOS

F1(BALB/c x DBA/2).

In3ert° qe N° de N° de Indice es lénicoa
esPlenOCltos células ratones x 10g p*
BALB/c

No inmunes 5 x 106 7 9 07 - 0.81

4 dosis GRCo 5 x 106 8 8.64 Í 0.68 N.S.

6 dosis GRCo 5 x 106 9 9.09 Ï 0.51 N.S.

8 dosis GRCo 5 x 106 7 8.56 Í 1.22 N.S.

10 dosis GRCo 5 x 106 7 9.66 Ï 1.06 N.S.

a: Promediode índices esplénicos individuales calculados cono la ra
zón entre el peso del bazo y el peso corporal, 10 días después de
la inoculación por vía i.p. de los esplenccitos.

*: Calculada por "t" de Student.
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Figura 38: NIVELES ALORREACTIVOS T ESPLENICOS MEDIDOS MEDIANTE

REACCIONES DE GVH EN HIBRIDOS F1(BALB/C x DBA/2)

RECIEN NACIDOS

Indice* d d
6_ Alorreactividad T: BALB/canti-DBA/Z (H-2 anti-H-Z )

5 - oo

4 - . .

3
o

o

2' o
o

1'. ____. -4 . ___. . . --.9__-__-__-_-_-_-__-____-_

o r—1 8 I ‘ I
4 6 I 8 I %9 dosis GRCo

_1 : - - - - - - - - - - - - - - - - --9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - --o-
l’ G.
. .

_2_ ‘ a . z
2°

*: GVHexperimental - GVHnormal

El cero de la figura representa el nivel normal de alorreacti
vidad T BALB/canti-DBA/2 i ES (línea punteada) .
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3. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTI-IDIOTIPICA BALB ANTI-GRCO

EN EL SUERO F1 (BALBÁ2xAKR).

Comopuede observarse en la Tabla 9, el suero F1
(BALBÁrxAKR)anti(BALBflrafii-GRCO) poseía actividad contra
idiotipos BALBflranü-GRCO.La incubación de este suero F1
con suero Swiss anti-GRCo no inhibió la hemoaglutináción de
GRCopor dicho suero, ni disminuyó su título.

4. EFECTO DE UN SUERO CON ACTIVIDAD ANTI-IDIOTIPICA BALB/C

ANTI-GRCO SOBRE LA ALORREACTIVIDAD T BALBK:ANTI-AKR.

Con el objeto de investigar si los aumentos regig
trados en el nivel de alorreactividad esplénica luego de la
inoculación de GRCo,se debía a la proliferación de las po
blaciones T reactivas a antígenos mayores de histocompatibi
lidad, se estudió el efecto de un suero F1 (BALBflixAKR)anti
idiotipo (BALB/cand-GRCO)sobre la alorreactividad T. Para
esto, grupos de ratones F1 (BALBfixxAKR)adultos fueron inocu
lados por vía i.v. con el suero que contenía actividad anti
idiotípica BALBflzmfii-GRCO,24 horas antes de desencadenar en
ellos, reacciones locales de GVHcon esplenocitos de ratones
BALBAúmoculadoscon 6 dosis de GRCo. Esta dosis de antígeno
había mostrado provocar reacciones de GVHsignificativamente
mayores que los esplenocitos BALBArnoinmunesa dicho antíge
no. Comogrupos controles se estudiaron: a) ratones Fl (BALBT
x AKR) inoculados con suero Fl (BALBflrxAKR)normal en los que
se desencadenaron reacciones de GVHcon esplenocitos de rato
nes BALBtfinmunesa GRCo(6 dosis) o esplenocitos BALBno in
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Tabla 9: INHIBICION POR SUEROANTI-IDIOTIPICD Fl(BALB/C x AKR) ANTI-GRCO

DE LA HEMOAGLUTINACION DIRECTA MEDIADA POR SUERO BALB/b ANTI

GRCO*.

Proporción azb Dilución final de suero BALB/canti-GRSO
1:1 1:20 1:40 1:80

1:0 + + + +

1-1 + + + +

1:3 + + - 

1:6 + - - 

*: Se incubó suero BALB/canti-GRCo (título hemoaglutinante 1:80) con dis
tintas proporciones de suero F1 anti-(BALB/c anti-GRCo). Luego se agrg

'garon GRCo.

a: Suero BALB/canti-GRCO'de título hemoaglutinante 1:80

b: Suero Fl anti-(BALB/c anti-GRCO).

Controles a

Se utilizó ccmo control suero Swiss anti-GRCo. El suero Fl(BALB/c x AKR)
anti (BALB/canti-GRCo) no inhibió la hemoaglutinación de dicho control en
ninguna de las proporciones testeadas (1:0 a 1:9) , ni en ninguna de las
luciones usadas. O sea, no disminuyó tampocoel título del suero Swiss
anti-GRCo. La incubación con suero Fl(BALB/c x AKR)normal tampoco inhi
bió la hemoaglutinación del suero BALB/canti-GRCo.
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munizados; b) ratones F1 (BALB/cx AKR) inoculados con sug
ro anti-idiotipo (BALB/canti-GRCo) en los que se desenca
denaron reacciones de GVHinoculándoseles esplenocitos BALB/
c no inmunes; c) ratones F1(BALB/c x AKR) inoculados con sue
ro normal F1(BALB/c x AKR)y desafiados con esplenocitos
BALB/c inmunes a AKR; d)ratones F1(BALB/c x AKR) inoculados
con el suero anti-idiotípico (BALB/canti-GRCo) y desafia
dos con esplenocitos BALB/c inmunes a AKR. Los grupos b),
c) y d) tenían como objeto investigar si el suero F1(BALB/c
x AKR)anti-idiotipo (BALB/canti-GRCo) poseía actividad sg
bre el receptor T BALB/canti-AKR.

Comopuede observarse en la Tabla 10:

1. La inoculación de suero F1 (BALB/c x AKR) normal en los
F1 (BALB/cx AKR)no modificó el nivel de alorreactividad T,
BALB/canti-AKR. El valor medio obtenido cuando se inoculan
esplenocitos BALB/cnormales no inmunes en ratones F1 inocu
lados 24 horas antes con suero F1 normal no difirió de los va
lores obtenidos cuando no se inoculó suero alguno en los F1.

2. La inoculación del suero anti-idiotipo BALB/canti-GRCo
disminuyó significativamente los valores de GVHobtenidos
cuando se inocularon esplenocitos BALB/cinmunes a GRCo
(p < 0.001).

3. La inoculación del suero anti-idiotipo BALB/canti-GRCo
no afectó el nivel de alorreactividad obtenido cuando se
inocularon esplenocitos BALB/cnormales no inmunes.

4. La inoculación de esplenocitos BALB/c inmunes a AKR
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Tabla 10: REACIZICNDE INJER’IO CONTRAHUESPED EN HIBRIDOS ADULTOS F1(BALB/C

x AKR) . EFECIO DE UN SUERO ANTI-IDIOI‘IPO F1(BALB/C x AKR) ANTI

GRCOSOBREELALE/IENIODE REGISTRAII)LUEGODEIA

INWUIACICN DE GRCO.

. . a

InJÏrto de N° de ggïtíaïamlánto N° de Diferencia pcesp enocitos uespe con . .
BALB/c °é1Ulas suero F1(BALB/c ratones peso g p

x AKR)

normales 10 x 106 normal 10 2.18 Ï 0.27

“o “mes < 0.001
6 dosis GRCo1o x 106 normal 17 6.60 —0.45

6 + < 01m1
6 dosis GRCo10 x 10 anti-idiotipo 9 3.30 - 0.40

anti-GRCo

normales 10 x 106 anti-idiotipo 6 2.21 Ï 0.25 N.S.
no inmunes anti-GRCb

inmunes a 10 x 106 normal 12 6.08 Ï 0.56 '
AKRd

N.S.
inmunes a 10 x 106 anti-idiotipo 10 5.89 Ï 0.51
AKR antrmzrb

a: Inoculación por vía endovenosa del suero F1(BALBx AKR) (0.2ml) a los ra
tones F1(BALBx AKR)24 horas antes de desencadenar en los ndsnos, la
reacción de injerto contra huésped.

b: Siete días después de la inoculación de los esplenocitos en la almohadi
lla plantar derecha. Ï ES

c: Calculada por el test de "t" de Student.

d: La inmunización constó de un injerto de piel AKRy dos dosis de 10 x lO8
células de un pool de bazo y ganglios AKR.
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Figura 39: EFECTO DE UN SUERO CON ACTIVIDAD ANTI-IDIOTIPICA

BALB/C ANTI-GRCO SOBRE LA ALORREACTIVIDAD T BALB/C
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(b) Flnormal Fl anti- F1 anti- Fl normal F1 anti
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*: GVHexperimental —GVHnormal
(a):
(b): suero

esplenocitos inmunes a

El cero de la figura representa el nivel normal de alorreactivi
dad T BALB/canti-AKR Ï ES (línea punteada).
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indujo reacciones de GVHsignificativamente superiores a
las obtenidas con esplenocitos BALBb1Drmáesno inmunes.

5. La inoculación del suero anti-idiotipo anti-GRCono
afectó el nivel de alorreactividad obtenido mediante la
inoculación de esplenocitos BALBfidinmunesaAKR.

En la Figura 39 se graficaron los valores obtenidos
en los diferentes grupos con respecto a los niveles nor
males de alorreactividad BALBkzamfirAKR.

5. EFECTO DE LA INOCULACION DE GRC POR VIA i.p. SOBRE LA

INCIDENCIA DE DAÑO FBTAL.

Hembras de la cepa BALB/c fueron inmunizadas por

vía i.p. con¿diferentes dosis de GRC. Cuatro dias despuésí
de recibir la última dosis fueron apareadas con machos de
las cepas BALB/c(singeneicos), Swiss (alogeneicos, dife
rente H-2) o DBA/2(alogeneicos, igual H-2). Se observa
ron diferentes parámetros: númerode preñadas sobre total
de animales, porcentaje de runting en las crias, porcenta
je de abortos, procentaje total de muertes y númerode
crías por madre.

5.1. CRUZAMIBNTOSBALBkaBALB/C.

En la Tabla 11 se observan los resultados obteni
dos cuando se inocularon las distintas dosis de GRCen hem
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Tabla 11: DAÑO PEDAL POR PRE‘I'RA'IAMIENIO DE IA MADRE CDN DIF'EÉEN'I‘E‘S

IIBIS DE GRC.

