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INTRODUCCION

Los vertebrados poseen un sistema inmune extrema
damente complejo que les permite sobrevivir en un medio pobla
do de agentes infecciosos. Cuando los mecanismos inespecíficos
de defensa comola capacidad bactericida de los sueros y la
fagocitosís, son insuficientes para detener la invasión de
gérmenes, el individuo se defiende poniendo en marcha una se
rie de mecanismosefectores específicos. Algunos de estos in
volucran la participación directa de las células en la elimi
nación del agente patógeno. Estos sistemas celulares de defen
sa comprenden: la citotoxicidad mediada por linfocitos T es
pecíficamente sensibilizados ( 1 ), la citotoxicidad natural
( 2 ), la fagocitosís específica ( 3 ) y 1a citotoxicidad ce
lular dependiente de anticuerpos (CCDA)( 4 ). Los dos meca
nismos indicados en primer término han sido ampliamente estu
diados en cuanto a su regulación por otras células del siste
ma inmune. Por el contrario, es muy poco lo que se conoce so
bre el control inmunológico de la CCDAy la fagocitosís. Sin
embargo, es lógico pensar que también para estas respuestas
existan mecanismos de regulación capaces de suprimirlas o am
plificarlas.

Numerosassustancias químicas pueden alterar el
delicado equilibrio en que se encuentra el sistema inmune.
Muchasde éstas son utilizadas comúnmenteen el tratamiento
del cancer y de pacientes con alteraciones inmunológicas, sien
do la ciclofosfamida (Cf) una de las más corrientes ( 5,6 ).
Se trata de un agente alquilante derivado de la mostaza nitro
genada que ejerce su acción citotóxica principalmente sobre
células que se hallan en proliferación activa ( 7 ). Además
de su importancia terapeútica, la Cf ha sido una herramienta
valiosa para estudiar las interacciones celulares de las dis



tintas poblaciones que componenel sistema inmune, ya que
éstas poseen diferente sensibilidad a la droga ( 8 ). Por
ejemplo, es posible suprimir o exacerbar las respuestas de
síntesis de anticuerpos y de hipersensibilidad retardada va
riando 1a dosis de Cf o el momento en que se inocula con re
lación a la inmunización ( 9,10 ).

El objetivo del trabajo presentado en esta tesis
fue investigar, en forma comparativa, el efecto que ejerce
la Cf sobre una serie de reacciones inmunolóáicas, en parti
cular la CCDAy la fagocitosis específica. El trabajo experi
mental se realizó utilizando ratones endocriados de la cepa
BALB/c. Los resultados obtenidos demuestran que la Cf es ca
paz de exacerbar la actividad de los linfocitos mediadores
de CCDA,así como 1a capacidad fagocítica de los macrófagos
y leucocitos polimorfonucleares.



Mecanismos inmunológicos de defensa

La inmunidad innata es la capacidad constitutiva
de los individuos para defenderse de una infección primaria.
Los factores que determinan este tipo de inmunidad incluyen
las barreras anatómicas y la secreción de sustancias microbi
cidas, cuyo nivel no se incrementa como resultado de una nue
va experiencia con el parásito. En 1a respuosta de un animal
a un agente dado es muydifícil distinguir entre mecanismos
innatos y adquiridos por una exposición previa. Lo;que sí
resulta claro es que a medida que se avanza en la escala fi
logenética, los sistemas con los cuales los individuos se pro
tegen de las infecciones van ganando en perfección y comple
jidad. Así por ejemplo, en los vertebrados superiores coexis
ten sistemas primitivos e inespecíficos de defensa, comola
fagocitosis, con otros más evolucionados y específicos, como
la producción de anticuerpos (Ac) y de células sensibilizadas.

Es posible agrupar los sistemas inmunológicos es
pecíficos de defensa de los mamíferos en tres grandes cate
gorías:

,
* humorales

citotoxicidad directa
sistemas específicos * celulares

citotoxicidad naturalde defensa

- citotoxicidad celular
* combinados dependiente de Ac

L- fagocitosis específic:



En realidad, ante la llegada de un agente invasor,
el sistema inmune pone en marcha varios de estos mecanismos
simultáneamente; cada uno de los cuales está regulado a su
vez por elementos humorales y celulares. Por ejemplo, la pro
ducción de Ac contra un antígeno (Ag) dado puede controlarse
por la acción de células supresoras específicas e inespecífi
cas, y por la presencia de inmunoglobulínas dirigidas contra
los Ac que se pretenden regular. Es decir, que aunque los fe
nómenos inmunológicos humorales y celulares probablemente no
existan en forma aislada, la clasificación anterior permite
un análisis más claro de los mismos.

Sistemas humorales de defensa:

En 1888, Roux y Yersin demostraron que en la san
gre de los animales inmunes al bacilo de la difteria se encon
traban sustancias capaces de neutralizar específicamente la
toxina diftérica. Esta inmunidadantitoxina podía transferir
se pasivamente a animales normales con suero inmune. Poco tiem
po después, Von Boerhing denominó "anticuerpos" a aquellas
sustancias encontradas en el suero de animales inmunes y ca
paces de conferir inmunidad pasiva. Pronto quedó en evidencia
que los animales superiores poseen la capacidad para formar
Ac específicos contra un número casi infinito de moléculas
reconocidas comoextrañas.

El rol que cumplen los Ac como elementos defensi
vos es múltiple. Son capaces de neutralizar toxinas, agluti
nar bacterias e impedir 1a adsorción de virus a la membrana
celular mediante su fijación a 1a superficie viral ( 11 ).
Pero además, en condiciones fisiológicas los Ac actúan genc
ralmente en forma conjunto con un sistema sérico multíenzimá



tico, conocido como sistema complemento ( 12 ). Cuando el
Ac que reconoce y reacciona con el Ag es de tipo inmunoglobu
lina M (IgM) o G (IgG) puede inducir la activación de la pro"
teína C1, primer componente del complemento, y desencadenar
se así el fenómeno de activación en cascada del sistema. Es
te proceso puede conducir a 1a lisis del agente infeccioso
o a la opsonización del mismo, facilitando de esta manera,
la fagocitosis por las células del sistema reticulo-endotelial
( 13 ). A su vez, la activación de] complemento tiene otros
efectos secundarios de importancia en la defensa del nrganis
mo, como son la inducción de fenómenos de quimiolaxis, la al
teración de la permeabilidad vascular y 1a aceleración de los
mecanismos de inmunoeliminacíón de complejos inmunes circu
lantes.

Sistemas celulares de defensa:

a) Citotoxicidad directa:

La inmunidad humoral juega un papel menor en la
resistencia hacia ciertas bacterias, virus, hongosy proto
zoos que tienen la capacidad de vivir y multiplicarse dentro
de las células infectadas. En estos casos 1a defensa del orga
nismo es llevada a cabo por linfocitos T sensibilizados hacia
el Ag específico. Este mecanismo lítico se conoce comocitoto
xicidad directa y está implicado, además, en el rechazo de
injertos y en la inmunidad tumoral ( 14,15 ).

El análisis "in vitro" de este proceso permitió
conocer las condiciones necesarias para que se lleve a cabo.
Los linfocitos T citotóxicos deben provenir de un individuo
previamente sensibilizado contra el Ag expresado por 1a célu
la "blanco" de la lisis ( 1 ). Ademásde reconocer este Ag,



los linfocitos T deben reconocer Ag mayores de hístocompati
bilidad similares a los expresados por las células que origi
nalmente estímularon la respuesta inmune ( 16 ). En las con
diciones normales "in vivo", la célula infectada expresa los
mismosAg de histocompatibilidad que la célula citotóxica;
por lo tanto, el reconocimiento de estos Ag sirve como un com
ponente adicional de la especificidad de la reacción. Por el
contrario, los Ac reaccionan contra los Ag extraños reconocien
dolos independientemente de los productos de hístocompatibi
lidad.

Otra característica de la citotoxicidad directa
es la necesidad de un contacto íntimo entre las células efec
toras y "blanco" ( 1 ). No se conoce aún el mecanismo preci
so por el cual se induce el daño de 1a membranacelular, pe
ro se descarta la liberación de sustancias tóxicas por parte
del linfocito T efector. La destrucción final de la célula
"blanco" se produce por la ruptura del equilibrio osmótico
resultante de las lesiones en 1a membranacelular.

b) Citotoxicídad natural:

La citotoxicidad natural es un mecanismopor el
cual linfocitos no sensibilizados son capaces de lisar cier
tos tipos de células tumorales ( 17 ). Por ejemplo, los esple
nocitos de ratas normales que nunca fueron expuestas al tumor,
pueden destruir células singeneicas transformadas por el vi
rus de la leucemia murina. Las células que median esta acti
vidad, conocidas comoNK(natural killer), fueron descriptas
en un principio como linfocitos que no expresan marcadores
de células T ni B, pero sí presentan receptores para el frag
mento Fc de la IgG ( 18 ). Sin embargo, usando técnicas más



sensibles fue posible asociar cierto porcentaje de células
NKcon el linaje de linfocitos T ( 19 ). Asimismo, hay evi
dencias que sugieren que determinadas células NKpodrían ser
promonocitos ( 20 ). Por esta razón, es más apropiado referir
se a 1a actividad NKque a las células NK.

En cl ratón, las diferentes cepas poseen niveles
distintos de actividad citotóxica natural y el control de di
chos niveles parece estar ligado al complejo mayor de histo
compatibilidad. Así, la resistencia al tumor inducido por la
inoculación "in vivo” de pequeñas cantidades de células trans
formadas por el virus de Moloney, está relacionada con el ni
vel individual y poblacional de Citotoxicidad mediada por cé
lulas NK( 21 ). Resultados de este tipo sugieren que este
mecanismoefector sería de gran relevancia en el control del
crecimiento tumoral "in vivo", al menos para tumores induci
dos por virus oncogénicos.

Sistemas combinados de defensa:

a) Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos:

En el año 1965, E. Moller describió un fenómeno
citotóxico en el cual esplenocitos de ratones normales, no
sensibilizados previamente con Ag, eran capaces de lisar cé
lulas tumorales recubiertas con Ac específico ( 22 ). E1 en
sayo se realizaba "in vitro", siendo la lisis independiente
del agregado de complemento. Este fenómeno que se conoce con
el nombrede Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(CCDA),ha sido demostrado contra un amplio espectro de célu
las “blanco”. La mayoría de los estudios se han realizado u
sando combinaciones heterogéneas de células cfectoras, anti



Figura 1: Representación esquemática de 1a reacción de cito
toxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA)
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La célula efectora reconoce los anticuerpos IgG que
recubren a la célula "blanco" a través de los receptores para el
fragmento Fc de IgG (RFCÜ'). Esta interacción conduce a la lisis
de la célula "blanco" que libera a1 sobrenadante el Cr con que
ha sido marcada. La capacidad citotóxica de 1a célula efectora se
calcula comoel porcentaje de la radioactividad que se libera en
relación al total ofrecido al sistema.



cuerpos y células "blanco". Por ejemplo, uno de los ensayos
más comúnmenteempleados consiste en cuantificar 1a lisis de
glóbulos rojos de pollos recubiertos por inmunoglobulina de
conejo utilizando linfocitos humanoscomocélulas citotóxicas.
Es decir, que a diferencia de lo que ocurre en la citotoxici
dad mediada por linfocitos T específicos, el mecanismo de CCDA
se lleva a cabo sin restricciones a nivel de Ag de histocom
patibilidad entre células efectoras y "blanco".

Las células que median la CCDAse caracterizan por
expresar sobre su membranareceptores para el fragmento Fc
de IgG (Rch') a través de los cuales reconocen los Ac unidos
a 1a célula "blanco" ( 1,23 ). Las células linfoides han si
do las más estudiadas en cuanto a su capacidad para mediar
la CCDA,en particular los llamados linfocitos K (killer)
que no expresan marcadores de células T o B ( 24 ). Sin embar
go, existen otras células no linfoides comolos monocitos,
los macrófagos y los leucocitos polimorfonucleares ( 25 ),
que pueden actuar comoefectores de la reacción.

La mayor parte de los autores encuentran que los
Ac que participan en la CCDAson del tipo IgG ( 1,23 ). Sin
embargo, Lamon y col. ( 26 ) señalaron que la IgM también es
capaz de ser reconocida por las células efectoras para indu
cir su activación, aunque no puede descartarse totalmente 1a
contaminación de cantidades ínfimas de IgG en estas prepara
ciones. La IgE también fue descripta comoAc interviniente
en 1a CCDAmediada por monocitos y polimorfonucleares eosi
nófilos ( 27 ).

Los RFC}, expresados por las células efectoras tienen muy
baja avidez para la IgG libre. Sin embargo, cuando la IgG
forma parte de complejos inmunes, estos se unen a los RFeï



celulares con gran avidez, inhibiendo la CCDAtotalmente. E
videncias recientes sugieren que el RFCU’sería un multirre
ceptor formadopor varios sitios de baja avidez hacia otros
tantos fragmentos Fc ( 28 ). El Ag que forma parte del com
plejo inmune actuaría concentrando moléculas de IgG que pre
sentadas en forma conjunta al RFcz' serían reconocidas con
una avidez mucho mayor que en forma aislada.

También es importante la afinidad de la IgG hacia
el Ag expresado por la célula "blanco", ya que los Ac de al
ta afinidad son muchomás efectivos como mediadores en el sis
tema que los de baja afinidad ( 29 ).

