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L= inmunologla en su concepcidn clasica,
desarrollada a principios de este siglo por Faul Erlich,
establecia gue 1la capacidad central del sistema inmune
consistia en reconocer y rechazar lo extraffio o no propio,
junto con la falta de respuesta frente a 1o propio, de
scuerdo a un principio que se denomind "horror
autotdxicus". Teniendo en cuenta estas postulacicnes. los
términos autocinmunidad vy reconocimiento de lo propio ce
rel acionaron durante mucho tiempo exclusivamente con

el concepto de enfermedad.

En los dltimos 1S afos. en base & numerosas
evidencias rperimentales, tales conceptos sufrieron
fuertes cambios. Actualmente se acepta que el sicstema
inmune posee un &alto rivel de complejidad que i1incluye el
reconozimiento de 1o propioc como uno de sus mecanismos
centrales. Especificamente, la regulacidn 1interna del
sistema ocurre a través del reconocimiento de lo propio v

esto concstituye la forma mAs basica de la autoinmunidad.

En efecto. la restriccidn de la respuesta inmune
por el complejo mayor de histocompatibilidad (1), gue
regula la interaccidn entre diversas células del sistema
inmune. ocurre & través del reconocimiento de los antiagenos
de hiz=toccmpatibilidad propios expresados en diferentes
c&lulas del sistema inmune por 1los linfocitos 7. Otro
mecanismo central de regulacidn de 1la respuesta inmune

consiste on el reconocimiento de los idiotipos expresados

Objetivos =1=



en las 1inmunoglcbulinas propias y la produccidn de 1los
anticuerpces antiidiotipicos correspondientes (20, lo cual

representa otra forma de respouesta frente a lo propio.

En condiciones normales, estos mecanismos
inmunorregulatorios funcionarian adecuadamente dentro de
los canales homeostaticos. autolimitadndose a través de
circuitos de retroalimentacidn. Las enfermedades
autoinmunes se desencadenarian por alteraciones profundas
de este equilibrio que 1llevarian a un reconocimiento
anormal de 1lcocs antigenos propios. con 1a consecuente

aparicidn de dafos diversos para el organismo.

El aprendizaje de la discriminacidn entre 19

propic lo no propio comienza tempranamente en 1la
ontogenia. y dependeria de la interaccidn adecuada de las
células del sistema inmune con diversos a&antigenos=. Los
embriones y recién nacidos se hallan expuestos normalmente

al contacto con numerosos antiagenos maternos: este contacto
temprano podria desjar una impronta particular en el

desarrollo posterior de la respuesta inmune del individuo.

Ecte trabaio fué& desarrollado con el objetivo de
investigar la existencia de influencia materna en la
determinacidn de los niveles de expresidn y/0
reconocimientc de los antigenos de histocompatitilidad
propios de origen maternoc vy patermo en los hiios

hibridecs.
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1.EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD.

La capacidad de discriminar entre lo propi

(b}
-
—
(]

no pr

1]

o

)

- aparece tempranamente en la escala evolutiva. Los

metaz

(h]

c

1

mas primitivos, los porifera, poseen ya un =siztema
que les permite responder frente al contacto con ctras
colonias de la misma especie pero g=néticamente distintas,

decstruvéndolas (Z-4).

Sicstemas similares, de diversc grado de
comple ;idad, se han dezcripto en invertebrados Y
vertebrados. Tcdes comparten ciertas caracteriszsticas:

ooseen receptores para el reconccimiento de 1o propic vy lo
no propic er la superficie de sus células: ectcs receptores

scn altamente polimdrficos; vy poseen mecanismos efectore

0

que permitan la destruccidn de laz celulas o estructura

n

reconocidas como no propias (4-S5-6).

1.1.E1 complejo mayor de histocompatibilidad del ratén.

En los mamifero=s, se denomina comple;o mayor de

histcc

i
2

mpatibilidad (CMH). a un grupc de genes Intimamente
ligadoz que intervienen en el reconocimiento de lc cropio-—
no propio. Estos genes ceodifican para glicoproteinas de la
superfizie celular denominadas =ntigenos mayores de

hicstocompatibilidad (AMH).



La primera descripcidn de un complejo de ecte
tipo., asl como el mejor conocimiente acztual, corresponde
al CMH del ratdn, debido al wusc habitual de cepacs
endcsriadas. es decir gengticamente idénticas, v a 1la
construccidn mediante cruzamientoz adecuados de cerpas
conge&nicas que difieren sbdlo en urno o pocos loci de e=ste

comple;jo.

El CHMH del ratdn., dencminado H-Z, =e encuentra
en el cromecsoma 173 se ha determinado por andlisis genético
que peosee ura longitud de 1600 centimorgans, y., de acuerdo

9
= biogulimicas contiene 3Ix10 pares de bazes, (S-

Hr
i+
o
n
3J
(=
(K}
i

7). Les genes de este complejo se han subdividido en dos
cl2sez 1llamadas I y II que difieren en zuanto =a las

propiedades v funciones de sus recspectivos producteos(Fig.l)

1.2.Antigenos de clase I.

Los antigenos de clase I mejor caracterizados
estan cndificados en las regiones denceminadas K y D del
CMH, aunque actualmente e incluyen en esta clase a 1los
antlgencs codificades en las regiones denominadas Ga y Tla.

Los antigenos K y D s=son glicopéptidos de
membrana, tienen un peso molecular de 44.000, poseen  una
tnica cadena polipeptlidica de 240 a T%0 amincacidos, a la
que s2 unen dos —adenas laterales de carbohidratos. En 1la

membrana celular se hallan unidos no covalentemente con una
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Figura 2

Modelo de la expresibn en la membrana plasmltica

de los antigenos de clase I y 1II. Se puede obser-
var las relaciones entre las cadenas ¢, y la(ﬁq_
microglobulina ( (524-\\.



molécila de 2-microglebulina, pclip2ptide codificade en
2l cromeosoma 2 del ratdn (Fig.2).

Estcs antigenos <2 encuentran expresades 2n
todas las células nucleadas del ratdn. ciendo su expresidn
diez veces mayor en lcos tejidos linfcoideos (8).

Funcionalmente, ecstas meléculas proveen contexto
para el reconocimientn de antligenos por los linfocites T
citotduices (iJ, por lo que estan relacionados
principalmente con el reconocimiento de antigenos
integradeos a la membrana celular, ceme antigencs virales,
ceglulas modificadas gquimicamente y Z&lulas que expresan en
s superficie antlgencs de histocompatibilidad no propios
(reaccicones de rechazc de tejidos alogen=icos).

Otres genes perteneciente

n

2 la regidn I
loca2lizados en el extreme derecho del CMH, llamado=s Qa vy
Tla, codifican para antigenos de la superficie celular que
estadn estructuralmente relacionades con los antigenos Ky
D, pero cu  funcidn 2 adn discutida v su distribucidn
celular diferente. Algunos de los genes Tla cedifican para
antigenos gque dnicamente se expresan en timecitos, en
estadlos temprancs de su diferenciacidn, vy en c&lulas
leucémicas (?). Los antigenos fOa se encuentran exprecados
en linfociteoez T v B, En cuanto a sus funciones, resultan
adn oscuras, Al gunos autores suponen, dada su distribucidn
celular y ontogendtica, que los antigenosz Tla serlan

antigenoz de diferenciacidn de las c2lulas hematcopoyédticas

(=), mientras que cotros auteres postulan funciones
relacicnadas con les antigenos de clase I clasices, aunque
Cap.1 =7=



de menor importancia dada su menor expresividad (&).

1.Z.Antigenos de clase 11.

Los antigenos de clase II o antigenos Ia estan
codificados en la regidn I 4del -2, que  ha sido
subdividida por an2licic recombinacional en cinco sub-
regiones: A, B, J, E v C (10), Las <cub-regiocnes I-A 2 I-E
codifican para antigencs de clase II que han sido bien
caracterizados v a los que nos referiremos primerc. Ec=stos
polipéptides estin zonstituldos por dos cadenas
polipeptidicas Cof ¥ (974 de peso molecular I4.000 y 28,000

de 270 vy 220 amincacidos respectivamente (Fig. ).

Los antigenos I-A estan formados por dos
molé:ulas,ﬁud Y Ca@ s CLyOSs genes mapean en la sub-region
I-A. Las moléculas I-E, en cambic. constan de un pelipép-
tido E cedificade en la sub-regién I-E v de un polipéptide
E codifizade en la sub-regiodn I-A4, en un loci adyacente
al A (11)Y., Leoe antigencs I-E no se expresan en  algunos

hapletipes, o bien por que en lc= animales de dicho

citorlzsma celular (hapleotipos b oy =) (132) ., En individuos

hibride= F1, ecstaz caracterizticas de la eupras

U8

on v 1la
cornformacidn polipeptidica de estose antigenos origina

mayores grados de diversidad, ya que se puede sncontrar en



REGION I

Figura

3

linfccito B,

macrdfago, etc

Modelo de la organizacidén gen&tica Yy la
expresién en la membrana plasmdtica de los

antfgenos I-A e I-E.



la superficie celular polipéptides derivados de las

combinazicone

m

entre las cadenas paternas vy maternas

(10,179,

Los antigenocs I-A e I-E se2 encuentran exprezados
principalmente en células del linaje B y moreocltico., aunque

no tcoda

1}

las ceélulas de estos linajes 1los euprezan en
cantidades apreciables (10),

Los antigenos Ia sirven come elementos de
restriccidn gue permiten a las células T reguladoreas
(colabeoradoras, supresoras) reconocer al antligeno en el
contexte de 1o propic. regulando la respuesta inmune
mediada peor anticuerpos, asl como las reacciones de
hipersensibilidad retardada v la citotoxicidad T. Estos

antigenos son responsables de la activacidn linfocitaria en

U]
in

1a reaccione de cultivo mixto alogeneico (14) Y

singeneico (185).

Alguncs autcores postulan gque la sub-regidn 1-J
del H-2 codificaria para polipéptidos aque constituyen sub-
unidades de 1los factores secretadocs por las celulas T
supresoras (1&-17). Klein y col. (18) proponen en cambio,
que el locus I-J neo existiria como tal., y que los
determinantes antigénicos denominados J gue caracterizan &
los facteores supresores provendrian de la asociacidn entre
las cadenas antigeno especifica y la cadena E P de 1los

factores supresores T.
Las sub-regiones I-B e I-C han <sido definidas
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dnicamente en bese a su capacidad de modular ciertas
respuestas inmunes y su existencia es discutida por algunos

auvtores (5-4,16).

Existen muchos puntos de similitud estructural
entre lcs genes que codifican para los antigenos de clase
I, clase II, la microgleobulina y los genes que codifican
para la= inmuneglobulinas. Desde el punto de vista del
andlisis genédticeo, desarrollado en los dtimos aflos mediante
enzimas de restriccidn y técnicas de hibridizacidn, se ha
determinado que en todos estos genes existe uwuna precisa

correlaci®n entre la compartimentalizacidn de los mismos en

exones y loe dominics gue éstos codifican (%) . La
conformacidn espacial y la longitud de los dominios
externos de la membrana plasmitica (todos ellos de QO

aminodcideog), determinados probablemente por la ubicacidn
de las uniones disulfuro a través de las cietelinas
correspondientes, es similar en estas glicoprotelinas. A
partir de estoz datos se ha desarrolladeo 1a hipdtesis de
un origen comdn para estos genes (Z,19). Se ha peostulado
que el antigeno Thy-1, que presenta también cierta
similitud en sus dominios externos, perteneceria a este
gupo compartiendo un antecesor comtin (19) . Otros
investigadores, en cambio, argumentan a favor de la
hipdtesiz de la convergencia para justificar esta similitud

estructural (2).



1.4. Polimorfismo.

Una caracteristica remarcable de los csistemas
genéticcs gque intervienen en el reconeccimiento de lo
propic—no propic descriptos en 1los invertebrados Y
vertebradros, es su altc grado de polimorfismo (4,5,20).

En el ratdn leos loci ¥ vy D poseerlian mads de IS0
alelos estables cada uno (21). Existen muy pocos loci

genéticos que exhiban tal grado de pelimorfismo vy, ademas,

—

o

n

lozi polimérficaos tienen en general un alelo
predcminante, gue <ce expresa con frecuencias altas, del
orden por e;emplo del 0%, Cuando se estudid la expresidn
fenctipica de diferentes loci del H-2 en poblaciones
silvestres, se obeservd que el alelo mas frecuente de un

locuse de clase I =e exprezaba sclamente en el 129 de 1los

anim=2les, mientras qgue la mayoria de 1lcoe aleles se
erncontraba con frecuencias del orden del 2% o menaores (22-
23). Ademd=, =2n las pcbklaciones neturalezs de ratones =1=]

observan fluctuaciones locales importantes, exprecidndose en
cada seamento pcklacional local solamente unos pocos alelos
predominantes. El hecho de que 21 peolimorfismo genético se
mantenga en forma estable a pesar de las fluctuaciones
localees =uvgiere la existencia de una fuerte presidn de

selazc-idn hacia =21 mantenimiento de la diversidad (Z0).
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2.RECONOCIMIENTO DE LO PROPIO.I.LA RESTRICCION T.

2.1.Restriccidn de la respuesta inmune por el CMH

El deccubrimiento del CMH z=e relacicna con

su  intervencidn en el rechazo de trasplantes de drganos vy

N
{h]
3

u

te;ides. er, en 1238 (24) pudo demostrar gque el rechazo

de uvn +*trasplante se debla a la precsencia en el mismo de

antigencs, gua’el denominaba factcres iscantigénicos, lc=
que. al estar prezentes en 21 injerto y ausentes en el
hiiesped, desencadenaban en éste una respuesta capaz de

determinar la destruccidn del injerto.

Muy pronto estes conceptos alcanzareon gran
aeneralizacidn, describiéndose en muchos ve=+rtebrados,

incluyerndo =21 hombre,una serie de antigenos que intervienen

4

er el rechazo d

1]

tejidos. a los aue se denomind antlgenos

r
I

mayores de histocompatibilidad (AMH) v a les gcenes que
codifican para 1o mismos., genes de histcoccompatibilidad vy
luego CMH,

Fosteriormente <2 comenzaron a describir
rumercsas  funciones en las que intervenian estos genes,
que., por =u diversidad. conformaban un cuadro confuso.

El decscubrimientn de 1a recestriczidn de 1la
respuesta  inmune por el CMH permitid comenzar & comorender

la interrelacidn de muchas de las funcicnes en gue
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intervienen estos genes, vy determind la formulacidn de
nuevaz teorlas para la interpretacidn de muchos de los

fendmenos inmunoldgicos.

En 1los vertebrados, la generacidn de=  una

respuesta inmune frente a un antigenc incluye la actividad

m

ceerdinada de diversas células del sistema inmunre. n la
mayoris de 1los cases., es nece=saric aue el antigero sea
prccesados por les macrafagos u otras células oresentadoras
de antigenos y cue éstese 1o presenten a las células T
coleboraderas en su superficie celular. Loz linfecites E

oroductores de anticuerpeos o los linfocitos T citotdxicos

tienen a su cargo la actividad efectora directa, bpero para

que esta funcidn alcance niveles adecuados. es necesario
que lag células T colaboradoracs interactdien con las célul as
B o T citotdricas, dande una <s8nal amolificadora. La

regulacidn negativa de las respuestas inmunes estd meadiada
por la interaccidn entre los linfeocitos T supresores v las

células T ceclaboradoras. Fara gue cualquiera d

L1}
)]
n
r
I
n

interacziones tenga lugar es necesaric gue les linfocitos

T. a través de los receptores correspondientes. reconozcan

W

s2i1a afinidad a los AMH expresades en la superficie de

n
a)
3
T

—
H]
n
n
jLig
[
[
—
w
|11}

del sistema  inmune. Este requerimiento de

reconoccimienta de los AMH per los linfeocitos T se denomina

N

restriccidn de la respuesta inmune peor =1 CMH (Fig.4y3).
El fendmenc de la restriccidn fué descubierto a
partir de la comprcbacidn de la falta de efectividad de= las

rescuestas inmunes cuando las células interactuoantes no
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oue determind aue inizialmente se

L

e

i
1

iniera la restriccidn T como el reaquerimierto de

coincidenzia en 1los AMH entre las células aque colaboran

para 1a generacidn de una respuesta inmune. Fosteriormente

se pude determinar gque las células T cuaden interactuar en
( .

forma colaborativa con otras células aftn cuando no

compartan los AMH con las mismas, nero siempre aue durante

su maduracidr havan estade en contacto con células timicas
que exptr-ecan asos AMH en 1la superficie c2lular.
Describiremos brevemente los principales recultados
experimentales que llevaron a formular les conceptos

actuales =n ecte Area.

Las orimeras demostracicnes del reaquerimiento
de rcorecisas interacciones celulares para la generacidn de
respuestaz inmunes fueron las presentadas por Claman v col.
(28} v por Miller v Mitchel (Z27-28). gquienes estudiaron las
condiciones en que se podla reconstituir la capacidad de
respcuesta deo sintesis de anticueroos frente a un  antigeno
en anima}es letalmente irradiados o timectomizados. E=ztos
invectigadores pudieron compraobar aue la transferencia de
cel.las 2splénizcas a dizheos ratcones, era capazx de

reconstituir una resouesta adecuada. mientras aue =2lle no

.
o
Py
+
-
b
«
11 4

s de la transferencia de células timicas
o de m2dula dsea zeparadamente. Sin embargo, 21 transplante
coniunta de zélulas de estos drganos, determinaba 1la
aparicidn de la capacidad de sirntetizar anticuerpos

especlificos. Eszstos autores sugirieron que las c2lulas de

Cap.2 =14



medul a dzea podrlan ser precursoras de las cdlulas

productoras de anticuerpos v aue las cédlulas linfeoides

+

emergente

(U}

del timo cumplirian funciones auxiliares,
cooperando ambas en forma sinerglstica para producir una
respueszta frente al antigeno. Fosteriormente, Vketz vy col.
(2E-2%9) demostrarcon gue la activacidn de las células E

reauerla. ademds del encuentro con el antigenco, de la

interazcidn de lazs células T colaboradoras con los
antigencos MHC propics expresados por los linfocitos E. Los
mismes autoresz demostraron (29) aue en este tipe de

interazzidn se regueria la identidad de la regidn I del
CMH. Faralel amente, Fosenthal y Sevach (Z0), trabajando
con ccbayos, presentaron evidencias ague sugerian que para
cbtener wuna respuesta proliferativa normal in wvitro de
linfzcitcz 7T purificadces derivados de animales inmunizados
era necesaric enfrentarlos con el antigenc en presencia de
z2lulas accescoriaz (macrdfagos) y gue &stas derivaran de
animalez portadores del mismo H-2 que los linfocitos
inmures. Al bleguear la interaccidn entre las c2lulas T v

laz célulaz aczesorias con un antisuerc anti-CMH, pudieron

Ut

demcztrar formalmente la participacidn de 1los productos

agniceos  del CMH expresadcs en la superficie celular en
estaz imteracziones (Z1).

Finalmente, fueron Zinkernagel vy col.
(1.72-Z270) Juienss, ecstudiando las respusestaz citcoctduicas

frente & infecciones virales, demestraron que la actividad

citetdrica de las células T contra células infectadas por



el virus de la ceoriomeningitis murina estaba restringida
por lc= antigencos zodificados por las regicnes Ky D d=l

CMH., Independientemente, Shrearer v col (T74) demestrar

by

D]
hu

gue la2= -2lulas citotduicas dirigidas contra celulas
modificadasz gulmicamente con trinitrcfencles, estaban
tambi®n reztringidas por el CMH. Fue claramente establecido
que las c2lulas citetduicas pozelian especificidad tante

ara £l antigeno extrafio come para el antigenc de

T O
-

mn

1+

|

n

1

mpatibilidad prepio expresado en la superficie
c2lular. En efecte, cuando ratones de diferentes haplotipos
erar 1nf=ctadoz con virus, v luege <se determinaba <su
capacidad citotdxica sobkre fibrobklasztoz de un determinado

H-Z. ze verifizaba gues la lisi era llevada a cabo

n

finizamente por aquelleos linfocitoe gue compartlian el H-2
coen las ce&lul as infectadas. Estos hallazagos se

gerneralizaron rapidamente, determinandcose aue las

n

respuestas itoténicaz frente a diverses virus (I85-37),

frente

pi}

distintos haptenes (28-2%9) v también frente a
zeélulas que diferilan en antigenos menores de
hi=ztocompatibilidad v contra 21 antigeno H-Y del macho (40-

eztaban restringidas por el CMH.

2.2.Estructuras interactuantes en la restriccidn T.