Preñez N°preñadas/ Runting Abortos Total muertes %N°crías/BALBx BALB total n/total n/total n/total madre

0 dosis 14/18 7/89 8 1/14 7 13/95 14 6.8

4 dosis. 18/18 13/91 14 0/18 0 13/91 14 5.0

8 dosis 4/18 5/24 20 0/4 0 5/24 20 6.0

12 dosis 14/18 5/68 7 3/14 21 23/86* 27 6.0

*: p < 0.05, calculada por test X2
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bras que fueron apareadas con machos BALB/c.Lainocula
ción de 4 y 8 dosis del antígeno no produjo alteraciones
significativas en ninguno de los parámetros observados
én las crías.

La inoculación de 12 dosis de glóbulos rojos
produjo una incidencia de abortos superior al porcenta
je de abortos registrados en los controles. Noexistió
diferencia en la incidencia de runting hasta el destete.
El total de muertes fue del 27%,valor que difieren sig
nificativamente del obtenido en los cruzamientos contro
les (p < 0.05). No se registraron variaciones en el nú
mero promedio de crías por madre.

5.2. CRUZAMIENTOSBALkaxSwiss.

u

En la Tabla 12 se observan los resultados obtg
nidos cuando las hembras BALBbÏümmnizadas con GRCse cru
zaron con machos de la cepa Swiss. La inoculación de 4
dosis del antígeno provocó una incidencia de abortos del
44%,significativamente superior (p < 0.01) a la del gru
po control. El total de muertes fue del 44%mientras que
en los cruzamientos controles fue del 17% (p < 0.001).
Tanto el número de preñadas como el número de crías por
madreno sufrió alteraciones significativas.

La inoculación de 8 y 12 dosis del antígeno no
produjo modificaciones en ninguno de los parámetros con
siderados.

-177



Tabla 12: DAÑO FETAL POR PRETRATAMIENTO DE LA MADRE CON DIFERENTES DOSIS

DE GRC.

Preñez N°preñadas/ Runting % Abortos 'Ibtal muertes %N°crías/BAIB/cx Swiss total n/total n/total n/total madre

0 dosis 14/18 19/108 17 0/14 0 19/108 17 7.7.

4 dosis 16/18 3/59 5 7/16* 44 45/101** 44 6.5

8 dosis 10/18 10/63 16 1/10 10 16/69 23 7.0

12 dosis 11/18 9/64 14 1/11 9.9 15/70 21 6.4

* : p < 0.01 calculada por test X2
** : p < 0.001 calculada por test X2
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5.3. CRUZAMIENTOSBALBk:xDBA/2.

En la Tabla 13, se muestran los resultados ob
tenidos cuando hembras BALBkïianüzadas con GRCse cruza
ron con machos de la cepa DBA/2. Ninguna de las dosis
de antígeno examinadasprodujo alteraciones significati
vas de los parámetros estudiados.

5.4. CRUZAMIENTOSSwiss x Swiss.

En la Tabla 14, se observan los resultados ob
tenidos cuando se inmunizaron con diferentes dosis de
GRChembras de la cepa Swiss (exocriadas). En este expg
rimento, las hembras fueron cruzadas con machos Swiss.
Los parámetros observados fueron los mismos que en los
experimentos anteriores. La inoculación de una dosis.fie
GRCno produjo alteraciones en ninguno de los parámetros
observados. Cuandose inocularon 4 dosis, la incidencia
de runting fue del 14.5%,cifra que resulta muycercana
al límite de significación. Nose registraron abor
tos.

La inoculación de 8 dosis de GRCprodujo alte
raciones tanto en la incidencia de runting (p< 0.05) como
en la incidencia de abortos, lo que se ve reflejado en el
porcentaje total de muertes que alcanzó el 28.6% (p<:0.001).
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Tabla 13: DAÑO FETAL POR PRETRATAMIENTO DE LA MADRECON DIFEREWIES DOSIS

DE GRC.

Preñez N°preñadas/ Runting Abortos ‘Ibtal muertes % N°crías/
BALB/cx DBA/2 ‘ total n/total n/total n/total madre

_0 dosis 16/18 9/134 7 1/16 6 17/142 12 8.9

4 dosis 14/18 5/100 5 0/14 0 5/100 5 7.1

8 dosis 11/18 4/82 5 1/11 9.9 12/90 13 8.2

12 dosis 17/18 10/124 8 1/17 6 18/132 14 7.7.
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Tabla 14: DAÑOFETAL POR PRETI'RATNEEN'IO DE IA MADRECCN DIFERENTES KBIS

DEGRC.

Preñez N°preñadas/ Runting Abortos Total muertes % N°crïas/Swissx Swiss total n/total n/total n/total madre

0 dosis 8/12 4/72 5.5 0/8 0 4/72 5.5 8.8

1 dosis 6/12 2/38 5.2 0/6 0 2/38 5.2 6.3

4 dosis 7/12 8/55 14.5 0/7 0 8/55 14.5 7.8

8 dosis 10/12 19/106*18.0 2/10 20 35/122** 28.6 10.6

* : p < 0.05 calculada por test x2

**: p < 0.001 calculada por test X2
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5.5. CRUZAMIENTOSSwiss x AKR.

En 1a Tabla 15, se muestran los resultados obteni
dos cuando se inmunizaron hembras de la cepa Swiss y se las
cruzó con machos de la cepa AKR. La inoculación de una do
sis de GRCno produjo alteraciones. La inoculación de 4 dg
sis del antígeno produjo un 40%de abortos y una incidencia
del 25%de muertes totales, significativamente diferente a
la incidencia presentada en los cruzamientos controles(p<0.01).

Cuando se inocularon 8 dosis de GRCno fue posible
detectar hembras preñadas durante el período de observación,
a pesar de haber cambiado repetidamente los machos.

En resumení la inoculación de futuras madres con
determinadas dosis del antígeno, indujo modificaciones en
algunos de los parámetros examinados —fundamentalmente en
cuanto a la incidencia de abortos, muerte al destete y muer
tes totales- en el caso de cruzamientos alogeneicos con di
ferencias a niVel de H-2. En los cruzamientos alogeneicos
sin diferencias a nivel de H-2, no se detectaron alteracig
nes de los parámetros examinados en ninguna de las dosis
utilizadas. En los cruzamientos singeneicos se detectaron
alteraciones sólo cuando se inmunizó con 12 dosis del anti
geno.

6. PESO DE GANGLIOS PARAAORTICOS DE LOS RATONES INOCULADOS

CON GRC POR VIA INTRAUTERINA.
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Tabla 15: DAÑOFEI‘AL POR PREI'RATAMIENIO DE IA MADRECDN DIFERENTES mSIS

DE Gm.

Preñez N°preñadas/ Runting Abort‘os 'Ibtal muertes N°crías
Mss x AKR total n/total n/total n/total madre

0 dosis 7/12 2/46 4.3 0/7 0 2/46 4.3 6.6
1 dosis 2/12 1/19 5.2 0/2 0 1/19 5.2 9.5
4 dosis 5/12 2/44 4.5 2/5 40 14/56* 25.0 8.8
8 dosis 0/12 - - - - - - 

*p ( 0.01, calculada por test x2

-183



Grupos de ratones BALP/cquehabian recibido pr9_
gesterona -de modode alcanzar estados de pseudopreñez
fueron inoculados en uno de sus cuernos uterinos con GRC,
en momentos en que la concentración de la hormona en san
gre era similar a la que normalmente posee la cepa al
cuarto día de preñez. Los niveles de progesterona en sue
ro en el momentode la inoculación de GRCresultaron de
440ng/ml. Este valor fue similar al existente al cuarto
día de preñez: 500ng/ml. Estos datos concuerdan con los
determinados por otros autores (8). Se inocularon también
ratones que no habian recibido progesterona. Comocontro
les, se utilizaron ratones que habian recibido únicamente
progesterona, ratones inoculados con progesteron y con
solución fisiológica por via i.u. y ratones que solamente
habian sido inoculados con solución fisiológica por via
i.u. Diez dias después de la inoculación, se extrajeron
los ganglios paraaórticos drenantes del cuerno uterino i
noculado y los contralaterales y se pesaron de modode es
tablecer la diferencia de peso entre ellos.

En la Tabla 16 pueden observarse los resultados
obtenidos. Los ratones normales no presentaron diferen
cias significativas en el peso de sus ganglios paraaórti
cos derecho e izquierdo. Tampocose observaron diferen
cias significativas de peso en los ratones que habian re
cibido sólo progesterona ni en aquellos inoculados por vía
i.u. con solución fisiológica en presencia o no de proges
terona. Los animales inoculados solamente con el antígeno
presentaron aumentos significativos en el peso de los gan
glios paraaórticos drenantes del cuerno uterino inoculados
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Tabla 16: DIFERENCIA DE PESO ENTRE GANGLIOS PARAAORTICOS

DERECHO E IZQUIERDO DE RATONES BALB/C INMUNIZA

DOS EN UTERO CON GRC.

v

Diferencia peso N° de
Grupo

mg ratones

Normal no inmune -0.3 Ï 0.25 14

Progesterona + SFa i.u. 1.16Í 0.53 7

Progesterona 0.2 Ï 0.17 5
sr i.u. 1.03Ï 0.50 9

+ áGRCi.u. 1.65- 0.46 10
+ **Progesterona + GRCi.u. 10.2 - 2.1 6

* p < 0.01
** p < 0.001

Calculados por test "t" de Student

a: Solución fisiológica

b: Diferencia de peso en mgÏES
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Q><0.01) con respecto a los ganglios contralaterales.
Aquellos inoculados en estado de pseudopreñez, presen
taron aumentos muygrandes del tamaño de los ganglios
drenantes del inóculo de GRC(p><0.001). Este último
grupo presentó diferencias muysignificativas con res
pecto al grupo control que había recibido progesterona
más solución fisiológica (p<(L002) y con respecto al
grupo inoculado con GRCsin inoculación de progestero
na (p<0.001).

7. EFECTO DE LA INMUNIZACION INTRAUTERINA CON GRC SOBRE

LOS NIVELES ALORREACTIVOS T EN LOS GANGLIOS QUE DRE

NAN EL UTERO Y EN BAZO.

7.1. NIVELES DE ALORREACTIVIDAD EN GANGLIOS PARAAORTICOS.

7.1.a. Alorreactividad T anti-Swiss.