El intenso estudio de que fue objeto el mecanismo
de CCDAen la pasada década ha permitido establecer una serie
de características particulares de este sistema. Es un requi
sito fundamental para que seuproduzca la lisis que las célu
las efectoras estén vivas y metabólicamente activas ( 4,23 ).
Debeproducirse un contacto entre las células efectora y "blan
co" a través del Ac. Este contacto puede prevenirse por el
agregado de hapteno libre, pero una vez que ocurrió, el hap
teno libre es inefectivo para impedir la lisis ( 30 ). Luego
de este contacto se produce la activación de la célula efec
tora con la formación de urópodos y un incremento de la movi
lidad celular. De hecho, los inhibidores de la formación de
microtübulos, como las citochalasinas, impiden que la CCDA
se produzca ( 31 ). Esta primera etapa también necesita de
la presencia de iones Ca++ y Mg++en el medio de cultivo ( 1 ).
Strom y col. demostraron que el proceso lítico requiere ener
gía, ya que no funciona en presenCia de inhibidores de la res
piración celular comola antimicina A y 1a oligomicina ( 31 ).
El rol de la síntesis proteica en la CCDAes controvertido,
aparentemente la actividad es independiente de la síntesis



de proteínas ( 32 ). A su vez, la mitomicina C, un inhibidor
de la síntesis de DNAy la ouabaína, que afecta la ATPasa
Na-K dependiente, no impiden que la CCDAse lleve a cabo ( 31,
33 ). Esta reacción citotóxica puede ser modulada alterando
los niveles intracelulares de AMPCy GMPc.Se demostró que
un incremento en el nivel de AMPces acompañado de una reduc
ción proporcional de la citotoxicidad, y lo contrario ocurre
con el GMPc ( 34 ).

El mecanismo íntimo por el cual se produce la des
trucción de la célula "blanco" no está totalmente aclarado.
Se descarta, sin embargo, la liberación al medio de cultivo
de sustancias tóxicas por parte de las células efectoreas
ya que nunca se encontraron en los sobrenadantes provenientes
de la reacción. Por otra parte, si las células efectoras son
puestas simultáneamente en presencia de dos tipos de células
"blanco", unas sensibilizadas con Ac y otras no, solamente
son lisadas las primeras ( 35 ). Estos resultados señalan
la importancia del contacto celular a través de los Ac y son
contrarios a la posible participación de factores solubles
tóxicos en la reacción.

Otra de las características particulares de la
CCDAes que desarrolla su actividad máxima a concentraciones
muy bajas de Ac. En este sentido se ha demostrado que se ne
cesitan de cien a mil veces menos IgG específica para lisur
ciertas células "blanco" mediante el mecanismo de CCDAque
para hacerlo por complemento ( 36,37 ).

El análisis de 1a cinética de la reacción sugiere
que la lisis resulta de una sola colisión entre las células
efectora y "blanco", y que ocurre casi inmediatamente luego
del contacto ( 30 ). Si a este hecho se le suma el que se ne



cesitan pequeñísimas cantidades de Ac para que se produzca
la lisis y estos pueden ser reutilizados en un segundo ciclo
lítico ( 38 ), queda claro que la CCDAes uno de los procesos
citotóxicos más eficientes que se conocen.

El daño en la célula "blanco" se manifiesta prime
ramente por un aumento en la fragilidad osmótica y luego por
una progresiva y creciente permeabilidad para los componentes
intracelulares ( 23 ). Las células efectoras se inactivan
también después de la interacción con la célula "blanco" ( 39 ).

La reacción de CCDApuede ser evaluada por diferen
S1Cr el más utilites métodos, siendo el de la liberación de

zado. Esta técnica consiste en marcar las células "blanco"
con 1Cr antes de su exposición a las células cítotóxicas,
detectando el daño provocado por la medición del isótopo li
berado al sobrenadante ( 4,23,36 ).

Desde su descripción en 1965, la CCDAha sido in
vestigada "in vitro" utilizando modelos experimentales. De
esta forma, fue posible demostrar que funciona contra célu
las tumorales ( 40 ), parásitos ( 27 ), células infectadas
por virus ( 41 ) o bacterias ( 42 ), así como en el rechazo
de injertos ( 43 ) y enfermedades autoinmunes ( 44 ). Debi
do a la notable eficiencia de esta reacción citotóxica para
destruir "in vitro" células infectadas por virus con dilucio
nes de Ac extremedamente altas, la CCDApodría actuar "in vi
vo" como un importante mecanismo inmune contra las infeccio
nes virales. A pesar de que hasta el momentono hay evidencia
directa de la actividad de 1a CCDAen condiciones fisiológi
cas, se han acumuladoevidencias indirectas en este sentido.
Fefer y col. fueron los primeros en demostrar una estrecha
correlación entre el título de Ac funcionales en CCDAy el



crecimiento tumoral en ratones portadores de sarcomas induci
dos por el virus de Moloney ( 45 ). Posteriormente, se descri
bieron resultados similares utilizando otros virus oncogéni
cos, como el virus de Gross ( 46 ) y el virus de Epstein-Barr
( 47 ). Son interesantes los estudios realizados por Kohl y
col. en relación a la importancia de 1a CCDAen la infección
provocada por el virus Herpes ( 48 ). Los autores provocaban
la muerte de ratones irradiados inoculando virus Herpes, re
sultando inefectiva comoprotección la transferencia pasiva
de linfocitos normales o cantidades subneutralizantes de Ac
específicos. Sin embargo, 1a administración simultánea de lin
focitos normales y Ac permitía la supervivencia del 50%de
los animales, lo que demostraba un efecto sinérgico entre
ambos en la recuperación de los ratones. Cuando se transfe
rían linfocitos de animales recién nacidos, que tienen muy
poca actividad en la CCDA,junto con los Ac anti virus Her
pes, la mortalidad volvía a ascender al 100%.Estos resulta
dos indicarían que la CCDAjuega un papel importante "in vi
vo” en el control del crecimiento de tumores inducidos por
virus, asi comode las infecciones virales.

b) Fagocitosis específica:

Las células fagociticas del organismo, ya sean
leucocitos polimorfonucleares (PMN)comomononucleares, cons
tituyen una de las principales barreras contra las infeccio
nes bacterianas gracias a su capacidad para ingerir y destruir
material particulado. Los PMNse consideran, en general, la
primera línea de defensa en la invasión de bacterias, ya que
son los primeros en arrivar al foco infeccioso atraídos por
la liberación "in situ" de sustancias quimiotácticas ( 49 ).
Si los PMNno pueden contener la infección, una segunda línea



Figura 2: Representación esquemética gg la eritrofagocitosís
específica
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de defensa, los macrófagos, son puestos en acción originan
do una inflamación crónica. En el caso de ciertos agentes
infecciosos, los PMNproveen el único mecanismo fagocítico
efectivo, por lo que la existencia de defectos funcionales
en estas células provoca generalmente infecciones fatales,
como en el caso de la enfermedad granulomatosa de la niñez
( 50 ).

La acción de las células fagocïticas contra la ma
yor parte de los microorganismos es inespecífica. Sin embar
go, durante la evolución, muchas bacterias patógenas han ud
quirido ciertas propiedades superficiales que las hacen no
susceptibles a la fagocitosis ( 51 ). Para contrarrestar es
te sistema de protección, los animales superiores han desarro
llado factores séricos,11amados "opsoninas" por Wright y
Douglas ( 52 ), que se pegan a las bacterias y las hacen sus
ceptibles de ser fagocitadas. Estas opsoninas son las inmuno
globulinas M y G y el componente C3 del complemento. Las in
munoglobulinas son anticuerpos específicos contra los Ag bac
terianos y se unen a las células fagocíticas a través de RFc1
expresados por éstas. A su vez, la unión de la inmunoglobuli
na al Agposibilita la activación de la vía clásica del com
plemento, generándose factor C3b que se adhiere firmemente
a 1a célula agredida. Este factor es reconocido por los fago
citos mediante receptores específicos. Se ha demostrado que
la interacción entre IgG que recubre al microorganismo y el
Rch’ en la membranade la célula fagocítica, induce la adhe
rencia e ingestión de la partícula opsonizada; mientras que
en ausencia de Ac, el componente C3b promueve la adherencia
pero no la ingestión ( 53 ). Ciertos organismos son opsoni
zados perfectamente en suero carente de Ac o de los primeros
componentes del complemento, lo que sugiere que la opsoniza
ción también puede ocurrir por activación de 1a vía alterna
del complemento ( 54 ).



Una vez que la partícula opsonizada se ha adheri
do a la célula fagocítica se inicia el proceso de ingestión
mediante la extensión de seudópodos que rodean a la partícu
la y finalmente se fusionan formando la vesícula fagocítica
o fagosoma primario. La ingestión de un microorganismo fre
cuentemente estimula a la célula para que ingiera otros. Se
ha propuesto un modelo para explicar el proceso de ingestión
conocido como "modelo del cierre relámpago” ( SS ). En él
se propone que los Rch y receptores para C3b de la membra
na del fagocito interaccionan en forma secuencial con los li
gandos distribuidos sobre la superficie de la partícula, in
duciendo la agregación de proteínas contráctiles y la emisión
de seudópodos en esa área restringida. Este proceso se repi
te muchas veces hasta que las membranas de los seudópodos
se encuentran y fusionan para formar la vacuola fagocítica.
De hecho, el uso de drogas que desorganizan la estructura del
citoesqueleto (microtúbulos y mícrofilamentos) comola colchi
cina y la citochalasína B, inhibe totalmente el proceso fago
cítico ( 53,56 ).

En el interior de la célula, el microorganismo que
da expuesto a una variedad de sistemas microbicidas a los cua
les muypoc05 sobreviven. Estos mismos sistemas, bajo ciertas
condiciones, son liberados al fluído extracelular donde pue
den atacar parásitos demasiado grandes para ser ingeridos
( 57 ).

Normalmente, la destrucción de la mayoría de las
bacterias depende de alteraciones en el mecanismooxidativo
de la célula, así comode la degranulación de los constituyen
tes lisosomales dentro de 1a vacuola fagocítica. Con respec
to a la alteración en el mecanismo del 02, conocida como "es
tallido respiratorio" se ha demostrado que involucra cuatro



eventos fundamentales: 1- aumento de la incorporación de O2
2- producción de iones superóxidos, 3- producción de agua o
xigenada y 4- incremento en la oxidación de 1a glucosa ( 58 ).
Este proceso metabólico provee a la célula de una batería de
agentes oxidantes que son usados para 1a destrucción del mi
croorganismo.

Por su parte, la degranulación de los lisosomas
implica la fusión de estos con la vesícula fagocítica y 1a
consiguiente acción tóxica de los componentes lisosomales so
bre la partícula ingerida. Estos componentes incluyen: hidro
lasas ácidas, lisozima, lactoperoxidasa, proteasas neutras
y ciertas proteínas fuertemente básicas ( 57,59 ).

No todos los organismos fagocitados son destruidos
en el interior de la célula. Algunos son capaces de lisar
la membranavacuolar y liberarse en la matriz citoplasmáti
ca, como los tripanosomas ( 60 ). Otros pueden inhibir 1a
fusión de la vacuola fagocítica con los 1isOsomasy replicar
se en el interior de 1a misma, por ejemplo, Mycobacteria,
Leishmania y Listeria ( 61 ).

Los leucocitos PMNsucumben a las pocas horas dos
pués del evento fagocitico, en cambio los macrófagos pueden
permenecer largo tiempo con los microorganismos ingeridos.
En este último caso, la lesión, que se caracteriza por la
acumulacipn de células epiteloides, se conoce con el nomhyn
de granuloma ( 62 ).

Se han desarrollado diyersas técnicas para cuanti
ficar la fagocitosis. El método más simple consiste en incu
bar juntas las células fagocíticas y partículas apropiadamen
te opsonizadas, luego fijar y colorear los preparados para



contar directamente al microscopio óptico las partículas in
ternalizadas ( 63 ). Otra técnica comúnconsiste en marcar
con isótopos radioactivos los organismos a ser fagocitados
y luego de 1a ingestión medir 1a marca que quedó dentro de
las células fagocíticas ( 64 ). Tambiénexisten técnicas in
directas de cuantificación en las cuales se mide 1a libera
ción al medio de cultivo de enzimas lisosomales como conse
cuencia del proceso fagocítico ( 65 ).



Ciclofosfamída

La ciclofosfamida (Cf) es un derivado de la mosta
za nitrogenada sintetizada por Arnold y col. en 1958 ( 7,66 ).
La intención de estas investigaciones, iniciadas por Seligman
años antes, era tratar de preparar agentes alquilantes laten
tes que se degradaran en productos tóxicos preferentemente
en las células tumorales. La Cf mostraba, en efecto, una ma
yor toxicidad hacia las células transformadas que fue atribui
da en un principio a una activación enzimática selectiva den
tro de éstas ( 67 ). Sin embargo, pronto quedó en evidencia
que el clivaje de la Cf en productos tóxicos se realizaba en
el hígado, y que la mayor sensibilidad de las células tumo
rales a la droga se debía a la carencia de ciertas enzimas
involucradas en la detoxificación celular ( 68 ). La Cf se
ha utilizado desde entonces en la quimioterapia del cancer
( 69 ).

En 1963, Berenbaum y Brown publican 1a primera
observación de la acción de la Cf sobre el sistema inmune;
consiguen prolongar la sobrevida de injertos en ratones por
tratamiento con una única dosis de Cf ( 70 ). A partir de la
demostración de que la droga actúa como un potente inmunosu
presor se ha utilizado extensamente para el pretratamicnto
de individuos receptores de transplantes de médula ósea, co
mo alternativa a la irradiación ( 71 ). Además, ha sido apli
cada a pacientes con desórdenes inmunológicos, en particular
a individuos con artritis reumatoidea ( 72 ), vasculitis ( 73 )
y lupus eritematoso sistémico ( 74 ).