Se plantearon en ese momento doz modelos de

interaccidn celular que podlian determinar el fendmenc d= la
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restriccion de 1a respuesfa inmune: las estructuras
interactuantes podian ser deos estructuras iguales, es decir
que la restriccidn ocurriera directamente por la
interaccidn de los AMH expresados en la superficie de las
células cocrrespondientes; o bien que la rectriccidn
ocurrisra a través de la interaccidn entre un receptor y un
ligande. Cuande se demostrd (47) que en un F1(AxE), las

célul as T respondedoras Ffrente a un antligenc peodlan

n
n
e
0}
iD

par-adasz en deos subpoblaciones, una que respmondia al

o

nta

yi
J
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—a
'
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3J
1J

ar

i}
n

s o por c2lulas del haplotipoe materno vy

1+
5
u
n
-
(1]
—
8]
T
u
n

ta en =21 ceontexte paternc., se interpretd gque

e

t

—

relacidn

Q
0
C
3
Lt}

r tado indicaria 1a existencia

n
m
]}

ligando-re

I
1]

ptor entre las células interactuantes, vya que
lag =z2lulaz T demostraban ser portaderas de estructuras
aleélicamerte excluldas que, de acuerde a los postulados de
Burnet. deberlian =ser receptores v no AMH. Esta hipdtesis
fué luege ceonfirmada xperimentalmente por distintos
autcores (44-4%). CEwierkicosz v col. (4%), por ejemplc,
cultivaron células T de un F1 (AXE) sobre monocapas  de
macrdfagos de la cepa A a los que e habia acoplado un

antigeno. Estudiaron entonces la capacidad de las células T
que gquedzron adheridas a la monecapa de colaborar con

linfocitoz B inmunes de cada una de las cepas parentales.

n
1
n
o]
o
n
0
n
1]
n
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f
(53
W
J

Comprobarcrn que ectas células T precselec
marcadamente erpriquecidas en su capacidad de colakorar con
fozit

s
1.
3
J
13
m
)

de la =Zzepa a 1la cual pertenecian los

o

macrdfag

1J
mn

utilizados 2n la preseleccidn.



El ceoncepto de que la restriccidn de la
reszpuesta inmune incluye la interaccidn entre un receptor
ern locz linfocites Ty ligando (AMH) en las células
auxiliares o las células efectoraszs corvrespondientes  fud
amolizmente aceptado, adin cuando la =2lucidacidn de la
eztructura oulmica vy la ubicacidn de les genes que
codificar para el receptor T resultd sumamente dificultesa
v =8l eztd siendo cempletada actualmente con 21 uso de las

madcs complejas técnicas de la biclogia molecular (4&),

2.3.Modelos de restriccidn T.

Se han elaboradeo divercsas hipdtesizs gque

irtentan euplicar la restriccidén de las interacciones
celulares oor 1 CMH. Una de =llas, la hipdteszis del
rezcnoccimiente dual, gque surgid del andlisiz de la
restriccidn en 1la interaccidn T-E, ooetul=x que los

linfocitoz T poseerlan dos tipos 42 razectores, uno  con

peepecificidad gara el recconocimiento d=2 leos antigernos de

hiztocompatibilided propiocs otro que permitirla el
reconocimiento del antigenc convencional (47) . Esta
hipdtecsis, por lo tanmte propcone que uwuna célula T
col aboradcra poseeria un receptor para 2l reconocimiento de

los AMH cropiecs expr

1]

w

u

[n
b]

m
pul

0

3

gjemplo, 2n leos linfeocitos

E. v  otro receptor que reconoce al carrier del antigeno.
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La segunda hipétesis, denominada "hipdtecis
d= la modificacidn de lo propio" 42), el aborada

principalmente a través del estudio de la actividad del

sistema T citctduico, propeone gue los linfocitos T pozeen
en su suparficie celular un sclo tipe de receptor., capsz de
reconocer a los= complejos antigénicos formados e=n la
membrana celular per la asociacidn erntre un  antigeno
convencional v los AMH propios. E= decir que en la membrana

celular se formarilan necantigencs por la asociacidn de los
antigenos convencionales con los AMH v gque &stas zerilan las

estructuras reconocidasz por el receptor T.

E=ztaz hipdtesis han sideo discutidas v puestas a
prueba en diferentes sistemas experimentales aungue no =e
han ofrecido hazsta ahora prusbas definitivas ue

sl

establezcan la validez de una u otra pecstulacidn.

2.4.Rol del timo en el aprendizaje de 1la discriminacidn

propio—no propio.

Los experimentos con guimeras desarrcllados
por  Zinkernagel y col. (47,49) v Bevan vy col. (S0-51)
permitieron comprender mejor el fendmeno de la restriccidn
de la respuesta inmune, Upa guimera, o un animal guimérico,
e un individuo en el cual ceoexisten ceélulas de origenes

diferentez., Fara desarrollar =2cstos trabasios se utilizeron
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dos ticeos de quimeras: las quimeras por irradiacidn , las

ouimeras timica

n

. En el primer cacso se irradia a los

huéspedes

~

ze los reconstituye con médula dsea proveniente
de animales de otro H-2Z. Las quimeras timicas se lecgran pcr
irradiaczidn v timectomlia: luego s2 injerta epitelic timico
da arimzales de otreo H-2 vy se repuebla con médula dsea del
H-2 original del huésped, lograndese asl quimeras en  las

que 2]l epitelino tlmico no comparte los AMH con

iD
y—

recto de

1]

—
w
n

celul as del individuo.

Los xperimentos desarrollados en guimeras

por irradiscidn indicaron que, de alguna manera no

[
a]
n
D
=X
T

conccida, expresados en ciertas células
radioresistentes del huécsped, determinaban la especificidad

de la rectriccidn de las células T aue maduraran en el

mismo. Cuando <se estudid la respuesta inmune de quimeras
(AxB)-—->A e decir. huéspedes A irradiados y receonstituldes
con médula dsea de animales (AxE), ce observd que

Ginicamente se podlian obtener respuestas T citotduicas

frente a células del haplotipo A portadoras del antigeno .

For otra parte, cuande se estudiarcn
animales A timectomizados e irradiados, reconstitulidos con
médula dsea y timo (AxB), se obtuvieron respuestas
citotdyiicas frente a células blanco de 1los haplotipos
A vy BE. Es deczir, 1la porcidn radicresistente del epitelio
timico serlia 1la gue determinarlia la especificidad de 1la

recstriccidn de las células T maduras. Ademds, linfocitos T
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de guimeras por irradiacidn A-—->(AxB) fuercon capacesz de
producir lizis especifica de células blanco de los
hapleotipes A v E, indicando que la capacidad de reconeocear
un H-2 Zomo propino es independiente de los AMH expre=szados

por las células T.

Estos trabajos permitieron definir =1 rcl
del timo 2n lo gue se llamd =1 aprendizaje de lo propio, es
decir. en la determinacidn de la especificidad en el
reccnocimiento de los AMH propios, indicando gue 1la
capacidad interactiva de los linfeocitos T poseeria cierta
plasticidad, pudiendoc ser medificada por 21 entorno en el
gue é&stps s2 hubieran diferenciado, fendmeno que cse
dencmind diferenciacidn adaptativa (S2) . Actualmente <se
supone (SI) que 2]l repertorioc de los receptores de 1los

linfocites T emergentes de 1a médula osea nposee

D
ut
n
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n
—
+
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n
-
a
W
a
i}
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e abarcan 2]l reconczimiento de cualguier
AMH de la ecspecie. En el timo, por procesos de seleccidn
negativa o peositiva, se expandirlan preferencialmente los
clones con  teceptores cen baja afinidad hacia les AMH
propicos expresados en 21 epitelic timico, por lo cual la
mayorlia de los linfociteos T poseerd receptores capaces de
treconocer con baje afinidad los AMH propios. La
colaboracidn entre las diversas células del sistema inmune
tiene comeo requizitc la interaccidn entre estos receptores
T con baja afinidad v los AMH propios expresados en  las
ceélulas ceorrespondientes, es decir.,estd restringida per laos

AMH,



Algunos datos experimentales sugieren la
exicstencia de procesos extra-timicos (interaccidn post-
timica con c2lulas linfohematcpoyéticas) (54), que también
influirian en la determinaczidn de la restriccidn Yy
tformarian parte de los procesos de maduracidn de las
celulas T. Finalmente, datos experimentales muy recientes
sugieren que en la médula dsea ccurririan también procescos

de maduracidn que determinarian la especificidad de 1o

n

recectores para el reconocimiento de lcs AMH propics  ante

in

del pasesje de las células T por el timo (SS).
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mostrd la existencia de
interzcciones zelulares del tipo ligando-receptor entre leos
linfocites T celaboradores v las células E, 1los linfocitos
T citotdricos y  las células blanco, los linfeozitos T

col abocradcores las células accescrias presentadoras  de
antigencs=, todas ellas restringidas peor leos antigencs de

claze I & II del CHMH. Estas interaccione

n

res=tringidas
implican el recenocimiento de los antigenos de
higtoceoempetibilidad propics por leos linfociteos T, capacidad
que serla adquirida principalmente en el timo Y

parcialmente en la periferia, independientemente del H-2 de

H
w
m
n
1%
—
=
ful
w
1}

2 independientemente tambiér de la adguisicidn

de especificidad para un antigenc convencional.
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2.5.Genes de respuesta inmune.

Los genes de clase Il del CMH que codifican
para leos antlgerosz Ia fueron descubiertos por McDevitt vy
col (2L cuande intentaba mapear el locus que determinzba

en distintas cep

v

= de ratones, altas »+ bajas respuestas
frente a ziertos polipéptidos. Fero durante mucho tismpz ce
considerd gue existian genes, denominados Ir, que
regulaban la respuesta inmune y que estaban ligades al CMH,
aungue no perteneclian al mismo. Actualmente se ha
establecidc (42,S7-52) gue los genes de respuesta inmune

SON los g

1Y

nes de clase II del CMH qQue codifican para los
antigenos la. En la actualidad., peor lo tanto, se acepta que
los diztintos alelos de los genes la determinan la alta o
ba;a respuesta frente a cada antilgenc, aungue solamente
existen postulaciones acerca de los mecanismos que
determinan esta regulacidn .

Las hipbdtesis que intentan explicar estos
mecanismos pueden reunirse en dos arandes grupos. La
Hipdtecis de la seleccidn determinante(S9-50), propone gue
los antlgencs convencionales se asocian, en la membrana
celular de 1los macrdfagos c© células presentadoras de
antigenos. con los AMH propios, formande complejos
(necantigenos) gue serdn reccneocidos por el receptor del
linfocito T. En los animales no respondedores a un cierteo

antigenc. la asociacidn de éste con los AMH propios no

Cap.2 =2Z=



ccurrirlia o bien ocurriria con muy beja eficiencia, por lo
que el reconocimiento por el receptor T no podria
producirece, atin cuando este receptor estuviera presente en
2]l repertoric T del organismo.

La segunda hipétesics, l1lamada de la
delezidn clonal, propone que el repertoric de los receptores
T ecstarla incompleto, con diferentes "huecos" para cada
haplotipo (&£1-47)., La ausencia o la falta de funcicnalidad
de ciertos receptores T en una cepa dada determinaria que
la misma manifieste baja respuesta para ciertos antigenos
convencicnales.

Esta hipdtesis tiene en cuenta que algunos

receptares T dirigidos hacia antigenos convencieonales

]

vistos en el contextn de los AMH propios, es decir

dirigidos hacia leos antigenos convenciconales expresadeos en
la membrama celular en asociacidn con los AMH propios,
pueden tener reactividad cruzada con ciertos antigenos
propios. Como estos antligenos propios tambieén se

expresarian en la membrana celular en asociacidn con los
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. en cada cepa serlan diferentes los receptores
T con reactividad cruzada hacia leos antigenos propios. Los
en 2l repertoric se producirian por seleccidn
zomdtica, peositiva 0 negativa segdin diferentes autoresz, que
determinaria la no expresidn de aguellos receptores con
reactividad frente a lc propio, evitando asl la aparicidn
de fendmenos de autoreactividad patoldgicoes. Esto
determinaria que cada cepa tenga diferentes "huscos" en

su repertoric T, Y e por 1o tanto, baja respuesta frente a
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3. ENSAYDS EXPERIMENTALES PARA LA DETERMINACION DE LOS

NIVELES NORMALES DE RECONOCIMIENTO DE LOS AMH PROPIOS

3.1. Cultivo mixto de linfocitos singeneico.

Se denomina cultive mixto de linfocitos
singeneico (CMLS) & la proliferacidn in vitro de
linfocitos T estimul ados por ceélulas autdl ocgas o

singeneicas. Este tipo de proliferacidn ha sido descripto
en diversas especies (hombre, ratdn, conejo, cobayo) .
erxhibiendo caracteristicas gque permiten encuadrarla como
una respuesta inmune, ya aue posee memoria Y

especificidad (&4).

El CHMLE =e decarrolla generalmente enfrentando
una poblacidn linfoide T respondedora y uwuna peblacidn
estimul adora singeneica o autdloga pretratada con

mitomicina-C o irradiada para evitar su proliferacidn

(Fig.&).

La mayoria de los autores acepta actualmente
(65-67) que la presencia de antigenos Ia caracteriza a la
noblacidn estimuladora y que la respuesta proliferativa

seria una respuesta a la estimulaciédn determinada por los
antigenos Ia propios sobre la poblacidn respondedora. En
efecto. se ha demostrado gue sueros anti-la bloquean 1la
reaccidn de CMLS (465-6%?). Recientemente se ha sugerido que

los antigenos kK vy D podrian también interwvenir en 1la
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Figura 6 : ensayo de CMLS. Se determina la proliferacidn
de c&lulas T autblogas o singeneicas estimula-

das por poblaciones esplénicas totales.



activacion de 1los linfocitos T en las reacciones de
CMLS (69).

Las celulas R, 1los macrdfagos y las células
dendriticas son portadores de antigenos Ia, y se supone que
éstas dltimas serian las principales estimuladoras de la
proliferacidn de células autdlogas in vitro (70).

Sin embargo, se ha postulado (71-72) que la
reaccidon de CLMS se deberla a la proliferacion linfocitaria
determinada por 1a presencia en el medio de cultivo de
determinantes antigénicos heterdlogos, fundamentalmente
los presentes en el suero bovino fetal (SBF) utilizado
normalmente en los cultivoe. Esta postura es discutida por
los autores de trabajos en 1os que se demuestra 1la
proliferacidn de células autdlogas o sSingeneicas en
ausencia de SEF, utilizando suero de ratdn singeneico para

complementar el medio de cultivo (6B-692.73).

Las células respondedaoras del CMLS, como ha sico

democstrado en estudios con anticuerpos monoclonales,
+ .

correspocnden a una poblacidn T,Lyt-1 (74).

El significado bioldgico de esta proliferacion

autorreactiva ec actualmente tema de intenso andlisis. Se

ha determinado que 1a respuesta T frente a antigenos

convencionsales 1in vitro requiere la intervencidn de

células T autorreactivas, vya que la eliminacidn de estas
células autorreactivas por exposicidn a bromodeoxiuridina y

luz, determina la abrogacidn de la respuesta inmune, tanto



primaria cuanto secundaria, frente a distintes antigenos

solubles (75-76&). Alguncs autores consideran, en atencidn

2 estos resultados, que el CMLS representa una activacion

pcliclaonal de linfeocitos T antigenc—-especificos,
portadores de receptores para antigencs Ia propios (76).
Fock v col. (77) vy Zauderer vy col. (72)  han

obser.adc en animales inmunizadeos con antigenos proteiccs.

un incremento en la proporcidn de celulas T
autorreactivas. Células primadas por Ln antigeno
convenciaonal pueden ser secundariamente activadas, en
ausenciz de dicho antigeno, por los antigenos I-A
ptroplos, aungque la respuesta es mayor en prezencia del
arntigeno convencional. Se ha postulado asi que estas
celulas, inducidas durante una respuesta inmune, podrian

proliferar frente a antigencs autologos de una manera
inespecifica respecto del antigeno inmunizante. Mas adn, se
han podido recuperar células T autorreactivas después de
urna  inmunizacidn in vivo y posterior reestimulacidn con
celulas accesorias singeneicas. Estas ceélulas T presentaban
actividad col aboradora inespecifica, facilitando la
proliferacidn y produccidn de anticuerpos de células R

antigeno-especificas.

Se han descripto ademads otras funcionalidades
en las células estimuladas en un CMLS. Diversos autores han
descripto la capacidad de linfocitos T humanos activados en
CMLS de suprimir reacciones mediadas por linfocitos T v R

(79-82). Smith vy Fnowlton (79) determinaron que 1la
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eliminacidn por exposicidn a bromodeoxyuridina y luz de la
poblacidn respondedora frente a concanavalina-A,
determina también la eliminacidn de las células
respondedoras del CMLS. Coincidentemente, Sanake y Green
(80) demostraron, utilizando 1a misma técnica, que 1a&a
eliminacidn de las células autorreactivas elimina tambieén
una sub—-poblacidn de cé&lulas supresoras que resulta
activada por exposicidn a concanavalina-A.

En el ratéon también ha sido descripta la
capacidad supresora de células activadasz en CMLS sobre
reacciones T citotdxicas y respuestas B in vitro (82-82).
La actividad de estas células supresoras estaria
restringida por 1la regidn I-A del CMH (82). No se han
detectado antigenos I-J en la superficie de estas células.
Los autores de estos trabajos postulan que las mismas
Dodrign no ser supresoras directas sino que, dado su
fenotipo, podrian identificarse comec células colaboradoras

que inducirian la activacidn de los sistemas supresores.

En sintesis. el cultivo de linfocitos T con
celul as rno-T autdlogas o singeneicas determina la
proliferacidn de células T colaboradoras vy suptresoras,

asl como la secresidn de factores inmunorregulatorios (83).
Las células T asi activadas participan en las respuestas

inmunes frente a antigenos convencionales.

El CHMLS de células de animales con
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predizposicidn para contraer enfermedades avtoinmunes
(B:xSE, MRL, NZIE) es deficiente (BS-8&8). En el hombre., se
observa una disminucidn en el CMLS (autdlogor, en las
enfermedades asociadas a desdrdenes autoinmunes, como lupus
eritematoso sistémico, sindrome de Sicogren’s, mononucleosis
infecciosa vy a rtritis reumatoidea (85). MAs agan., el
factor com@in masz conztante que se ha encontrado en las
patologias autoinmunes xperimentales Yy humanas es.
justamente, una alteracidn en el reconocimiento de los CMH

propigcs (87).

A pe=ar de la subsistencia de numerosos
interrogantes, estos datos experimentalez permiten suponer
que las células T autorreactivas que proliferan en el CMLS
participarian in viwvo en los circuitoz regulatoriocs que

operan en las respuestas inmunes normales.

3.2. Reacciones de injerto contra huesped singeneico.

La proliferacidn de linfocitos T inducida por
clulas =ingeneicas o autdlogas normales ha sido descripta
también en ensavos in vivo. La iroculacidn de linfocitos
en la almohadilla plantar de huéspedes singeneicos induce
urn peqguefo pero significativo aumento de peso del nddulo
linfatico aque drena dicha regidn. Esta reaccidbn ha <cido
denominada reaccidn de inserto contra huésped singeneico
{OvH singeneico).

Se han descripto divercsas situaciones
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experimentales o naturales que determinan el aumento de
esta forma de reactividad frente a lc propic. Carnaud vy
col. (88) y Small y col. (89) cbservaron gque la inoculacidn
de esplenocitos provenientes de animales timectomizados
determinaba mayores aumentcocs de peso en los nodulos
linfa&ticos regionales. El pretratamierto de los huéspedes o
de los animales dadores del injerto con ciclofosfamida
detarmina importantes aumentos en las reacciones de GvH
singeneico (20). Dtros autores compararon la capacidad de
inducir GvH singeneico de esplenccitos de animales jdvenes
¥y adultos envejecidos, encontrando gue dnicamente écstos
tltimos determinaban reacciones de GvH singeneico
detectables (?1). El pretratamiento del injerto con suero
anti-« vy complemento, ensayada en los deos dltimos casos,
elimind 1a capacidad de las células esplénicas de
determinar estas reacciones.

Tanto el envejecimiento, como el tratamiento
con ciclofosfamida han side relacionados con la aparicidn
de =intomas autoinmunes. En el primer case (92), ecstos
sintomas se presentarian por disfuncidn de los mecanismes
de regulacion y en el segundo casoc por eliminacidn de
ciertas subpoblaciones celulares, probablemente supresoras,

que se halarian en activa divisidn (23).



4. RESPUESTA FRENTE A ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD NO
PROFPIOS

4.1.Alorreactividad T.

Se denomina alorreactividad T a la respuesta
inmune desarrollada por los linfocitos T hacia los AMH no

propios.

Los linfocitos T alorreactivos poseen
receptores gue reconocen a los diferentes antigenos de
histocompatibilidad de 1la especie, es decir a los

diferentes alelos de los loci del CMH.

En cada individuo, las poblaciones de linfocitos
T que reaccionan frente a cada haplotipo no propio <cson
poblaciones separadas, es decir, no existirlan

superpocsiciones importantes entre ellas (24-95).

Los 1linfocitos T alorreactivos poseen ciertas
caracteristicas que los diferencian de las poblaciones de
linfocitos T que responden frente a antigenos

convercionales .

En primer lugar, la Ffrecuencia de los
linfociteos T alorreactivos gque responden frente a cada
haplotipo no propio es muy alta, va que del = al &% de los
linfociteos T del individuo presenta reactividad contra

cada haplotipo no propio. resultando asi su frecuencia de
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cien a mil veces superior a la frecuencia de células T con
especificidad para un determinado antigeno convencional
(96-98). Esta frecuencia extremadamente alta de los
linfocitos 7 alorreactivos determina. como fuera sugerido
muey tempranamente por Simonsen (29) , la alta

inmunogenicidad de los antigenos de histocompatibilidad.

Otra caracteristica exclusiva de esta poblacidn
linfoidea es la ausencia de modificaciones en la frecuencia
de linfocitos reactivos a wun haplotipo dado por
inmunizacidn in vivo con los correspondientes antigenos de

histocompatibilidad no propios (29-100).,

Estas observaciones llevaron a la suposicidn de
que practicamente todas las células T poseerlan receptores
con especificidad hacia un antigeno de histocompatibilidad
alogeneico. Es decir, se propuso que las poblaciones T
alorreactivas Y las reactiwvas hacia antigenos

convencionales estarian superpuestas.