Se realizaron reacciones de GVHutilizando c9
moinjerto suspensiones celulares de ganglios paraaórti
cos drenantes de cuernos uterinos inoculados con GRC
tanto en ratones con progesterona comoen ratones sin pre
tratamiento con dicha hormona. Comocontroles se injerta
ron suspensiones de ganglios paraaórticos no inmunes y de
ganglios paraaórticos provenientes de ratones tratados
con progesterona e inoculados con solución fisiológica
intrauterina. Las reacciones de GVHse realizaron en ra
tones Swiss recién nacidos y los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 17.
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Tabla 17: EFECTO DE LA INMUNIZACION INTRAUTERINA CON GRC

SOBRE LOS NIVELES ALORREACTIVOS T EN LOS GANGLIOS

PARAAORTICOS (g.p.a.). ALORREACTIVIDADBALBÁÜANTI
Swiss.

Injerío de Node No de IE x 103a *g'p° ' células ratones p
BALB/c

- 5 +No inmune,normales 5 x 10 10 7.28-0.37

+ progesterona 5 x 105 11 6.15Ïo.16 < 0.0'1

+ Progesterona + 5 +
GRCi.u. 5 x 10 10 8.81-0.46 < 0.001

+ GRCi.u. 5 x 105 9 7.14Ïo.35 NS

a: promedio de indices esplénicos individuales Ï Es

*: calculada por test "t" de Student.
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Los niveles de alorreactividad T anti-Swiss en
los ganglios de ratones inoculados con GRCsin pretrata
miento con progesterona, no difirieron de los niveles nor
males. Los ratones pretratados solo con progesterona prg
sentaron niveles alorreactivos inferiores a los normales
“>(0.01). En cambio, los ratones pretratados con proges
terona e inoculados por vía i.u. con el antígeno conven
cional mostraron niveles significativamente superiores
tanto en comparación con los controles que habian recibi
do sólo el pretratamiento hormonal (¡>(0.001) como con
los controles normales no inmunes (p< 0.01).

7.1.b. Alorreactividad T BALEbemtïrAKR.

Se realizaron reacciones de GVHlocales en hi
bridos F1 (BALBkzxAKR)hembras adultas. Se utilizaron c9
moinjerto, células de ganglios paraaórticos de los mismos
grupos due los experimentados en el punto 7.1.a. En la T3
bla 18, pueden observarse los resultados obtenidos:

Los niveles de alorreactividad T anti-AKR en
los ganglios paraaórticos de los animales inoculados con
GRCsin pretratamiento con la hormona, no difirieron de
los valores normales. Los animales pretratados únicamen
te con la hormona, presentaron niveles alorreactivos infg
riores (p< 0.001). Por el contrario, los ratones pretra
tados con progesterona e inoculados con el antígeno conven
cional, presentaron niveles alorreactivos significativamen
te superiores a los controles (p< 0.001).
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Tabla 18: EFECTO DE LA INMUNIZACION INTRAUTERINA CON GRC

SOBRE LOS NIVELES ALORREACTIVOS T EN LOS GANGLIOS.

PARAAORTICOS (g.p.a.). ALORREACTIVIDADBALBÁEANTI
AKR.

INJERTO DE N° DE N° DE DIFERENCIA
g.p.a. BALB/c CELULAS RATONES PESO g.p.a p*

No inmunes 5 x 105 8 1 36 - 0.09

+ Progesterona 5 x 105 8 0.62 Ï 0.08 < 0.001

+ Progesterona 5 +
+ GRCi.u. 5 x 10 8 2.35 - 0.13 (0.001

+ GRCi.u. 5 x 105 8 1.40 Í 0.09 N.S.

D) Siete días después de la inoculación del injerto en la
almohadilla plantar derecha de híbridos F1(BALB/cx.AKR)
adultos; expresados en mgÏES.

Calculada por test "t" de Student.

-189



7.2. NIVELES DE ALORREACTIVIDAD T EN BAZO.

7.2.a. Alorreactividad T BALB/canti-Swiss.

Cuandose realizaron reacciones de GVHutilizan
do el bazo de ratones que habían recibido los mismospretra
tamientos que en los grupos anteriores, se obtuvieron los

vsiguientes resultados (Tabla 19):

Todos los grupos estudiados presentaron niveles
alorreactivos anti-Swiss similares, no encontrándose dife
rencias significativas entre ningunode ellos.

7.2.b. Alorreactividad T BALBfigantïrAKR.

En la Tabla 20, se observan los resultados obtg
nidos cuando se midieron los niveles de alorreactividad
T esplénica hacia la cepa AKR. Se analizaron reacciones
locales de GVHen híbridos F1 (BALkaxAKR)adultos utili
zando esplenocitos de ratones BALBArqmahabianrecibido los
mismospretratamientos que los grupos anteriores.

Todos los grupos estudiados presentaron niveles
alorreactivos anti-AKRsimilares, no existiendo diferencia
significativa entre ningunode ellos.

8. DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-IDIOTIPICOS BALBfljRMfirAKR
EN RATONES INMUNIZADOS CON 10 A 12 DOSIS DE GRCO POR VIA

1.2.
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Tabla 19: EFECTO DE LA INMUNIZACION INTRAUTERINA CON GRC

SOBRE LOS NIVELES ALORREACTIVOS T EN EL BAZO.

ALORREACTIVIDAD BALB/CANTI-Swi s s .

INJERTO DE N° DE N° DE INDICE a
BAZO BALB/C CELULAS RATONES ESPLENICO p*

" x103

. 6 - +No inmune 4 x 10 6 5.04 - 0.51

+ Progesterona 4 x 106 7 5.21 Ï 0 44 N.S.

+ GRC i.u. 4 x 106 8 5.79 Ï o 28 N.S.

+ Progesterona 6+ GRC i.u. 4 x 10 8 5 31 - 0.30 N.S.

a: Promediode índices esplénicos individuales calculados c9
mo la razón entre el peso del bazo y el peso corporal, 10
días después de 1a inoculación por via i.p. de los esplgnocitos.

*: Calculada por test "t" de Student.
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Tabla 20: EFECTO DE LA INMUNIZACION INTRAUTERINA CON GRC

SOBRE LOS NIVELES DE ALORREACTIVIDAD T EN EL

BAZO. ALORRBACTIVIDAD BALatANTEAKR.

INJERTO DE DIFERENCIA
N° DE N° DE

ESPLENOCITOS PESO g.p.a p*
BALB/c CELULAS RATONES mg

- 6 +No inmunes 10 x 10 7 2.23 - 0.15

+ Prodesterona 10 x Io6 8 2.00 Ï 0.19 N.S.

+ Progesterona 6 ++ GRC i.u. 10 x 10 7 2.28 - 0.14 N.S

+ GRCi.u. 10 x 106 7 2.17 Í 0.21 N.S

Siete después de la
almohadilla plantar
presado en mgÏES.

l

inoculación de los esplenocitos en la
derecha de F1(BALB/cx'AKR)adultos, ei

*- Calculada por test "t" dé Student.
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En la Tabla 21 pueden observarse los resultados
obtenidos cuando se quiso evaluar la presencia de anticueE
pos anti-idiotípicos BALBÁ:anü-AKRen el suero de ratones
EEBÁ:inmunizados con 10 a 12 dosis de GRCo.

Todos los sueros testeados presentaron reacción
positiva frente a IgGIïflBA:anti-AKRcon un titulo medio de
3.6. Ningunode ellos presentó reacción positiva frente a
IgG C57Bl/6J anti-AKR. En cuatro de los seis experimentos
realizados, se registraron reacciones positivas frente a
IgG QUBÁInormalcon un titulo medio de 1.75.

9. DETECCION DE REACCIONES AUTOINMUNES EN RATONES INMUNIZA

DOS CON 10-12 DOSIS DE GRCO.

9.1. REACCIONES DE INJERTO CONTRA HUESPED EN RATONES SINGE

NEICOS ADULTOS.

Se realizaron ensayos de GVHlocales utilizando
comohuéspedes ratones singeneicos adultos. Se injertaron
en la almohadilla plantar de ratones BM195,esplenocitos pro
venientes de: a) ratonesBAU&Ónormales no inmunizados; b)
ratones BALBinmunizados con 5 dosis de GRCoy c) ratones
BALBX:inmunizados con lil-12.60515 de GRCo. Al séptimo día, se
extrajeron los ganglios políteos de los ratones injertados.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 22.

Comopuede observarse, los ratones inoculados
con esplenocitos provenientes de ratones singeneicos no
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fiflfla 21: DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-IDIOTIPICOS BALB/C ANTI

AKR EN RATONES BALB/C INMUNIZADOS CON lO-12 DOSIS DE

GRCO 1.9.: HEMOAGLUTINACIONINDIRECTA.

Experimento GRC+IgG BALBanti-AKR GRC+IgG CS7Bl/6J GRC+IgG BALBnormal GRC
anti-AIG?

Dilución suero BALB10-12 dosis de GRCo

1:1 1:2 1:4 1:8 1:1 1:2 1:4 1:8 1:1 1:2 1:4 1:8

1. + + + — - — - - + + - - —

2. + + + - - - — - + + - - 

3. + + + — — — - - + — — — 

4. + + + - - - - — - - - - 

5. + + - — - — - — + + - — —

6. + + + — - - - — - - — - —
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Tabla 22: DETECCION DE REACCIONES AUTOINMUNES EN RATONES

INMUNIZADOS A REPETICION CON GRCO: REACCION DE

INJERTO CONTRA HUESPED EN RATONES SINGENEICOS

ADULTOS.

INJERTO DE No DE No DE DIFERENCIQESPLENOCITOS HUESPED PESO g.p. 9*
BALB/C CELULAS RATONES mg

. 6 +No 1nmunes 8 x 10 BALB/c 12 0.15 - 0.13

5 dosis GRCo a x 106 BALB/c 10 0.18 Í 0.10 N.S.

12 dosis GRCo 8 x 106 BALB/c 10 0.80 Ï 0.15 (0.01

a: Siete días después de la inoculación de los esplenocitos en
1a almohadilla plantar derecha, expresado en mgÏ ES

*: Calculada por test "t" de Student.
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inmunizados, no presentaron incrementos significativos
en el peso de los ganglios poplíteos drenantes de la al
mohadilla plantar inoculada. La inoculación de espleng
citos provenientes de ratones inoculados con 5 dosis del
antígeno convencional tampoco indujo aumentos en el peso
de los ganglios popliteos. El grupo de ratones inocula
dos con esplenocitos provenientes de ratones que habían
recibid01D-12ïdñistdel antígeno, sí presentó un incremen
to significativo del peso de los ganglios poplíteos
(p (0.01) .