En general, se considera que los agentes alquilan
tes actúan combinándosecon ciertas moléculas intracelulares,



especialmente ácidos nucleicos y proteínas. Estos componentes
vitales son desnaturalizados "in situ" por formación de puen
tes intermoleculares ( 75 ). Las poblaciones celulares que
están proliferando en forma activa son considerablemente más
sensibles a los agentes alquilantes que aquellas que no sufren
división ( 6 ). Esto está bien ejemplificado por los efectos
colaterales que provoca la administración prolongada de Cf
en tejidos tales comomédula ósea, folículos pilosos, ovarios,
testículos y células linfoides ( 76 ).

Metabolismo:

La Cf nativa es absolutamente no tóxica, tanto pa
ra células tumorales comopara linfocitos, cuando se incuban
junto con la droga "in vitro" ( 77 ). Sin embargo, "in vivo”
es clivada por las enzimas microsomales del hígado dando lu
gar a un serie de metabolitos con actividad alquilante y ci
totóxica (figura 3) ( 78 ).

La vida media de la Cf nativa varía notablemente
entre especies, siendo en el plasma humano de menos de 6,5
horas ( 69 ). Lo mismo ocurre con los metabolitos activos,
que en el caso de la rata alcanzan un pico en la sangre 30
minutos después de 1a inyecCión de Cf y desaparecen del sue
ro a las 4 horas ( 79 ).

Acción de la Cf sobre el tejido linfoide:

El sistema inmune está constituido fundamentalmen
te por dos tipos celulares: los linfocitos B, que van a dife



Figura 3: Caminometabólico de la ciclofosfamída
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renciarse en células secretoras de Ac una vez reconocido el
Ag, y los linfocitos T, que complen funciones efectoras en
la inmunidad mediada por células y reguladoras de todas las
respuestas inmunológicas. Las interacciones entre las distin
tas poblaciones linfocitarías posibilitan una respuesta equi
librada y específica ante el estímulo antigénico.

Desde los primeros estudios sobre el efecto de la
Cf como inmunosupresor, se trató de establecer si 1a acción
de 1a droga se ejerce de forma similar en todas estas pobla
ciones de linfocitos o, si por el contrario, existen algunas
más sensibles que otras. Histológicamente, se observa que
una única dosis subletal de Cf produce una severa depleción
de linfocitos en las áreas ricas en células B tanto del ba
zo comoen los ganglios linfáticos; mientras que las áreas
T dependientes permanecen esencialmente intactas ( 80 ). Sin
embargo, en sangre periférica el mismotratamiento provoca
una linfólisis inicial no selectiva ( 81 ). Estas diferencias
podrían deberse a una sensibilidad distinta a la Cf de las
poblaciones de linfocitos T que, comose sabe, no se hallan
uniformemente distribuidas en los diferentes compartimentos
del sistema inmune ( 82 ). Esto es, que las poblaciones T más
sensibles a 1a droga se encuentren preferentemente en bazo
y ganglios linfáticos. Además, los linfocitos B muestran una
recuperación más lenta que los T después de 1a administración
de una única dosis de Cf ( 80,83 ).

Los criterios morfológicos para determinar la re
lativa susceptibilidad de las células B y T a la Cf proveen
una información muy limitada. A partir de la demostración de
su potencial inmunosupresor se ha estudiado intensivamente
los efectos de la administración de Cf en las respuestas ¡n
munes humorales y celulares.



A continuación se describen las observaciones re
alizadas hasta el momento.

Acción de la Cf sobre las respuestas inmunes

* Respuesta humoral:

Los primeros estudios realizados por Stender y
col. ( 84 ) demostraron que la Cf era una potente droga
inmunosupresora de la producción de Ac contra Ag timo depen
dientes. Posteriormente, también se puso de manifiesto la
actividad inhibidora de la Cf hacia Ag timo independientes
( 85,86 ).En ambos casos 1a supresión obtenida era claramen
te dependiente de la dosis de Cf utilizada.

Trabajos realizados por distintos investigadores
demostraron que la capacidad de la Cf para suprimir la res
puesta humoral depende de varios factores además de la dosis
utilizada. Por ejemplo, el tiempo en que se inocula 1a droga
en relación a la inmunización es muy importante. Se observa
una máxima supresión cuando la droga se inyecta en el perío
do comprendido entre 3 días antes de 1a inmunización y el mo
mento de ésta ( 87 ). La inoculación de Cf justo después del
Ag puede inducir tolerancia, habiéndose descripto este efec
to en varias especies y para Ag solubles y particulados ( 88,
89 ).

El pretratamiento con Cf no sólo es capaz de pro
vocar supresión de la síntesis de Ac. Por el contrario, en
ciertas ocasiones la inoculación de Cf pone en evidencia una
capacidad potencial para producir Ac en un animal que normal
mente no responde a ese Ag. Por ejemplo, los cobayos inmuni



zados con DNPSOBGGno sintetizan Ac antí-BGG medidos por he
maglutinación indirecta (gamaglobulina del subtipo Ing) ( 90
Sin embargo, después del tratamiento con Cf es posible detec
tar estos Ac, lo que indicaría que 1a falla de los animales
normales para producirlos no se debe a que los determinantes
antigénicos de la molécula de BGGestén escondidos por los
grupos DNPque la recubren, sino a la generación de células
supresoras que bloquean el desarrollo de 1a respuesta ( 91 ).
Estas células supresoras serían inhibidas por la Cf, permi
tiendo, de esta forma, la síntesis de Ac por parte de las cé
lulas B. Estos experimentos ponen de manifiesto la existencia
de ciertas líneas de linfocitos B productores de Ac hemaglu
tinantes que son resistentes a 1a acción de la Cf. Es decir,
que dependiendo del Ag usado, el pretratamiento con Cf puede
aumentar o disminuir el nivel de gamaglobulina del subtipo
Ing.

Cuando se miden Ac homocitotrópicos (IgG1) por el
ensayo de anafilaxia cutánea pasiva se obtienen resultados
parecidos a los descrptos para la IgG2 ( 92 ). En general,
no hay paralelismo entre las\alteraciones de los niveles de
inmunoglobulinas de los subtipos IgG1 e IgG2 inducidos por
tratamiento con Cf. Se puede concluir que los linfocitos B
precursores de los plasmocitos que sintetizan Ac homocitotró
picos y de los que segregan.Ac hemaglutinantes pertenecen
a pohliciones celulares diferentes en cuanto a su susceptibi
lidad a la Cf.

* Respuesta celular:

a) Hipersensibilidad retardada:

V .



La Cf ha sido una herramienta valiosa para c1 es
tudio de las interrelaciones celulares que ocurren normalmen
te durante el desarrollo de una respuesta de hipersensibili
dad retardada, ya que las poblaciones efectoras y reguladoras
que intervienen en este tipo de respuesta varían en su suscep
tibilidad a 1a droga.

A1 igual que ocurre con las respuestas de tipo hu
moral, la relación entre el momentode la sensibilización con
el Ag y el tratamiento con Cf es determinante del tipo de
alteración que se induce en las respuestas mediadas por célu
las ( 10 ). Ya en 1961, Maguire y Maibach ( 93 ) demostraron
que el tratamiento diario con dosis bajas de Cf durante el
período de sensibilización, provoca una marcada supresión de
la hipersensibilidad por contacto a1 2,4-dinitrof1uorbenceno.
Sin embargo, si la droga se administra 2 a 3 días antes de
la sensibilización se provoca un incremento en la reacción
cutánea. Estos estudios fueron confirmados y ampliados por
Turk y col., inoculando la Cf en una única dosis alta (8,34 ).
Sus resultados demuestran que la inoculación de cobayos con
300 mg/kg de peso de Cf en el período comprendido entre 2 días
antes y 2 días después de la sensibilización con 2,4-dinitro
fluorbenceno provoca un incremento de las respuestas de hiper
sensibilidad por contacto de alrededor del 300%. En cambio,
si la única dosis de Cf se administra entre los días 3 y 6
postsensibilización, 1a respuesta cutánea se ve suprimida
casi totalmente. Este es el período después de la inmunización
en que los linfocitos T del ganglio linfático drenante alcan
zan su fase de máximaproliferación y son, po lo tanto, espe
cialmente sensibles a la acción de la Cf ( 94 ). Por el con
trario, cuando la Cf se administra antes del Ag, se observa
un masivo incremento en la proliferación de las células T c
fectoras del ganglio S días después de la sensibilización,



indicando que estas células han sido liberadas de los contro
les inmunorregulatorios normales.

La capacidad de la Cf para incrementar las reaccio
nes de hipersensibilidad retardada ha sido demostrada utili
zando Ag solubles como 1a ovoalbümina ( 92 ) o particulados
como los glóbulos rojos de carnero ( 95 ), y Ag microbianos
como tularemia vaccine ( 96 ). Sin embargo, el efecto poten
ciador de este tipo de reacciones no es igual para todos los
Ag. Pareciera que cuanto más fuerte es la reacción inmune
que induce un Ag, más fuerte es también la respuesta regula
toria que se desarrolla para controlar dicha reacción, y por
ende, la acción de la Cf va a ser más evidente en estos casos.
En este sentido, moléculas como la seroalbümina bovina o la
gamaglobulina bovina que se comportan como Ag relativamente
débiles provocan respuestas de hipersensibilidad retardada
que pueden ser muy poco aumentadas por pretratmiento con Cf
(97).

Es de hacer notar, que se pueden conseguir marca
dos aumentos en el nivel de hipersensibilidad retardada con
dosis muybajas de Cf, que no son efectivas para suprimir las
respuestas de producción de Ac ( 98 ). Esto hace pensar que
las células T supresoras de la hipersensibilidad retardada
son más sensibles que los linfocitos B al efecto de la droga.

b) Rechazo de injertos:

Berembaum y Brown ( 70 ) fueron capaces de conse
guir la prolongación de la sobrevida de transplantes de piel
en ratones que diferían en Ag mayores de histocompatibilidad



tratándolos con una única dosis alta de Cf. E1 tratamiento
resultaba eficiente si la droga se aplicaba en el período com
prendido entre 4 días antes del injerto y 4 dias después del
mismo. Otro tanto ocurre para el caso de transplantes de tu
mores alogeneicos donde el efecto supresor dela respuesta de
rechazo inducida por la Cf sólo se consigue inoculando los
ratones muypocos días antes del transplante ( 99 ).

Comoes sabido, las células efectoras en el recha
zo de injertos son linfocitos T que reconocen los alountïge
nos expresados por las células del injerto y se vuelven cito
tóxicas contra ellas. Cuandose estudió la capacidad dc los
linfocitos provenientes de animales tratados con Cf para de
sarrollar citotoxicidad "in vitro” contra células alogeneicas,
se encontró que ésta estaba marcadamente inhibida ( 100 ). A
demás, a diferencia de lo que ocurría con el rechazo de in
jertos, la recuperación completa de la actividad citotóxica
era muy lenta y no podía generarse hasta después de 45 días
post-tratamiento con Cf ( 99 ).

c) Reacción de injerto contra huésped:

La enfermedad de injerto contra huésped comprende
una serie de eventos inmunológicos cuya total comprensión es
tá lejos de ser alcanzada. Tradicionalmente, se consideró
que esta reacción se producía comoconsecuencia del reconoci
miento, por parte de los linfocitos T inmunocompetentes del
injerto, de los Agde hístocimpatibilidad extraños del hués
ped ( 82, 101 ). Sin embargo, un mecanismo de este tipo no
es válido para explicar por qué se produce la enfermedad de
injerto contra huésped en transplantes de médula ósea entre



gemelos idénticos ( 102 ).

A partir de su descubrimiento, 1a Cf ha sido emple
ada extensamente en las investigaciones relacionadas con 1a
reacción de injerto contra huésped. Clínicamente, este sin
drome es uno de los mayores obstáculos para la transferencia
exitosa de células de médula ósea. Desde un principio, y gra
cias a su potente actividad inmunosupresora, 1a Cf se ha em
pleado con éxito para disminuir la incidencia y la severidad
de 1a enfermedad de injerto contra huésped ( 103,104 ).

Por otra parte, recientemente se ha utilizado 1a
capacidad de la Cf para alterar el balance inmunorregulato
rio normal con el fin de entender mejor los eventos que ocu
rren durante 1a reacción de injerto contra huésped. A partir
de la observación de este sindrome comoconsecuencia del trans
plante entre individuos genéticamente idénticos, se obtuvie
ron una serie de evidencias que señalan las similitudes entre
las reacciones de injerto contra huésped y la autocitotoxici
dad ( 105,106 ). La Cf ha jugado un rol muy importante en es
tas investigaciones y su empleo ha permitido demostrar que
los mecanismos que regulan las poblaciones auLorreactivas y
las involucradas en la reacción de injerto contra huésped
son similares.

* Tolerancia inmunológica:

El fenómeno por el cual es posible provocar un es
tado persistente de tolerancia inmunológica inoculando el Ag
durante la fase de inmunosupresión inducida por drogas, fue
descripto originalmente con 6-mercaptopurina ( 107 ). Cuando



se realizaron estudios similares utilizando Cf, se vio que
los mecanismos involucrados en esta incapacidad para respon
der al Ag son diferentes si se trata de Ag timo dependientes
o independiente. En el caso de los primeros, son los linfoci
tos T los que se ven afectados por la droga, ya sea por eli
minación de la población T colaboradora específica para el
Ag o por la inducción de linfocitos T supresores ( 108 ). En
cambio, la tolerancia inmunológica hacia Ag timo independien
tes estaría relacionada con la incapacidad de las células B
para expresar receptores antigénicos (inmunoglobulinas) sobre
su membrana después del "capping" ( 85,109 ).