En base a esta hipdtesis se elaboraron distintos
modelos que proponen que las ceélulas T poseerian dos
receptores separados, uno con especificidad hacia un
antigeno convencional vy otro con especificidad hacia un
aloantigeno (101) 3 0o bien que las células T poseerian
receptores con reactividad tanto hacia un aloantigeno como
hacia el antigeno convencional visto en el contexto de los
antigenos de histocompatibilidad propios. Es decir que un

mismo receptor tendria afinidad hacia wn aloantigeno v
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hacia un antigeno convencional (102-102) (Fig. 7).

La hipdtesis de la superposicidn entre las
poblaciones T alorreactivas y aquellas reactivas frente a
antigenos convencionales en el contexto de los antigenos de
histocompatibilidad propios fué objeto de intenso andlisis,
debido a las importantes implicancias tedricas que derivan
de la misma. Wilson y col (104), utilizando poblaciones de
linfocitos T de rata enriguecidos en su reactividad hacia
un cierto haplotipo no propio. determinaron que las mismas
poseian también actividad T colaboradora con especificidad
hacia gloébulos rojos de carnero (GRC), vy gue este nivel de
actividad era comparable con el de una poblacidn normal,.no

preseleccionada.

Otros autores estudiaron la capacidad
alorreactiva de células citotdricas especlificas para un
virus (provenientes de animales inmunizados con dicho
virus), observando que también poseian capacidad citotéxica
frente a células alogeneicas normales, no infectadas por el

virus, y de diferentes haplotipos (105,106).

Emn nuestro laboratorio se pudo demostrar (107)
que durante el curso de una inmunizaciédn con un antigeno
convencional (GRC) y como consecuencia de la proliferacidn
de los linfocitos reactivos a dicho antigeno, se produclan
modificaciones (aumentos) de los niveles de
alorreactividad. Ademds, en estos animales inmunizados a

repeticidn con GRC, se pudo detectar la presencia de



T~—< anti- AMH propio
L!L{ anti- antigeno convencional

anti-AMH no propio:z.

Un mismo receptor T poseeria

reactividad frente a un anti-
l geno convencional y los AMH propios,

y frente a un AMH no propio.
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Figura 7 : modelos que explican la superposicidn
entre las poblaciones T alorreactivas y .las reac-
tivas frente a antigenos convencionales. Ambos
modelos estdn elaborados en base a la supcsicidn
de que el receptor T reconoce separadamente a los

AMH propios y a los antigenos convencionales.
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anticuerpos antiidiotipicos con especificidad hacia los
receptores alorreactivos propios, anticuerpos que
probablemente intervinieran en 1a regulacidn de los

aumentos alorreactivos observados en etapas posteriores.

Estudios de reclonado extensivo de células
especificas para haptenes sugieren fuertemente gue un
mismo clon de células T podria proliferar in vitro tanto
frente a un antigeno convencional en el contexto de los AMH

propios, cuanto frente a un AMH no propio (108-110),.

Estaos trabajos coinciden en la conclusidn de que
cada celula T poseeria tanto receptores para antigenos
convencionales cuanto receptores para AMH no propios,
aunque no se ha demostrado atin si la capacidad de reconocer
ambos tipos de antigenos deriva de la presencia de dos
tipos de receptores en una misma célula, o de un receptor

con reactividad cruzada para ambos.

4,2.Reaccidbn de injerto contra hliesped.

Cuando se injgrtan células linfoideas T
alogeneicas en Ln animal parcial o totalmente
inmunoincompetente, 1las células injertadas desarrollan una
respuesta inmune frente al huésped denominada reaccidn de
injerto contra huésped (GvH). Esta reaccidn se debe a 1la
estimulacidn de los linfocitos T del injerto por los

aloantigenos del huésped; 1la inmunoincompetencia del mismo
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determina su falta de respuesta y permite la produccidn de
dafio sobre los tejidos —principalmente linfomieloides- por

parte del injerto (111).

Este tipo de reacciones ocurre en forma
caracteristica durante los trasplantes humanos de médula
bsea. En este caso, los pacientes deben ser
inmunosuprimidos para evitar el rechazo de la médula
aloageneica que puede diferir del huésped en alguno de sus
antigenos de histocompatibilidad. Las reaccionés de GvH se
producen debido a la presencia de células T en el material

injertado.

Los procesos patoldgicos que derivan de 1la
inocul acidn de células 1linfoides alogeneicas por via
sistémica <=se denominan enfermedad secundaria, e incluyen
variados sintomas de supresidn patolagica, como
pancitopenia acompaflada de anemia aplastica e
hipogamaglobulinemia (112-115). Estos sintomas caracterizan
a la 1llamada enfermedad aguda de GvH. Otro resultado
posible del injerto de 1linfocitos alogeneicos es el
desarrollo de una enfermedad cronica de GvH, que incluye
hiperplasia linfoide, hipergamaglobulinemia, y la aparicidn
de autoanticuerpaos Y lesiones patoldaicas con
reminiscencias de 1lupus eritematoso vy otros tipos de

colagenopatias (113-115).

Existen diferentes métodos experimentales para

desencadenar reacciones de GvH, Que permiten una buena
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cuantificacidn de la alorreactividad T. Ern los mismos, la
inmunoincompetencia de los huespedes deriva de Ssu
pretratamiento con irradiacidn o drogas inmunosupresoras,
de su 1nmadurez inmunolégica por tratarse de huéspedes
recién nacideos, 0 de su condicidn semihistocompatible con
el injerto cuando se utilizan huészpedes F1 e injertos de

ceélulas parentales.

Tanto la enfermedad de GvH crédnica como la aguda
pueden ser reproducidas experimentalmente injertando en
forma €uVaa por ejemplo, esplenocitos o 1linfocitos
ganglionares parentales en huéspedes F1l, siendo
indisperisable 1a presencia de linfocitos T en el injerto
para desencadenar estos procesos patolégicos. El tipo de
enfermedad desarrollada parece relacionarse con la
activacidn de diferentes sub-—poblaciones de linfocitos T
del 1injerto al encontrarse frente a los antigenos de
histocompatibilidad del huésped. La activacidon de células T

+. -
Lyt-1 ’2 {col aboradoras) desencadena una enfermedad de GvH
cronica, mierntras que la activacidn sucesiva de células

+ -
Lyt-1 ,2 +v. en una seqgunda etapa., la de células supresoras

+
(Lyt 2,2 ), determinaria las dos fases Que caracterizan a
la enfermedad aguda: una primera (corta) de activacidn vy
una segunda fase supresora en la cual las células efectoras
parecen =zer los linfocitos T alorreactivos del inserto
(1173-115). Ademds. se ha determinado (116) gue diferencias

en distintas regiones del H-2 entre dador y huésped se

acocian corn la aparicién de uno u otro tipo de enfermedad.
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Cuando las diferencias entre dador y huécsped corresponden a
los antigencs de clase Il (diferencias en antigenos Ia), la
reaccidn de OG6vH adquiere las caracteristicas de una
enfermedad estimulatoria (GvH crénico), mientras que para
desencadenar una reaccidn aguda deben existir diferencias
en los antigenos de clase I (K o D). y en los de clase II o
antigenos Ia simultaneamente. La existencia de diferencia=s
en antigenos de clasze I exclusivamente no es suficiente

para determinar reacciones de GvH de cierta intensidad .

En las reacciones de GvH locales, determinadas
por ejemplo por trasplantes de piel, se pone claramente de
manifiesto 1a actividad citotédxica desarrcllada por 1los
linfocitose T zalorreactivos del dador. Estas caractericsticas
de las rexacciones de GvH se relacionan con 1las observadas
en reacciones alorreactivas in vitro. Existen dos tipos de
reacciones in vitro gue reflejan la activacién de distintas
poblaciones de linfocitos T alorreactivos: el cultivo mixto
de linfocitos alogeneico (CMLA)Y y las reacciones de
citotoricidad mediada por linfocites T. EI1 CMLA representa
la rama aferente de la reaccidn, wpresada fundamentalmente
por la proliferacion de linfocitos T colaboradores frente a
los antigenos Ia no propios (111). Las reacciones de
citotoxicidad permiten, en cambio. poner en evidencia la
rama efectora de la reaccidn de los linfocitos T frente a
los aloantigencs. Las células T citotdricas responden
primariamente frente a los antigenos K y D, es decir frente

a los antigencs de clase I. Fara que se desarrolle una
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reaccidn citotdxica importante es necesaria también 1la
activaciodn de las células colaboradoras correspondientes
(111), resultado que correlacionaria con la necesidad de
diferencias en los antigenos de clase I vy Il para el

desencadenamiento de una reaccidn de GvH sistémica aguda.

Ford vy Simonsen (117) desarrollaron un encsayo de
tipo local para cuantificar los niveles de alorreactividad
T. El mismo concsiste en 1la inoculacion de células
inmunocompetentes de animales de una determinada cepa A en
una de las almohadillas plantares de un hibrido F1  entre
eza Mmisma cepa y una segunda cepa E, al que 1llamaremos
F1(AxE) (Fig.B). E=ste hibrido. como expresa tanto 1los
antigenos de histocompatibilidad de tipo A como los EB. no
puede reconocer como extrafios a los antigenos de
histocompatibilidad del injerto E; en cambio, las células T
del injertc reconocen como extrafios a los antigenos de
hFistocompatibilidad del huésped, desencadenandose una
resccioén local de GvH. Estas reacciones se pueden
cuantificar determinando el aumento de peso de los ganglios
popliteos derecho e izquierdo, que drenan las almohadillas
plantares respectivas. Se compara asl el aumento de peso

del ganglioc popliteo correspondiente a la almohadilla

plantar inmoculada con celulas alogeneicas Y el
contralateral no inoculado, 0 inoculado con células
singeneicas al huésped (células del hibrido F1 en este

caso). Uma de las ventajas importantes de este método es

'
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Figura 8 : Reaccidén local de GvH . Se inoculan esplenoci-
tos de una de las cepas parentales en la almoha-
dilla plantar de un Fl. Siete dias mas tarde se
determina el aumento de peso del ganglio drenante

por comparacidn al contralateral no inoculado.



que no es necesario inmunosuprimir al huésped, pudiéndose
determinar a=l 1los niveles normalez de alorreactividad

gador-huéz=ped.

La intensidad de las reacciones de GvH depende

de la disparidad entre los antigenos de histocompatibilidad

del dador del receptor, pero se ha determinado que
pequaffas diferencias en los AMH desencadenan en algunos
casos grandes respuestas de GvH. En particular, se ha
observado gue las respuestas maz fuertes son las

determinadas por alelos del H-2 relacionados estrechamente
entre si. incluyendo a veces diferasncias en solo un  coddn

de up lccus del! CHMH (118).

A pesar de que en las reacciones de GvH el
fendmeno predominante es el atague alorreactivo de 1los
linfocitos T del injerto a un huésped qgue no puede
responder al mi=mo, en clertos caseos se ha verificado 1la

existencia de fendmenos de activacion de células B del

huécped. asi como el desarrollo en éste de factores
inmunorregul atorios como anticuerpoz antiidiotipicos v
celulaz T supresoras (112,119-128). Desarrollaremos este

Gltimo aspecto ya que se relaciona con los resultados que

describiremos mas adelante.
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4.3.Resistencia frente a un injerto contra huésped.

Fara provocar un GvH letal en hibridos F1 por
inoculacidn de linfocitos parentales, <se necesitan altas
dosics de linfocitos T. Los huédspedes irradiados, en cambio,
se tornan sensibles frente a la inoculacidn de bajas dosis
de celulas T parentales (126). Existe por lo tanto, un
mecanismo radiosensible que proteje a los adultos F!

normales del ataque aloagresivo.

En hibridos F1 no irradiados se puede inducir
la aparicién de niveles importantes de proteccidn frente al
ataque de celulas parentales alorreactivas, a través de la
inmunizacidbn previa por via e.v. con bajas dosis de células
parentales. Los animales asi pretratados cse recuperan
rapidamente de los sintomas determinados por la reaccidn de
GvH vy adquieren un estado de resistencia especifica frente
a posteriores injertos de linfocitos de 1la misma cepa
parental. aunque su <sensibilidad frente al injerto de
celulas provenientes del otro tipo parental no se modifica
(12G~-121) (Fig.?). Este efecto depende de la presencia de
celulas T en el injerto y no se produce si se utilizan
poblaciones de células T parentales desprovistas por
seleczidn negativa de las células T que poseen receptores
para el haplotipo del otro padre del huésped F1. Es decir,
si se inmuniza un hibrido F1(AxB) con linfocitos de la cepa
parental E previamente depletados de actividad anti-A, los

huéspedes F1 no muestran proteccidon frente al GvH de
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Figura 9 : induccidén de proteccidn frente al GvH local
por inoculacidn e,v. previa de esplenocitos

de la misma cepa parental.



poblaciones normales de células E.

For otra parte, 1las células parentales, entre
las cuales hay linfocitos T con receptores alorreactivos
dirigidos hacia cualquier haplotipo no propio, es decir,
hacia cualquier combinacidn de alelos del CMH no propios,
pueden inducir proteccidn en un Fl entre esa cepa parental

Yy una tercera cepa de distinto haplotipo.

Se ha determinado que este mecanismo de
resistencia frente a las reacciones de GvH depende de las
celulas T del hudsped, y que puede ser transferido a otros
animales receptores mediante pasaje de célul as T

esplénicas (121).

Estos resultados indican que el efecto protector
de las ceélulas parentales estaria relacionado con el
hecho de que dichas células son portadoras de receptores
alorreactivos especificos, frente a los cuales el huésped
montaria una respuesta anti-anti-H-2 propio. Trabajos

recientes demostraron que linfocitos T de un F1 activados

vitro por estimulacion frente a esplenocitos de una de

in
las cepas parentales, poseen capacidad citotdxica
especlifica frente a blastos de cualquier H-2, pero

portadores de receptores alorreactivos frente a 1la cepa
sensibilizante (123).
Coincidentemente, la inoculacidn de recién

nacidos F1 con bajas dosis de células de uno de los

padres, determina la tolerancia de los adultos inmunizados

CAF 4 = 42 =



frente a celulas del haplotipo parental inmunizante,
derivande azi en la extrema sensibilidad de los mismos
frente a reaccionez de GvH desencadenadas por linfocitos de

dicha cepa parental (124),

El estado de proteccidn se desencadena muy
rapidamente: animales irradiados un dia despuds de la
inocul acidn de las celulas parentales desarrollan
igualmente 1la resistencia frente al GvH (125). En base a
estos resultados, los autores proponen que las células
emergentes despuéds de la inmunizacidn se comportarian como

una poblacidén preexistente y con memoria inmunoldgica.

Wilson vy col. (120-123) postulan gue los clones
celulares gue participan en la proteccidn frente al OGvH,
que son clones con actividad hacia los receptores T de alta
afinidad dirigidos hacia los AMH propios de origen
parental, formarian parte de los mecanismos normales que
asequran la tolerancia frente a lo propio. De acuerdo a
esta hipdtesis, en el timo surgirian habitualmente clones
de celulas T con receptores de alta afinidad hacia 1los
antigenos de hiztocompatibilidad propios. cuya actividad
seria regulada por los claones de células T con receptores
anti-anti-H-Z propio. Estos clones., que serlian los mismos
gue ¢ce replican frente a la inoculacidbn e.v. de ceélulas
parentales, intervendrian entonces en la regulacidn de los

niveles normales de autorreactividad.
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4.4.Antigenos menores de histocompatibilidad.

El rechazo de un tejido alogeneico ocurre
fundamentalmente cuando dador y huésped difieren en sus
AMH. Fero existen otros genes gque codifican para antigenos

denominados antigenos menores de histocompatibilidad (AmH),

que tambieén participan en estas reacciones aungue
determinando rechazos mas lentos (127). Estos antigenos
no est&n codificados en el CMH sino en diferentes
cromosomas. Su papel en el rechazo de trasplantes de

&rganos humanos es de importancia (128).

En el ratdn existen por lo menos treinta AmH
(129). Entre ellos, el denominado Mls ha atraido largamente
la atencidn de leos inmundlogos. El locus Mls estd situado
en el cromosoma 1 del raton (1Z0) vy se caracteriza por
determinar respuestas proliferativas intensas en CMLA entre
poblaciones celulares gue no difieren en sus AMH. Tambieén
pueden determinar reacciones de GvH de intensidad similar a
los AMH. Los antigenos Mls se pueden detectar en macrofagos
y linfocitos T.

Se han de=cripto cuatro alelos de ecte

a b c d
locus: Mls ,Mls Mls vy Mls (131). En ensayos de CMLA los
aleles b y c estimulan debilmente la proliferacibdbn de 1los
linfocitos T que difieren en este locus. Los alelos a y d,
en cambio, son altamente estimulatorios en estos ensayos.
Esta unidireccionalidad, que caracteriza a la respuesta

frente a ecste locus, se observa también en reaccionez de
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GvH. Se ha determinado que la frecuencia de los linfocitos
T reactivos frente a estos alelos altamente estimuladores
es muy alta, mayor atn que la frecuencia de linfocitos T

reactivos fremnte a los AMH no propios (1322).

Las respuestas inmunes frente a los AmH estan
restringicas por el CMH (40-42), de la misma manera que la
respuesta frente a cualgquier antigeno convencional. En el
caso de los antigenos Mls, se ha observado que clones de
ceélulas T no muestran tal restriccidn (124-125). Ee ha
determinado ademas, que las reacciones frente a 1los
antigenos Mls se pueden bloquear con anticuerpos anti-Ia
propio, aungue el producto del locus Mls serila diferente a
los antigenos 1Ia (1232,136). En este sentido, un dato
obtenido recientemente reviste gran interés. Janeway %
col. (177) observaron que las células presentadoras de
antigenos de las cepas que poseen alelos estimuladores del
locus Ml=s son mas eficientes en la presentacidn de un
antigeno que aquellas portadoras de alelos no
estimulatorios del locus Mls. Esto podria deberse a que
estas ceélulas expresan mas antigenos Iz en 1a superficie
celular, o biemn a que la presencia de los alelos
estimulatorios aumenta la probabilidad de interaccidén entre
los antigenos la propios y los receptores correspondientes

en las células T.
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5. CIRCUITOS INMUNORREGULATORIOS T DEFENDIENTES.

El estudio de los mecanismos de regulacién de la

respuesta inmune, especialmente el de la supresidbn T, ha

‘dadz lugar a la elaboracidn de comple,os modelos de

circuitos inmunorregulatorios, que incluyen la existencia
de diferentes niveles de supresidn y contrasupresidn, en
cada uno de los cuales participarian célulaz 7T con
diferentes funciones. Cada nivel de supresidn contaria con
un  tipo celular capaz de recibir una sefial externa al
circuitc =supresor e inducir el disparc o comienzo del mismo
(celula inductora). Otra subpoblacidn celular seria 1la
encargada de transducir o transmitir el mensaje anterior vy,
finalmente, existiria un tipo celular efector directo de la
supresidn sobre las células blanco correspondientes. Las
células T inductoras actuarilian ademas negativamente sobre
las ceélulas qgue producen el mensaje inicial, gue serian
rwterrnas al circuito. constituyenco asi un sistema

retroalimentado (Fig. 10).

De acuerdo a los modelos mas aceptados=.
existirian por lo menos tres nriveles de regul acidn
actuantes. Hablaremos con mas detalle de algunas de las

caracteristicas propuestas para estos sistemaz, basandonos
orincipalmente en los trabajos del grupo de Gershon, Green

y col. (1Z8-15Q).
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S.1.Nivel 1 de supresién.

Cuando 1la 1llegada de un antigeno perturba 1la
homeostasis del sistema, uwna serie de interacciones
celulares determina 1la aparicidén de una respuesta. For
ejemplo el antigeno es presentado por los macrdofagos a las
células 7 colaboradoras y éstas activan a los linfocitos B
especificos para la produccidn de los anticuerpos
correcpondiantes. Faralel amente, se produciria la
activacidn del nivel 1 de supresidn. Se ha propuesto (138)
que las celulas B activadas por el antigeno, interactuarian
con uwn tipo de células T, portadoras del antigeno 1I-J
(129, que corresponderlian a las células inductoras del
nivel 1 de supresidn. Estas celulas interactuarian con las
células transductoras de manera antigeno especifica. Los
autores de estos trabajos proponen que esta interaccidn
estaria restringida por genes ligados a la regidon V es
decir, por los genes que codifican para la regidn var?able
de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (140-141). Esto
significaria que, para gue las ceélulas inductoras v 1las
transductoras del nivel 1 de supresidn puedan interactuar,
deberian compartir los mismos alelos en estos genes. 0Otros
autores proponen, en cambio, que la interaccidn entre las
celulas inductoras y transductoras del nivel 1 de supresidn
estarlia restringida por el CMH, y gue el determinante
antigénicc I-J no estaria codificado en una region I-J del
CMH sino que resultaria de la asociacidn entre la cadena

antigeno—-especifica y la cadena EF de los antigenos 1I-E
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portados por el factor inductor de la supresién (18).

S.2.Contrasupresidn.

La contrasupresidn ha sido definida comoc 1la
actividad qgue interfiere con el nivel 1 de supresidn.
determinando la aparicion de inmunidad en forma
domimante (142).

En el circuito contrasuprescor participarian
tambi én varias sub-poblaciones celulares, portadoras de
marcadoresz antigénicos caracteristicos (17). Las ceélulas
efectoraz de la contrasupresidn han sido caracterizadaz en
bazo de animales hiperinmunizados (147, y se pueden
generar 1n vitro cultivando bato de recién nacidos,
ariimales enve,ecidos, y animales autoinmunes por timectomia
y tratamiento con activadores policlonales de ceéelulas B
(17.,147-145) .