9.2. REACCIONES DE INJERTO CONTRA HUESPED EN RATONES SIN

GENEICOS RECIEN NACIDOS.

Los resultados obtenidos se expresan en la Ta
bla 23. Los ratones recién nacidos de la cepa BALBino
culados con esplenocitos provenientes de ratones BALBa
dultos que habían recibido 11 dosis de GRCo,presentaron
índices esplénicos significativamente superiores al de
los inoculados con esplenocitos BALB/c'minmunes (p(0.01) .
Los ratones recién nacidos del grupo experimental presea
taban además, signos de estar sufriendo reacciones de GVH.

10. INCIDENCIA DE LEUCEMIAS EN RATONES BALB/E INMUNIZADOS

CON 8-12 DOSIS DE GRCO O GRC POR VIA INTRAPERITONEAL.

En la Tabla 24 se observa la incidencia de leu
cemias que preSentaron los ratonesHflIVE inoculados con 8
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Tabla 23: DETECCION DE REACCIONES AUTOINMUNES EN RATONES

INMUNIZADOS A REPETICION CON GRCO: REACCION DE

INJERTO CONTRA HUESPED EN RATONES SINGENEICOS

RECIEN NACIDOS.

INJERTO DE INDICE a IESb
ESPLENOCITOS N° DE CELULAS N°DE RATONES ESPLENICO p* (x103)
BALB/c (x 103)

- 6 +
No inmunes 4 x 10 12 4.50-0.4 1 6

12 dosis GRCo 4 x 106 12 7.27Ï0.7 (0.01

b:

Promedio de índices esplénicos individuales calculados como
la razón entre el peso del bazo y el peso corporal, 10 días
después de la inoculación por vía i.p. de los esplenocitos.-ES.
Calculada por test "t" de Student.
RaüíïenUE ados HF.
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Tabla 24: INCIDENCIA DE LEUCEMIA EN RATONES BALB/c INMUNIZA

DOS CON REPETIDAS DOSIS DE GRC O GRCO.

LEUCEMIA

N°/TOTAL % LATENCIA
(meses)

Controles 75/500 15 13-24
8 dosis de GRC 9/24 37.5 4-5
12 dosis de GRCo 21/60 35 6-8
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12 dosis de los antígenos convencionales utilizados a lo
largo de este trabajo

El 32.5% de los ratones (9/24) que habian recibido
8 inóculos de GRCdesarrollaron leucemias con una latencia
media de 4-5 meses. Los ratones inoculados con GRCopre
sentaron también, una alta incidencia de leucemia: 35%(21/
60). En este caso, el periodo de latencia registrado fue
entre 6 y 8 meses.

La cepaBAE&k:criadaen nuestro bioterio presenta
una incidencia de leucemias espontáneas del 15%con un perïg
do de latencia promedio de 18 meses. Sólo excepcionalmente
un animal desarrolla leucemia antes de los 14 meses de edad.

Las leucemias aparecidas en los ratones inmuniza
dos a repetición con los antígenos convencionales se carac
terizaron por una marcada esplenomegalia y nódulos linfáti
cos agrandados, sin involucrar al timo,salvo en un único ca
so. Se realizaron pasajes celulares y acelulares de las leg
cemias en ratones adultos singeneicos. Todos los pasajes
celulares indujeron leucemias con una latencia promedio de
15 días. Ningunode los primeros pasajes acelulares indu
jo leucemias durante un período de observación de 4 meses.
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Durante el desarrollo de estos trabajos, se in
vestigó si existía relación física y/o funcional entre las
poblaciones celulares T reactivas a antígenos mayores de
histocompatibilidad y las poblaciones T reactivas a antígg
nos convencionales. Se realizaron experimentos tendientes
a aclarar este punto y se estudiaron además, algunos de los
efectos biológicos de la relación entre ambaspoblaciones.

Partiendo de la hipótesis de que ambaspoblacio
nes estuvieran superpuestas, es decir, que las células T
con receptores para antígenos mayores de histocompatibili
dad extraños poseen además receptores para antígenos con
vencionales, durante el curso de una inmunización con un
antígeno convencional y comoconsecuencia de la prolifera
ción de los linfocitos reactivos a dicho antígeno, el ni
vel de alorreactividad T debería sufrir cambios. Los re
sultados obtenidos cuando se midieron los niveles de alo
rreactividad mediante reacciones de GVHdurante el curso
de un esquema de inmunizaciones repetidas con GRCopor vía
i.p., parecen apoyar este concepto:

RatonesEHBflzinmunizados con 4; 6 y 8 dosis de
GRCopresentaron niveles de alorreactividad esplénica an
ti-AKRsignificativamente superiores al nivel normal de
la cepa (Tabla 4). Luego de recibir 10 dosis, los anima
les volvieron a presentar niveles alorreactivos normales.
Un comportamineto similar se observó en los niveles de a
lorreactividad esplénicaBALEk:anti-Swiss. Luego de 4 do
sis del antígeno convencional, existían niveles alorreac
tivos significativamente superiores a los normales, mien
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tras que a partir de 6 dosis, los valores volvían a ni
veles normales (Tabla 5). Las cepas AKRy Swiss difie
ren de la cepa BALB/cen antígenos mayores y menores de
histocompatibilidad. El hecho de que los niveles alorre
activos hacia cada una de estas dos cepas vuelvan a sus
niveles normales en diferentes momentosdel curso de la
inmunización con un mismo antígeno (GRCo), sugieren más
la'existencia de mecanismosde regulación específicos
que la de efectos inespecíficos debidos a la inmuniza
ción con el antígeno.

La no detección de modificaciones en el nivel
de alorreactividad esplénica durante el curso de la in
munización cuando se realizaron reacciones de injerto
contra huésped en cepas que difieren de laBALBflzsolamen
te en antígenos menores de histocompatibilidad sugiere
también especificidad. La cepa C57Bl/Ks comparte el
mismo H-2d con la BALB/cy difiere de ésta, en numerosos
antígenos menoresderústocompatibilidad. Puesto que la
frecuencia de los linfocitos T reactivos a antígenos me
nores de histocompatibilidad es baja en individuos nor
males no inmunes a dichos antígenos, podría argumentar
se que es debido a esta baja frecuencia que la supuesta
acción de efectos inespecíficos no se pone de manifiesto.
La cepa DBA/2comparte también con la cepalïflB/c los an
tígenos mayores de histocompatibilidad y difiere de ella
en algunos antígenos menores. Entre éstos, el codifica
do por el locus Mls. La diferencia en este locus induce
reacciones de GVHpositivas en el ensayo local utilizado:
el nivel normal BALB/canti-DBA/Z es de 0.17Ï0.07mg
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(p < 0.05)(Tab1a 7 ). La existencia de poblaciones T
reactivas hacia los antígenos codificados por el locus
Mls en los ratones de la cepa BALB/c, población que no
necesita,como ocurre con el resto de los antígenos me
nores, de sensibilización previa para producir reaccig
nes locales de GVHrestaría en parte validez a la objg
ción recientemente planteada.

Tomadosestos resultados en conjunto, los da
tos obtenidos muestran la existencia de por lo menos
una relación funcional in vivo entre las poblaciones T
reactivas a antígenos mayores de histocompatibilidad y
aquellas reactivas al antígeno convencional utilizado.
Hasta el momento,los aumentos alorreactivos registra
dos en estos experimentos podrían atribuirse a:

1. La proliferación de células T reactivas al
antígeno convencional y portadoras además, de recepto
res para los antígenos mayores de histocompatibilidad,
expresados por las cepas utilizadas: poblaciones super
puestas.

2. La proliferación de células T alorreacti
vas, debida a la acción de algún factor o factores prg
ducidos directa o indirectamente por las células reac
tivas a antígenos convencionales. Esto es, que se tra
te de poblaciones separadas y que, por ejemplo, la prg
liferación de una de ellas (aquellas reactivas a GRCo)
ejerciera una acción proliferativa sobre la otra (célu
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las T alorreactivas).

3. La tercera alternativa se refiere a 1a posibi
lidad de que hubiera existido una alteración en el tráfico
linfoide. Esto es, que la inmunización con glóbulos rojos
hubiese producido una mayor afluencia al bazo de linfocitos
T reactivos a los antígenos mayores de histocompatibilidad
examinados: poblaciones separadas.

Por lo anteriormente explicado, la primera de es
tas alternativas resulta la más probable; sin embargo, no
es posible solamente mediante estos ensayos descartar por'
completo las otras dos.

La inoculación del suero anti-idiotipo anti-GRCo
en los F1(BALBÁxxAKR)en los que se desencadenaron reaccig
nes'de GVHcon esplenocitos BALB/c inmunes a GRCo, produjo
una disminución significativa de los valores alorreactivos
que se obtienen con los mismosesplenocitos en presencia
de suero F1 normal (Tabla 10).

El suero anti-idiotipo utilizado contiene anti
cuerpos dirigidos contra los idiotiposlïflbfizanti-GRCO (Ta
bla L9). Es capaz de inhibir la hemoaglutinación directa
de glóbulos rojos de conejo por anticuerpos BALB/canti
GRCopero no inhibe la hemoaglutinación directa de GRCo
por suero Swiss anti-GRCo. El receptor del linfocito T
de los ratones de la cepa BALB/cdirigido contra los de
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terminantes antigénicos presentados por los glóbulos ro
jos compartedeterminantes idiotipicos con los anticuer
posíEHB/canti-GRCO (27, 28, 30, 50, 70). El suero anti
idiotipo en presencia de complementoposeerïa la capaci
dad de lisar células T con receptores anti-GRCo reconocien
do los determinantes idiotIpicos BALB/canti-GRCo presen
tes en el receptor T. En otras palabras, el suero inocu
lado en los F1 por via 1.v., sería capaz de actuar sobre.
el receptor anti-GRCo de las células T inmunes a dicho an
tigeno.