La demostración de que la Cf puede incrementar,
en lugar de suprimir, algunas respuestas inmunes como la hi
persensibilidad retardada, llevó al estudio de su efecto en
ciertos modelos de tolerancia inmunológica con la intención
de revertir dicho estado. De esta forma, Polak y Turk ( 110 )
encontraron que el tratamiento de cobayos con altas dosis
de Cf posibilita la reversión de la tolerancia hacia el 1-clo
ro-2,4-dinitrobenceno inducida por inyección endovenosa de
dinitrobencenosulfonato. En este modelode tolerancia, las
células T de los ganglios linfáticos que drenan 1a zona de
sensibilización son incapaces de proliferar probablemente por
la existencia de linfocitos supresores. El pretratamiento con
Cf permite la proliferación-de las células efectoras postu
lándose que la droga eliminaría a las células inhibidoras.



MATERIALES Y METODOS

a) Medio de cultivo:

En todas los experimentos se utilizó medio de cu]
tivo 199 (GIBCO, Grand Island, USA) suplementado con 2,5% de
suero fetal bovino inactivado por calentamiento a 56°C duran
te 30 minutos, penicilina 100U/m1y estreptomicina 100 ug/ml.

b) Solución de Turk para contaje de leucocitos:

Esta solución está constituida por: 100 mg de vio
leta de genciana, 31,25 ml de ácido acético glacial y agua
destilada c.s.p. 500 ml. Las suspensiones celulares a contar
se diluyeron 1:10 con esta solución, que lisa los eritrocitos
y tiñe los núcleos de azul-violeta. Las células se contaron
en cámaras cuentaglóbulos (Cámaras de Neubauer).

c) Prueba de viabilidad celular:

Para determinar la viabilidad celular se utilizó
la siguiente solución: azu1.tripan: 0,14 g%, cloruro de sodio:
4,25%, que sc mezclaron en una proporción 4 a 1 justo antes
dc usar. Las muestras en estudio se diluyeron 1:10 con esta
solución y se incubaron durante 3 minutos a temperatura am
biente. Las células viables excluyen el colorante, mientras
que las no viables se ven azuladas al microscopio óptico.

d) Solución de Ficoll-Hypagug:
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Las células mononuclearescírculantes periféricas
se separaron de las polimorfonucleares centrifugando sangre
periférica diluída a1 tercio sobre una solución de Ficoll-Hy
paque según el método de Bóyum ( 111 ).

La solución de Ficoll-Hypaque se preparó agregan
do a 2,4 volúmenes de Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, Sweden)
al 9%en agua destilada, un volumen de Hypaque (Winthrop
Products Inc., Farmasa Farmaceútica Argentina, Buenos Aires)
al 34%en agua destilada. La densidad final de la solución
a 20°C fue de 1,073 g/l.

e) Lisis de eritrocitos:

La eliminación de eritrocitos contaminantes se lle
vó a cabo lisándolos con una solución tampón de Tris-(hidro
ximetil)-aminometan(2-amino-2-hidroximeti1-1,3-propanodi01):
0,02M y ClNH4: 0,75 g%, pH= 7,2. Las suspensiones celulares
se incubaron 10 minutos a 37°C con esta solución y se lavaron
a1 menos tres veces antes de utilizar.

f) Animales:

En todos los experimentos de CCDAy fagocitosis
se utilizaron ratones machos, adultos de la cepa BALB/c. Pa
ra 1a preparación de antisueros se usaron conejos adultos.
Los animales fueron provistos por el bioterio de la Sección
LeucemiaExperimental, Instituto de Investigaciones Hemato
lógicas, Academia Nacional de Medicina.



g) Tratamiento de los animales:

g-1) Con ciclofosfamída:

La ciclofosfamida (Endoxan-Asta, Labinca Labora
tories, Buenos Aires) se disolvió en solución salina (ClNa
0,85 g%) estéril y se conservó en congeladora de -20°C duran
te no más de 2 meses. La droga se inoculó por vía intraperi
toneal en una única dosis de 200 mg por kilogramo de peso cor
poral (volumen de 0,1 a 0,2 m1) para la mayor parte de los
experimentos.

g-Z) Con tioglicolato:

El medio de tioglicolato (Bacto fluid thioglycolla
te medium, Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA)fue
disuelto en agua destilada, estéril y conservado en heladera.
Antes de ser usado se hirvió de 3 a 5 minutos para su comple
ta disolución y se inoculó, por vía intraperitoneal en una
única dosis de 0,5 m1 (0,5 g de tioglicolato de sodio/litro).

h)0btenci6n de las células efectoras en CCDA:

h-l) Suspensiones de bazo, ganglios y timo:

Los animales fueron sacrificados al séptimo dïa
post-inoculación de 1a Cf y se les extrajo el bazo que sc
desmenuzó cuidadosamente con tijeras y se hizo pasar a través
de una malla fina de acero inoxidable. La suspensión de esple
nocitos se lavó tres veces con medio de cultivo y se resuspen
dió para determinar la viabilidad celular por exclusión del
colorante azul tripan , así comoel número de células obteni



do. En todos los experimentos, más del 80%de las células del
bazo fueren viables, siendo el 95-98%células mononucleares
y el 2-5% leucocitos polímorfonucleares (PMN).

Para la preparación de las células de nódulo lin
fático se extrajeron los ganglios axilares, inguinales y me
sentérico, y se procedió de la misma manera que con el bazo.
Otro tanto se hizo para obtener la suspensión de timocitos.
La viabilidad de las células de ganglios y de timo fue mayor
al 90% y no se observó contaminación con PMN.

h-Z) separación de leucocitos mononucleares y polimorfonucle
ares de sangre periférica:

Para la obtención de células mononucleares y PMN
de sangre periférica los animales se sangraron por punción
del seno retroorbital. La sangre fue desfibrinada por agita
ción con perlitas de vidrio y diluída al tercio con medio de
cultivo 199. La separación de los dos tipos celulares se re
alizó cnetrifugando la sangre diluída sobre una solución de
Ficoll-Hypaque según el método de Bóyum ( 111 ).

Luego de 30 minutos de centrifugación a 400 x g
en frío, las células mononucleares permanecieron en la inter
fase sangre/Ficoll-Hypaque, mientras que los leucocitos PMN
y los eritrocitos se recogieron en el fondo del tubo. Estos
últimos fueron lisados incubándo la suspensión con un mismo
volumen de solución tampón de Tris-ClNH4. Las células se la
ron tres veces y se determinó su viabilidad y su número.

La contaminación con células mononucleares fue
alta (de 30 a 40%) en el caso de la sangre proveniente de
ratones normales y más baja (de 10 a 15%) cuando provenía
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de animales tratados con Cf. Comono fue posible mejorar la
separación alterando la densidad de la solución de Ficoll-Hy
paque, los tiempos de centrifugación y/o la temperatura, se
agregó a la suspensión de leucocitos PMNtratados una canti
dad de células mononucleares tal que se igualaron los nive
les de contaminación.

Las células mononucleares que se recogieron de la
interfase sangre/Ficoll-Hypaque, se lavaron tres veces con
medio de cultivo, se contaron usando solución de Turk y su
viabilidad se determinó por exclusión de azul tripan, sion
do siempre mayor al 90%. La contaminación con células PMNfue
menor al 8°.

i) Marcación de eritrocitos con cromato de sodio radioactivo:

Se obtuvo sangre de pollo por punción de la ve
na del ala con una jeringa humedecida con heparina (Abbot La
boratories, Argentina). La sangre se diluyó 1:10 con medio
de cultivo, marcándose 0,1 m1 de esta suspensión con 50-100

51Cr (CNEA, Buenos Aires o New England Nuclear, Boston
Massachusetts, USA). Luego de una incubación de 1 hora a 37°C
pCi de

con agitación intermitente, se lavaron las células cuatro
veces con medio de cultivo y'se suspendieron a la concentra
ción deseada.

Los glóbulos rojos de carnero se obtuvieron a par
tir de sangre estabilizada ovina IA. Gutierrez, BuenosAires)
que se lavó tres veces con solución fisiológica y sc marcó
con 51Cr en iguales condiciones a las descriptas para eritro
citos de pollo.



j) Preparación del suero anti-eritrocitos de pollo:

Para la obtención de suero de conejo anti-eritroci
tos de pollo, se inocularon conejos por vía endovenosa con 1
m1de suspensión de eritrocitos de pollo al 10%en solución
salina. Los animales recibieron dos inyecciones semanales du
rante un mes. Cuarenta y cinco días después de la primera ino
culación, se sangraron los conejos y se separó el suero que
fue conservado a -20°C hasta su uso.

k) Reacción de citotoxicidad celular dependiente de anticuer
pos [CCDAQz

La citotoxicidad celular dependiente de anticuer
pos (CCDA)fuemedida según el método de Perlmann y col., lige
ramente modificado ( 112 ). Las suspensiones celulares a ensa
yar se prepararon en medio de cultivo y se mezclaron alícuotas
de 0,1 ml coteniendo cantidades variables de células (rango
entre 0,1 y 1,5 x 106) con 0,1 x 106 eritrocitos de pollo mar
cados con Cr y cantidades subaglutinantes de suero de cone
jo anti-eritrocitos de pollo. El volumenfinal de la reacción
fue de 0,2 ml y se llevó a cabo en tubos de Kahn de vidrio.
Los controles para determinar liberación espontánea de S1Cr
o citotoxicidad inespecífica se realizaron en ausencia de Ac
anti-eritrocitos de pollo.

Las reacciones se incubaron 18 horas a 37°C en una

atmósfera de 5% de C02
células fueron resuspendidas, centrifugadas 10 minutos a 400

en aire. Al final de este período, las

x g y la mitad del volumen de cada sobrenadante fue transferi
da a otro tubo. La radioactividad de las muestras (sedimentos
y sobrenadantes) se determinó en un contador gama (Packard 3320



automático).

La capacidad de las células para mediar CCDAse vi
sualiza por la ruptura de las células “blanco” (eritrocitos
de pollo) y la consiguiente liberación a1 sobrenadante del

Cr con que estaban marcados. Para cuantificar el efecto ci
totóxico se utilizó la siguiente fórmula:

% citotoxicidad = CP“ S°brenadante x 2 x 100
CPMtotales

Este valor fue corregido por la sustracción de la
actividad citotóxica inespecífica en ausencia de Ac y de la
liberación espontánea de S1Cr de los eritrocitos marcados. En
la mayoría de los experimentos esta actividad no específica
fue menor a1 5%.

1) Formación de roseta EA:

Para determinar el porcentaje de células de bazo
que expresan receptores para el fragmento Fc de IgG (RFC¡/)
se cuantificó el número de rosetas que se forman entre estas
células y eritrocitos de pollo sensibilizados con IgG especí
fica (rosetas EA) ( 113 ).

La sangre de pollo se obtuvo por punción de la ve
na del ala con una jeringa humedecida con heparina. Los eritro
citos fueron lavados tres veces_con medio de cultivo y sen
sibilizados con 1a máximacantidad no aglutinante de suero
de conejo anti-eritrocito de pollo por incubación durante 30
minutos a 37°C. Luego de este período, los eritrocitos se 1a
varon dos veces y se resuspendieron al 0,5% en medio de culti



vo. Para 1a formación de las rosetas, se mezclaron volúmenes
iguales de la suspensión de eritrocitos de pollo sensibiliza
dos y de la suspensión de células de bazo, en una relación de
5 a 10 glóbulos rojos por esplenocito. Las mezclas se centri
fugaron a 200 x g, S minutos y se incubaron a 37°C de 30 a
60 minutos. Finalmente, las células se resuspendieron suave
mente y se contó el porcentaje de células de bazo con 3 o más
eritrocitos unidos (rosetas EA) sobre un total de 200 células.
Paralelamente y en idénticas condiciones se hicieron los con
troles con eritrocitos de pollo sin sensibilizar.

11) Respuesta de producción de anticuerpos:

Con el objeto de estudiar la capacidad para produ
cir anticuerpos de los animales tratados con Cf en una única
dosis alta, se inmunizaron por vía intraperitoneal con 108 gló
bulos rojos de carnero suspendidos en 0,1 m1 de solución sa
lina estéril. Dos días después, los animales recibieron 200
mg/kg de peso de Cf\o 0,1 ml de solución salina (grupo control).
A los cinco días, se desafiaron con 108 glóbulos rojos de car
nero suspendidos en 0,05 m1 de solución salina inoculados en
la almohadilla plantar izquierda. Los ratones se sangraron
individualmente por punción en el seno retroorbital 24 horas
mas tarde, se obtuvieron los sueros que se inactivaron por
calentamiento a 56 °C durante 30 minutos y se consorvaron a
-20°C hasta su uso.

Para la detección de Ac anti-glóbulos rojos de car
nero en los sueros se utilizó laitécnica de hemaglutinación
directa en microplacas ( 114 ). Se incubaron alícuotas de 0,03
m1 de diluciones crecientes de cada suero con 0,03 m1 de gló
bulos rojos de carnero suspendidos al 1%en solución salina.