La contrasupresidn actuaria en diversas
situaciones en las gue. después de un perlodo de supresidn.

se cstablece la respuesta inmune en forma dominante

D

Los primeros ecstadicos post—-natales, las

o

(17,14
infecciones paracsitarias, ciertos tumores, y los traumas
severos, serian algunas de las situaciones que, al incluir
un estado de supresidn generalizado, probablemente debido a
la activacién del nivel 1 de supresiodn. requeririan 1la
activacion del circuito contrasupresor para restablecer la

respuesta  inmune normal. Se postula también que la
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localizacidbn de ciertas respuestas inmunes, como las
respuestas focalizadas en las placas de Fever,. la piel, Yy
la medul a bsea., podrian estar mediadas por la

contraszupresidn. En-todos estos casos, seria importante que
la respuesta inmune local pueda actuar, adln cuando se
mantiene el eztado de supresidn sistémica, impidiéndose de

ecsta manera la aparicidn de fendmenos autoinmunes (146).

S.2.Nivel 2 de supresiédn.

La exiz=tencia de un segundo nivel de supresion.

actuante zobre el circuito contrasupresor, ha =1do
descriptec in ~itro. a través del cultivo conjunto de
células adultas  neonatales (147). En efecto. mientras que
el cultivo de celulas esplénicas de ratones adultos

naormales da& origen a la aparicidn de una fuerte actividad
sSupresora (149, , el cultivo de ceélulas de recién nacidos
(animalez de 1 a 2 dias). produce actividad contrasupresora
dominante (1445 . Cuando se desarrollan cultivos conjuntaos
de esplenocitece adultos y perinatales no se observa esta
actividad contrasupresora, dependiendo este fendmeno de 1la
oresencia en los cultivos de una pequefia sub-poblacidn de

celulas T adultas.



5.4.0ntogenia de los circuitos T inmunorregulatorios.

Estos complejos circuitos inmunorregulatorios se
desarrollarian en los estadios perinatales del ratébn de
acuerdoc a un pragrama que pareceria estar definido
ontogernéticamente (130). En efecto, antes del nacimiento,
las células esplénicas embrionarias parecen tener un alto
potencial SUpKresor., gque no puede ser contrabal anceado por
celulas contrasupresoras. Las células esplénicas de ratones
recién nacidos poseen también una alta capacidad supresora,

pera ésta puede ser inhibida por contrasuprezidn. Entre el
ev do

1 y Z dia de vida, 1la supresion desaparece,
instalandose en el bazo una clara actividad
contraszupresora. La eliminacidn por antisueros de esta

-

dltima permite recuperar la capacidad supresora de a

1]

primeras horas: mas adn, si los animales son timectomizados
durante el primer dia de vida, no se observa la aparicidn
de actividad contrasupresora (17).

Estos resultados parecerian indicar que los
diferentez niveles regulatorios aparecerlan en forma
sucesiva: la supresidn generalizada de la etapa embrionaria
seria contrabal anceada por la aparicidn de la
contrazupresidn.

El niwvel 2 de supresidn apareceria alrededor
del! dia 8 de vida y jugaria un papel importante en el
proceso de maduracidn normal de la respuesta inmune, ya

que la introduccidn prematura de esplenocitos adultos (gue
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incluyen células supresoras del nivel 2), bloquea el
desarrollo de 1la respueéta inmune normal (1S1). El
tratamiento de las células adultas con un  antisuvero

especifice para las poblaciones T pertenecientes al nivel
2 de suprecidn (F7DS), elimina su capacidad de perturbar el

decarrecllo de la respuesta inmune de los recién

nmacidos (17).

Experimentos de timectomlia temorana <sugieren
tambié&n gue el nivel 2 de supresidn tendria un importante
rol dentro de los procesos de maduracidn de la respuesta
inmune mormal. Smith y col. (148) observaron gue animales

er
timectomizados al = dia de vida vy +*tratados con
activadores policlonales. desarrollan una severa patologia
autoinmune. En cultivos de células de estos animales, se
desarrollan ceélulas supresoras del nivel 1 vy células

contrasupresoras, pero no asi células del nivel 2 de

supresidn (148).

La aparicidn sucesiva de los diferentes
circuiteos de supresidn y contrasupresidn seria, de acuerdo
con estos resultados. un requizito para el desarrcollo de
la respuesta 1nmune normal. Como hemos explicado, el pasaje
prematuro de células de animales adultos a ratones recién
nacidos es capaz de producir perturbaciones en el
desarrollo de la respuesta inmune. El1 pasaje de ceélulas de
tipo adulto de la madre al feto a través de la lactancia

ocurre en forma normal, como se detallard mas adelante.

Estos resultados parecen sugerir que las células que pasan
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de 1la madre a los hijos durante la lactancis podrian
LN papel importante en la determinacidn de
caracteristicas, niveles 0 ecpecificidades de

circuita=s inmunorregulatorios de los hijos.

0]
]
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6. RECONOCIMIENTO DE LO PROPIO 11 . RED DE IDIOTIPOS-
ANTIIDIOTIPOS

6.1.La teorla de la red.

Uno de los mecanismos fundamentales de
regulacidn de 1la respuesta inmune, la red de idiotipos-—
antiidiotipos., incluye wuna de las formas principales de
reconocimiento de lo propio que tienern lugar como parte del

funcionamiento normal del sistema inmune.

La teoria de la red (Z), formulada por Jefne en
1974, proponia que el sistema inmune podia considerarse
como una red de idiotipos interactuantes. De acuerdo con
esta hipbdbtecsis,.todas las inmunoglobulinas normales de cada
individuo expresan dos tipos de sitios de interaccidn con

otros elementos del sistema inmune: los paratopos., o sitios

de combinacidn con los determinantes antigénicos
convencionales: Y los denominados determinantes
idiotipicos, es decir, los determinantes antigénicos
conformados por las estructuras gque adopta la regidn

variable de las inmunoglobulinas para cada anticuerpo en
particular (Fig.11).

El conjunto de los idiotopos de una
inmunoglobulina se denomina su idiotipo. El idiotipo de las

inmunoglobulinas resulta antigénice para el individuo gue



‘Figura 11:

<« idiotopo 1

idiotopo 2
' 4

‘?/

anticuerpo antiidiotipico

paratopo -»

/. Y
epitopo p

imagen interna del antigeno

interrelaci6n entre epitopos,idiotopos y paratopos. Los para-
topos son los sitios de combinaci6n con los determinantes
antigénicos (epitopos) y se expresan en los receptores de las
células T,B y en los anticuerpos antigeno-especificos. A su
vez estos receptores y anticuerpos tienen sus propios determi-
nantes antigénicos (idiotipos), frente a los cuales se elabo-
ran anticuerpos antiidiotipicos. Un anticuerpo con otra espe-
cificidad puede portar un idiotopo similar al epitopo natural,
denominadndoselo entonces imagen interna del antigeno.



las produce, por lo que el mismo sintetiza anticuerpos
especificos para esos determinantes idiotipicos. A esos
anti-anticuerpos se los denomina anticuerpos
antiidiotipicos (152).

Jerne postuld que en el conjunto de las
inmunoglobulinas de wn indivuo tendrian representacidn
idiotopos con reactividad cruzada hacia la mayoria o toeodos
los egi1topos naturales. Estos idiotopos, que representarian
al consunto de todos 1los determinantes antigénicos
naturales o experimentales, son denominados dentro de esta
teoria "imAgenes internas" del antigeno. El otro postul ado
central de 1la teoria de Jerne indica Qque para cada
anticuerpo (Ab ). gue posee su proplio conjunto de idiotopos

1

(es decir su idiotipo particular), existe un anticuerpo

complementario Ab ., con especificidad hacia dicho

o
=

idiotipo y que también poseerd su propio conjunto de

idiotopos. Los determinantes idiotlpicos de Ab seran

o]
-—

reconocidos también por anticuerpos ecpecificos

denominados Ab que seradn portadores de sus propios

)

determinantes idiotipicos. etc.

Visto asi el sistema inmune como una red de
idiotipos y antiidiotipos interactuantes, Jerne propuso
que, en un animal no inmunizado, esta red de anticuerpos
complementarios estaria en equilibrio, el Qque seria
modificado o roto por la entrada de un antigeno. La
instalacidn original de la red 1idiotipica para cada
antligeno estaria relacionada con la existencia, para cada

antigeno natural, de una imagen 1interna del mismo,
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representada, como hemos explicado, por los idiotopos de
las inmunoglobulinas con reactividad cruzada hacia los

epitopos naturales. El estado de equilibrio postulado

estaria basado en 1la supresidn o control negativo ejercido

por las inmunoglobulinas antiidiotipicas (Ab ) sobre 1los

2
-

linfocitos con especificidad para las inmunoglobulinas

correspondientes (Ab ), y la activacidn o control positivo
1
ejercido por las inmunoglobulinas de tipo Ab sobre los
1
linfocitos portadores de inmunoglobulinas antiidioctipicas

Ab . E= decir que las inmunoglobulinas de tipo Ab
~
2 1
actuarian como supresoras de la actividad de los linfocitos
portadores de las imAgenes internas del antigeno y como

estimul adoras de los correspondientes linfocitos

antiidiotlipicos.

La llegada de un antigenc romperia el
equilibrio de este sistema, fundamentalmente porque
eliminaria del mismo ura apreciable cantidad de
inmunoglobulinas del tipo Ab antigeno-especificas. EI
secuestro de estas inmunogiobulinas determinaria la

expanzidn del clon de células portadoras de la i1imagen
interma del antigeno., 1o cual determinaria a su vez un
aumento de las inmunoglobulinas con receptores

especificos=s, es decir Ab . Esto determinaria la expansidn
1

del clon de linfocitos Ab , lo cual a su ve:z determinaria
-

o

la ampliacidn del clon productor de Ab , etc,etc, derivando

finalmente en un nuevo estado de equilibrio, en el cual el

ndimer o de celulas linfoides portadoras de



inmunoglobulinas Ab serila diferente (mayor) del inicial.
1

Fosteriormente se ha demostrado (17.128.142,15%)
aue no zclo las célul as 5] Y los anticuerpos
correspondientes interactdan en forma de red idiotipica,
sino que también las células T, tanto las colaboradoras
como las sSupresaras, participan en los circulitos
inmunorregulatorios a través de interacciones de tipo
idictipico, regul ando a traveés de las MmisSmas la
proliferacidn de clones de linfocitos portadores de los
idiotipos correspondientes.

La teoria de Jderne ha constituido un aporte
fundamental &l desarrollo de los conocimientos actuales de
la inmunclogla, aungue algunos de sus postulados basicos
hayan =si1deo revisades posteriormente (154-158) . Asi,la
suposicidn de que serian las im&genes internas de los
antigenos m&s gue los antigenos mismos ( o sus paratopos )

lo= aue intervendrian en el ecstablecimiento del ni.el

"inicial" de ceélulas Ab , se encuentra actualmente en
1

revisién (158). e ha demostrado también que las

interacciones bidireccionales entre idiotipos Y

antiidiotipos pueden ser estimulatorias o inhibitorias en
ambos sentidos, dependiendo de las condiciones en que se
produzcan (154-158), ya gue la inmunizacidn con anticuerpos
antiidictipicos puede determinar tantoc la supresidn como la
eztimulacidn de los clones portadores de los determinantes

idiotipicos correspondientes.
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6.2.Determinantes antigénicos privados y pdblicos.

Los trabajos clasicos en este area estudi aban
el efecto de 1a inmunizaciobn con anticuerpos
antiidiotipicos xenogeneicos o alogeneicos (157-138). El
desarrollo de las técnicas de sintesis de anticuerpos
monoclonales (159) permitid el abordaje del estudio de 1la
regulacidn de la szintecsies de anticuerpos de un determinado
idiotipo en sistemas singeneicoes. Estas técnicas
permitieron determinar la existencia de ciertos patrones
idiotipicos en la respuesta inmune.

Ciertos 1idiotipos, denominados determinantes
idiotipicos privados o menores, se xpresan en forma
irregular vy <so0lo en algunos individuos de uwna cierta
especie2 o cepa. 0Otros idiotipog aparecen regularmente vy con
alta frecuencia en los individuos de una cierta cepa o
especie, VY en 2launos cascos, hasta en diferentes ecspecies
(160-16Z). Las =ecuencias génicas que codifican par& 1las
ecspecificidades recurrentes o pdblicas parecerian ser

estable y trasmisibles hereditariamente, Y3 aque los

m

miembros de una determinada cepa producen, con uwuna cierta
frecuencia propia, anticuerpos con determinado idiotipo
frente a la inmunizacidn con el antigeno correspondiente.
Las especificidades idiotipicas privadas, en cambio.
decenderian de mutaciones somAticas al azar en la =zona
hipervariable de 1lo= genes que codifican para las

inmunoglobulinas. La respuesta frente a ciertos antigenos



mente en anticuerpeosz con especificidades
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cas rea2currentes, mientras gue otras rezpuestas.

especlalmente las interaccionez idiotipicas-antiidiotlipicas
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7. RELACION MATERNO-FETAL.

7.1.Inmunologia de la prefez.

El desarrollo de un feto semi-alogeneico en el
Gtero materno constituye uno de los fendmenos fascinantes y
a la vez elusivos de la inmunologlia. Se han elaborado
numerosas hipdtesis que intentan explicar la ausencia de
ataque alorreactivo materno al feto. Actualmente se ha
comprobado que el feto expresa muy tempranamente sus AMH en
la superficie de las células correspondientes (1&87)., Yy qgue
la madre durante la prefiez elabora anticuerpos hacia los
mismos (164-1&38). For ello. las hipdtesis que se estudian
mads activamente comprenden dos tipos de mecanismos que
probablemente coexistan: se postula que la placenta actuama
comec barrera selectiva impidiendo la entrada de anticuerpos
y células maternas hacia el feto (165-170): v, por otra
parte, gue la respuesta de la madre frente al feto
poseeria las caracteristicas de una respuesta facilitadora,
mediada por la presencia de anticuerpos de tipo bloqueante

y por complejos inmunes (171-1732).

La respuesta materna frente al feto en
desarrollo se expresa de diversas maneras (174-175): por el
agrandamiento de los nddulos linfaticos drenantes del datero
y la proliferacidn en ellos de celulas pironinofilicas en
las Aareas paracorticales (linfocitos T) y de células

plasmaticas en el area medular (linfocitos B); por el



desarrcllo de inmunidad celular contra los AMH y AmH de
origen ‘paterno; Yy por 1la presencia de anticuerpos
hemoaglutinantes, leucoaglutinantes y linfocitotéxicos,
entre otros. La inmunidad materna se detecta en multiparas,
pero es de notar que los anticuerpos dirigidos contra los
AH fetales de origen paterno no se detectan en el suero de
los nifMos al nacimiento, mientras que anticuerpos
similares resultantes de preinmunizaciones o prefleces
previas son detectados en dichao suero.

En nuestro laboratorio hemos podido demostrar
(176) que durante los primeros dias de la prefez murina se
detecta un aumento de los niveles alorreactivos maternos.
Estos niveles alorreactivos aumentados fueron detectados en
los ganglios para—-aérticos que drenan el dtero gravido
hasta el tercer dia de la preflez. Faralel amente se observd
el desarrollo de una creciente actividad supresora gue
caracteriza los estadios posteriores de la prefiez.

Diversos autores han demostrado. utilizando
anticuerpos monoclonales, que 1la placenta actuaria como
inmunoadsorbente de los anticuerpos maternos dirigidos
hacia los AMH de origen paterno (167-170). Si hembras
prefadas son inyectadas por via e.v. con anticuerpos
monoclonales anti-AMH de clase I del feto marcados con
isdtopos radioactivos., se aobserva una marcada toma de
radioactividad en la placenta, comparada con la marca que
incorpora la placenta de hembras prefiadas con fetos de otro
H-2. Estos anticuerpos serilan digeridos intracelularmente y

liberados en forma de fragmentos a la circulacidn materna.
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Contrariamente, experimentos con anticuerpos dirigidos
hacia 1oz AMH de clase II indican que 1la placenta no
actuaria como inmunoadsorbente frente a los anticuerpos
dirigidos hacia los antigenos Ia del feto (170), aungue no

se han investigado adn todas las especificidades.

En sintesis 1la prefiez incluye un estado de
respuesta 1inmune activo de la madre al feto, con 1la
presencia de respuestas de tipo humoral vy celular frente a
antigenos fetales, incluyendo los AH de origen paterno. Sin
embargo, existirlian mecanismos de proteccidn del feto. que
asegurarian su sobrevida en el dtero materno. Desde el
punto de vista de nuestro trabajo., resulta especialmente
importante discutir la posibilidad de que ceélulas vy
mol éculas maternas, adin cuando estuvieran preselecciona—
das negativamente en cuanto a la potencialidad de daffar al
embridn, puedan atravezar la placenta y llegar al feto,
pasando asl a formar parte de la historia antigénica e

idiotipica del individuo.

7.2.Intercambio de células a través de la placenta.

Los sistemas circulatorios materno y fetal estéan
separados por una barrera ininterrumpida, el trofoblasto de
la placenta, a través de la cual se produce la dialisis de
los flulidos sanguineos correspondientes. E1 pasaje de

ceélulas a través de la placenta estd dificultado por 1la
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estructura fisica de la misma (177). Las uniones de tipo
"estrecho" entre las célulacs de la capa trofoblastica, asi

como la existencia de una capa de fibrina en la interfase

materno-fetal, colaboran en el control del intercambio
celular, potencialmente dakMino para el embridn semi-
alogeneico. La sialomusina, rica en acido neuraminico,

gue cubre las microvellosidades trofcoblasticas en su polo
apical (materno), conferirla a la superficie celular una
alta carga eléctrica negativa que podria repeler a los
linfocites maternos. Estos también tienen su carga
eléctrica negativa aumentada, probablemente por accidn de

la progesterona (178).

Sin embargo, durante 1la preflez normal .
pequeffas cantidades de sangre fetal. incluyendo gldbulos
rejos v leucocitos, entran en la circulacidn materna (179-
180). Este pasaje determina gque en la circulacidn materna

se encuentre entre un 0.8 y un 0.14 % de células fetales

(180).

El pasaje de celulas en sentido inverso, es
decir, desde 1la madre hacia el feto, es materia de
controversia (.180-182) y atin de acuerdo a los autores que
postulan su existencia, seria de un nivel muche menor que
el pasaje de células en sentido contrario. En efecto,
cuando se inocularon gldébulos rojos marcados a futuras
madres, identificandose luego dichas células en sangre del

corddn umbilical, se pudo comprobar que sbdlo el 10% de los



fetos habia recibido algdin aporte de sanare materna (182).
Dtros autores (187, utilizando marcadores enzimaticos,
determinaron gque no existirla pasaje linfocitario de 1la
madre al feto, dato que se verificd a través de la
inoculacidn de celulas marcadas con fluorescelina a la
circulacidn materna en distintos momentos de la gestacidn.
En 21 mismo estudio se detectd, en cambio, el pasaje de

gldbulos rojos de la madre al feto.

Exxisten por otra parte evidencias clinicas vy
experimentales del pasaje trasplacentario de células hacia
el feto. Beer vy Billingham (184) demostraron que era
posible desencadenar reacciones de dafMo fetal

caracteristico de un ataque alorreactivo en experimentos

desarrollados can ratas tratadas con ciclofosfamida -V
repobladas con médula dsea alogeneica. El S0% de las crias:

provenientes del apareamiento de estas quimeras con machos

de la cepa original (huésped) sufrieron dafio fetal, lo gue
sugiere que las células maternas quiméricas habrian
atravezado la placenta Y desarrollado un ataque
alorreactivo hacia la cria histoincompatible. La mayorla de
los sobrevivientes resultaron tolerantes a los injertos de
piel de la cepa dadora de la quimera. La induccidn de dafio
fetal también ha sido posible a través del pretratamiento
de la madre con antigenos paternos y por inmunizacidn de la

misma con linfocitos singeneicos inmunes al padre (179).

En nuestro laboratorio se ha reproducido el

modelo de induccidn de daffo fetal inmunizando a las futuras
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madres con celulas o tumores de origen paterno (185) y adn

con tumores no relacionados (184). En estos experimentos se
ha podido correlacionar una mayor incidencia de dafo fetal
con  un  mayor nivel alorreactivo T esplénico de 1la madre
hacia 1los antigenos de histocompatibilidad del padre
(185,187). Mas adn, cuando se preftaron hembras gque hablan
sido inmunizadas con un antigeno convencional (gldbulos
rojos de carnero) en forma repetitiva, lo que determind
aumenteos en los niveles de alorreactividad T de dichas
hembras, también se logrd la induccidn de dafio fetal en
las crias en combinaciones de cepas que diferian en sus AMH

y con diferentes dosis de inmunizacidn en cada cepa(l28).

En el hombre se han informado algunos casos de
induccidn materna de daflo fetal que incluyen sintomas de
GvH, con un caso extremo de quimerismo a nivel de
cromosomas sexuales (189). Recientemente se ha determinado
por tipificacidn de HLA la presencia de linfocitos T y R
maternos en niffos que sufren una inmunodeficiencia severa
combinada (190). Algunos autores correlacionan el pico de
leucemias gue se observa en nififos de alrededor de los dos
affos de edad. con el pasaje trasplacentario de linfocitos
maternos vy la reacciodn crdnica de GvH determinada por 1la
presencia de los mismos en la circulacidn del infante

(191).

En conclusion. el pasaje de células a través de
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la placenta en condiciones normales no ha sido demostrado
claramente, pero si1 en condiciones experimentales o

patoldgicas.

7.2.Pasaje a través de la lactancia.