La inoculación de este suero no modifió el ni
vel de alorreactividad normal BALB/canti-AKR, ni modifi
có el de los esplenocitos BALB/cinmunes a AKR. Estos da
tos indicarïan que en dicho suero no existen anticuerpos
capaces de reconocer el receptor T anti-AKR, es deéir que
en el ensayo utilizado no va a lisar células T reactivas
a los antígenos de histocompatibilidad presentes en AKR,
actuando sobre el receptor T anti-AKR. Se puede descar
tar también la presencia en el suero de otros factores
que alteren la funcionalidad de las células T alorreacti
vas actuando sobre el receptor anti-CMHldetla cepa AKR.

Así, el hecho de que la eliminación de células
T portadoras de receptores idiotípicos BALB/canti-GRCo
produzca el efecto de volver a niveles alorreactivos T
BALB/canti-AKR significativamente inferiores a los ob
tenidos en presencia de suero F1 normal, sugiere fuerte
mente que el aumento alorreactivo inducido por inmunizg
ción con GRCose debería a la proliferación de células T
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portadoras de ambos tipos de receptores: BALB/canti-GRCo
y BALB/canti-AKR. Se habla aquí desde el punto de vista
de la funcionalidad de los receptores, no intentando esta
blecer si se trata de dos receptores sobre la mismacélu
la o de un sólo receptor con actividad doble. Se desear
taria asi, que los aumentosalorreactivos mostrados en los
experimentos anteriores se hubieran debido exclusivamente
a alteraciones en el tráfico linfoide de dos poblaciones
separadas: Si este hubiera sido el caso y al bazo inmune
a GRCohubiera afluido un mayor número de células T alo
rreactivas, éstas habrían seguido existiendo una vez eli
minada la población reactiva a GRCoy los nivels alorreag
tivos no habrían descendido significativamente. También
resulta difícil aceptar la posibilidad de que el aumento
alorreactivo se hubiera debido al efecto/s de poblaciones
inmunes a GRCosobre poblaciones alorreactivas T indepen
dientes ya que las células esplénicas se tomanpara desea
cadenar las reacciones de injerto contra huésped 10 días
después de la última inoculación de GRCoy lo más probable
sería que los citados efectos se hubieran producido ya al
tomar dichas células. La única alternativa posible con
sistiría en que el efecto de una población sobre la otra
se produjera cuando la reacción de GVHse estuviera desea
cadenando. Esto es, que las células T alorreactivas se
volvieran "sensibles" a la acción de las poblaciones in
munes a GRCouna vez estimuladas por los antígenos expre
sados en el híbrido Fl. Sin embargo, nuevamente el hecho
de que no se detectaran alteraciones en los niveles de
alorreactividad hacia cepas que comparten el mismoH-2
con la BALBfl:hacedifícil aceptar esta alternativa ya que
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las células T reactivas a antígenos menores de histocompa
tibilidad -si bien en baja frecuencia en individuos norma
les no inmunizados con ellos- aumentan mucho su frecuencia
una vez en contacto con dichos antígenos menores, esto es,
una vez inoculados en el Fl y, en ese caso, no se compren
dería por qué los supuestos efectos de una población sobre
la otra no afectarían a dichas células.

v

Por todo lo expuesto, los resultados obtenidos
sugieren fuertemente que sería la mismacélula T poseedo
ra de receptores idiotípicos anti-glóbulos rojos, la que
posee receptores anti-AKR.

Durante el transcurso de nuestro trabajo, otros
autores realizaron diferentes experimentos -la mayoría de
ellos, in vitro- cuyos resultados confirman los aquí obtg
nidos (43, 148).

Wilson y colaboradores (106) enriquecieron in
vitro una población de linfocitos de rata con reactivi
dad hacia un haplotipo CMHdeterminado. Esta población
poseía -además de la alorreactividad seleccionada- una
actividad Th cuantitativamente normal para la colabora
ción con células B en respuestas primarias a GRC. El
autor de estos trabajos (100) concluye que las células
T colaboradoras para las respuestas a GRCestarían in
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cluidas en la población T reactiva a antígenos mayores
de histocompatibilidad y que entonces estas dos pobla
ciones se encontrarian superpuestas.

En otros trabajos, se mostró que células ci
totóxicas efeCtOI'aSespecificas para virus en asociación
con antígenos CMHpropios,eran capaces también de matar
células blanco alogeneicas no infectadas (62). Finberg
y colaboradores (81), utilizando células citotóxicas e
fectoras contra células autólogas infectadas con virus
Sendai, mostraron que dichas células inmunes (H-Zd) al
virus, mataban todas las células alogeneicas examinadas
(H-Zb; H-Zf; H-Zk; H-2s y H-2r). En cada caso, la cito
toxicidad alogeneica representaba sólo una pequeña frac
ción de la actividad citotóxica total vista frente a las
células autólogas infectadas. Los niveles de citotoxici
dad no aumentaban cuando las células alogeneicas se en
contraban infectadas con el virus. Se ha visto también,
que linfocitos generados en el curso de una infección
con virus Herpes simplex en ratones de la cepa CBA(H-2k)
no sólo eran capaces de lisar células singeneicas infec
tadas con dicho virus, sino también células no infectadas
que expresaban el aloantigeno Dd. Se observó que mataban
con igual eficiencia ambostipos de células blanco (175).
Estos autores interpretan que sus datos serian mejor
explicados mediante el modelo de reconocimiento T de la
modificación de lo propio, pero aclaran que no es posi
ble descartar el modelode reconocimiento dual. Sostig
nen también, que sus datos apoyan la propuesta de Bevan
(20, 154) en cuanto a que las células T alorreactivas y
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las células T reactivas a antígenos convencionales que mues
tran restricción H-2, no derivan de diferentes grupos sino
que derivarían de un pool de precursores con especificidad
para antígenos extraños más antígenos CMHpropios, los que
poseerían reacción cruzada con moléculas CMHextrañas.

La posibilidad de clonar linfocitos T (93) ha con
tribuído también a aclarar el punto que nos ocupa; se ha ob
tenido un clon proveniente de ratones B.10Aespecífico para
DNP-OVA.Las células de este clon pueden ser estimuladas
para dividirse y propagarse in vitro con células de bazo alo
geneicas (provenientes de ratones B10.S) en ausencia de DNP
OVAy células B.10A presentadoras de antígeno. Estudios de
reclonado extensivo sugieren fuertemente que un único clon
celular T estaría respondiendo a dos estímulos separados:
un aloantígeno específico y un antígeno soluble convencio
nal en conjunción con productos del CMHpropio (219).

von Boehmer y colaboradores han encontrado que
clones de células Tc reactivas al antígeno H-Yen asocia
ción con moléculas CMHpropias Db, eran capaces de lisar
con igual eficiencia células blanco de machosD y células
de machos y hembras con especificidad Dd. No mataban nin
guna de las restantes células blanco examinadas.

Un clon derivado de una única célula T debería
ser capaz de poseer reactividad -según el modelo de Jane
way y colaboradores y según nuestro modelo- hacia el antí
geno convencional en asociación con un antígeno CMHpropio
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y también hacia un particular antígeno CMHextraño.

Binz y colaboradores (26) aislaron un material
que contenía receptores T específicos para productos CMH
alogeneicos utilizando anticuerpos anti-idiotípicos. Es
tos receptores se unieron a Sefarosa y se investigó su ca
pacidad para unirse a material CMHmarcado. Se encontró
que un producto de la región I del CMHno propio se unía
a1 receptor con alta afinidad. La mismacolumna retarda
ba el pasaje de moléculas I autólogas —aunqueestos antígg
nos I propios no se unían fuertemente a los receptores- lo
cual según estos autores sugiere una baja afinidad del re
ceptor para estas moléculas. Las moléculas I de otras ce
pas no relacionadas no se unían al receptor sino que pasa
ban a través de la columna sin sufrir retardos en su pasaje.

Los resultados obtenidos a lo largo de este tra
bajo y los obtenidos por otros autores recientemente (26,
43, 81, 219) sugieren fuertemente que la célula T que reac
ciona hacia antígenos de tipo convencional —vistos en el
contexto de los antígenos CMHpropios- poseería también re
ceptores para antígenos CMHalogeneicos. Otros de los he
chos que apoyarían nuestra hipótesis resulta la observación
clínica de los pacientes que reciben transplantes de médula
ósea. Se ha comprobado que éstos sufren una incidencia me
nor de reacciones de GVHcuando se los mantiene en ámbitos
libres de gérmenes. Las infecciones (antígenos convencio
nales) suelen agravar las reacciones de GVH(178).
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En cuanto a los modelos de reconocimiento T,
los resultados apoyan los planteados por Janeway, Bena
cerraf y Bevan y contradicen algunos aspectos de los sós
tenidos por Jerne y Williamson. El modelo de Williamson
por ejemplo, plantea que las células T alorreactivas po
seerían un receptor anti-K, D o I alogeneicos codificado
por genes no V y receptores específicos anti-CMHextra
ños (K, D o I), codificados por genes V. Nuestros resul
tados sugieren que las células T alorreactivas poseerían
receptores hacia un antígeno convencional -GRCo-. El m9
delo planteado por Jerne afirma que las poblaciones T alo
activas y aquellas reactivas a antígenos convencionales
serían poblaciones separadas.

Noes posible aún distinguir entre las hipóte
sis de reconocimiento dual y la del reconocimiento único.
Nuestros resultados no contestan dicha pregunta, si bien,
el hecho de que el suero anti-idiotipo anti-GRCo no modi
fique en absoluto la alorreactividad T anti-AKR, favorece
ría la hipótesis del reconocimiento dual. Sin embargo,
es probable que aunque se tratara de un único receptor,
la acción de un suero con actividad anti-idiotípica con
tra un solo antígeno -aunque poseedor de muchos determi
nantes antigénicos- no permitiría visualizar alteracio
nes en los niveles alorreactivos.

Hemosenfocado además. nuestros trabajos de ma
nera que pudieran visualizarse algunos de los efectos bio
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lógicos de la superposición de las poblaciones T alorreac
tivas y las que responden en forma restringida a antígenos
de tipo convencional:

Desde el punto de vista de la inmunobiología,
puede considerarse al feto comoun injerto semialogeneico
(11, 12), puesto que comparte usualmente la mitad de sus
antígenos de histocompatibilidad con la madre” (huésped)
y difiere de ella en los antígenos de histocompatibilidad
paternos. El hecho de que el feto no sea rechazado por
la madre constituye entonces, desde este punto de vista,
un enigma de 1a naturaleza que permanece aún sin resolveE
se. Numerosos autores consideran que en la madre se gene
ran mecanismos inmunorregulatorios que contribuyen al de
sarrollo de una preñez exitosa. Es poco lo que se sabe
aún a ciencia cierta de estos mecanismos. Pero sin duda,
éstos deben incluir a las poblaciones T alorreactivas que
son las que potencialmente podrían ocasionar mayores da
ños al feto actuando comocélulas citotóxicas efectoras.