Las microplacas se incubaron una hora a 37°C y, a1 menos 2 ho
ras, a 4°C. Finalmente, se leyeron los resultados de la aglu
tinación de los eritrocitos.

m) Respuesta de hipersensibilidad retardada:

Los mismos animales utilizados para la medición de
la respuesta humoral, se estudiaron en cuanto a su capacidad
para originar una respuesta de hipersensibilidad retardada.
Al día siguiente del desafío con glóbulos rojos de carncro
inoculados en la almohadilla plantar, se midió el grosor de
la misma usando para ello un calibre adecuado (Pocotest, Ges.
Gesch.). Este valor se comparó con el tamaño de la almohadilla
plantar previo a la inoculación de eritrocitos, siendo el au
mento del grosor un índice de la positividad de la respuesta
de hipersensibilidad retardada ( 115 ).

Se realizaron tres tipos de controles: un grupo de
ó animales se inoculó con 0,1 ml de solución salina en lugar
de ser inmunizado con glóbulos rojos de carnero y recibió 10
eritrocitos en la almohadilla plantar 24 horas antes del en
sayo de hipersensibilidad retardada. Otro grupo de ó ratones
fue inmunizado dos días después del tratamiento con Cf, pero
no recibió el desafío con glóbulos rojos de carnero en 1a al
mohadilla plantar. Además, los animales experimentales fueron
inoculados con 0,05 ml de solución salina en la almohadilla
plantar derecha el día del desafío para verificar si la inyec
ción de por sí provocaba una hinchazón de la pata. En ninguno
de los tres tipos de controles realizados se produjo un aumen
to del tamaño de la almohadilla plantar que pudiera superponer
se con la verdadera respuesta de hipersensibilidad retardada.



n) Obtención de las células del exudado peritoneal:

Los leucocitos del exudado peritoneal se obtuvieron
por el método de Cohn y Benson ( 116 ). Los animales, inocu
lados con Cf o solución salina, se sacrificaron 7 días después
del tratamiento. Cada animal fue pinchado a una placa de tel
gopor manteniéndole las extremidades bien extendidas. Se le
realizó una incisión en la piel y se expuso el peritoneo que
se levantó con una pinza para poder inyectarle de 2 a 4 m1 de
medio de cultivo. La cavidad peritoneal se masageó suavemente
y luego se le introdujo una pipeta Pasteur con 1a que se aspi
ró el líquido inyectado junto con las células del exudado. Es
tas células fueron contadas con solución de Turk y se les de
terminó la viabilidad por exclusión de azul tripan.

ñ) Preparación del suero anti-eritrocitos de carnero:

El suero anti-glóbulos rojos de carnero se obtuvo
por inoculación intraperitoneal de 12 ratones BALB/c,machos,
adultos con 0,1 m1 de eritrocitos ovinos suspendidos a] 1%.
Los ratones recibieron una inyección por semana durante un mes
y fueron sangrados a blanco 45 días después de la primera ino
culación. Los sueros obtenidos se juntaron para su inactivación
y se conservaron congelados a -20°C hasta el momentode usar
se.

o) Preparación de complejos eritrocitos de carnero-anticuerpo:

Los complejos inmunes se prepararon mezclando volú
menes iguales de una suspensión al 10%de eritrocitos ovinos
y cantidades subaglutinantes de suero de ratón anti-eritroci



tos ovinos. La mezcla se incubó 30 minutos a 37°C con agita
ción frecuente. Luego, los complejos se lavaron una vez y se
resuspendieron en medio de cultivo a1 5%.

p) Reacción de fagocitosis específica:

p-1) In vitro:

Se hicieron adherir alícuotas de 1 m1 de suspen
sión del exudado peritoneal (1 a 2 x 106 células/m1) a porta
objetos de vidrio (76 x 26 mm)por incubación de 15 minutos

a 37°C en una atmósfera humidífícada, que contenía 5% de CO2
en aire. Los portaobjetos fueron lavados tres veces con S m1
de solución salina fría con el objeto de remover las células
no adherentes. Luego los portaobjetos se cubrieron con 1 m1
de la suspensión de complejos eritrocitos ovinos-anticuerpos
y se incubaron 30 minutos a 37°C en estufa gaseada. Finalmen
te, los portaobjetos se lavaron con S m1de solución salina
fría y se tiñeron con May Grunwald-Giemsa para su examinación
visual.

Para cada determinación se contaron a1 menos 100
macrófagos y polimorfonucleares, considerándose el porcenta
je de células con uno o más eritrocitos ingeridos sobre el
total de células contadas. En algunos casos, se determinó tam
bién el númerode eritrocitos ingeridos por célula. Para cada
experimento, se realizaron controles utilizando eritrocitos
no sensibilizados. En ningún caso se observó ingestión de di
chos eritrocitos.



p-2) In vivo:

Los animales se inocularon con 0,5 a 1 m1 de la
suspensión de complejos eritrocitos ovinos-anticuerpos por
vía intraperitoneal. A los 45 minutos fueron sacrificados y
se extrajeron las células del exudado peritoneal según 1a téc
nica de Cohn y Benson descripta en el punto n). Se lisaron los
glóbulos rojos de carnero de la suspensión del exudado con
ClNH4 (10 minutos a 37°C). Las células se lavaron dos veces
y se hicieron adherir a portaobjetos, incubándolas 15 minutos
en estufa a 37°C. Los pasos siguientes son los mismos que pa
ra la medición "in Vitro" de la fagocitosis.



RESULTADOS:

I- Acción de la Cf sobre la citototoxicidad celular depen
diente de anticuerpos (CCDA):

Se inocularon ratones machos de la cepa BALB/ccon
una única dosis intraperitoneal de 200 mg/kg de peso de Cf.
Esta dosis fue elegida porque es 1a utilizada corrientemente
en ratones para inducir alteraciones de las respuestas inmuno
lógicas comola producción de anticuerpos y la hipersensibili
dad retardada ( 7,78,90 ). Los animales se sacrificaron el sép
timo día post-inoculación y se estudió la actividad de sus cé
lulas de bazo para mediar la CCDAcontra glóbulos rojos de
pollo (Ep), como se indica en Materiales y Métodos. En 1a fi
gura 4 se muestran los resultados obtenidos. Se observa que
las células efectoras provenientes de animales que recibieron
Cf tienen una capacidad notablemente mayor para lisar Ep que
los esplenocitos normales. Es de hacer notar que con sólo 0,1
x 106 de células tratadas se consiguen efectos líticos simila

6 Icelulas normales.res a los que se obtienen usando 1,5 x 10

A lo largo de todo el trabajo experimental reali
zado para esta tesis, se compararon más de 100 ratones en su
capacidad citotóxica, en todos los casos los ratones tratados
mostraron una actividad lítica significativamente mayorque
los controles. Sin embargo, existe una gran variabilidad indi
vidual entre los porcentajes de CCDAobtenidos con los esple
nocitos de los diferentes ratones normales, y también en los
incrementos de la actividad citotóxica inducidos por la droga.
Así, en algunos experimentos el tratamiento con Cf produjo

51aumentos del 50%en la liberación de Cr comparando con los
controles correspondientes, mientras que en otros casos los



incrementos fueron del 500% o más.

Una vez establecido el efecto de exacerbación de
la CCDAque provoca el tratamiento con Cf, se trató de anali
zar el sistema con más detalle. Para ello, se realizaron los
experimentos que se describen a continuación.

1) Dependencia de la dosis:

Con el fin de determinar si el efecto de 1a Cf so
bre la CCDAera dependiente de 1a dosis, se inocularon ratones
machos de la misma edad con 4 dosis diferentes de Cf: 20,50,
100 y 200 mg/kg de peso. A los 7 días, los animales se sacri
ficaron y sus esplenocitos se probaron en su capacidad para
mediar CCDA.Los resultados mostrados en la figura S indican
que no hay diferencias en los porcentajes líticos obtenidos
con células provenientes de animales controies y tratados con
20 mg/kg de Cf. Los ratones que recibieron 50 mg/kg muestran
un aumento en su capacidad citotóxica que se acentúa a medida
que se incrementa 1a dosis.



Figura 4: Efecto de la ciclofosfamida sobre 1a CCDA:
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Se incubaron esplenocitos normales (0——0)o provenientes de a
nimales tratados con Cf (200 mg/kg de peso) siete días antes (O--O)
con 0,1 x 106 51Cr y sensibili
zados con anticuerpos específicos. La reacción de CCDAse realizó
por incubación de las mezclas durante 18 horas a 37°C.
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Figura 5: Relación entre la dosis de ciclofosfamida y la ac
tividad de CCDA:
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Ratones BALB/cse inocularon i.p. con las distintas dosis indi
cadas on la figura (barras lisas) o solución fisiológica (barras
ralladas). Siete días más tarde se determinó 1a capacidad para mc
diar CCDAde los esplenocitos, incubando 0,5 x 106 células de ba
zo junto con 0,1 x 106 eritrocitos de pollo marcados con 51Cr y
sensibilizados con anticuerpos específicos durante 18 horas a 37°C.

Cada valor representa la media de 4 animales.



2) Cinética de la reacción:

Comose describió en Materiales y Métodos, en es
tos trabajos la reacción de CCDAse hizo incubando las célu
las efectoras y "blanco" durante 18 horas a 37°C. Es decir,
los porcentajes de 51Cr liberado que se midieron correspon
den a la reacción lítica completa. Conel objeto de investi
gar si las células provenientes de animales tratados manifies
tan su actividad citotóxica de manera similar a los normales,
o si por el contrario, presentan una velocidad de reacción di
ferente, se realizó la CCDApor incubación de células efecto
ras y "blanco" durante diferentes tiempos.

En la figura 6 se muestra que, efectivamente, las
células tratadas con Cf expresan su actividad lítica a mayor
velocidad que las células normales. Estos resultados indica
rían que las primeras poseen mayor número de RFcí eficientes
para mediar CCDAy de esta forma provocarían más lesiones en
1a membrana de los Ep que liberarían más rápidamente el 51Cr
con que se los marcó.



Figura 6: Cinética de 1a reacción de CCDAmediadagpor célu
las normales y tratadas con ciclofosfamida:
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Se inoculuron ratones BALB/Ccon 200 mg/kg de peso de Cf en for
ma ¡.p. A los 7 días se midió la actividad de los esplcnocitos pu
ra mediar CCDA,incubando 0,5 x 106 células de bazo junto con 0,1
x 106 eritrocitos de pollo marcados con 51Cr y sonsibilizudos con
anticuerpos específicos. A los tiempos indicados en 1a figura se
determinó el porcentaje de CCDAde células normales (0——0)o tra
tadas con Cf (O--O).

Cada valor representa la media de 3 animales. Se realizaron 3
experimentos posteriores obteniéndose resultados similares.
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3) Sensibilización de los Ep con distintas cantidades de anti
cuerpos:

El aumento de la actividad citotóxica provocado por
la Cf podría deberse a un incremento en la avidez del RFcy
de las células tratadas hacia las células "blanco" sensibili
zadas. Para investigar esta posibilidad, las últimas se sensi
bilizaron con distintas concentraciones de Ac de manera tal dc
comparar la actividad lítica de las células normales y trata
das con Cf en estas condiciones.

Los resultados que se muestran en la figura 7 indi
can que 1a Cf no incrementa 1a avidez del Rch , ya que la ac
tividad lítica va decreciendo de manera similar en ambos gru
pos a medida que disminuye la concentración del Ac sensibili
zante. Si los RFc1’ de las células tratadas con Cf tuviesen ma
yor avidez hacia la inmunoglobulina que sensibilíza a la célu
la "blanco", se esperaría que a altas diluciones del Ac estas
células mantuviesen su capacidad cítotóxica mientras que la de
los esplenocitos normales debería desaparecer. O lo que es igual
un incremento en 1a avidez del Rchl por efecto de 1a Cf se re
flejaría en una pendiente menos pronunciada comparada con la
normal. Por el contrario, en 1a figura 7 se observa que en el
caso de células tratadas la pendiente es levemente más pronun
ciada que la normal.



Figura 7: Relación entre la cantidad de anticuerpos sensibi
lizantes y la actividad de CCDAde células normales
y tratadas con ciclofosfamída:
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Ratones BALB/c fueron inoculados con 200 mg/kg de Cf por vïa
¡.p. y a los 7 días se sacrificaron, estudiándose la actividad
de CCDAde sus esplenocitos. Se enfrentaron 0,5 x IOb celulas
normales (O-—O)o provenientes de animales tratados (O---O)
contra 0,1 x 10 eritrocitos de pollo marcados con S1Cr y sen
sibilizados con las distintas concentraciones de anticuerpos
indicadas en 1a figura. Las mezclas se incubaron 18 horas a 37°C.
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4) Relación entre el número de esplenocitos totales y los que
expresan RFcí :

Debido a 1a acción de la Cf, el número de esple
nocitos en los ratones tratados es menor que en los controles.
La droga podría eliminar en forma selectiva a las células no
efectoras de la CCDA,produciéndose así un enrriquecimiento
en células con RFCZ'. Esta sería la explicación más sencilla
para entender la actividad lítica incrementada de los esple
nocitos tratados con Cf.

Cuandose cuantificaron las células que expresan
Rch’ por formación de rosetas EA (eritrocitos + Ac especí
fico) no se hallaron diferencias significativas entre los dos
grupos (tabla 1). Es decir, que a pesar de que los bazos de
los animales inoculados con Cf tienen, al cabo de 7 días, al
rededor del 50%del número de células que tienen los bazos
normales, la proporción de esplenocitos con RFC; es similar
en todos los ratones.

S) Duración del efecto de una üníca dosis de Cf sobre la CCDA:

En la figura 8 se muestran los cambios secuencia
1es en la actividad de CCDAque siguen al tratamiento con Cf.
Se ve que el pico de incremento de la lisis se produce al sép
timo día post-inoculación. Los valores van descendiendo gra
dualmente hasta alcanzar porcentajes de CCDAnormales alrede
dor del día 20.