Ademas de la conocida transmisidn pasiva de
inmunidad humoral principalmente bajo la forma de
inmunoglobulina A (Ig A) y otros agentes, hay evidencias
clinicas y experimentales de gue a través de 1la leche
materna se pueden transmitir tambieén células con
competencia inmuncldgica.

Se sabe ya hace mucho tiempo gue el calostro vy
la leche de muchos mamiferos contiene muchos leucocitos (de
1 a 4:—:106 ceélulas por mililitro. dependiendo de 1la
especie). La mayoria de estas células son macrdfagos.,

aunque también se encuentra una cantidad considerable de

linfocitos que alcanzan el 10% del total de células,

incluyendo igual proporcidn de linfocitos T y B (1923). Se
calcula gue durante la segunda semana de vida, un nifio
8

lactante incorpora 10 células viables por dia a traves de
la leche materna (194).
Se ha determinado que estas células son

inmunoldgicamente activas en cuanto a 1la capacidad de

proliferacidn frente a mitdgenos, la respuesta en ensayos
de cultivo mixto alogeneico, y la produccidn de
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anticuerpos in vitro (192-194), Sin embargo, estudios
comparativos de la respuesta inmune de los linfocitos de la
leche y sangre periférica, han puesto en evidencia que los
linfocitos T y B presentes en el calostro y 1l1la leche

habrian sido seleccionados en cuanto a su especificidad de

respuesta (194). En efecto, 1los linfocitos B de la leche
sintetizan preferentemente anticuerpos contra
microorganismos habituales en el tracto digestivo Y
respiratorio, careciendo en cambio de algunas
especificidades presentes en los linfocitos de sangre
periférica de los mismos individuos. Actualmente se supone

que las células plasmadticas observadas en 1las glandulas
mamarias durante la preflez tardia y durante el post-parto
en el calostro y la leche, se originan a partir de células
precursoras sensibilizadas en el tejido linfoideo ascociado
al intestino, secretando inmunoglobulinas cuya
especificidad estd asi dirigida principalmente hacia los
microorganismos relacionados al tracto intestinal (193). E1l
transporte de células desde las placas de Feyer hacia las
glandulas mamarias ha sido demostrade con técnicas de
marcacidn celular con isdtopos radioactivos (196). Durante
el desarrollo de las glandulas mamarias se observa una
marcada afluencia de células productoras de IgA. La
administracién de hormonas lactogénica a hembras virgenes
determina también la aparicidn de estos linfocitos en 1la
glandul a mamaria (197). En conejos en 1los que se
realizaron transplantes autdlogos de glandula mamaria en la

camara anterior del ojo y se administraron hormonas
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lactogénicas, s= observd la migracién de linfocitos B pro-
ductores de IgA a dichos transplantes (198). No se conocen
los mecanismos que median la colonizacidn de 1la glandula
mamaria. Strober y col (199) han sugerido que la presencia
de linfocitos T colaboradores especificos para la
produccidn de IagA podria determinar la expansidn
preferencial de linfocitos B de la poblacién circulante en
las Areas submucosales como las glandulas mamarias.

Las IgA de la leche materna parecen reflejar

directamente la exposicidn que ha sufrido la madre a
distintos antigenos a traveées del tracto intestinal. For
ej;emplo, la presencia de altos niveles de IgA hacia

componentes de la leche bovina correlaciona con los niveles
de 1ingesta de leche de la madre (200). ESe ha determinado
tambié&n que en mujeres expuestas a E.coli vy Vibrio
cholerae se encuentran normalmente anticuerpos hacia las
toxinas correspondientes, mientras gque en mujeres no
expuestas a estos agentes infecciosos no se detectan los
anticuerpos especlificos (201-202), Las 1Ig de 1la leche
poseen ademas algunas especificidades que no se observan en
el intestino, incluyendo especialmente Ig presentes en las

secreciones salivares (193).

Los linfocitos T de la leche y el calostro
presentarian también cierta seleccidn en su repertorio de
especificidades. Se destaca en este sentido la ausencia de

citotoxicidad frente a células portadoras de los antigenos
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de histocompatibilidad de origen paterno, aungque la

respuesta proliferativa frente a dichas células es
semejante a 1la respuesta de los linfocitos de sangre
periférica de la misma madre (202).

El pasaje de estas ceélulas maternas a' la

circulacidn de los recién nacidos a través de la leche ha

sido comprobada en forma directa. En experimentos con
linfocito=s marcados. se determind primero que la marca se
recuperaba principalmente en las placas de Feyer,

indicando a é&stas como principal via de acceso de dichas
celulas a 1la circulacidn de los recién nacidos (202).

Recientemente (204), utilizando técnicas de marcado de

células con isotiocianato de fluoresceina o rodamina vy
observacidn microscépica y citofluorimétrica, se ha
determinado qgue por lo menos el 0,1% de las células de la
leche materna ingresan al lactante, observandoselas en
distintos &rganos y en sangre periférica. Los autores de
este trabajo estiman que durante la primer semana de vida

de los ratones 1los lactantes podrian incorporar alrededor
4

de 10 células maternas.

Durante la primera semana de vida de 1los
ratones., la acidez estomacal y la actividad enzimatica son
bajas (205-206): el pH del estdmago de la rata al nacer es

de ¢.6 y se ha determinado gque permanece por encima de 5.0

hasta tres semanas después del nacimiento. Se ha

alta
establecido ademds que la leche de rata posee una

capacidad de buffer. La actividad péptica detectada en el
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estdmago de ratas lactantes es escasa hasta las dos semanas
de vida. Estudias realizados en nifios lactantes demostraron
que las condiciones gastricas pueden ser no perjudiciales
para la sobrevida de células en ese medio (207-208). Aunque
el pH del ;ugo gastrico es de 2.5, la produccidn de &cido
clorhidrico durante los primeros meses de vida es bastante
baja. Al mamar, el pH sube en pocos minutos por encima de
6.0, declinando recién después de un periodo postprandial de
Z horas.

Existen considerables evidencias de que las
células maternas aportadas a través de la lactancia
sobreviven y funcionan durante varias semanas (209-210). En
experimentos en que se utilizaron ratas nodrizas
alogeneicas y semi-alogeneicas para alimentar a las crias,
se pudo inducir en las mismas tolerancia hacia el H-2Z de
estas nodrizas, observandose también la adquisicidn por

parte de la cria inmunologicamente inmadura de capacidad
ros

-

para rechazar injertos de piel alogeneica de =3 no

relacionados. Mas adin, los linfocitos que pasan a traves de

la leche reconocen como extrafos los antigenos de
histocompatibilidad de origen paterno de la cria,
declarandose entonces una enfermedad de GvH, letal en

ciertas combinaciones de dador-huesped (20%,211).

En el hombre, mas del 107 de los linfocitos de
sangre periférica de los recién nacidos tienen el HLA de 1la
madre. En niflos alimentados con nodrizas, se ha comprobado

que estos linfocitos pueden transferirse al recién nacido a



través de la leche materna (212).

7.3.Influencia materna sobre el desarrollo de la respuesta

inmune de la cria.

En las primeras etapas de la vida post-natal de
los mamiferos, en las que el sistema inmune es atin
inmaduro, 1los linfocitos y anticuerpos que recibe a traves
de la placenta y de la leche materna tienen un papel muy
importante en la defensa frente a las infecciones (21Z-

214).

Fero, ademds de este papel transitorio, los
antigenos e inmunoglobulinas maternas pueden influir en
forma permanente en la expresidn del repertorio inmune de
los hijos. Durante un largo periodo se relaciond dicha
influencia exclusivamente con la instalacidn de tolerancia
frente a determinados antigenos. En efecto, la
administracion de antigenos (215-217), o de anticuerpos
antiidiotipicos a recién nacidos (218-219) o durante 1la
vida intrauterina (220-221), produce la supresidn crdonica

de la respuesta inmune correspondiente.

Se postulan diferentes mecanismos para explicar
la instalacidén de un estado de tolerancia por el contacto
temprano con un antigeno; estas postulaciones, aunque en su

mayoria provienen de estudios en los que se logra 1la



tolerancia frente a un antigeno no propio por
administracidén intrauterina o perinatal, intentan tambieén
explicar los mecanismos por los cuales los individuos son
tolerantes frente a los antigenos propios. Algunos autores
sostienen aue el contacto con un antigeno en ciertas
circunstancias determinaria 1la peérdida o delecidn de
algunos clones celulares, especialmente del repertorio T,
que serian justamente 1los <clones portadores de los
receptores hacia esos antligenos. De esta manera se
instalaria un estado de tolerancia frente a los mismos.Como
hemos discutido anteriormente, esta delecidn clonal
ocurriria en el timo, aunque se ha postulado que existirtan

también procesos de seleccidn pretimica(49,354-53).

Otros autores (222-224) postulan que la

tolerancia por contacto temprano con un antigeno dependeria

de la presencia de linfocitos T supresores, con
especificidad hacia el antigeno o hacia el receptor
antigeno—-especifico de los linfocitos inmunes

correspondientes. Este tipo de mecanismo podria participar
no s&lo de la instalacidn de la tolerancia frente a un
antigeno durante la maduracidn del sistema inmune, sino
también, Y quizds principalmente, como un mecanismo de
vigilancia permanente capaz de actuar frente a clones con
reactividad hacia lo propio que podrian emerger en etapas
posteriores de la vida del individuo (224). Otro tipo de
mecanismo propuesto enfatiza la posibilidad del blogueo de

los receptores del antigeno por antigenos monovalentes,.no
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inmunogénicos (225). Este tipo de bloqueo ha sido demostrado
especialmente en el compartimiento BE. Es probable que los
distintos mecanismos propuestos participen en forma
sinergistica en el mantenimiento de la tolerancia frente a
las antigenos propios, controlando la aparicidn de

reacciones autoinmunes de tipo patoldgico.

La tolerancia por administracidn temprana de
anticuerpos antiidiotipicos podria instalarse a través de
dos tipos de mecanismos. En primer lugar, los anticuerpos
antiidiotipicos interactuarian directamente con los
receptorecs de las células efectoras, por ejemplo, las
precursoras de células E antligeno-especificas,
desarrollandceose entonces un estado de supresidn T
dependiente vy no transferible por pasaje de células T o B
(228) . El segundo tipo de supresitn derivaria de 1la
capacidad de los anticuerpos antiidiotipicos de estimular
la proliferacidn de células T supresoras (227)., Yy sus
caracteristicas incluyen ser T dependiente vy transferible

por células T a animales normales.

Mas recientemente se ha demostrado la
posibilidad de activar clones silenciosos a través de este
tipo de inmunizaciones. En efecto, 1la inmunizacidn de 1la
madre con inmunoglobulinas antiidiotipicas especlificas
para un idiotipo no habitual para la cepa, determinaria la
aparicidn en la cria de anticuerpos con dicheo idiotipo
(228-229). posiblemente a través de la eliminacidn de 1la

supresidn actuante sobre las ceélulas sintetizadoras de los
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mismos por una respuesta de 1la madre frente a la

inmunizacidn de caracter anti-antiidiotipico.

En los circuitos inmunoregulatorios que incluyen

estas interacciones idiotipicas Y anti-idiotipicas,
intervienen no solamente células B y anticuerpos, como
fuera inicialmente postulado por Jerne (2), sino también

ceélulas T portadoras de receptores idiotipicos vy anti-
idiotipicos, con efectos centrales en la regulacidn de la

respuesta inmune (17-18).

Estos datos indican que, a traveés de diferentes
mecanismos actuantes sobre leos distintos compartimientos
inmunes, los antigenos y células maternas gque pasan de la
madre a los hi jos podrian ejercer una importante influencia

en el desarrollo de su respuesta inmune.

~
o
]
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1.

ANIMALES

Se utilizaron ratones de las cepas endocriadas
BALEB/c, AHR/J, AKR.M y DBA/Z2. A partir de combinaciones de
estazs Zepas s2 obtuvieron los siguientes hibridos de 1la
primera aqeneracidn: F1l{BALB/cxAKR.M), F1l (AKR.M:BALE/C) ,
F1(PALE. c::AKR,/J), FLl(AKR/JIxBALB/Cc), F1(BALB/cxLEASD)
F1(DEBEA/2:BALEB/CY . For convencidn s=e nombra primero la cepa
materma y luego la cepa paterna.

En los casos en que se indica. se procedid a
amamantar las crias F1 con nodrizas de la cepa paterna.Fara
ello se colocaron las hembras preffadas a término en jaulas
especiales sobre un estante intermedio con piso
enre illado, de manera tal de evitar el contacto directo de
las crias recién nacidas con sus madres. Dentro de las 4hs
posteriores al nacimiento, los Fl recién nacidos fueron
colocados en jaulas de parturientas recientes de la cepa
paterna (hembrazs de la cepa paterna cruzadas con machos
singereicos)., a las cuales se retiraba 1a cria propia,
lograndeose asi el amamantamiento de lecs F1  por madres
nodrizas de la cepa paterna. En la nomenclatura habitual se
denomina a las crias amamantadas por nodriza con el nombre
de =su cepa seguideo por el subindice f v el nombre de 1la
cepsx de la madre nodriza. Las combinaciones utilizadas
fueron: Fl1{(BALR/c:AKR/J) % el correspondiente

fAKR/J

recinroco F1(AKER/J:BALR/C) .
fBALEB/C
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Salvo cuando se indica, se utilizaron animales

adultos de ambos seios entre 8 y 24 semanas de vida.

Todos los animales provenian del bioterio de la
Seccidn Leucemia Experimental, Instituto de Investigaciocnes

Hematoldgicas, Academia Nacional de Medicina.

2.PREPARACION DE LAS SUSPENSIONES CELULARES.

Los troczos de bazo o ganglios, seglin  se
indique, fuercon pasados por mallas de alambre fino formando
suspencsiones en medio de cultivo MEM (Gibco). Estas
suspenziones fueron luego pasadas a través de agujia fina
dos o tres veces para mejorar 13 separacidn de las células.
Las suspensiones celulares fueron centrifugadas a 900xg
durante 8 minutos, ajustandose la concentracidn celular
contando las ceélulas vivas por el método de exclusion
por Azul Tripan y descartando los gldabulos rojos mediante
tincidn con Cristal Violeta. Cuando 1las suspensiones
celulares se utilizaron para 1inocular animales en 1a&a
almohadilla plantar o por via e.v., las concentraciones

relulares se ajustaron de manera tal que la dosis celular a

inccular correspondiera a veldmenes de 0.0Sml.



3.REACCION DE INJERTO CONTRA HUESPED.

3.1. Ensayo local de Ford y Simosen (117)

Fatones F1 adultos fueron inocul=sdocs en la
almohadilla plantar derecha por via sub-cutanea con
suspenszicnes celulares de bazo provenientes de animales de
cada una de las cepas parentales. Se utilizaron en cada
caso tres dosis de células parentales.

Siete dias ma&s tarde se procedid al sacrificico
de 1lo= animales, disecando cuidadosamente 1os ganaglios
porliteos derecho e izgquierdo, que fueron luego secados Yy
pesados en uwuna balanza Mettler, con una precisidn de
Q.01img.

Se determind 1la diferencia de peso entre cada
par de ganglios como una medida de la capacidad
szlorreactiva de la cepa dadora frente a los antigenos de
his=tocompatibilidad heredados por el F1 a partir de la

otra cepa parental.

Los grupes estudiados fueron

1. Nivelez de alorreactividad T de esplenocitos de la cepa

BALEB/c en huéspedes F1 (BALB/cxAKR/J) v F1{(AKR/JxBALE/C).

2. Niveles de alorreactividad T de ecsplenocitos de la capa

AKR/J en huéspedes Fl (BALR/cxAKR/JY v FLl(AKR/JwBALER/C).

M. yv M. =7T=
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Z. Miveles de zlorreactividad T de e=zplerociteos de la cepa

BALE/c e2n ruéspedes F1(BALE/cxAKFR.M) v F1{AKFR.M:BALE/C).

4, Miveles de alorreactividad T de esplenocitos de la ce=pa

AER.M en huéspedes F1(BALB/cxAKR.M) v F1(AKR.M:BALR/Cc).

S Ni.a2les de alorreactividad T de ecplenocitoz de la cepa
EALE/c en huéspedes F1(BALE/cxDRBA/Z) v F1(DEBA/Z:BALEB/c).
6. Nivelez de alorreactividad T de esplernocitos de la cena

DEAZ en huespedes F1(BALR/cxDBA/Z) vy F1(DBA/2:BALEB/C).

4. INDUCCION DE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS T CON

RECEPTORES PARA LOS AMH PROPIOS DE ORIGEN MATERNO Y PATERNO.

4.1.Supresidn de reacciones de GvH local por inoculacidn

e.v. de esplenocitos de la cepa parental.

De acuerdo con los trabajos de Wilson Yy
col. (120-12%) la inoculacidn e.wv. de dosis bajas de
ecplernoccitos o timocitos de una de las cepas parentales en
un F1, determina en écste la induccidn de la expansidn
clonal de células T con capacidad para reaccionar frente a
los receptores T alorreactivos de la misma cepa parental

inocul ada.

Fara ectudiar comparativamente la induccidn de



estos clones en los F1 hibridos reciprocos, <=e inocularon
diferentes dosis de ecplenocitos de cada cepa parental en
forma e.v. v, cinco dias mads tarde, se desencadend en estos
animales una reaccidn de GvH local con esplenocitos de la
misma cepa parental utilizada para inducir la proteccién.
fiete dizas mds tarde se determinaron las diferencias de
peso de los ganglios popliteos inoculados v =in inocular en

les animales pretratados y en los controles.

Se estudid la modificacidn de los niveles de GvH
local (% de =upresidn) por inoculacidn de diferentes dosis
de esplenocitos .V de uwuna cepa parental en lcs

siguientes grupos experimentales:

1. Huéz=pede= F1l {BALE/C:AKR/J) y F1(AKF/JxBALB/c} protejidos
con diferentes dosis de esplenocitos BALE/c v desafiados

con esplenocitos de la misma cepa parental.
2. Hué=pedes F! (BALEB/ciAKR.M) y F1l(AKR.M:<BALEB/c) protejidos

con diferentes dosis de esplenocitos BALE/c y desafiados

con ecsplenocitos de la misma cepa.

S.REACCIONES DE GvH LOCAL SINGENEICO ENTRE F1 IDENTICOS Y

RECIPROCOS.

S.1.Ensayo local.



Ratones hibridos F1 fueron inoculadeos en la
almehadilla plantar derecha por via subcutanea con
suspensiones celulares de bazo provenientes de animales
hibridce idénticos y de Fl reciprocos. Salvo en el caso en

gue <ce realizaron curvas de dosis respuesta, la dosis

6
utilizada fué de 10x10D esplenocitos.
Siete dias mas tarde los animales fueron
sacrificados, disecandoze cuidadosamente los ganglios

poplliteocs derecho e izquierdo, que luego fueron secados vy
pesados en una balanza Mettler con una precisidn de
D.01mg, estableciéndocse la diferencia de peso entre cada
par de ganglios como una medida del nivel de reconocimiento
de 1los AH propios del hibrido dador v el hibrido receptor

enfrentados mutuamente.

Los grupos estudiados fueron

l1.Esplenocitos de hibridos F1 (BALB/cxAER/J) Y

F1(AKR/J:BALEB/Cc) en huéspedes F1 (BALE/cxAKR/J).

2.Esplenocitos de hibridos F1(BALEB/cxAKR/J) Yy

Fl(AKFR/JxBALE/c) en huéspedes F1 (AKR/JHBALB/C).

Z.Ezplenocitos de hibridos Fl (BALEB/cxAKR.M) Y

F1(AKF..MXBALE/C) en huéspedes F1{(BALEB/cxAKR.M).

N

4.Esplenocitos de hibridos Fl1(BALE/cAER.M) Yy

F1(AKFR.M:BALEB./c) en huéspedes F1l (AKF.M:<BALE/C).

S.Esplenocitos de hibridos F1 (DBA/Z2:PALE/C) Yy



F1(BALEB/cxDBA/2) en huéspedes F1l (DBA/2:BALE/C).

6b.Ezplenocitos de hibridos F1(DBA/Z:BALE/C) Yy

F1(BALEB/cDBA/Z) en huéspedes F1i {BALE/cxDBRA/Z).

S.2.Pretratamiento del injerto con mitomicina-C.

Fara investigar l1a participacidén del injerto en
las reacciones de 0GvH singeneico determinadas por 1la
inoculacidn de células del hibrido reciproco se realizaron
encsayos pretratando las células del injerto con mitomicina-

7
C (Sigma) en concentraciones de SEipg/ml cada 10 células
durante 45 minutos a %7 grados C. Los esplenocitos se
lavaron luego tres veces con medio de cultivo, con

=

incubaciones intermedias de I minutos.
Se estudiaron las sigulientes combinaciones de cepacs :
1.Ecsplenocitos de hibridos F1l {(BALE/cxAER/J) pretratados

con mitomicina-C en huéspedes F1 (AKFR/JxEBALEB/C).

2.Grupoc control: esplenocitos de F1l(BALE/cxAKR/J) sin

pretratamiento en huéspedes F1(AKR/J:xBALR/C).

Z.Esplenocitoz de hibridos F1{AKR/JxEBALE/c) pretratados con

mitomicina—-C en huéspedes F1l (BALB/c:xAKR/J).

0}
V-
3

4.Grupo control: esplenocitos de F1l(AKR/J<BALE/C)

pretratar en huéspedes F1(BALE/cxAKR/J).

M. y M. =81=



S5.3.Pasaje de células por columna de lana de nylon (230).