En condiciones especiales, es posible inducir
daño en la progenie en forma experimental. Beer y Billin
gham (12) obtuvieron daño fetal en ratas inmunizando a la
futura madre con linfocitos singeneicos inmunizados contra
antígenos de histocompatibilidad de la cepa paterna. En
otros casos, el daño se consigue realizando injertos de
piel de la cepa paterna a las futuras madres. En estos
casos, el daño se produce cuando el pico de inmunidad coin
cide con la implantación del embrión. Este daño fetal fue
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denominadorunting o enfermedad secundaria, y se lo define
comoel daño producido por el pasaje transplacentario de
linfocitos T alorreactivos maternos que reconocen los anti
genos de histocompatibilidad extraños del feto y desencadg
nan en él, reacciones de GVH. Se considera también que es
tas reacciones puedenproducirse por pasaje de linfocitos
T alorreactivos maternos a través de la leche (8, 24).

En nuestro laboratorio, hemos reproducido el mo
delo de inducción de runting inoculando a las futuras ma
dres con tumores de origen paterno (152). Hemospodido cg
rrelacionar además, mayores incidencias de runting cuanto
mayor es la capacidad alorreactiva T esplénica de la madre
hacia los antígenos de histocompatibilidad paternos (152,
177). El modelo pudo reproducirse, por otra parte, inocu
lando a las futuras madres con tumores de origen no pater
no (153). Quisimos investigar cuáles eran los efectos de
alterar los niveles de alorreactividad T maternos en cuan
to a la sobrevida de los fetos singeneicos, semialogenei
cos con igual H-2 y semialogeneicos con distinto H-2. Así,
se inmunizó a las futuras madres con distintas dosis de
GRCy se las cruzó con machos de diferentes cepas. La in
munización de hembras de la cepaBALBflzcon 4 dosis de GRC,
por vía i.p., produjo una incidencia de daño fetal signi
ficativamente superior a la de los cruzamientos controles
cuando fueron cruzadas con machos de la cepa Swiss (dife
rente H-2). En estos cruzamientos, la inmunización con 8
y 12 dosis no produjo alteraciones significativas con reg
pecto a los controles.
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Cuando se pretrataron hembras de las cepas Swiss
(cepa de exocría cerrada) y se las cruzó con machos de las
cepas Swiss o AKR,se produjeron alteraciones significati
vas cuando se utilizaron 8 dosis de GRCno detectándose al
teraciones de significación con las otras dosis usadas. El
pretratamiento de hembras de la cepaBKUEbcruzadas con ma
chos de la cepa DBA/2(igual H-2), no produjo alteraciones
significativascon ninguna de las dosis examinadas. En cuan
to a los cruzamientos singeneicos, sólo se detectaron alte
raciones cuando se inocularon 12 dosis de GRC. Los resulta
dos obtenidos a lo largo de este experimento muestran que la
inmunización de la futura madre con el antígeno convencional
utilizado induce alteraciones en el desarrollo de las crías
según la dosis utilizada y la cepa paterna. El daño fetal
confirma los resultados obtenidos en la primera parte de es
ta tesis en cuanto a alteraciones en el nivel de alorreac
tividad inducido por inoculación de otro antígeno convencig
nal (GRCo): No se obtuvo daño fetal con ninguna de las do
sis utilizadas cuando el feto comparte con la madre el mis
mo CMHy difiere de ella, en antígenos menores de histocom
patibilidad (cruzamientos BALkaxDBA/Z). Esto correlaciona
con los datos que muestran que no existen alteraciones en el
nivel de alorreactividad esplénica hacia la cepa DBA/2cuan
do se inmuniza con GRCo (Tablas 7 y 8).

Estos resultados muestran que el fenómenode altg
ración de los niveles de alorreactividad hacia antígenos.ma
yores de histocompatibilidad no se limita a cambios locales
(por ejemplo, esplénicos) sino que se altera la regulación
del tráfico de linfocitos T alorreactivos desde la madre al
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feto, o sea se alteran mecanismosinmunorregulatorios
fisiológicos, en este caso, mecanismosque contribuyen a
la eficaz relación materno-fetal. Estos resultados apoyan
nuestra hipótesis de trabajo. Debería llamar la atención
que, cierto tipo de inmunizaciones en mujeres en algún mo
mento de la gestación, podría: ocasionar riesgos.

Otro de los fenómenos biológicos que quisimos es
tudiar fue investigar si la superposición de las poblacio
nes que estamos estudiando permitiría poner en marcha meca
nismos que aseguren la sobrevida fetal. Dichos mecanismos
incluirían la posibilidad de que las poblaciones T reactivas
a los antígenos de histocompatibilidad paternos expresados
en el feto pudieran ser reguladas de tal modode no dañar
al mismo.

Durante algún tiempo el útero fue considerado co
moun sitio inmunológicamenteprivilegiado en el sentido de
no permitir que elusistema inmune se "enterara"de la presen
cia del antígeno. Posteriormente, este concepto fue desvir
tuado (10, 12). El útero es una Vía por la que se pueden
desencadenar reacciones inmunes. El pretratamiento de futu
ras madres con injertos de piel o linfocitos por vía i.u.
no sólo produce alteraciones en el peso de los ganglios para
aórticos drenantes del cuerno uterino sino que además, la
preñez futura en dicho cuerno uterino se desarrolla mejor
que en el cuerno uterino no inmunizadolüaesuxnaperimentos
se mostró que son los antígenos menores de histocompatibili
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dad del injerto (antígenos de tipo convencional a nuestro
criterio), los responsables de estos efectos (10). En úl
tima instancia, el desarrollo exitoso de una preñez alogg
neica dependería de lograr la regulación de las poblacio
nes T reactivas a los antígenos de histocompatilidad exprg
sados por el feto.

Si la existencia de superposición entre las pobla
ciones T estudiadas formara parte de los mecanismos de regu
lación que permitirían el desarrollo de la preñez normal,
el útero sería la vía de inmunización más indicada para que
dichos mecanismos se pusieran de manifiesto.

Es sabido que durante el desarrollo de preñeces
alogeneicas, luego del 9°día de preñez, el nivel de alorreag
tividad T de los ganglios paraaórticos se encuentra por deba
jo de los niveles alorreactivos normales (41). Este descen
so de los niveles alorreactivos no está dirigido exclusivamen
te hacia los antígenos de histocompatibilidad de la cepa pa
terna, sino que también opera hacia los antígenos de histocom
patibilidad presentados por otras cepas no relacionadas. En
trabajos realizados en nuestro laboratorio (179, 180) hemos
encontrado que los niveles de alorreactividad T de los ganglios
paraaórticos y esplénica al 4°día
de preñeces alogeneicas se encuentran por encima de los niveles
normales.El aumentotambién resulta significativo en preñeces
singeneicas. A1 igual que ocurre al 9°día en los ganglios para
aórticos, la modificación de los niveles alorreactivos no está
dirigida exclusivamente hacia la cepa paterna.
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¿Cuáles son los antígenos que producen estas
modificaciones de los niveles alorreactivos en el trans
curso de preñeces normales?. Puesto que al 4°día de pre
ñez el feto no expresaría aún antígenos mayores de histg
compatibilidad y teniendo en cuenta que la modificación
también se detecta en cruzamientos singeneicos, queda des
cartada la posibilidad de que sean dichos antígenos CMH
los que desencadenan el aumento alorreactivo. Pero la
madresí se encuentra confrontada con diferentes antígg
nos fetales (entre los que también se encontrarían algu
nos antígenos menores de histocompatibilidad en el caso
de cruzamientos alogeneicos)(8. 10.11,12). Si existe una
relación entre las poblaciones T reactivas a los antígenos
CMHy las reactivas a antígenos de tipo convencional, como
sugieren los datos obtenidos hasta el momento,resulta ló
gico pensar que estas alteraciones no ocurren en forma ca
prichosa sino que encierran un sentido biológico. El he
cho de que los niveles de alorreactividad se encuentren
por encima de los valores normales al 4° día de preñez,
no implicaría peligro para la sobrevida del feto, ya que
éste no expresa en ese momento sus antígenos CMHy en con
secuencia, no se ofrece comoblanco para el ataque citotg
xico. Sin embargo, resulta probable que sea este aumento
temprano el que permita poner en marcha mecanismos inmuno
rregulatorios que operen "controlando" la actividad de es
tas poblaciones alorreactivas de modoque se logre la re
gulación adecuada para ese momentoen que el feto exprese
sus antígenos CMH.En experimentos realizados en nuestro
laboratorio (177) hemos encontrado que el bazo y el timo
de ratones híbridos F1 recién nacidos contienen células
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capaces de inhibir las reacciones de GVHde linfocitos de
origen materno contra los antígenos de histocompatibilidad
expresados por la cepa paterna, mientras que eran incapa

.ces de alterar las reacciones de GVHde linfocitos pater
nos hacia antígenos de la cepa materna. Bs decir, exist;
rían células que regulan la alorreactividad T de la madre
hacia los antígenos de histocompatibilidad paternos. Res
taría determinar si dichas células son de origen materno
o fetal.j

Quisimos investigar si la presencia de un antíge
no convencional (GRC)en el útero de hembras en estado de
pseudopreñez era capaz de inducir alteraciones en los nivg
les alorreactivos del bazo y ganglios paraaórticos, inten
tando reproducir el efecto que normalmentecausaría la pre
sencia de antígenos fetales durante la preñez normal.

En primer lugar, se vio que la inmunización con
GRCen uno de los cuernos uterinos inducía aumentos en el
peso de los g.p.a. drenantes del cuerno uterino inoculado.
Cuandoel antígeno convencional era inoculado en presencia
de concentraciones sanguíneas de progesterona similares a
las existentes a1 cuarto día de preñez (8), el aumento re
gistrado en el peso de los g.p.a. drenantes fue evidente
mente superior (Tabla 16).