Tabla 1: Efecto de la ciclofosfamida sobre el número de
esplenocitos totalesgy las rosetas EA(RFc1+):

tratamiento esplenocitos rosetas EA
(x 106) 1%)

, + +
ninguno 190,5 - 54,2 11,7 - 1,7

Cf(200mg/kg) 91,0 Ï 1,7 11,2 Ï 1,3

La Cf fue inoculada por vía i.p. 7 días antes de la obten
ción dc las células esplénicas.

Las rosetas EAse realizaron por incubación de volúmenes
iguales de eritrocitos de pollo sensibilizados (suspensión al
0,5%) y esplenocitos en una relación 5-10 eritrocitos por cé
lula dc bazo, durante 30-60 minutos u 37°C.

Los resultados son la media Ï DS de 4 animales.



Figura 8: Duración del efecto de la ciclofosfamida sobre la
actividad de CCDA:
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Se inocularon ratones BALB/c con 200 mg/kg dc CF. Los ensu
yos dc CCDAse llevaron a cabo usando 0,5 x 100 esplcnocitos
y 0,1 x 106 eritrocitos de pollo marcados con 51Cr y sensibi
zados como células "blanco".

Cada punto representa la media Ï ES de 4 animales.
La línea discontinua representa la medía de 3 animales que

no recibieron tratamiento alguno (grupo control)



6) Efecto de la Cf sobre la CCDAmediada por células no esplé
nicas:

Se investigó si el efecto de la Cf sobre la activi
dad citotóxica también Se ejercía sobre otras células efecto
ras no esplénicas. Para esto se aislaron células de ganglios
linfáticos, exudadoperitoneal, leucocitos polimorfonucleares
(PMN)y mononucleares de sangre periférica y timocitos. Otros
autores han demostrado que las células obtenidas de ganglios
y de timo tienen una actividad en CCDAmuy baja, ya que las
células con RFcz’ están en baja proporción en el ganglio y son
prácticamente inexistentes en el timo ( 113,117 ). En la figu
ra 9 se muestran resultados similares y se ve que el tratamien
to con Cf no altera estos bajos porcentajes de CCDA.

Por otra parte, los leucocitos PMNy mononucleares
de sangre periférica se separaron por centrifugación sobre Fi
coll-Hypaque. Las células mononucleares que permanecen en la
interfase presentaron una baja contaminación de PMN;sin embar
go, la fracción de leucocitos PMNque se obtiene en el fondo
del tubo de centrifugación estuvo contaminada con células mo
nonucleares, especialmente en el caso de sangre proveniente
de ratones normales. Comono fue posible remediar esta conta
minación alterando la densidad del Ficoll-Hypaque, ni varian
do el tiempo o la temperatura de centrifugación, se añadieron
células mononucleares a los PMNtratados para que ambas pobla
ciones estuviesen en igualdad de condiciones. Es decir, las
suspensiones de células PMNnormales y tratadas con Cf que se
usaron en los experimentos de CCDAcontuvieron similares por
centajes de células mononucleares contaminantes. Comose obser
va en la figura 9, las células efectoras de CCDAobtenidas
de sangre periférica (PMNo mononucleares) manifiestan un in
cremento un su actividad lítica por efecto de la Cf.



Cuandose intentó estudiar 1a capacidad para mediar
CCDAde las células de exudado peritoneal normales y tratadas
con Cf, sc presentó el inconveniente de la citotoxicidad ines
pecífíca. Esto es, los macrófagos y PMNde exudado peritoneal
son capaces de lisar espontáneamente células "blanco" no recu
biertas por Ac específicos cuando se los incuban juntos duran
te 18 horas. Esta citotoxicidad inespecífíca alta se superpo
ne con 1a CCDAimposibilitando la medición dc ésta última. Pa
ra minimizar este inconveniente, la reacción de CCDAutilizan
do células dc exudado peritoneal se realizó por incubación de
3 horas. En este tiempo, la liberación de S1Cr por efecto de
la citotoxicidad inespecífíca no sobrepasa el 5%.

Los resultados mostrados en la figura 10 parecen
indicar que también en el caso de células de exudado peritone
al, el tratamiento con Cf incrementa su actividad citotóxica.
Estos porcentajes, sin embargo, no pueden compararse con los
graficados cn la figura 9 ya que la reacción citotóxica se 11c
vó a cabo en un tiempo mucho más corto.



Figura 9: Efecto de 1a ciclofosfamida sobre la CCDAmediada
por células no esplénícas:
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Figura 10: Efecto de 1a cíclofosfamída sobre la CCDAmediada
por células de exudadoperitoneal
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Se inocularon ratones BALB/ccon 200 mg/kg de Cf y siete días
más tarde se estudió la actividad de CCDAde las células del exu
dado peritoneal, en las cantidades indicadas en la figura. Como
células "blanco" se utilizaron eritrocitos de pollo marcadoscon
S1Cr y sensibilizados con anticuerpos. Las mezclas dc células e
fectoras y "blanco" se incubaron durante 3 horas a 37°C.

Cada punto representa la media de duplicados. Se realizaron 4
experimentos más dando resultados similares.



7) Efecto de la Cf sobre la respuesta primaria de Ac y la
hipersensibilidad retardada:

El efecto de exacerbación de 1a CCDAprovocado por
el tratamiento con Cf se comparó con otras funciones inmuno
lógicas sobre las Cuales la Cf también ejerce su acción. Se
estudiaron, en particular, 1a respuesta primaria de Ac y 1a
hipersensibilidad retardada hacia glóbulos rojos de carnero
(GRC). Los animales fueron inoculados con la droga dos días
antes de 1a sensibilización con el Agvía intraperitoneal co
mo se describe en Materiales y Métodos. Cinco días después,
fueron desafiados inyectándoles el Ag en la almohadilla plan
tar izquierda y a las 24 horas se les midió el grosor de 1a
misma comparándolo con el tamaño del día anterior. A1 mismo
tiempo, los animales fueron sangrados y en los sueros obteni
dos se determinó el título de Ac anti-CRC por el ensayo de
hemaglutinación directa. Finalmente, los esplenocitos de es
tos ratones se utilizaron comocélulas efectoras de la CCDA.

Los resultados que se muestran en 1a tabla 2 indi
can que el tratamiento con 200 mg/kg de Cf suprime la sínte
sis de Ac específicos, mientras que aumenta la respuesta de
hipersensibilidad retardada contra el mismoAg y la actividad
de CCDA.La inoculación de 20 mg/kg de Cf noaltera ninguna
de las tres respuestas.



Tabla Z: Efecto de la ciclofosfamida sobre la producción de un
ticuerpos, 1a hipersensibilidad retardadagy la CCDA:

tratamiento n HR a título CCDA
(índice HP) aglutinante (%)b

ninguno 6 18,17 Ï 3,86 1:160 16,8 Í 0,1

Cf(20mg/kg) 6 13,07 Í 5,10 1:160 19,0 Í 0,8

Cf(200mg/kg) 7 61,68 Ï 7,17 1:20 50,9 Í 3,5

a. E1 índice de hinchazón plantar (HP) se calculó sustrayendo
el grosor de 1a almohadilla plantar el día del desafío al
tamaño medido 24 horas después.

b. Media Ï ES de triplicados.



II- Acción de la Cf sobre 1a fagocitosis:

Una vez determinada el efecto exacerbador que ejer
ce la Cf sobre la CCDA,se investigó su acción sobre otra fun
ción que depende de la expresión del RFCD' sobre 1a célula
efectora: la fagocitosis específica. Para esto se aislaron
células del exudado peritoneal.(macrófagos y leucocitos PMN)
de ratones tratados o no con Cf y se ensayó su capacidad fa
gocítica, tal comose describe en Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos indican que 1a Cf incre
menta, no sólo el porcentaje de células fagocíticas del exu
dado peritoneal, tanto macrófagos como PMN,sino también el
númerode partículas ingeridas por célula (tabla 3, figura 11).
La droga no exacerba la fagocítosis inespecífica ya que en
los ratones tratados no se observa ingestión de GRCsin opso
nizar con Ac, a1 igual que ocurre en los animales normales.

1) Sensibilización de los GRCcon distintas cantidades de Ac:

Para determinar si la Cf incrementaba 1a fagocito
sis induciendo el aumento de la avidez de los Rch’ , se sen
sibilizaron los GRCa ingerir con distintas concentraciones
de Ac. Como se explicó para 1a CCDA, si los RFCÜ' de las c6
lulas tratadas tuviesen mayor avidez hacia 1a inmunoglobuli
na, es de esperar que a medida que se diluya el Ac estas célu
las mantengan su capacidad fagocítica mientras que las norma
les se vean imposibilitadas de ingerir los eritrocitOS.

Comose puede ver en 1a figura 12, 1a actividad
fagocïtica de las células normales y tratadas va decreciendo
en forma paralela a medida que disminuye la concentración de
Ac y desaparece a] sensibilizar los CRCcon una dilución 1:8000.
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Tabla 3: Efecto de 1a ciclofosfamida sobre 1a fagocitosis de
eritrocitos sensibilizados:

TRATAMIENTO % CEP con E sensibilizados N°promedio de E
ingeridos ingeridos por CEP

macrófagos PMN macrófagos PMN

. + +
ninguno 38,9 - 3,7 24,4 - 3,6 3 2

Cf(200mg/kg) 71,9 Ï 3,0 75,7 Ï 4,2 7 4

Se inocularon ratones BALB/ccon Cf (200 mg/kg) por vía i.
p. Dos días después se obtuvieron las células del exudado peri
toneal y se ensayó su actividad fagocítica hacia glóbulos ro
jos de carnero, tal como se describe en Materiales y Métodos.

. + . .Cada valor representa la medla - ES de seis animales.



Figura 11: Efecto del tratamiento con ciclofosfamida sobre 1a
eritrofagocitosis

Macrófagosperitoneales norñáïéá”¿ón eritrocitos ovinos ingeri
dos (XTOOO).

Macrófagos peritoñoáíogmgrogghiéntes de ratones tratados con Cf
(200 mg/kg) con eritrocitos ovinos ingeridos (X1000).

Los preparados de células peritoneales fueron coloreados con
May Grunwald-Giemsa.



Figura 12: Relación entre la cantidad de anticuerpos sensibi
lizantes y 1a capacidad fagocítica de células nor
males y tratadas con ciclofosfamida: l
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Ratones BALB/c fueron inoculados con Cf (200 mg/kg) por vïa
i.p. y a los 2 días se sacrificaron estudiándose la actividad
fagocítica de los macrófagos peritoneales (M0), tal comose des
cribe en Materiales y Métodos. Los eritrocitos de carnero que
se usaron comocélulas "blanco" se sensibilizaron con anticuer
pos específicos en las cantidades indicadas en la figura.
O——0 Macrófagos normales
O--O Macrófagos tratados con Cf

Cada punto es la media de 3 animales. Sc realizaron 2 expe
rimentos más obteniéndose resultados similares.
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2) Duración del efecto de una única dosis de Cf sobre la fa
gocitosis específica:

Cuando se midieron los cambios secuenciales en 1a
actividad fagocítica que provoca el tratamiento con una úni
ca dosis de Cf, se vio el pico de incremento de la fagocitosis
al día siguiente de la inoculación (figura 13). A partir de
ese momento, el porcentaje de células con GRCingeridos va
descendiendo gradualmente hasta alcanzar valores normales ha
cia el día 20 post-inoculación. Es decir, que el pico máximo
de actividad fagocítica se alcanza antes que el de CCDA(día
1 contra día 7), pero ambas funciones vuelven a niveles nor
males a tiempos semejantes.

3) Fagocitosis "in vivo":

Se estudió la capacidad fagocítica "in vivo” de
las células del exudado peritoneal, inoculando ratones con
GRCsensibilizados con Ac específicos por vía intraperitone
al. Comolas células fagocíticas expresan receptores para el
componente C3 del complemento, Se usó el Ac sensibilizante
en diluciones no fijadoras de complementopara evitar la for
mación de rosetas a través del receptor para C3 (rosetas BAC).

Los animales inoculados con los CRC-Acse sacrifi
caron 45 minutos después, se extrajeron las células del exu
dado peritoneal y se lisaron los eritrocitos con Buffer Tris
ClNH4.Las células fagocíticas se hicieron adherir a portaob
jetos incubándolas 15 minutos a 37°C y finalmente se fijaron,
colorearon y observaron al microsc0pio. Los resultados (tabla
4) indican que los animales tratados con Cf también expresan
una capacidad fagocítica exacerbada cuando esta se lleva a
cabo "in vivo”.



Figura 13: Duración del efecto de la ciclofosfamída sobre 1a
fagocitosis específica:
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Se inocularon ratones BALB/c con 200 mg/kg de Cf. Los ensa
yos dc critrofagocitosis se realizaron tal comosc describe en
Materiales y Métodos, determinándose 01 porcvntaje de macrófa
gos (MG)con 1 o más eritrocitos fagocitados.

Cada punto representa la media Ï ES de 4 animales.
La línea díscontinua representa la media de 3 animales que

no recibieron tratamiento alguno (grupo control).



Tabla: Efecto de la ciclofosfamída sobre la fagocitosis
específica "in vivo":

tratamiento Ac %CEPcon E sensibilizados
ingeridos

1:3000 22,9
ninguno

1:6000 24,4

‘ 1:3000 77,4
Cf (ZOOmg/kg)

1:6000 84,1

Ratones BALB/c fueron inoculados con Cf (200 mg/kg) y 2 días
después se les inyectó, por vía i.p., 0,5 a 1 ml de una suspen
sión de glóbulos rojos de carnero al 5%sensibilizados con anti
cuerpos específicos en las diluciones que se indican en la figu
ra. Los animales se sacrificaron 45 minutos después y se reali
zaron los ensayos de fagocitosis comose describe en Materiales
y Métodos.