Con la finalidad de obtener poblaciones
celul ares enriquecidas en ceéelulas T, se filtraron
suspencsiones esplénicas a través de columnas de lana de
nylon. La lana fué prelavada en ClH 9.1N por ebullicidn-
durante IO minutos y enjuagada luego por pasaje por agua

bidestilada durante S dias, con dos cambios diarios de

agua. Se <secd luego el material durante Z dias en estufa
a I7 gradeo= C. La lamna fué peinada hasta eliminar todos
los nudos. Como coporte de las columnas =e utilicaron

jeringas de 10ml que se llenmaron hasta el nivel de los 7ml
con ©.7g de lana de nylon. Las columnas se equilibraron
luego con FRFMI 1640 suplementado con S¥ de SBEF y se
incubaron durante 1 hora a 27 grados C.

Los e=splenocitos, (108 en un volumen de Zml), se
depositaron en el tope de la columna y ésta fué incubada
durante 4% minutos a 77 grados C, agreaandose 2ml de medio
de cultivo en pequefias allcuotas para evitar la desecacidn.

Las ceélulas no adherentes a la lana de nylon
fueron eluidas con 19ml de medio de cultivo a una velocidad
de flujio de una gota cada 10 segundos.

Estas células no adherentes fueron utilizadas

para de=zencadenar reacciones de 6vH singeneico entre

hibridos idénticos y recliprocos.Se compard la actividad de

M. y M. =82



6
un indculeo normal de 10210 ecsplenccitocs totales con la
6
actividad de un indculo de 2x10 esplenocitos enriquecidos
en células T, lo qgue correzponde a 1la cantidad de

esplerccitos gue se eluyen de una columna a partir de
6
1010 ceélulas =embradas.

Los arupos estudiados fueron :

l.Injerto de esplenocitos no adherentes a lana de nylon de

hibrides Fl (AEKR/JxBALE/c) en huéspedecs F1 (BALB/cAKR/J).

2.6rupo control:injerto de esplenocitos totales de hibridos

FL1{AKR/IxBALE/Cc) en huéspedes F1 (BALEB/c:AKR/J).

S.4.Reacciones de GvH singeneico entre hibridos idénticos y

reciprocos amamantados por nodrizas de la cepa paterna.

Se desarrollaron reacciones de GvH <singeneico

utilizando como 1injerto esplenocitos de hibridos F1
amamantados por nodrizas de 1la cepa paterna. En la
almohadilla plantar contralateral se inocul aron

esplenocitos del hibrido idéntico al huésped o bien

esplenocitos del hibrido idéntico al dador.

Los grupos estudiados fueron

1.En huéspede=z F1l{(BALE/c:AKR/J). en la almohadilla plantar

M. y M. =3I=



derecha.injerto de esplenocitos F1l(BALER/cxAKR/J) .
fAKFR/J
Insjerto contralateral: Fl(BALER/cxAKR/J).

2.En huéspedes F1 (BALEB/cxAKR/J). en la almohadilla plantar

derecha.injerto de esplenocites F1(AKR/J+EALE/C) .
fBALE/C
Injerto contralateral: F1(BALE/c:AKR/J).

Z.En huéspedes Fl (AKR/J<BALE/c).en la almohadilla plantar

derecha.injerto de esplenocitos F1(BALEB/cxAKR/J) .
fAKR/J
Injerto contralateral: Fl (AER/JxBALE/C).

4, En huéspedecs Fl (AER/JxBALEB/c),.en la almohadilla plantar
derecha.injerto de esplenocitos F1l1(AKR/JIxBALE/C) .

fBALB/C
Inierto contralateral: F1(BALEB/cxAER/J).

6.CULTIVO MIXTO DE LINFOCITOS SINGENEICO .

Los cultivos se llevaron a cabo en microplacas

de fondo redondo. La poblacidn respondedora consistid en
S

8110 esplenocitos F1 enriquecidos en células T por pasaje

a través de cclumnas de lana de nylon como se ha descripto

(ver punto S.3). La poblacidn respondedora estuvo
=
J
representada en cada caso por Sx10 esplenocitos del
hibrido idéntico o del recilproco, pretratados con

mitomicina-C (ver puntc S.2.)

Todosz= los cultivos se2 desarrollarcn en medio



RFMI 1440 (Gibco Lab.) suplementado con 10% de SBF (Gibco

-5
Lab), Ex10 M de 2-mercaptoetanol (Sigma), glutamina 2ZmM

>

A

(Sigma) v antibidticos, manteni éndose en estufa de

grados C en atmdsfera hdmeda y gaseada con IS% de CO

2

[ =

durante S dlas.16 horas antes de la recoleccidn =e agregd

-

en cad=2 pcIo I/JCi de timidina H (actividad especifica
20C1mM, New England Nuclear,USA).La reccleccidn se llevd a
cabo en forma auvtomatica sobre papel bWatman GF/A, Qque se
colocd luego en viales con 1liguido de centelleo. La
radioactividad ze midid en un contador de centelleo liguido

Faclkard Z002.

6.1.CMLS entre hibridos idénticos y reciprocos.

Desarrollamos ensayecs de CMLS utilizando como
poblaciones ecstimuladoras esplenocitos del F1l idéntico o

del Fl reciproco respecto de la poblacidn respondedora.

Los grupos estudiados fueron:

1.Esplenocitos no adherentes a lana de nylon del
Fl (AFKR/J«BALE/c) frente a ecsplenocitos totales de hibridos

F1l (AKFR/J«BALB/c) pretratados con mitomicina-C.

2.Esplenccitos no adherentes a lana de nylon del
F1l(AKR/J«BALE/C) frente a esplenocitos totales de hibridos

F1(BALE/c::AKR/J) pretratados con mitomicina-C.

M. y M. =85=



IZ.Control a :esplenocitos F1(BALB/c:tAER/J) pretratados con

mitomicina-C.

4.Control b :ecplenocitos F1(AKR/J<BALE/c) pretratados con

mitomicina-C.

S.Control c ecsplenocitos no adherentes a lana de nvlon

del F1l1(AKFR/JIxBALER/C).

6.2.Ensayos de CMLS entre F1 normales y F1 amamantados por

nodrizas de la cepa paterna.

Estudiamos los niveles de proliferacidn

determinados por el enfrentamiento in vitro de esplenocitos

de F1 normales no adherentes a lana de nylon con
poblaciones esplénicas totales del Fl idéntico normal, el
Fl idéntico amamantado por nodriza. el Fl reciproco normal

v el F1l reciproco amamantado por nodriza.

Como poblacidn respondedora se utilizaron en
todos 1los cazos esplenocitos no adherentes a lana de nvwlon
del F1{AKR/JIxBALEB/C) 3 las poblaciones estimul adoras,

pretratadas con mitomicina-C.,fueron:

1.Esplenocitos del F1 (AER/JxBALER/C).

2.Esplenocitos del F1(BALEB/cxAER/J).

Z.E=splenocitos del F1l(AKR/JxBALE/C) .
fBALE/C



4.e=clenocito= del Fl{RALER/cxAkKR/J) .
fAKR/J

Se llewvaron a cabo controles cultivando célul as
respondedoras v células estimul adoras, como en el punto

anterior.

7.CRECIMIENTO DE TUMORES LINFOIDEOS DE ORIGEN PARENTAL EN

F1 RECIPROCOS.

Dos leucemias de tipo linfoideo., la leucemia L1S
vy 1la leucemia LE fueron inoculadas en forma de suspensiones
celulares por via s.c. en animales Fl reciprocos para los
cuales uwna de las cepas parentales correspondia a la cepa
de origen del tumor. Los animales guedaron en observacién
diaria hasta =u muerte v se determinrd en cada cacso la
curva de crecimiento tumoral por medicidn de les diametros
mayor v menor con calibre, y el porcenta;e de mortalidad
acumul ativo. Como en todos los casos la mortalidad fué del

100%,. e calcularon los promedics de dias de sobrevida.

Linfoma AKR (L15).

n
Lt}

De origen espontdneo en la cepa AKR/J,
mantiene por pasaje subcutaneo en animales de la cepa de
origen. Actualmente se utilizan pasajes entre el 180 vy el

170.

Leucemia BALB/c (LB).

Leucemia linfoidea de origen espontdneo en 1la



ceca BALEB/c de nuestro laboratorio. Mantenida por pasaje
subcutaneo en animales de la cepa de origen. Actualmente se

utilizan pasajes entre el S0 y el 0.

Ambos tumores crecen in situ hasta alcanzar gran

tamafio v en la autopesia se encuentra infiltracidn leucémica

en nddulos linfaticos, bazo e higado.

8.PLANTEO EXPERIMENTAL Y ESTADISTICO.

En todos 1los cacsos en los gue csSe compararon

parametros experimentales en pares de Fl recliprocos, grupos

de ratones de los correspondientes F1 reclprocos fueron
incluidos en cada ensayo, de manera de comparar 1a&
respuecsta de 1los hibridos reciprocos en 1las mismas
condicionez experimentales. Se utilizaron adema=s. en cada

experimento, ratones de 1a misma edad y sexo.
En 1locs ecstudios estadisticos =ze utilizd el test

"t" de Student.
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1. REACCIONES DE INJERTO CONTRA HUESFED LOCAL DE
ESPLENDCITOS DE LAS CEPAS PARENTALES FRENTE A HIBRIDOS

F1 RECIPROCOS.

Se estudid la capacidad de desencadenar
reacciones locales de GvH por parte de esplenocitos de las
dos cepas parentales sobre los hibridos reciprocos

caorrespondientes.

Cuando <se compard la capacidad de desencadenar
reacciones de GvH de cada una de las cepas parentales en
los pares de hibridos correspondientes, se pudieron
detectar diferencias significativas en 1la reactividad
frente a los F1 reciprocos de por lo menos una de las cepas
parentales en cada par de hibridos. Estas diferencias se
obcservaron en combinaciones de cepacs que diferianm tanto en
suse AMH como en los AmH v también en una combinacidn de
cepas que no diferian en sus AMH sino solamente en los AmH,

incluvendo el locus Mls.

i1.1.a.Reaccidn de GvH con esplenocitos BALB/c en hlilbridos

Fl1(BALB/cxAKR.M) y F1(AKR.MxBALB/c).

Como puede observarse en la Tabla 1 y Figura 12,
()
cuando <ce utilizaron dosis de 2, 4 y 10x10 esplenocitos

para desencadenar las reacciones de GvH 1local en los

huéspedes F1 (BALB/cxAKR.M) Y F1 (AKR.MxBALEB/C), se

Resultados =90=



GvH
(mg)

2 4 6 8

x 10 linfocitos BALB/c

Figura 12 : Reaccibn de GvH con linfocitos BALB/c en
huéspedes F1(BALB/cxXAKR.M Wy F1(AKR.MxBALB/c)e



TABLA 1

REACCIONES LOCALES DE GvH EN HIBRIDOS FI RECIPROCOS. In,erto de
esplenocitos EBALB/c en F1(BALEB/c:xAKFR.M) v F1{(AER.M:BALE/C).

a
Dosis de GvH en HUESFETLDES
esplenccitoe = —-—————————————————— e — — pb
BALE/C F1 {(AEF.M2EBALE/C) Fl (BALE/cxAER.M)
_____ T T T T T T
2xln 1.Z26+0.14 0.72+0.14 .00l
(8 (12)
6
410 2.24+0.721 1.14+0.28 S0.02
(6) (&)
b6
Bx1C &.40+0, HQ T.1040,.3Z0 TG
() (1)

a:sdiferencia de pe=c de los ganalios popliteos derecho e
izguierdo =iete dias después de 1a inoculacidn
de esplenocitos BALE/c en 1a almohadilla plantar derecha.
Expresado como promedio en mg + ES (ndmero de animales).

b:calcul ado per el "t" de Student.



observaron diferencias significativas (p<0.001 y p<0.02) en
los valores de GvH local de los huéspedes F1 reciprocos,
siendo mayor la reactividad de GvH en los hibridos

Fl1(AEKR.MxBALBR/c) que en sus reciprocos F1(BALB/cxAKR.M).

1.1.b.Reaccidn de GvH de esplenocitos AKR.M en hibridos
F1l (BALB/cxAKR.M) y F1 (AKR.MxBALB/c).

6

Se ensayaron las dosis de 2.5, S y 10x10

ecplenocitos de la cepa AKR.M en los hibridos reciprocos
F1(BALEB/cxAKFR.M) vy F1{AKR.MxBALE/c). En ninguna de las
dosis encayadas se encontraron diferencias significativas
en los valores de GvH local. Los resultados se observan en

la Tabla Z.

l1.2.a.Reacci®dn de GvH con esplenocitos BALB/c en hibridos

F1(BALB/cxAKR/J) y F1 (AKR/JxBALB/c).

6
La inoculacidn de 2 y 4x10 esplenocitos de la

cepa EALE/c en la almohadilla plantar de hibridos
F1{BALEB/cxAKR/JY vy F1(AKR/JxBALEB/c) determind reacciones
de OGvH =ignificativamente mayores en el segundo hibrido
(ptQ.0O01), Dosis mayores (10):1'.36 esplenocitos BALE/c) .,
determinaron niveles de GvH similares. con diferencias no

significativas (NS) entre ambos hibridos (Tabla 3 Y

Figura 13)

Resul tados =21=



TABLA 2

REACCIONES LOCALES DE GvH EN HIBRIDOS FI RECIPROCOS. Inierto de
esplenocitos AKR.M en F1 (BALB/cxAKR.M) v F1(AKR.M:BALB/C).

a
Dosis de GvH em HUESFEDES
esplenccitos  -------—"—+-+"-r——-r—r—m—r————————————— pb
AKF. M F1 (AER.M<BALE/C) Fl (BALEB/cAKR. M)
b6
2x10 1.68+0.26 2.1040.1°9 NS
(8) (8)
6
Sl T.02+0.24 2.84+0.48 NS
(&) (8)
6
1010 4,92+0.48 S.329+0,49 NS
(10) (8)
a:diferencia de peso de 1los ganglios popliteos derecho e

izquierdo <ciete dilacs después de la inmoculacidn de
esplenocitos AKR.M en la almohadilla plantar derecha.Expresado
como promedio en mg+ES (ndmero de animales)

b:calcul ado por el "t" de Student.



GvH
(mg)

~

2 4 10
X J‘D-AG linfocitos BALB/c

Figura 13 : Reacci6n de GvH con esplenocitos BALB/c en hufspedes
F1(BAIB/cXRKR/J) W y F1(AKR/JXBALB/c)e



TABLA =

REACCIONES LOCALES DE GvH EN HIBRIDOS FI RECIPROCOS.In erto de

esplenocitos BALE/c en F1(BALE/cxAKR/J)

Dosis de
esplenocitos
BALE/c

4x10

a:diferencia
izquierdo

como

b:calculado p

de
siete

promedio en mg * ES

or el

T.6+0.16
(8)

S.328+0. 46
(8)

6.95+0. 4T

6)

peso de

los

ganglios

1.01+0.08
(7)

6.4+0.%7
(7)

popliteos

dias después de la inoculacidn de
esplenocitos BALE/c en la almohadilla plantar derecha.Expresado

llt "

de student.

(ndimero de animales).

y F1(AKR/JIxBALER/C).

<0, 001

NS

derecho

e



1.2.b.Reaccidn de GvH con esplenocitos AKR/J en hibridos

F1(BALB/cx AKR/J) y F1(AKR/JxBALB/c).

Como puede observarse en la Tabla 4. los niveles
6
de GvH 1local desencadenados por 2.9, S y 1010

esplenocitos de 1a cepa AKR/J en los hibridos reciprocos
entre esta cepa y BALB/c, fueron <similares para ambos

hibrido<. obteniéndose valores de GvH que no diferian

significativamente.

1.3.a.Reaccidn de GvH con esplenocitos BALB/c en hibridos

F1(BALB/cxDBA/2) y DBA/2xBALB/c).

Los resultados pueden observarse en la Tabla S vy
en la Figura 14. En las tres dosis ensavadas, se obtuvieron
valores de GvH csignificativamente mayores (p<0.0Q01) en los
F1(DBA/Z2:BALE/c)Y. En este caso. las cepas utilizadas como
parentales difieren entre =1 sol amente en SUs

d a d
AmH,incluvendo al locus Mls (BALB/c:H-2 , Mls 3 DBA/2:H-2 ,

b
Mls ).

1.3.b.Reacci®dn de GvH con esplenocitos DBA/2 en hibridos

F1(BALB/cxDBA/2) y F1(DBA/2xBALB/c).

Como puede observarse en la Tabla 6, los valores
de 0OGvH determinados por la inoculacidn de esplenccitos de

la cepa DRA/Z, resultaron similares en los F1 recliprocos

Fesultados =72=



TABLA 4

REACCIONES LOCALES DE GvH EN HIBRIDOS FI RECIPROCOS.In jerto de
esplenocitos AKR/J en F1(BALB/cxAkKR/J) y F1(AKR/JxBALEB/c).

a
Dosis de GvH en HUESFETDES b
esplenocitos @ - mmemmm e p
AkKF/J F1 (AER/J<BALEB/c) Fl (RALB/c:AKER/J)
1)
2,510 0O.66+0.17 1.06+0.26 NS
(6) (7)
6
S. 010 1.38+0, 32 LS5+0,26 NS
(11) (11)
()
10210 2.12+0.83 1.4Z2+0.356 NS
(6) (&)
asdiferencia de peso de los ganglios popliteos derecho e

izquierdo siete dilias después de la inoculacidn de
esplenoccitos AEKR/J en la almohadilla plantar derecha.Expresado
como promedioc en mg + ES (ndmero de animales).

b:calculado por el "t" de Student.



GVH
(mg)

(I

| —
Lt

5

2 5 6
x 10 linfocitos BALB/c

Figqura 14 : Reaccién de GvH con linfocitos BALB/c en huéspedes
F1 (BALB/cXIBA/ 2y F1(DBA/2xBALB/C) e



TABLA S

REACCIONES LOCALES DE GvH EN HIBRIDOS FI RECIPROCOS.In ;erto de
esplenocitos BALEB/c en F1(BALRBR/cxDBA/2) v F1(DBA/ZxBALE/Cc).

Dosis de
esplenocitos
BALE/c

o100

a:diferencia
izquierdo

a
GvH en HUESFETDES b
______________________________________ p
F1 (DBA/Z2xBALR/C) F1 (BALE/c:xDEBA/2)

Z.08+0. 40 0.41+0.:2 <0.001

() (8)
2.91+0.720 0.75+0.1LF <0, 001

(8) (8)
4.75+0. 52 1.18+0.26 C0.001

(s ()

pesos de los ganalios popliteos derecho e
dias después de la inoculacidn de

esplenocitos BALB/c en la almohadilla plantar derecha.Expresado
como promedio en mg + ES (ndmero de animales).

b:calcul ado por el

"t" de Student.



TABLA 6

REACCIONES LOCALES DE GvH EN HIBRIDOS FI RECIPROCOS.Inierto de
esplenocitos DPBA/Z en F1(BALR/cxDBA/Z) y F1(DRA/Z2xBALB/c).

a
Dosis de GvH en HUESFEDESES b
esplenocitos @ ———m————————m—— e p
DEA/ 2 F1 (DBA/2xBALR/C) Fl1 (BALE/c:xDEBA/Z)
_______ T T T T T e
2.9x10 0.25+0.12 Q.22+0.09 NS
(6) (b)
1)
Sl 0.29+0.06 0.2140.09 NS
(8) (aH
6
1010 0.49+0,11 0,E5+2.08 NS
(8) (9
a:diferencia de peso de 1los ganglios pooliteos derecho e

izauierdo siete dias después de la inoculacidn de
esplenocitos DRA/Z en la almohadilla plantar derecha.Expresado
como promedio en mg +:.ES (ndmero de animales).

b:calculado por el "t" de Student



F1{(BALE/cxDBA/Z) y F1(DBA/Z2xBALE/c).En ninguna de las dosis

encavadas se observaron diferencias significativas.

2. NIVELES DE PROTECCION FRENTE A GvH LOCALES DETERMINADOS

POR LA INOCULACION E.V. DE LINFOCITOS PARENTALES.

Estudiamos 1la induccidn de proteccidn frente al
injerto de esplenocitos de una cepa parental en los F1
recipropcos. La proteccidn de los huéspedes se logra a
travéz de la inoculacidn e.v. de esplenocitos de la misma
cepa parental con 1la que se desencadenard posteriormente el
GvH. Esta inmunizacidén determina en los huéspedes la
proliferacidn de clones de células T con actividad hacia
los receptores T alorreactivos dirigidos hacia los AMH de
la otra cepa parental del Fl1. Estos clones T. por lo tanto.
tendran capacidad de suprimir las reacciones de GvH
desencadenadas en estos huéspedes con linfocitos de la
misma cepa parental. Cuando estudiamos la induccidn de
proteccidn en los pares de F1 recliprocos encontramos
diferencias significativas en las combinaciones de cepas

estudiadas.

2.1.Niveles de proteccidn frente al GvH de esplenocitos

BALB/c en hibridos F1(BALB/cxAKR/J) y F1(AKR/JxBALB/c).