Consideremosahora los niveles de alorreactividad
que presentaban esos mismos ganglios:

Los animales pretratados con progesterona en au
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sencia de estimulación antigénica presentaron niveles alo
rreactivos inferiores a los normales. Estos datos concue;
dan con los hallados por otros investigadores en diferentes
modelos experimentales, en cuanto a que la progesterona es
capaz de disminuir -según la dosis usada- respuestas alorreag
tivas (8, 10). Resulta sumamente interesante que la mismahor
mona, a la misma concentración, en presencia de un antígeno
convencional produzca efectos opuestos, o sea, induzca nive
les alorreactivos superiores a los normales. Estos aumentos
alorreactivos se registraron tanto frente a la cepa Swiss cg
mo frente a la AKR(Tablas 17 y 18 ). La inoculación del an
tígeno convencional en ausencia de progesterona no indujo
cambiosalorreactivos significativos con respecto a los con
troles normales. Al mismotiempo, se estudiaron los niveles
alorreactivos esplénicos frente a las cepas Swiss y AKR.Di
chos niveles no se alteraron en ninguno de los grupos estudia
dos (Tablas 19 y 20).

Los datos obtenidos muestran que la inmunización
con un antígeno convencional en presencia de concentraciones
de progesterona similares a las existentes al cuarto día de
preñez induce los mismos efectos que los observados en ese
día tanto en preñeces alogeneicas comosingeneicas: aumentos
en el peso de los ganglios paraaórticos (10) y aumentos en
los niveles de alorreactividad T (179, 180). Los niveles
alorreactivos esplénicos no se vieron alterados, lo cual pg
dría explicarse por la diferencia importante que existe cua
litativa y cuantitativamente entre los antígenos de un feto
en crecimiento y el inóculo de antígeno convencional utili
zado en estos experimentos.
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Los resultados obtenidos apoyarían la hipóte
sis de que 1a presencia de antígenos de tipo convencio
nal en el útero de hembras preñadas -antígenos fetales
convencionales- cumpliría un papel importante en la pues
ta en marcha de mecanismos inmunorregulatorios tempranos
que permitirían el control de las células T alorreactivas
maternas. Resulta nuevamentedifícil aceptar que este
tipo de interacciones se debap a efectos inespecíficos.Los
mecanismos inmunorregulatorios que se pongan en marcha pa
ra permitir el desarrollo fetal deben sin duda, estar per
fectamente establecidos, ya que del éxito de los mismos,
depende la supervivencia de las numerosas poblaciones de
mamíferosexistentes.

Habíamos encontrado hasta el momento, que la in
munización con un antígeno convencional producía aumentos
en los niveles T alorreactivos y que los aumentos registra
dos tendían a regularse: Cuandola inmunización se realiza
ba por vía i.p., a partir de ciertas dosis, los niveles alg
rreactivos volvían a ser normales; en los experimentos en
los que se inmunizó a futuras madres y se observaba daño
fetal, también a partir de determinadas dosis del antígeno
convencional no se observaba daño fetal significativo (sal
vo en preñeces singeneicas en las que sólo se detectó daño
fetal con la dosis más alta). Los aumentos alorreactivos
detectados en los ganglios paraaórticos al cuarto día de
preñeces alogeneicas y singeneicas, se transforman hacia
el día 9-11 en niveles inferiores a los normales. En to
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dos estos casos se observó entonces, que tras un aumento
en los niveles de alorreactividad se sucedía un descenso
de los mismos, lo que nos sugirió la existencia de meca
nismos inmunorregulatorios. Quisimos investigar uno de
los mecanismosde regulación posibles: la presencia de an
ticuerpos antiidiotïpicos anti-aloantígenos de histocompa
tibilidad. Para esto se realizaron los ensayos de hemoa
glutinación indirecta enfrentando el suero de los animales
que habían sido inmunizados a repetición con el antígeno
convencional (GRCo)con IgG BALB/c anti-AKR, tratando de
detectar anticuerpos anti-idiotipicos BALB/canti-AKR. Co
mo controles se utilizaron IgG CS7Bl/6J anti-AKR e IgG
BALB/cnormal. Los animales presentaron en su suero fag
tores que daban reacción positiva frente a IgG BALB/cnor
mal, lo que sugiere la presencia de anticuerpos dirigidos
contra antígenos expresados por inmunoglobulinas normales
propias o sea, reacciones autoinmunes. Fue debido a la
existencia de estas reacciones positivas que no pudimos
confirmar la presencia de anticuerpos anti-idiotípicos
BALB/canti-AKR en el suero de estos ratones. Sin embar
go, en todos los experimentos realizados, el título de an
ticuerpos obtenido frente a IgG BALB/canti-AKR fue supe
rior al obtenido frente a IgG BALB/cnormal e incluso se
registró positividad en dos experimentos en los que no se
registraba positividad frente a IgG BALB/cnormal. Sin
embargo, y a pesar de haberse utilizado en los tres grupos
1a misma cantidad de IgG total en la incubación con los
GRC,deberían haberse realizado otros experimentos -reag
ciones de inmunofluorescencia por ejemplo- de modode re
gistrar si la IgG estaba distribuida uniformementesobre
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el soporte (GRC)en cada uno de los grupos. Sólo así po
dríamos confirmar la presencia de anticuerpos anti-idiotí
picos BALB/canti-AKR en el suero, en_base a las diferen
cias de títulos registradas (Tabla 21).

Estos experimentos indicaban la presencia de reac
ciones autoinmunes en ratones sometidos a una estimulación
reiterada con un antígeno convencional.

Habíamosobtenido ya otros resultados que sugerían
también la existencia de fenómenos autoinmunes: Las hembras
BALB/cinmunizadas con 12 dosis de otro antígeno convencional
(GRC)habían mostrado una incidencia de daño fetal significa
tivamente superior a la normal para la cepa (Tabla 11) cuando
eran apareadas con machos singeneicos. La inoculación de do
sis menores del antígeno no había producido alteración alguna
en la sobrevida de las crías.

Para confirmar la presencia de reacciones autoinmg
nes se realizaron los ensayos de GVHen ratones singeneicos:
El hecho de que los esplenocitos de ratones BALB/cinmunizados
con 12 dosis de GRCindujeran reacciones positiVas de GVHen
ratones singeneicos adultos y recién nacidos (Tablas 22 y 23)
mientras que aquellos inmunizados con una dosis menor no lo hi
cieran confirmaría la existencia de reacciones autoinmunes.
En los dos últimos experimentos parecerían estar involucra
das células T.

La asociación entre inmunizaciones crónicas y de
sórdenes autoinmunes ha sido ya descripta por otros autores
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(7, 116). Si bien aún no se conocen los mecanismos que re
lacionan estos dos fenómenos, se plantea que existirían des
balances regulatorios principalmente a nivel de linfocitos
T. Otros autores han correlacionado reacciones crónicas de
GVHcon patologías autoinmunes (2, 68). Las reacciones au
toinmunes encontradas en este trabajo, incluyen reacciones
que parecerían poder atribuirse a células T autólogas que
estarían remedando reacciones crónicas de GVH:la inducción
de daño fetal en los cruzamientos singeneicos, por inocula
ción de 12 dosis de GRC,con signos similares al daño fetal
provocadopor linfocitos T alorreactivos; la inducción de
reacciones de GVHlocales positivas en ratones adultos singg
neicos y la de reacciones de GVHsistémicas en ratones singg
neicos recién nacidos con signos también similares a la in
ducción de runting por linfocitos T alorreactivos apoyan la
idea de que los animales inoculados a repetición con antíge
nos convencionales estarían sufriendo reacciones similares a
reacciones de GVHcrónicas.

Si bien no pretendemos en este trabajo, ofrecer
una explicación precisa de los mecanismos que pudieran ac
tuar para desencadenar los fenómenos autoinmunes hallados,
quisiéramos realizar algunas observaciones que podrían apoE
tar datos para 1a futura comprensión del problema.

Considerando que las células T alorreactivas po
seerían receptores para antígenos convencionales, la inmu
nización con dichos antígenos induciría -como lo hemos mos
trado- aumentosen los niveles de alorreacividad. Entre
los mecanismosde regulación de la respuesta hacia el antí
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geno convencional podría incluirse la aparición de anti
cuerpos anti-idiotípicos dirigidos contra el receptor pa
ra dicho antígeno y la presencia de linfocitos T supresg
res (con actividad anti-idiotípica o no), dirigidos con
tra el mismoreceptor. Es posible plantearse además, la
acción de anticuerpos anti-idiotípicos dirigidos contra
los receptores anti-CMHextraños y la de células T dirigi
das también contra estos receptores.

Si, comoplantean algunos autores, el receptor
anti-CMHpropio es el mismo que reacciona contra los an
tígenos CMHextraños, no resultaría improbable que la exis
tencia de desequilibrios en la regulación de los niveles
alorreactivos (producidos, tal vez, cuando la estimulación
antigénica continúa inexorablemente) implique desequilibrios
en la regulación del reconocimiento de los antígenos CMH
propios. El factor comúnmás constante que se ha encontra
do en las patologías autoinmunes experimentales y humanas
es justamente una alteración en el reconocimiento de los
antígenos CMHpropios (226, 243, 244). La aparición de
desórdenes autoinmunes en animales inmunizados a repeti
ción con un antígeno convencional podría explicarse así
por alteraciones en la regulación de los niveles T alo
rreactivos,lo que implicaría desórdenes en la regulación
del reconocimiento de los antígenos CMHpropios.
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Los animales que habían sido sometidos a estimu
lación antigénica reiterada con los antígenos convenciona
les fueron mantenidos en observación. La mayoría de ellos
presentaban signos típicos de enfermedad alogeneica crónica
(GVH):Al finalizar el período de observación, se detectó
en estos animales un aumentosignificativo en la incidencia
de leucemias (Tabla 24 ). La inmunización a repetición
con los dos antígenos convencionales utilizados correlacig
nó entonces con aumentos en la incidencia de neoplasias del
sistema inmune. Las leucemias aparecieron con una latencia
muchomenor que la habitual para la cepa y se caracteriza
ron por una gran esplenomegalia.

Hace ya mucho tiempo que la inmunización antigéni
ca crónica —enpresencia o no de inmunosupresión- ha sido
considerada como desencadenante de linfomas y leucemias (107,
143, 144). Numerosos trabajos clínicos afirman que 1a inci
dencia de linfomas se encuentra significativamente aumenta
da en pacientes que han recibido transplantes alogeneicos y
atribuyen este hecho, a la estimulación antigénica crónica
debida a los antígneos extraños para el huésped, presentes
en el transplante.