En la tabla se señalan los porcentajes de células mononucle
ares y polimorfonucleares peritoneales (CEP)con eritrocitos (E)
ingeridos. Se realizaron 3 experimentos más obteniéndose resul
tados similares.



4) Acción del tioglicolato sobre la fagocitosis y la CCDA:

Está ampliamente demostrado e] efecto exucerbador
de la fagocitosis que tienen ciertos agentes inflamatorios
comoel bacilo Calmette-Guerin (BCG)y el tioglicolato ( 118 V

.

Estas sustancias, inoculadas por vía intraperitoneal, incre
mentan notablemente el número de macrófagos y leucocitos PMN
del exudado peritoneal y los activan, provocando, entre otros
efectos, un aumento en su capacidad fagocítica. Con el obje
to de determinar si la Cf actúa de manera similar a estos a
gentes inflamatorios, se estudió el efecto del tratamiento
con tioglicolato sobre la CCDAy la fagocitosis de CRCsensi
bilizados. Los animales que recibieron una única dosis de tio
glicolato, fueron sacrificados al tercer o séptimo día post
inoculación. Las células del exudado peritoneal se ensayaron
en su capacidad de ingestión de GRCsensibilizados y los es
plenocitos en su actividad de CCDA.

Los resultados demuestran que mientras la fagocito
sis está marcadamente exacerbada (tabla S), los niveles de CCDA
son similares a los de los ratones normales (figura 14). Es
tos resultados, y el hecho que la Cf no incrementa el número
de células del exudado peritoneal como lo hacen los agentes
inflamatorios, sugieren que la acción de la Cf sobre la fago
citosis se lleva a cabo a través de mecanismosdistintos.



Tabla 5: Efecto del tratamiento con tioglicolato sobre la
fagocitosis de eritrocitos sensibilizados:

TRATAMIENTO

ninguno tioglicolato

3 22,0 Ï 2,3 83,3 Ï 8,5

DIA

7 19,3 Ï 0,3 67,4 Í 8,2

Los ratones BALB/c fueron inoculados con 0,5 m1 de medio de
tioglícoluto (0,5 g de tioglicolato de sodio/litro) por vía i.p.
y a los 3 o 7 días después se sacrificaron, midíéndose la acti
vidad fagocítíca de sus leucocitos peritoneales.

Los resultados representan la medía Ï ES de 4 animales.



Figura 14: Efecto del tioglicolato sobre la CCDA:
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Sc inoculuron ratones BALB/ccon 0,5 m1 dc medio de tíoglico
lato (0,5 g de tíoglicolato de sodio/litro) por vía i.p. Unasc
mana más tarde, se midió la capacidad para mediar CCDAde sus
esplenocitos, utilizándose comocélulas "blancu" 0,1 x 106 eri

S1 . . . .Cr y SCDSlblllzadOS con antlcucrtrocitos de pollo marcados con
pos.

Cada punto representa la media Ï ES dc 4 animales normales
(O———0)o tratados con tioglicolato (O---O).



DISCUSION:

Los resultados presentados en esta tesis aportan da
tos para una mejor comprensión de los mecanismos regulatorios
de la CCDAy la fagocitosis específica. Si bien estas funciones
han sido ampliamente estudiadas en cuanto a sus requerimientos
metabólicos, tipo de células que intervienen y diferentes eta
pas del mecanismo efector en sí, es muy poco lo que se sabe so
bre su regulación. En estos trabajos, se encaró el estudio de
la modulación de la CCDAy la fagocitosis mediante el uso de
la Cf, que al afectar de diferente manera a las distintas pobla
ciones linfocitarias, es capaz de inhibir o exacerbar las fun
ciones inmunológicas.

En primer lugar, se estudió el efecto provocado por
una única dosis alta de Cf sobre la CCDAmediada por linfocitos
esplénicos, encontrándose que a los siete días post-inoculación,
la actividad citotóxica está significativamente incrementada.
Winkelstein y colaboradores C 119 ) estudiaron el efecto de la
Cf (150 mg/kg) sobre la CCDAde células de ganglio linfático
de cobayos. Encontraron que a los días 2 y 5 post-tratamiento
no existían diferencias significativas con los controles sin
inyectar y concluyeron que la Cf no afecta 1a actividad de CCDA.
Sin embargo, cuando estudiaron los cambios que se inducen en
tiempos más largos, vieron que se producía un aumento moderado
de la actividad con un pico a los 12 días post-inoculación. Los
autores no consideran que estos aumentos sean significativos
y, por lo tanto, no los discuten. Hunninghake y Fauci ( 120 ),
por su parte, observaron que la Cf (100 mg/kg) no altera la CCDA
mediada por células mononucleares periféricas de cobayo a los
5 días de ser inoculada. Estos resultados sólo se pueden compa
rar parcialmente con los descriptos en esta tesis, ya que se



trata de especies animales distintas, tratamientos con diferen
tes dosis de Cf y células efectoras provenientes de diferentes
compartimentos. El hecho de trabajar con animales de distintas
especies es una diferencia importante ya que se ha demostrado
que existen variaciones significativas en la susceptibilidad
a la droga, aún entre animales de la misma especie pero de dis
tinta cepa. Así, Hurmey colaboradores ( 121 ) demostraron que
la citotoxicidad directa es suprimida por el tratamiento con
Cf de ratones de distintas cepas. Sin embargo, los ratones de
la cepa CBAprecisan una dosis S a 10 veces mayor que los de
1a cepa CS7 Bl/ó para obtener el mismo nivel de supresión.

Los aumentos en la CCDAinducidos por 1a Cf varían
de animal en animal; así, en ciertos experimentos los espleno
cítos tratados muestran una capacidad lítica 500%mayor que los
animales normales, mientras que en otros, el incremento es de
alrededor del 50%. Otros autores han demostrado que no sólo e
xisten variaciones en los valores normales de CCDAentre cepas,
sino también entre individuos de una misma cepa. En este senti
do, Pollack y Herrick ( 117 ), han sugerido que las variaciones
individuales en los niveles de CCDApodrían explicarse por di
ferencias en la actividad regulatoria.

La dosis de Cf inoculada fue de 200 mg/kg de peso
y se eligió porque es la que se utiliza corrientemente para pro
vocar alteraciones en las respuestas inmunológicas ( 7,78,90 ).
Cuando se probaron dosis menores de Cf, se vió que el efecto
exacerbador decrece gradualmente con la cantidad inyectada, des
apareciendo a dosis de 20 mg/kg. Askenase y colaboradores ( 98 )
encontraron que esta última dosis es eficaz para incrementar 1a
respuesta de hipersensibilidad retardada hacia antígenos parti
culados, pero no alcanza para alterar 1a producción de anticuer
pos hemaglutinantes. Sin embargo, en nuestra experiencia la ino



culación de 20 mg/kg de Cf no induce cambio alguno en las respues
tas inmunes medidas. Otros autores tampoco fueron capaces de pro
vocar alteraciones de la inmunidad por inoculación de dosis tan
bajas de Cf.

El aumento de 1a actividad citotóxica inducido por
la Cf alcanza su máximonivel al séptimo día después de la ino
culación y va disminuyendo gradualmente hasta volver a valores
normales alrededor del día 20. Ya que el derivado activo de 1a
droga permanece en la sangre unas pocas horas antes de ser meta
bolizado, el efecto sobre las células debe ser necesariamente
muy rápido. De hecho, la acción citotóxica de la Cf se observa
en pocas horas luego de su ingreso al organismo. Al día siguien
te del tratamiento el número de esplenocitos y de células de gan
glios linfáticos disminuye a la mitad. Winkelstein y colaborado
res ( 122 ) demostraron que tanto las células B como las T de
sangre periférica y de ganglios son afectadas por la Cf en dosis
altas. Los linfocitos T recuperan su capacidad de proliferación
ante el estímulo de mitógenos específicos alrededor del octavo
dia post-inoculación. Los linfocitos B permanecen suprimidos has
ta el día 14.

En el día séptimo post-tratamiento, los bazos de los
animales inoculados con Cf no han recuperado aún su número nor
mal de células. Una posible explicación del aumento de 1a CCDA
en estos ratones sería la eliminación selectiva de las células
no citotóxicas, con el consiguiente enriquecimiento proporcional
en células efectoras de CCDA.Comose utiliza la suspensión to
tal de esplenocitos para las reacciones, si los bazos tratados
estuviesen enriquecidos en células efectoras se esperaría obte
ner una actividad cítotóxica más alta que con células normales
usando la misma cantidad de esplenocitos. A fin de determinar
el número de células capaces de mediar CCDA,se cuantificó a a



quellas que expresan Rch’ por formación de rosetas con eritro
citos de carnero recubiertos por anticuerpos (rosetas EA). Los
resultados obtenidos (tabla 1) indican que no existen diferencias
significativas entre los porcentajes de células con RFcïlen ba
zos de animales normales o tratados con Cf. Hunnínghake y Fauci
( 120 ) obtuvieron resultados similares trabajando con leucoci
tos purificados de sangre periférica de cobayo. En conclusión,
el incremento de la actividad de CCDAinducido por la Cf no pue
de atribuirse a la eliminación selectiva de los esplenocitos no
citotóxicos (sin RFCÏf).

La actividad lítica aumentadapodría deberse, enton
ces, a algunaCs) de las siguientes razones: 1) incremento de 1a
avidez del RFcz' hacia el anticuerpo que recubre a la célula "blan
co”.

2) aumento en el número de RFca/ funcionales por célula efectora.
3) aumento en la capacidad de 1a célula efectora para inducir
la lisis, ya sea por modificación intrínseca de la mismao por
eliminación de mecanismosde regulación negativos.

El incremento en la avidez del Rch’ permitiría que
las células de los animales tratados con Cf sean funcionales en
CCDAa concentraciones de anticuerpos sensibilizantes a las que
las células normales no podrían actuar. Para comprobarlo se re
alizaron experimentos recubriendo a las células "blanco" con can
tidades decrecientes de anticuerpos y se encontró que tanto las
células normales comolas tratadas disminuían su actividad liti
ca en forma parecida (figura 7). Estos resultados indican que
el aumento de la CCDAinducido por 1a Cf no se debe al incremen

to de 1a avidez del RFcz'.

La posibilidad que la Cf índuzca la expresión de RFCÍ
funcionales en la membranacelular se exploró de manera indirec



ta a través del análisis de la cinética de la reacción. La cuan

tificación directa de los RFCJ’ no se realizó ya que los métodos
habituales dan resultados muypoco claros cuando se trata de me
dir receptores no citofílicos comolos de los esplenocitos. Es
tas técnicas, que se usan para comparar cantidades de receptores
en distintas poblaciones celulares, utilizan gamaglobulinaagre
gada o complejos inmunes marcados radíoactivamente. Según el nú
mero de cuentas por minuto medidas por igual número de células
se determina la mayor o menor expresión de receptores. Sin embar
go, el tamaño de los agregados de gamaglobulina o el de los com
plejosinmunes es variable, por lo tanto 1a radioactividad que
se une a cada receptor también varía. E1 análisis de la cinéti
ca de la reacción de CCDA(figura 6) indica que los esplenocitos
provenientes de animales tratados con Cf ejercen su actividad
citotóxica a mayor velocidad que los esplenocitos normales. Ya

51Cr al sobreque la acción lítica se mide por la liberación de
nadante por parte de la célula "blanco", es lícito pensar que
las células tratadas provocan mayor número de lesiones que las
normales en un tiempo menor. Esta mayor capacidad lítica puede
estar relacionada con la aparición de RFCÜ’sobre la membrana
de la célula tratada o con 1a activación de los ya existentes
que pudieran estar en un estado no funcional. Es decir, el estu
dio de la cinética de la reacción no nos permite resolver si hu
bo síntesis "de novo" de receptores por efecto de la Cf o si la
droga permitió que se expresen funcionalmente receptores ya pre
sentes que no eran eficientes para mediar CCDA.De todas formas,
se puede afirmar que el tratamiento con Cf no sólo incrementa
la capacidad citotóxica de los esplenocitos, sino que también
modifica la cinética de la reacción que alcanza valores máximos
en tiempos menores.

La cf podría ejercer su efecto actuando directamente
sobre la célula efectora o indirectamente a través de otras célu



las que regulen la actividad de CCDA.En tal sentido, Pollack
y Herrick ( 117 ) han demostrado que los esplenocitos murinos
mediadores de CCDApueden ser inhibidos por linfocitos de ganglios
linfáticos autológos. La supresión, que se ejerce a traves de
la secresión de factores solubles, se ha descripto también con
linfocitos periféricos humanos( 125 ). Estos resultados sugie
ren que las células efectoras de CCDAse hallan normalmente in
hibidas de expresar todo su potencial citotóxico. La Cf podría
eliminar o inactivar a las células supresoras de la CCDAy, de
esta forma, permitir que las células efectoras actúen en el má
ximo de sus posibilidades.