La inoculacidn e.v. de esplenocitos BALE/c en

huéspedes F1l (BALE/c:xAKR/J) y Fl (AKR/JxBALE/c) determind

Resultados =932=



aue los valores de GvH desencadenades por esplernccitos  de
la misma cena parental EBALE/C disminuvera
i-ztirvamente en ambos hibridos (Tablas T.Fig 1Z). Los
nivelesz de oroteccidn observadcos en ambos hibrido= fueron
z=ignificsti vamente diferentes, siendc mayores los
observados en 21 hibrido Fl (AKFR/JxBALE/c); en este F1l todas
1las dosis de proteccidén encsayadas determinaron
disminuciones significativas sobre 1lcs valorez de GvH
contrcl {sin proteccidni. En el hibrido reciproco
b6
Fl(BALB crAKR/T) ., la docesis de preoteccidn e.v., de Sx10 no
determird wna disminucidn significativa =cbre los niveles
de GvH control. mientras aque =i lo hiciesron la

é
doeis de 7.5. 19D v 20010 esplenccitos.

mn

2.2. Niveles de proteccidn frente al GvH de esplenocitos
BALB/c en hibridos reciprocos F1 (BALB/cxAKR.M) Yy

F1(AKR.MxBALB/Cc) .

La inoculacidn e.v.de esplenccitos BALEB/c en
hibridos F1/(BALE/cxAKFR.M) y F1(AER.M:BALE/z) determind una
supresid®n significativa de la reaccidn de GvH desencadenada
5 dias mas tarde por esplenocitos de la misma cepa BALE/c.
Se obserwvaron diferencias significativas en los niveles de
supresion del GvH determinados en los hibridos reciprocos
(Tabla 2, Figura 14). En los F1l1(AKR.M:BALE/c), las dcocsis de

' 6
= 1Ox10 esplenccitos 2.V. determinaron

e -
a /

disminuciones significativas de los valores de GvH local

Resul tados =°94=
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Huéspedes F1(AKR/JxBALB/c)

Figura 15 : inducci6n de proteccién frente al GvH de una cepa parental (BALB/c) por

inoculacién e.v. previa de esplenocitos de la misma cepa parental.
Se graficaron los resultados de un experimento representativo.



TABLA 7

PROTECCION FRENTE AL GvH local FOR INOCULACION E.V.DE
ESPLENOCITOS PARENTALES.Inducci®dn de proteccidn
trente a2l GvH local de BALE/c en F1l1(BALE/cxAERST) vy
Fl(AKF  J:BALEB/c) .

a b
FFETFRAT. % de SUFRESION del GvH BALE/C
EALE.C en huespedes p
E.V. FliBALE/cAER/J) Fl{AKR/IxEBALE/C?

)

1o O+=% 4=+° U Iny
) %

7.5l 22+447% 7S+8% .00l

)

1010 45+7% 74+2% .01
&

20 1¢ 6S+8% TS+&% NS

¥: NS respecto al control
a: dos=is de es=plenocitos de la cepa BALE/c inoculados en
forma e.v. el dia -5.
b: . de surcre=i6n+ES de las reacciones ce GvH desencade-
6
nadas por 171 ecsplenocitos BALE/c respecto del controcl s1in
proteccién.Los resultados son el promedio de tres experi-—

mentos en los aue ze utilizaron al mencs 4 animales por grupo.

calcul ado por "t" de Student.

]
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5 7.5 10 20 0 5 7.5 10
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Huéspedes F1(BALB/CXAKR.M) Hufspedes F1(AKR.MxBALB/c)

Figura 16 : induccién de proteccidén frente al GvH de una cepa parental (BALB/c)
por inoculacitn e.v. previa de esplenocitos de la misma cepa paren-
tal.Se graficaron los resultados de un experimento representativo.



TABLA 8

PROTECCION FRENTE AL GvH local POR INOCULACION E.V.DE
ESPLENOCITOS PARENTALES. Induccidn de proteccidn
frente a1 GvH local de BALEB/c en F1(BALEB/cxAKFR.M) vy
Fi(AKFE.MyBALEB/ =)

a b
FFRETFAT. % de SUFRESION del GvH BALE/c
BALE/C en huespedes P
E.V. Fl{BALE/cxAKFR.M) Fl(AER.MxBALE/c)

1)

Sl Q+T% Z4+4% QL.00tL
&

VAR QO+47, S4+&% L0001

& X

10580 ZO+TY e+ S0l
&

201 SES+TN ML

¥: NS respecto del control

a: doz=iz=z de e=zolenocitos de la cepa BALE/c iinocul adoz en
forms e.v. el dia -5.
b: ¥ de =zuprecidn de las reaccicone=z de GvH desencadenacdas
()
por 171> esplenccitos BALB/c respecto de=l control =in
proteccidn.lLos resultados son el promedic de tres experi-—

mentos 2n los gue =2 utilizaron al menecs 4 animale=s por grupo.

c: calculade por "t" de Student.



{entre el ~ v el Z8%). En el hibrido recliproco. en

6
cambic. solamente una dosis de 20x10 esplenccitos por via
e.v. fuéd capaz de inducir una disminucidn significativa

(p, 201, supresidn del £3%) frente al GvH desencadenado

por la cepa parental BALEB/c.

3.CINETICA DE CRECIMIENTO DE TUMORES DE ORIGEN PARENTAL EN

HIBRIDOS RECIPROCOS.

Estudiamos la cinética de crecimiento los
indices de mortalidad determinados en pares de Fl1
reciprocos por el desarrollo de tumores de una de las cepas

parentales. Fudimoes determinar la existencia de diferencias

+

.]

ignificativas en los parametros citados en uno de los

m

tumores estudiados (LE), cuya cepa de origen. BALE/c, habla
mostrado diferencias significativas en los valores de GvH
cuando se estudid su reactividad en el mismo par de

kibridos reciprocos.

3.1.a.Crecimiento del linfoma LB en hibridos

F1 (BALB/cxAKR/J) y F1 (AKR/JxBALB/c).

Como puede observarse en la Tabla 10, el tumor
LEB. originade en la cepa RALER/C., alcanzd tamafMos
significativamente mavores (p<0.001) en 1locs hibridos

F1 (BALE/c:(AKR /) que en sus reciprocos F1l1{AKR/JIxBALE/C).

iLas curvas de mortalidad acumulativa (Tabkla @ y Figura 17)

Resul tadozs =9%S=



TABLA 9

CRECIMIENTD DE TUMORES PARENTALES EN HIBRIDOS RECIPROCOS.

Linfom=s LI oer FlLUBALBSaARNERSTY v FliAkR - J:BALEB/C) .

FLOUAKESIGBALE T2 FliBALB/ /o ARER/TD
c
& 112+70 115 +5s MNE
@ 2=4+28 GRE+ZT UKL
1z TZ4+ZC &42+12 Dl
1z TTEe+IR T4T+IE

2 : E2 :irniccularoan Zulil zélulas de LB z.c.en el +lanco
dere-mz de 11 FLIAME/JEALB/c) v 1T FLIEALB / cuAkR/I.

[ : calculscn oo el "t de Stoudent.MS=nc sziaomivicativo.

C H JiAmetros mavor v mencor v =2 Zalolld

orezado en mm2+ES.



TABLA 10

MORTALIDAD ACUMULATIVA DE F1 RECIPROCOS POR LINFOMAS DE UNA
CEPA PARENTAL.Mcrtzlidad de F1{(BALB /z:ARR/J) v FLIAKR/J:BALR)

-

inoculados o LLE.

oIA HUESFETZDE Ba
cLCAIRAINEALESDY FL(BALE ciAi R/
b c
13 1713 <y
14 2018 128% TO1LE 457
is IR 7% 11712 TI
16 411 T6% 12712 ST
17 14715 PR YA
ie A 4=
21 5711 Z47% 12712 1:20%
27 711 TN
=4 KA S A
/7
oz 117101 100
T imvizolamei.=e dmwiis.oen.s ooolon
__________________________ ;____________________________________
a :Ze inccularcn Zull células de LB en 1l hembras
hembras Fl iAEFRS s wBALR /c) v 1S FLIBALE/cupkFR/I2
b ramimales muertosz total.
c :% de mcortalifad acumulativa.
mv :oromedio ce diazs de sobrevida post-inocul acidn+ES.
La =ignificaciéen € calculd por el "t" de Student.
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Figura 17 :

% de mortalidad determinada por la inoculacién de
.‘leO6 c€lulas del tumor LB en F1(AKR/JXBAIB/C)= y
en F1 (BALB/cXAKR/J) sm .



reflejaron también esta diferencia en el crecimiento
tumoral, siendo significativamente mayor (p<0,01) la
mortalidad observada en los hibridos F1(BALE/cxAKR/J) que

en los correspondientes reciprocos.

J.1.b.Crecimiento de tumores L1S en hibridos

F1(BALB/cxAKR/J) y F1(AKR/JxBALB/c).

El crecimiento del linfoma L1S5. originado en
la cepa AKR/J, no mostrd diferencias significativas en los
hibridos reciprocos estudiados (Tabla 11). Las curvas de
mortalidad acumulativa de ambos hibridos (Tabla 12 vy

Figura 18) tampoco mostraron diferencias significativas.

4 .REACCIONES DE GvH LOCAL SINGENEICO ENTRE HIBRIDOS

IDENTICOS Y RECIPROCOS.

Cuando se desarrollaron ensavos de GvH 1local
singeneico inoculando en la almohadilla plantar de adultos
F1 e<splenocitos del hibrido idéntico y del reclproco. se
observd que. en las combinaciones de cepas estudiadas. los
niveles de OG6vH singeneico determinados por el hibrido
reciproco eran mayores que los determinados por el hibrido
idéntico. Estas diferencias en los niveles de ©GvH 1local
singeneico se observaron en combinaciones de cepas que

diferian en sus AMH y en sus AmH (BALEB/c y AKR.M; BALEB/c vy

Resultados =96=



TABLA 11

CRECIMIENTO DE TUMORES PARENTALES EN HIBRIDOS RECIFROCOS.
cinfoms LIZ en FlIANR/INEBALEB/c) v FLIBALB/cxAKR/J) .

2
TIA H 1 ESFEDES
_______________________________________________ L—\
TLRIE I RALE /) F1(EALE/ S AFF/ D) p
C
11 il RRT e TE1eTS HE
12 TES+IT 4o0+TT TLnE
1 LTI 451422 NE
14 MEZECEICS Sol+El
1= NECROSIS

=
a:%e irmzcularcn 1D células de U158 =s=.c.2n el flancs derschc
de & hembrasz de cada Fl.
broalzulade oor =21 "E" de SThudent.
c:Ze dertermirtd =1 Zidmetro mayor v el mencor,.,v =2 calculd
=l aresz.Enorezadc ern mmI+ES



TABLA 12

MORTALIDAD ACUMULATIVA DE HIBRIDOS RECIPROCOS FOR LINFOMAS
DE UNA CEPA PARENTAL.Mortalidad de Fi{BALE/cxAKR/J)y

Fl{ars,/ JuEAMLT. 2 inoculados con L1E.

F1OARRSIxBALE/C) Fl1{(BE_B/cvhAkER"J)
] c
14 2. TI%
15 = =
14 1758 16%
17 278 I
18 b eTn 4,/ 4 567

i° &i& 170054

7/

mv=1&, 23+0, 21 my=12.Z2+1.43S NS
______________________________ P et
)
a :Ce inccularon 10l células de LIT en & —emoras
ce cada F1.
b arimales muertc=/tctal
- Y, de mortalidad azcamulativa.
“mv :orcmedic c2 diaz d= scbrevida post-incculacidnzxkl:.
La zicrificacidn == calculd pocr 21 "E" d2 Student
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Figura 18 $ de mortalidad de F1(AKR/JxBALB/c) (em) y

F1(BALB/cxAKR/J) (=) por inoculacidn de 10°
células del tumor L15.



AER/J) ., asi como en una combinacidn de cepas que comparten
los AMH pero difieren en los AmH, incluyendo al locus Mls
(BALE/c v DBA/Z). En este caso se obtuvieron diferencias

significativas pero de menor magnitud.

4.1.Reacciones de G6GvH 1local singeneico entre hibridos
idénticos vy reclprocos que difieren en sus AMH v en sus

AmH.

4.1.a.Reacciones de G6vH local singeneico entre hibridos

F1 (BALB/cxAKR.M) y F1(AKR.MxBALB/c).

6
La inocul acidn de 1010 esplenocitos

Fl(AKF.M<BALE/C) en huéspedes F Il (BALEB/cxAKR.M) determind
valores de O6GvH singeneico varias veces mavores qgue los
determinados por la inoculacidn de la misma dosis de
esplenocitos del hibrido idéntico (Tabla 13). La diferencia
entre estos valores fueé altamente significativa
(p0.001). Del mismo modo. la inoculacidbn de celulas

esplénicas del hibrido F1(AKR.MxBALR/C) en el hibrido

reciproco determind valores de OG6vH singeneico varias
veces mayores (p<0Q.001) aue los determ:nados por 1a
inoculacidn de esplenocitos del hibraido idéntico

F1 (BALB/cxAKFR.M) (Tabla 13).

]
-0
<1
1

Recsul tados



TABLA 13

GvH LOCAL SINGENEICO ENTRE HIBRIDOS IDENTICOS Y RECIPROCOS.
Comtinszirones entre las cepas BALEB/c v AER.M.

DALCF HUESFED HFE
1.
Fl{AREL M EALE o) ——=+F L (AKE ., MBALE /<) DL terl, LTOLD
X %
SUBALES D ANFLMY ——=F 1 (AKFL MeBALE S2) A, 054077 8)

Fl(BaL= ouabF M ——="F 1 'BALE/CitARF .M Toesl LT E)
XX
SLOARE LML BRLE/ S - PR L IBALEB Co ARELLIMD 49+7,138(012)

a : 1ol mzzlenccitcs inoculadz= en 13z almermagilla oiantar
Zerechas de loz huéspedez F1l.

b gdiferznzia de oeso entre los ganclics popliteoz derecho
g lzzuierdo erprecsado enm mg+ES (ndmerc de animales).

A¥: oo, 001 calculado por el "t" de Student.



4.1.b.Curvas de dosis respuesta de la reaccidn de GvH

singeneico idéntico Yy reciproco en huéspedes

F1 (BALB/cxAKR.M) .

En la Figura 19 yv la Tabla 14 se describen los
resul tados de la 1inoculacidn de distintas dosis de
esplenocitos de 1los hibridos idéntico y reciproco en
huéspedes F1 (BALEB/cx AKR.M). Las diferencias en los valores
de GvH singeneico fueron altamente significativas para 1las

tres dosis estudiadas.

4.2.a.Reacciones de GvH singeneico entre hibridos

F1 (BALB/cxAKR/J) y F1(AKR/JxBALB/C).

Cuando <se 1llevaron & cabo reacciones de GvH
singeneico en huéspedes F1 {(BAL/cxAKR/JIY, el in,erto de
ecplenccites del hibrido reclproco Fl{AKR/J:BALB/C}
determind valores de GvH =singeneico varias veces mayores
que los determinados por la inoculacidn de 1a misma dosis
de esplenocitos del Hhibrido idéntico. Los resultados se
exponen en la tabla 15. Las diferencias entre estos valores

fueron altamente significativas (p<Q.001),

El injerto de esplenocitos del F1(BALB/cxAKR/J)
y del FI1L(AEF/J=xBALE/C) en huéspedes F1(AKR/JxBALE/C?
arro;éd diferencias similiares, siendo los valores de GvH
determinados por el hibrido reciproco al huesped mayores
que los obtenidos por la inoculacidn del hibrido idéntico

(p<0.001) (Tabla 15).

Resul tados =98=
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Figura 19 : Reaccién de GVHS con esplenocitos F1(BALB/cxAKR/J) %
y esplenocitos F1(AKR/JxBAIB/c)® en hufspedes
F1(BAIB/CXAKR/J) .



TABLA 14

CURVA DE DOSIS-RESPUESTA DE LA REACION DE GvH SINGENEICO ENTRE
HIBRIDOS IDENTICOS Y RECIPROCOS.In; ;erto de esclenocitos del
F1 (BALE/ i AEF M) del Fl(AEFR.MBALB/C) en hué=oedes
F1(BALE c:ARRL.M)

a b
DOCSIS DADOF P
F1 (BALEB/c. AKEFR.M) F1 (AKF.M<BALE., C?
6 c
2.5210 0. 2‘-:’:‘-:-‘ L6 0, 82:'-:3'. 11 i, 001
(8) ()
=3
Suld OLZE+0, 09 1.2E+0, 28 G,
(8» ()
) =)
1O 13 G.45+0, 07 1.68+0.15 . GOl
(8 (8)

a : dosis de ezoplencocitos inoculadoe en la almohadilla
clantar derecha de los F1 indicados.

ios poplltecs dere

b difererncia de pe=o entre los al
la inoculacidn.
m

aa
cho e 1zauvierdo a los 7 dias de
an

—

Exoresado en ma+ES(ndmero de

1

calculado oor "+" de Student.

(



4.3.Efecto del pretratamiento del injerto de esplenocitos

del hibrido recliproco con mitomicina-C.

Desarrollamos ensayos de GvH singeneico
reciproco con esplenocitos pretratados con mitomicina-C
para inhibir su proliferacidn. En las combinaciones de
hibridos reciprocos estudiadas. se obtuvieron disminuciones
signifticativas del GvH singeneico reciproco por este

pretratamiento.

4,.3F.a.Injerto de esplenocitos F1(AKR/JxBALB/c) pretratados

con mitomicina-C en huéspedes F1 (BALB/cxAKR/J).

Los recsultados se observan en la Tabla 15. El
nretratamiento del insierto de esplenocitos F! (AKR/J«BALER/C)
con mitomicina-~-C, determind una disminucidn siganificativa
(p= O, 001) en los valores de GvH =singeneico en huéspedes
reciprocos. cuando se compard con el efecto determinado por
la incculacidn de esplenocitos €in pretratamientc. Cuando
se compard este valor de GvH singeneico con el determinado
por la inoculacidn de la misma dosis de esplenocitos del

hibrido idéntico. se obtuvieron diferencias MNS.

4,3.b.Injerto de esplenocitos F1(AKR/JxBALB/c) pretratados

con mitomicina-C en huéspedes F1 (BALB/cxAKR/J).

En ecste caso el pretratamiento del injerto

Fesultadose =7%9=



TABLA 1S

GvH LOCAL SINGENEICO ENTRE HIBRIDOS IDENTICOS Y RECIPROCOS.
Combinaciones entre las cepas BALEB/c v AKR/J.

DADQOF: (&) HUESFED FRETRAT (b) GVHSR (c)
T s
F1(BALE/cxAKR/J) ——F1 (BALE/CxAKR/J) _ CLh0+0. 11
(8)
* X
F1(AKFR/J BALE c)——+F1 (BALE/CxAKER/J) L T.1T+0. 42
(13)
d X X
F1i{AKR/IxBALE/c) ——>F1 (BALB/CxAKR/J) MITOM D, IO+, 54
(12)
e
Fi(AKR/JuBALE/c)——F1 (RALE/cxAKR/J) L.NY. T.20+0, 29
(6)
Fi(AKFE, J<BALE /) ——"“F !l (AKF/JuBALE/C) - CLITHOLLTD
(6)
X X
F1(BALB/CcxAKF/J) == F1 (AKR/JxBALE/C) o T.63+0.28
(8)
K
F1 (BALB/CXAKR/J) == F1 (AKR/JxBALE/C) MITOM D.73I+0. 21
(7)
6

a : 10x1% esplenocitos inoculados en la almohadilla plantar
derecha de locg huécspedes F1.

b : pretratamiento de loes esplencocitos del dador.

c : diferencia de pesc entre los ganclios popliteos derecho
e izquierdo ,Expresadc en mg+ES (ndmero de animales)

d : Esplenocitos oretratados con mitomicina-C.

e : ecclenoccitcz ro adherentes a lana de nylon.Se injertd
172 de 13 dosis h=bitual.
X¥ : o 0.001 calculade por el "t" de Student.



reciproco con mitomicina-C determind también una
disminucidn muy significativa (p<0.001) en los valores de

GvH local singeneico reciproco (Tabla 15).

4.4.Reacciones de GvH 1local singeneico reciproco con

poblaciones esplénicas enriquecidas en células T.

—uando se llevaron a cabo injertos de
esplenccitos del hibrido reciproco cor poblaciones
celularez nco adherentes a lana de nylon, es decir

enriquecidas en células T, se pudo observar gque las mismas
pocselian una alta capacidad de desencadenar reacciones de
GvH local singeneico reciproco. En efecto. como puede verse
en la Tabla 15, el injerto de ExlDb esplenocitos del
F1(AKR/JBALE/c) no adherentes a la lana de nvlon., es
decir, el equivalente al numero de células no adherentes
presentes en los indculos de IOxIC)6 esplenocitos totales,

determind valores de GvH singeneico semejantes (diferencias
NS) respecto de dichos indculos de esplenocitos totales vy
diferencias muy significativas respecto a los controles
(10:-:106 esplenocitos del F1 idéntico al huésped). Estos
resultados indican que la reaccidn desencadenada por 1la
inocul acidn de esplenocitos del hibrido reciproco.

dependerila de la proliferacidn de las celulas T presentes

en el injerto.

Resul tados =100=



4,5.Reacciones de GvH local singeneico entre hibridos
reciprocos en combinaciones de cepas que difieren

sol amente en sus AmH.

Las reacciones de GvH singeneico entre hibridos
idénticos y reclprocos en las combinaciones de dos cepas
que difieren unicamente en sus AmH, incluyendo el locus
Mle. también mostraron diferencias significativas, aunqgque
éstac fueron menores que las observadas cuando las
reaccionecs se desarrollaron en combinaciones de cebpas que

diferian tanto en sus AMH cuanto en sus AmH,

4.5.a.6vH local singeneico entre los hibridos

F1(BALB/cxDBA/2) y F1(DBA/2xBALB/c).

En la Tabla 16 se muestranm los resultados de
estos ensayos. En huéspedes F1(BALER/cxDBA/2), 1los valores
de OG6GvH local desencadenados por esplenocitos del hibrido
reciproco fueron significativamente mayores (p<0.01) que

los correspondientes al hibrido idéntico.