Recientemente se ha publicado un trabajo (231)
en el que la inmunización crónica con GRCinducía la apa
rición de leucemias. En ese trabajo se sometía a una in
munización pasiva a ratones de la cepa BALB/crecién naci
dos, con células de ratones singeneicos adultos inmuniza
dos a repetición con el antígeno convencional. Los rato
nes recién nacidos desarrollaban leucemias con una laten
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Cia de 4 a 16 meses: Y el aumento en relación a la inciden
cia normal de la cepa era de aproximadamentedel 2%. Cuando
se inoculaban los ratones adultos con el antígeno convencig
nal, en algunas ocasiones se detectó en ellos, un aumento
significativo de la incidencia de leucemias; en otras, no
se observaron modificaciones en la incidencia de estas neo
plasiasn

Otros autores han conseguido la inducción experi
mental de aumentos en la incidencia de linfomas y leucemias
por inoculación de otros antígenos a repetición en determi
nadas condiciones experimentales (143, 144).

Incluso se ha sugerido recientemente que la gran
incidiencia de leucemias espontáneas que presentan algunas
cepas de ratones —la AKRpor ejemplo- no se debería a la
acción directamente transformante de los virus de leucemia
murina, sino a la estimulación crónica que la presencia de
estos Virus implica para los linfocitos T (107).

La asociación de reacciones autoinmunes y leuce
mia ha sido registrada en algunos trabajos (55, 117).

Las reacciones crónicas de GVHhan sido también
consideradas comofactor desencadenante en este tipo de
neoplasias (55). En estos trabajos las leucemias se carag
terizan por una gran esplenomegalia y el timo no suele es
tar involucrado. Las leucemias espontáneas aparecidas en
nuestro trabajo poseen estas mismascaracterísticas.
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De modoque diferentes autores han observado in
dependientementelas siguientes asociaciones:

1. Estimulación antigénica crónica y leucemias (143, 144,
231).

2. Estimulación antigénica crónica y autoinmunidad (7,116).
3. Reacciones crónicas de GVHy leucemias (4, 55, 87, 117).
4. Reacciones de GVHy autoinmunidad (2, 68, 139,‘l98).

Autoinmunidad y leucemias (55, 117).

En uno de estos trabajos (55) se relacionan las
reacciones de GVHa reacciones autoinmunes y a linfomas.

Resulta entonces de gran interés señalar que to
dos estos factores que han sido propuestos por separado c9
moinductores de neoplasias linfoides parecerían tener re
lación entre si y han sido encontrados en forma secuencial
a lo largo de nuestro trabajo: La estimulación antigénica
a repetición indujo aumentosen los niveles T alorreacti
vos. Los experimentos realizados sugieren que dichos aumen
tos alorreactivos T se deberían a la presencia de recepto
res para antígenos convencionales en las poblaciones T alo
rreactivas. Al continuar la estimulación con el antígeno
convencional se detectaron reacciones autoinmunes que pare
cerían incluir reacciones autólogas que semejan reacciones
crónicas de GVH. Finalmente, se registró una incidencia
de neoplasias significativamente superior a la normal para
la cepa.
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RESUMEN



Los resultados obtenidos a lo largo de este tra
bajo permiten realizar las siguientes observaciones:

1. La inmunización in vivo por vía i.p. con un antígeno con
vencional, glóbulos rojos de conejo (GRCo)indujo cambios en
los niveles alorreactivos T esplénicos. El cambio en los ni
veles alorreactivos fue dependiente de la dosis y del CMHex
traño hacia el que se midió la alorreactividad. Los aumen
tos de alorreactividad T registrados operarían sólo hacia an
tígenos mayores de hist0compatibilidad. No se registraron
modificaciones de los niveles T hacia ninguno de los numero
sos antígenos menores de hist0compatibilidad examinados.

2. La inmunización in vivo con otro antígeno convencional,
glóbulos rojos de carnero (GRC)por vía i.p. fue capaz de in
ducir también cambios en los niveles de alorreactividad T me
didos comodesequilibrios entelpasaje transplacentario de es
tos linfocitos T alorreactivos de la madre al feto. También
en este caso los desequilibrios alorreactivos T fueron depen
dientes de la dosis para cada uno de los H-2 extraños exami
nados. En estos experimentos -al igual que en los anteriores
no se registraron modificaciones en los niveles de respuesta
T hacia los antígenos menores de hist0compatibilidad examina
dos.

3. El útero, en condiciones de pseudopreñez, resultaría un
lugar privilegiado para el desencadenamientode desniveles
alorreactivos T inducidos por inmunización con un antígeno
convencional. Este mecanismode interacción entre la inmu
nización con antígenos convencionales y la modificación de
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los niveles alorreactivos T produciría un efecto similar
al que ocurre naturalmente en los primeros días de preñg
ces singeneicas y alogeneicas, cuando la madre se ve con_
frontada por vía uterina con antígenos fetales de tipo
convencional y modifica también sus niveles de alorreac
tividad T hacia diferentes antígenos CMHextraños. Este
mecanismopodría jugar un papel importante en la regula
ción de la respuesta inmune durante la relación materno
fetal.

4. Los desniveles -aumentos en nuestro caso- alorreacti
vos T registrados por inmunización con el antígeno conven
cional tendieron a regularse, volviéndose a los niveles
alorreactivos normales.

5. Cuando la inmunización con un antígeno convencional in
dujo aumentos en los niveles T alorreactivos, dichos au
mentos pudieron reducirse en forma significativa por pre
tratamiento de las células con un suero con actividad anti
idiotípica anti- dicho antígeno convencional.

6. La inmunización con antígenos convencionales indujo (c9
mo ya hemos señalado) aumentos en los niveles de alorreac
tividad T. Al continuar la inmunización-haciéndose casi
crónica -se registraron desórdenes autoinmunes. Los desóE
denes autoinmunes incluyeron reactividad hacia IgG autólo
ga normal y reacciones T hacia antígenos de histocompatibi
lidad propios.

7. La inmunización crónica con los dos antígenos convencig
nales utilizados indujo aumentossignificativos en la inc;
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dencia de leucemias espontáneas.

El conjunto de los resultados obtenidos a lo
largo de este trabajo muestra una relación funcional en
tre las células T reactivas a antígenos convencionales
vistos en el contexto de los antígenos mayores de histg
compatibilidad propios y las células T que reaccionan
hacia antígenos CMHextraños. Dicha relación funcional
sería consecuencia de una relación física entre ambos
tipos de células T: los experimentos realizados con sue
ro con actividad anti-idiotípica contra el antígeno con
vencional sugieren fuertemente que la célula T que reag
ciona hacia antígenos convencionales, poseería también
receptores dirigidos contra antígenos CMHextraños. La
superposición existente entre ambaspoblaciones podría
jugar un rol importante en los mecanismos que operan en
la regulación del sistema inmune.
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GLOSARIO, SINOMINIA Y ABREVIATURAS

Ac: anticuerpo
Ag: antígeno
Alogeneicos: miembros de la misma especie genéticamentediferentes
Antígenos Iazantígenos codificados por la región I del

Antígenos Lyt: antígenos alélicos expresados por subpgblaciones de células T
Autoanticuerpo: anticuerpo dirigido contra antígenos prg

pios
Autorreactividad: la capacidad de montar una respuesta

inmune contra antígenos propios
CMH:complejo mayor de histocompatiblidad. En el ratón

se denomina H-2, en el hombre HLA, en perros
DLA, etc.

Complemento:Serie de proteínas séricas interactuantes que
se combinan con complejos antígeno-anticuerpo
y causan la lisis celular.

Determinantes carrier: determinantes sobre un antígeno con
los que reaccionan las células T colaborado
ras (Th).

Epitopo: determinante antigénico. En este trabajo nos re
ferimos comoepitopos a los determinantesan
tigénicosexternos, no propios del individuo.

E.S.: error estandar
F1(A x B): híbrido de la primera generación del cruzamien

to entre la hembra de la cepa A y el macho de
la cepa B.

Genes Ir: genes de la región I del H-2
g.p.: ganglios poplíteos, drenantes de la almohadilla plantar
g.p.a.: ganglios paraaórticos, ganglios drenantes del útero
G.R.: glóbulos rojos
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GRC:glóbulos rojos de carnero
GRCo:glóbulos rojos de conejo
GVH:reacción de injerto contra huésped. Reacción mediada

por células en la que las células T del injer
to reaccionan con los antígenos del huésoed.

H: antígeno de histocompatibilidad mayor.
H-2: CMHdel ratón.
Haplotipo: conjunto de determinantes antigénicos codifica

dos por genes cercanamente ligados sobre un úni
co cromosoma. En este trabajo se hace referen
cia al conjunto de qenes del CMHexistente en
uno de los cromosomas.

i.d.: intradérmica
Idiotipo: marcador antigénico qeneralmente presente en el

sitio de combinación de una molécula de Ig.
Idiotopo: cada uno de los determinantes antigénicos que cons

tituyen un idiotipo.
IE: índice esplénico: Peso bazo/peso corporal.
Ig: inmunoglobulina
i.p.: intraperitoneal
i.u.: intrauterina
i.v.: endovenenosa
MEM:medio para cultivo de células y tejidos
PBS: solución fisiológica tamponada
Quimera:células de origen genético diferente existentes en

un mismo individuo
R: receptor celular
Regiones hipervariables: regiones de la molécula de Ig que

poseen una gran variabilidad en la secuencia de
aminoácidos cuando se las compara con otras Ig
y sirven comositio de unión con el antígeno.

s.c.: subcutánea
Selección clonal: propuesta que afirma gue los linfocitos es

tán preprogramados para reaccionar con un antíge
no específico; la reacción con el antígeno induce
la exoansión clonal de estas células.
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S.F.: solución fisiológica
Singeneicos: miembrosde diferentes especies
Tc: célula T que posee la capacidad de matar a otras células
Th: T colaboradoras, subpoblación de células T que coopera

con precursoras de células‘efectoras (T helper)
Ts: célula T supresora de respuestas inmunes
V: genes que codifican para las reqiones variables de las Ig
VH:genes que codifican para las regiones variables de las

cadenas pesadas de las Ig
VL: genes que codifican para las regiones variables ae las ca

denas livianas de las Ig. _
\

Xenoqeneicos: miembrosde diferentes especies
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