Las células efectoras de la CCDAson muy heterogéne
as. Se han descripto no sólo células linfoídes, comolos linfo
citos K y T, sino también monocitos, macrófagos y polimorfonucle
ares efectores ( 24,25 ).En el bazo, la actividad de CCDAse de
be fundamentalmente a células linfoides y éstas son las que se
ven afectadas por la Cf. Con el objeto de ver si otros tipos ce
lulares que participan también de las reacciones citotóxicas son
alteradas por la Cf, se aislaron células de timo, ganglios lin
fáticos, exudadoperitoneal y sangre periférica y se ensayaron
en CCDA.Los timocitos y células de gnaglíos mostraron niveles
muy bajos de CCDAcomo lo habían demostrado otros autores ( 113,
117 ), y no se vieron afectados por el tratamiento con Cf. En
cuanto a las células del exudado peritoneal, c0mpuesto por una
alta proporción de macrófagos y leucocitos polimorfonucleares,
tuvieron una actividad de CCDAincrementada por la Cf, pero és
ta no pudo compararse estrictamente con la del bazo ya que las
reacciones se realizaron a tiempos muchomás cortos. Esto se de
bió a que las células del exudado peritoneal tienen 1a capacidad
de lisar en forma inespecífica a las células "blanco" cuando se
incuban juntas por tiempos prolongados. La lisis inducida ines
pecíficamente enmascara 1a mediada a través de anticuerpos por



lo que se debe acortar el tiempo de incubación.

Para probar la actividad de CCDAde las células de
sangre periférica se separaron previamente los leucocitos mono
nucleares de los polimorfonucleares por centrifugación sobre Fi
coll-Hypaque. Las células mononucleares están constituidas fun
damentalmente por linfocitos, ya que los monocitos circulantes
en el ratón son sólo el 1%de los leucocitos de la sangre ( 126 )
La actividad citotóxica de estas células se ve significativamen
te incrementada por acción de la Cf (figura 9). En cuanto a los
polimorfonucleares no fue posible purificarlos razonablemente,
ya que, a pesar de haberse efectuado diversas alteraciones a la
técnica de separación, siempre se obtuvieron contaminados con
células mononucleares, en especial cuando provenían de animales
normales. Por lo tanto, se decidió añadir células mononucleares
a los polimorfonucleares tratados para que tuviesen una propor
ción de células contaminantes similar a los normales. Las suspen
siones enriquecidas en leucocitos polimorfonucleares provenien
tes de ratones inoculados con Cf mostraron una CCDAsignificati
vamente mayor que los controles. En conjunto, estos resultados
señalan que 1a acción de la Cf se ejerce sobre todas las células
mediadoras de la CCDAdel organismo.

Una vez analizado el efecto de la Cf sobre 1a CCDA,
se quiso estudiar las alteraciones que provoca el eSquemade tra
tamiento utilizado sobre otras funciones ínmunológicas. Se eli
gieron para investigar las respuestas de producción de anticuer
pos y de hipersensibilidad retardada ya que éstas han sido las
funciones mejor estudiadas en relación con la Cf ( 7,10,78 ).La
droga se inoculó dos días antes de 1a inmunización con glóbulos
rojos de carnero y,a los cinco días, los animales fueron desafia
dos recibiendo el antígeno en la almohadilla plantar.‘A1 día sí
guiente, se midieron las respuestas de producción de anticuerpos
hemaglutinantes, de hipersensibilidad retardada y de CCDAen ca



da ratón. Los resultados obtenidos (tabla Z) son coincidentes
con los de otros autores en cuanto a que una dosis alta de Cf
inoculada dos días antes de la inmunización suprime la producción
de anticuerpos contra ese antígeno y exacerba la hipersensibili
dad retardada ( 90,98 ). La inmunización no alteró el efecto de
la Cf sobre la actividad de CCDA,ya que ésta se vió incrementa
da al igual que ocurre en los animales no inmunes.

Comoya se señaló, el incremento de la CCDAinducido

por 1a Cf probablemente ocurra a través de la inducción de RFca'
sobre la membranade las células efectoras. De ser así, se espe
raría que otras funciones dependientes de 1a expresión de Rch
también sean reguladas por la Cf. Se decidió entonces investigar
el efecto de la droga sobre la fagocitosis específica. Esta fun
ción es de crucial importancia en la defensa del organismo con
tra la invasión de agentes infecciosos ( 50,53 ). Además, las
células fagocíticas del sistema retículo-endotelial son las en
cargadas de eliminar de la circulación los complejos inmunes que
normalmente se forman con la aparición de los anticuerpos ( 127 ).
Sin embargo, es muy poco lo que se conoce sobre su regulación.

Los ratones fueron tratados con una única dosis intra
peritoneal de Cf (200 mg/kg) y se extrajeron las células del e
xudado peritoneal a los siete días, midíéndose su capacidad para
ingerir eritrocitos de carnero. Los resultados señalan que tan
to los macrófagos comolos leucocitos polimorfonucleares tienen
una actividad fagocítica muy aumentada. Este aumento se produjo
en el porcentaje de células con partículas ingeridas y en el nú
mero de partículas fagocitdas por célula. No hubo ingestión de
eritrocitos sin sensibilizar con anticuerpos, lo que sugiere quo
la acción de la Cf se produjo sobre el RFcï' y ¿o activando de
manera inespécifica a la célula.

Tambiénse probó realizar la fagocitosis “in vivo”



inoculando los eritrocitos de carnero sensibilizados en el peri
toneo de ratones tratados o no con Cf. Una hora después, las cé
lulas del exudadoperitoneal se hicieron adherir a portaobjctos
por una incubación de 10 minutos a 37°C y se colorearon para con
tar las que hubiesen fagocitado eritrocitos. Los ratones trata
dos con Cf mostraron una actividad fagocítica aumentada, a1 igual
que ocurre cuando la reacción se lleva a cabo "in vitro".

Aún cuando la CCDAy la fagocitosis dependen de la
actividad del Rfi:ï'ce1ular, ambas funciones implican mecanismos
efectores distintos. En la CCDA,la unión de la célula "blanco"
con la célula efectora a través del RFC]{inicia una serie de
eventos a nivel de la membranacelular que finalizan con la des
trucción extracelular de 1a célula agredida. En la fagocitosis,
en cambio, la unión a través del RFcz' induce a la célula efec
tora a emitir seudópodos que rodean a la partícula opsonizada
y provocan su ingestión. Esa partícula puede o no ser destruida
en el citoplasma. Los resultados que se muestran en la figura 12
indican que la Cf no altera la avidez de los RFczf de las célu
las fagocíticas, comotampocoalteraba el de los esplenocitos
mediadores de CCDA.

Cuando se midieron los cambios secuenciales en la ac
tividad fagocítica luego de la inoculación de Cf, se comprobó
que el pico de incremento ocurre al día siguiente del tratamien
to. Luego, los porcentajes de fagocitosis van descendiendo gra
dualmente hasta alcanzar valores normales alrededor del dia 13
post-inoculación. Es de destacar que los picos de exacerbación
de CCDAy fagocitosis no coinciden. Este hecho sugeriría que los
mecanismos regulatorios de ambas funciones son diferentes, aún
cuando no es posible compararlas en forma estricta ya que se mi
dieron utilizando células provenientes de distintos compartimen
tOS .



Existen ciertas sustancias inflamatorias, comoel ba
cilo de Calmette-Guerin (BCG)y el tioglicolato, capaces de au
mentar la actividad fagocítica de las células peritoneales por
inducción de una reacción inflamatoria ( 118 ). En estos casos,
se produce un aumento marcado en el número de células del exuda
do peritoneal, especialmente macrófagos, que se activan adquirien
do una serie de características bioquímicas y fisiológicas ( 128 ).
La exacerbación de la fagocitosis inducida porla Cf parece estar
mediada por mecanismosdistintos a los involucrados en estas re
acciones inflamatorias. Por un lado, el tratamiento con Cf no
sólo no incrementa el número de células del exudado peritoneal,
sino que tiende a disminuirlo. Además, la capacidad para mediar
CCDAde los esplenocitos tratados con tioglicolato es similar
a la de las células normales (tabla 5).

Comoya se señalara en la introducción de esta tesis,
la Cf es una droga muy usada para el tratamiento de enfermedades
causadas por deposición de complejos inmunes, como el lupus eri
tematoso sistémico y la artritis reumatoidea ( 72,74 ). Es par
ticularmente notable su acción beneficiosa en ciertas vasculitis
necrotizantes como la granulomatosis de Wegener, que ha sido es
tudiada, en los últimos años, por Fauci y colaboradores con el
objeto de dilucidar el mecanismo de acción de 1a Cf en estas pa
tologías ( 73,81,129 ). Empíricamente, se observa que el trata
miento con Cf provoca un mejoramiento muy acelerado de la enfer
medad, con la disminución del nivel de complejos inmunes circu
lantes. Se ha propuesto que la Cf suprime la producción de anti
cuerpos, impidiendo de esta manera la formación de los complejos
inmunes ( 120 ). Si bien esta supresión es un hecho comprobado,
llama la atención la rapidez con que se revierte el cuadro clí
nico, que pasa de un estado crítico a la normalidad a 1a semana

V ade iniciado el tratamiento con dosis diarias bajas de Cf ( 73,81
Ya que los complejos inmunes son eliminados de la circulación



por la actividad fagocítica de las células retículo-endoteliales,
1a exacerbación de dicha actividad daría comoresultado un des
censo más rápido del nivel de complejos. Los resultados presen
tados en esta tesis aportan datos que apoyarían una explicación
de este tipo para el mecanismo de acción de la Cf en las enfer
medades con complejos inmunes circulantes. Si bien 1a fagocito
sis se ensayó con células obtenidas del exudado peritoneal, es
lógico pensar que la droga afecta a otras células fagocíticas.
Además, el pico de incremento se obtuvo al día siguiente de 1a
inoculación, lo que señala una acción inmediata de la Cf sobre
esta función.

En conclusión, los resultados aquí expuestos demues
tran que la Cf es capaz de alterar los mecanismos reguladores
de dos importantes funciones inmunológicas dependientes del RFcÍ:
la CCDAy 1a fagocitosis. Debido a que son muchas las poblacio
nes celulares que expresan RFcz' y que el mismo está involucra
do en diversas funciones efectoras y reguladoras del sistema in
mune, es posible que la utilización de la Cf permita, en el fu
turo, alcanzar una mejor comprensión acerca de 1a modulación de
dichas funciones.

Por otra parte, comoya se ha puntualizado, las célu
las con RFcí' (en especial las células de Kupffer del hígado)
son de fundamental importancia para la depuración de complejos
inmunes circulantes. La capacidad de 1a Cf para exacerbar la ac
tividad de los RFca' , posibilita enfocar el estudio de 1a inmu
noeliminación desde una nueva perspectiva, teniendo en cuenta,
además, que esta droga resulta de gran eficiencia para el trata
miento de enfermedades con complejos inmunes circulantes.



Resumen

El trabajo experimental presentado en esta tesis se
realizó con el objeto de investigar el efecto que ejerce la ci
clofosfamida (CF) sobre dos funciones de importancia como me
canismos inmunescitotóxicos: la citotoxicidad celular dependien‘
te de anticuerpos (CCDA)y la fagocitosis específica. Estas fun
ciones dependen de la expresión y actividad de receptores para
el fragmento Fc de IgG (RFCZ').

El tratamiento de ratones BALB/ccon una única dosis
de 200 mg/kg de Cf induce un incremento muy significativo en la
capacidad para mediar CCDAde las células esplénicas y en la ac
tividad fagocítica de macrófagos y leucocitos polimorfonucleares
del exudado peritoneal. El efecto de la Cf es dependiente de la
dosis inoculada desapareciendo a dosis de 20 mg/kg. La actividad
litica de los esplenocitos va aumentandopaulatinamente desde el
día de la inoculación de 1a droga y alcanza su pico maximo al
septimo día post-tratamiento; luego, los porcentajes de CCDAdis
minuyen en forma gradual hasta llegar a valores normales alrede
dor del día 20. Fn el caso de 1a fagocitosis, el pico de incremen
to se alcanza al día siguiente del tratamiento y desciende gra
dualmente, normalizándose hacia el día 13 post-inoculación.

Los hazos de animales tratados con CF poseen porcen—
tajes de células con RFca’ similares a los bazos normales, por
lo tanto se descarta que haya habido un enriquecimiento en celu
las efectoras de 1a CCDApor efecto de la droga.

La exacerbación de la capacidad para mediar CCDAo
fagocitosis no se debe al incremento en la avidez del RFca' ,
ya que cuando se sensibilizan las células "blanco" con cantida



des decrecientes de anticuerpos, se observa que tanto las célu
las normales como las tratadas disminuyen su actividad en forma
parecida.

E1 análisis de la cinética de la reacción de CCDAin
dica que las células de los animales tratados con Cf ejercen su
actividad citotóxica a mayorvelocidad que los esplenocitos nor
males.

El efecto de la Cf para incrementar la CCDAse lleva
a cabo, no sólo sobre células de bazo, sino también sobre leuco

itos mononucleares y polimorfonucleares de sangre periféricac

y células del exudado peritoneal.

El esquema de tratamiento con Cf utilizado en estos
trabajos provoca la supresión de la-producción de anticuerpos
aglutinantes contra glóbulos rojos de carnero, juntamente con
el aumento de la hipersensibilidad retardada hacia el mismoan
tígeno.

La exacerbacíón de la fagocitosis inducida por la Cf
y por agentes inflamatorios parecen mediarse a través de mecanis
mos distintos. Por un lado, el tratamiento con Cf no incrementa
el número de células peritoneales comolo hacen las sustancias
inflamatorias, Por otro lado, los esplenocitos tratados con tio
glicolato no muestran aumento en su capacidad citotóxica.

Los resultados presentados aportan datos para una me
jor comprensión de los mecanismos regulatorios que modulan la
actividad de células con RFCÏ..Además, estos trabajos describen
un efecto, hasta ahora desconocido de la Cf, como es la exacer
bación de sistemas inmunes citotóxicos.
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