En los huéspedes F1(DBA/Z2:BALEB/C) . las
reacciones de GvH local también fueron significativamente
mayores (p0.001) con 1injertos de esplenocitos del F1i

reciproco que con esplenocitos del Fl1 ideéntico.

Resultados =101=



TAELA 16

GvH LOCAL SINGENEICO ENTRE HIBRIDOS IDENTICOS Y RECIPROCOS.
Combinsc.iones entre las cepas BALEB/c + DBRA/Z.

FI({EALE 'z DEA/ 20 ——= 1 FLI{BALR /ciDBAS D) [ e TR A S
X
T DBRASIBALE gy ——-F1{BALB/cxDRA/D) DLEE+5.08 (&)
]
FL(DBRA/ ZHEBALECr ~——- F L DBA2HBALE 2 CLZi+, 12 (T
XX
1 'BA_B/cwLBA/ 2 ———>F1 (DBA/ZvBALEB C} ZLo0+1,08010)
&

a 110117 eezlearnocitos irnoculades en 1a aimohadilla plantar

derecha de locs huéscedes Fl.
b :diferenciz de o200 entre los ganglio=s poelit=os derechc

g iznouierdc en mo+ES ‘ndmero de arima2les).
¥ o X% :C .1 y B a1 calculadeos por el"t" de Student.



S. REACIONES DE CULTIVO MIXTO DE LINFOCITOS SINGENEICO
ENTRE HIBRIDOS F1 IDENTICOS Y RECIPROCOS.
J.1.Reacciones de cultivo mixto de linfocitos singeneico

entre F1(AKR/JxBALB/c) y F1(BALB/cxAKR/J).

Se estudiod la capacidad prcocliferativa de
esplenocitos no adherentes a lana de nylon de hibridos Fl.
estimul ados por poblaciones esplénicas totales de hibridos
idénticecs o reclproces. La Tabla 17 muestra los resultados
ocbtenidos.

Coincidentemente con lo observado en reacciones
de GvH local singeneica entre hibridos idénticos Y
reciprocos. la preoliferacidédn celular observada cuando la
poblacidn estimuladora derivaba de hibridos reciprocos a
los correspondientes a 1la poblacidn respondedora, fue
significativamente mayor (p~G.D01) gue la cbtenida por
estimulacidn de 1leos linfocitos T con esplenocitos del
hibrido idéntico. Asi. el indice entre la proliferacidn de
células T de hibridos F1(AER/J«BALB/C) estimuladas por
esplenocitos de hibridos Fl1{BALEB/cxAKF/J) Y la
proliferacidn frente a células del F1(BALEB/c:AKR/J) oscild

2.9 v 2.4, Estos resultados indican claramente qgue

entre y

locs linfocitose T de ratones Fl1 reconocen de manera
diferente a los esplenocitos provenientes de hibridos

idénticosz v de Fl reciprocos.

Resultados =102=
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Figura 20 :

(AxB) (BXA) (AB)gg  (BxXA) g

proliferacitn en CMIS de linfocitos T F1(AKR/JXBALB/c)
frente a esplenocitos totales de F1(AKR/jxBALB/cC) (AxB) ;
F1(BALB/cXAKR/J) (BxA); F1(AKR/JXBAIB/C) gparp /c (RXB) gp;
F1(BALB/CXAKR/J) £AKR/J ((BXA) g2y sin estimalar (C).

Se gcrafican - los resultados de un experimento.



TABLA 17

REACION de CMLS ENTRE F1 HIBRIDOS IDENTICDS Y RECIFROCOS.
Comtbinmaciones entre las cepas BALEB/c v AER/J.

FlLiAaHR/ JsRBALB T F1
SllARR I BALE Tz =1

n
-
E[‘)
n
G
e
I
P
o
r

——= 1.209+287 &
(AKF/J2EBALE/C) 4.884+238 .6)

XK
(BALE/cxAKRAJ) 14.572+424.7)

OGRS T BALR DD E1iAER S BALER/CY T.E4I+TLE18)
b $ !
SlAAYE TR ERLEZ FIOBALE /oo BERST) 2,200+92328)
C.
Fil(abt=,"7" EB5 =2z ——- 1,742+ =500a0
AR E Sl BRLEZ FLOAaRR S IxBALEBZHY 12,224+ 1,.232409)
X X a
Sl E T RRLE T Fl1iBRLEB/ AR T TOLE4 02, 0n (10D
A.EF o, C imdizczan e-aerimnentos indeoendient=2s. Las
cohklzaziames est:imul adoras tuvieron 1ncorporaciones menores
que 177zom.
[ —d
)
a s 8y L azglsmccitecs T omo adherentscs a lana de nvlon.
=
-
b : 4t meclonccitce oratratados cor mitomicina-c.
cC : imcorooraciér 22 timidina— H en Zuentas oor ominuko+ES

(ndimer> 2= oczzs!

Xk 1 o0l



6. EFECTO DEL AMAMANTAMIENTO CON HEMBRAS DE LA CEFPA PATERNA
SOBRE LAS REACCIONES DE GvH SINGENEICO ENTRE HIBRIDOS

IDENTICOS Y RECIPROCOS.

Fara 1investigar uwna de las posibles vias a
través de 123 cuales podria ecstablecerce el efecto materno
sobre lzcs niveles de reconocimiento de lo propio por parte
de la czria, desarrollamos ensayos de GvH local singeneico
utilizande como dadores esplenocitos de F1 normales
{inoculados en la 2lmohadilla plantar izquierda) y de F1
amamantados desde el nacimiento por madres nodrizas de 1la
ceoa paterna (almohadilla plantar derecha). En las
combinacicnes de cepas estudiadas, los pesos de 1los
oanglios poplitecs 1noculados con cada uno de estos dos
tipos de ceélulas resultaron significativamente diferentes,
tanto cuando se cocmpararon los valores de GvH sinageneico
entre hibrideces idénticos. amamantados v narmales, cuanto
cuandc €2 compararcn los valores de GvH singeneico entre

hibricos recziprocos.

6.1.Reacciones de GvH local singeneico de

F1(AKR/J»BALE/C) en huéspedes F1(AKR/JxBALB/c).
fBALB/c

Los Zatos experimentales pueden obserwvarse en la
Tabls 18.
En estos ensavos. cacda huésped FLl{(AKF/IHEBALE/ =)

6
fué inoculado e 1z almohadillas clantar derecha con 10010



ezolenocitozs  del hibrido identico opero amamarntsdo con

hembras rnodrizas de la cepa Daterna BALE . es
decir. FLIAKFR /3 BALE/C) (Tabla 18.1.). Ademiacs.se
fRALER/C
inccul en la almchadilla plantar izguierda de los mismes
6

huéspede=, 17l esplenocitos del hibride idéntico normal.

s entre los

1]

Fi(AKFR " J:BALB/ /). Las diferencias de

ib

ganglics peplitecs izguierdo v derecho de loas znimales asi
incouwiadosz  fueron altamente significativas (S.21+5,.27mg) .

Cuando  huéspedes FliAERSJIMBALB/c) fueron inocul ados con

esolesncocitose de hibrideos F1l1(AKE/J«BALE/c) en la
fBALE/C
aimohad:iila palantar derecha pero se iniertaron

ecsplernccitcs del hibrido reclorcco al huésped en la pats
contralateral. las diferencias de pe=zo entre los ganglios
pocliteocs fueror también importantes (1.2+2.41mg), ©oero

si1cnificativamente menores aue las del casc arterior

6.2.Reacciones de GvH local singeneico de
F1 (BALB/cxAKR/J) en huéspedes F1(BALE/cxAKR/J).
fAKR/J

En este caso huéspedes Fl (BALE/cAKF/J) fLueron
inocul ados en la almohadilla plantar cderecha con
esplenocitos del hibrido idéntico amamantadoc por hembras de
la zepa paterna. ec decir F1l{(BALB/c:xAKRSJ) . v oen la

fAKR/J

almohadilla plantar izquierda con esplenccitos del hibrido
Z. lae diferencias

idéntico. Como e muestra en la Tabla 19.

de pecso entre los ganglios popliteos correspondientes

Recsultados =1i4=



TABLA 18
GvH LDOCAL SINGENEICO ENTRE HIBRIDOS F1 NORMALES Y AMAMANTADOS

POR NODRIZAS DE LA CEPA FATERNA. Huéscedes F1l (AKFR.JxBALE/C)
hugspedesz F1{(BALEB/cHAKR/J) .

1. Flia:eB)FE F1(AxE) S.01+0, 27
(10

Z. FliRsEMER Fl1i{E:hA) 1.81+0.41
(8)

HUESFEDES F1 (BxA)

T. FLIBEMAT A FLoReaD T.24+0, 29
(6)

4. Flipxm R S1ArE) — 1. B0+, 27
(6)

A:ceca AKF./J E:cepa BALE/z. El =ubindicz £ indica
amamantado oor neodriza de la cepa aue =e nombra a
continuacidn
puC.0C! 2n lyels Tw=d lved: calculado vccor =21 "t de
Student.
1=
a + 1017 =z==glenccitos del FL gue =2 indica .noculados
gr 1z zlmohadilla palntar derecha o icouw.erda.
b cifarsncia de peszo entre los gangliosz poclitecs
reseshio 2 itgcalterdo 2 los T dlz2s de las incculazidn.
Suprezsdc = morES (ndamero de arimzxles).



fueron altamente =s=igrificativas (2,24 +3.2%9mg).

6.2.Reacciones de GvH local singeneico de

F1 (AKR/JxBALB/c) en huéspedes F1 (BALB/cxAKR/J).
fAKR/J

Ratones F1(BALB/cxAKR/J) fueron inoculados en la
almohadilla plantar derecha con esplenocitos de hibridos
F1{AKR/JxBALE/C) Y% en 1la almohadilla plantar

fAKR/J
contralateral con esplenocitos del F1l{(AKR/JIxBALE/C). es
decir el Fl1 normal reciproco al huésped. Los resultados,
aue se cbservan en la Tabla 19.4, mostraron gue la
proliferacidn determinada por esplenocitos del Fl reciprcco
normal fué significativamente mayor gue la determinada cor
los esplenccitos del mismo tiopo de Fl pero amamantado cor

rodriza de la cepa paterna. Esto determind que los vzalores

de GvH singeneicc fuerarn, en este casc, negativos.

7.CULTIVO MIXTO SINGENEICO ENTRE HIBRIDOS NORMALES E

HIBRIDOS AMAMANTADOS POR NODRIZAS DE LA CEPA PATERNA.

Se desarrollaron encsavos de CHML singeneico
enfrentardo pcblaciones celulares enriaguecidas en células T
de Fl1 rormales con poblaciones esplénicas totales de
hikbricece idénticos v recilprocos amamantados con hembras
de 1a cepa cz2terna. Los resultades, gue figurarm en 1=z Tabla
19 yv en la Figura 20, muestran aque 1o nivaeles dZe

eztimul aciodon de la grcocliferacidn ! determinades por



TABLA 19
ENSAYO DE CMLS ENTRE HIBRIDOS NORMALES Y AMAMANTADOS POR
NODRIZAS DE LA CEPA PATERNA. Combinaciores de las cepas
BAL=. = - ARSI,

1.FLOAKE T BALE o2 F1 AR/ JxBALE 2 LALeTILLTIT

2. 240

T
T
Cay
m
T
i
it
[}
T
b

P (AKR/INBALE S

~ 10

SLFLIBALB o AVE LT FLOAER JuRBALB o RIS St I

n

4,51 IBALE z AL T C1{AKRSINBALE £ LTLFETHIL 095
foAkEST) ‘8
E,
1.F! aFE I BALE, =) Fl{AKF/JuBALE/ ) 0. 2234+1.078
(8)
CLF AN RIS BALE D) F1 AR/ IuBALE 20 TI.297+2.180
fRALBC (8)

P}
M
.
Iy
o
i
ra
B
n
Ca
T
-
L
53
m
D
-
m
\.
i

T2, &92+1, 228

(9

Ny
n
—
T
r
m
n
I
n
;.
m
-
I
T
[
I
_‘\
i
o
n
—~
e
R
- Ir
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s
]
B
'ul

. B zon experimentos indeperndientes.la incoroor:
—ormtroles de zéliuvlasz estimuladoras fué menor gue
Iz de las nmehlaciones recspoondedoras fue mencr aQue
piC.il an lvsl. LweT o Zved:; NS en 1 ovsE 4: exp.A,pll 0T oen T
enc B.NS ern 2 vs T, Calzulado por el "t" de Stuadent.

S

a ::4:!7 e=z=plernccitos pretratados con mitomicina-c.
o 12108 lirfoczitoz mo adherentes 3 larma de nvlon.

= 1
c tincorocracidn de timidina HI.Enorecsado como
cuentas por mirnuto+ES {ndmero de pozos:

1



escienocitos de Fl normales v de Fi amamarntadosz Dor

nodrizzaz fusrcn si1gnificativamente cdiferentes. Esto se

rt

verificd tantz en las respuecstazs frente a Fl1 idénticos

Ccuantc en 1as respuecstaz frente a Fl reciprocos.

7.1.Reaccidn de CML singeneico de hibridos
F1(AKR/JxBALB/c) frente a F1 (AKR/JxBALB/C)
fBALB/c
F1(BALB/cxAKR/J) .
fAKR/J

En la Tabla 12 v l&a Figura 27 =se nueden cobservar
lce resultados obtenides. La oroliferacidrn de poblaciones
esplénicas  enriguecidas en células T de F!{AKR/JIxBRALR/C)
fue cignificativamente mavor (o<D.001, 1ws ) cuande se
utilizarcn zZzomo estimuladoras coblaciones esplénicas del FU
idéntice amamanrtado por npdrizs qQue zuando fueron
estimul adas oor 21 Fl idéntico ncocrmal.

Si ce comeoara la estimulacion determinada gor 21
Hlbride reciproco normal v el reciproco amamantado por
nodriza IRAVE-Y =e ocbserva que esta altima es

cignificativaments menor {(p<dH.001).,

Finalmente, la estimulacidn con el hibrido
idénticg amamartado por nodriza. F1(AKFR/JIxBALE/C) fué
fBRALB/C

mayvor o 1gual gue la determinads por el hibride reciproco

normal  FlL{BALE/ /i ARRT) (pd2. 2% o N3,ZvsZ). De manera

coincicente, la proliferacidn de celulas ! del

Y

Fl{AKFR/InBALS ) frente 3 células del F1 ideftico normal vy

1
n

frente a e=z=plenociteos del F1 reciproco amamantadzs por

m

I
—
)
-
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DISCUS IO



Hemos= investigado la influencia materna en el

reconocimiento de los antigenos de histocompatibilidad

praopios, utilizando como modelo experimental el estudio de
respuestas inmunes hacia estos a&antigenos propios en
Fibridos F1 reciprocos adultos. Fudimos comprobar la

istencia de diferencias significativas entre ectos

Fibridos en las respuestas de alta afinidad hacia 1los
antigenos de histocompatibilidad propios de origen materno
Yy paterno. Peterminamos también gque las reacciones de
reconocimiento de 1los AMH de clase II propios de baja
afinidad entre F! idénticos y F1 reciprocos recsulta
significativamente diferente. Finalmente. demostramos que
el amamantamiento ez uno de los vehiculos a través de los
cuales la madre ejerceria su influencia en la xpresion

v/0 el reconccimiento de lo propio en los Fl1 reciprocos.

Comenzamcs este trabajo estudiando en faorma
comparativa las reacciones de GvH local incducidas por
inocul acidn de esplenocitos parentales en pares de
hibridos Fl reciprocos. En las tres combinaciones de cepas
estudiadazs observamos diferencias significativas en los
niveles de GvH cuando los ensayos fueron desencadenados
por esplenocitos de una de las cepas parentales (BALE/c).
Asl, en los ensayos en los que utilizamos como huéspedes
los hibridos derivados de los cruzamientos entre ratones de

d m
las cepas EBALBR/c y AKR.M (H-2 y H-2 ), las reacciones

desencadenadas por esplenocitos BAL_R/c fueron

Discusidn =109=



significativamente mayores (p<0.001 vy p<C.0Z) en el
F1 (AKF.M:xBALE/c) gue en su reciproco F1(BALE/cxAER.M) en
las tres dosis ensayadas (Tabla 1 y Fig 12). En las

d b
combinaciones entre las cepas BALB/c y AKR/J, (H-2 vy H-

rJ

log niveles de GvH fueron significativamente mayores en el
F1(AKR/J:<BALB/C) que en su reciproco, para dos de las tres
dosis ensayadas (pi{0.001) (Tabla = v Fig 13). Emn los
ensayos con huéspedes F1(DBA/ZxBALB/c) v F1(BALE/c:DBA/Z)
{ambos H—Ed, difieren solamente en AmH), las reacciones de
GvH fueron significativamente mayores (p-0.001) en el

primero de los Fl en las tres dosis ensavadas (Tabla £ v

Fig.14).
En las condiciones experimentales utilizadas.
las reacciones de GvH desencadenadas con esplenocitos de

las ceopas AER.M. AKF/J y CBA/Z en los pares de hibridos

reciprocos correspondientes. no arro,aron diferencias
significativas (Tablas 2. 4 y &). Estas cepas manifestaron
tanto altas {AER.M v AKR/J) como baijias (DBA/2)

reactividades. indicando que la no deteccidn de diferencias
en las reacciones de GvH desencadenadas con estas cepas no
estarlia correlacionada con los niveles de reactividad de

las cepas dadoras del injerto.

Comprobamos., por 1o tanto, la eristencia de
diferencias en los niveles de GvH locales desencadenados
por una de las cepas parentales en los hibridos reciprocos,
tanto en combinaciones de cepas que difieren en sus AMH vy

en sus AmH como en una combinacidn de cepas parentales aue

Discusidon =11C=



comparten sus AMH v difieren sbdlo en sus AmH, incluyendo
el locus Mls. En estos ensayos de GvH local se cumplid el
llamado efecto matermo (231), es decir que loes niveles de

GvH fueron menores en el hibrido para el cual la cepa
dadora coincidia con su cepa materna. En las tres
combinaciones de cépas estudiadas, sblo una de las cepas
parentales (BALE/c) mastrd tales diferencias. Estos
resultados coinciden con los reportados por otros autores.
Uphoff obz=ervd (ZT70-2T7) diferencias =ignificativas en 1la
mortalidad de ratones Fl reciprocos. cumpliéndose el efectcoc
maternc., con injertos de médula od=ea de la cepa

r b

RIII en combinaciones entre RIII y CS57E1 (H-2 y H-2 7. con
DEA/Z en sus combinaciones con CZ7EL. con EBALR/c en
los hkibrides con CS7EBEL, v en una combinacidn de dos
cenas H—Z‘k . Morse vy col. (224 encontrarcn diferencias

significativas en los 1ndices esplénicos v la mortalidad de

lo= recién nacidos cuando injertaron esplenocitos de 1las

cepas BALE/c v CE7BL en los Fl1 correspondientes. Estos
resultados indican que este efecto no guedaria
restringido a 1la cepa EALE/c. Mo resulta claro, sin

embargo. cuales son las caracteristicas gue determinan aue
una cepa ponga O no en evidencia la existencisa de
diferenciazs en las reacciones de GvH en los F1l reciprocos.
Como hemos cefialado, esto no pareceria depender de la
reactividad de 1las mismas v NO dependerlia tampoco
exclucsivamernte de 12 posecsidn de un determinado haplotipo.

Mueestros Zatos v los reportados por estcs sutores sugieren



aue esta capacidad podria estar relacionadzs con las
caracteriz=ticas genéticacs de las cepacs, incluyendo tanto

los AMH como los AmH por lo gue, como ocurre con otros

efectos maternos (235-277), sdlo se manifestaria en algunas

combinaciones de cepas.

Investigamos 1la induccidn en los F1 reclorocoes
de resouestas regulatorias frente a los recectoresz T de
alta afinidad hacia los AMH propios. Como explicaramos en
1a Introduccidn (p&gina 40), Wileon v col. (120-125)
demostraron aque en los F1 se pueden expandir poblaciones
de =zeélulas T dirigidas hacia lcs receptores T parentales
con reactividad hacia lose AMH propios heredados a partir
de 1la otra cepa parental, es decir clones anti-anti-H-22
propio. Estas poblaciones T regqulatorias sparecen
rapidamente en los hibridos por inoculacidn e.v. de celulas
linfcidea=s de lz2s cepas parentales.
to

La e«panzidn de e clcocnes =ze ccorhe ce

ti
mn

marifiestos en erncsavecs de GvH. v puede ser cuantificada &
travds de la medicidn del grado de preotecciéarn frente  al

insertc local o sistémico de linfocitos de 1a misema cCepa

parerntal inductors de la protezcidén.

Estudiamose entonces 1a induccidn de bproteccidn

. Con
6
de esplenccitce e.v. (=, 7. 10x10

1 GvH lccal ern pares de hibridocs reciproce
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esplenccitzs), el porcentaje de =upresidn de lasz r2acticrnes

de GvH <ué sigrificativamente cifererte en loz hibridos
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&
reciprocos. La inoculacidbn de S a 20x10 esplenaocitos

BALE/c en los hibridos Fl{(AEKR.M:BALE/c) v Fi (AKR/JxEBALE/C)
determind porcenta;es significativos de supresidn

(p.Q0LlY, En 1los hibridos reciprocos en cambio fueron

)
necesarias dosis de 10 y 20x10 esplenocitos BALR/c  para
desencadenar respuestas de proteccidn significativas
(Tablas 7 v 8, Figuras 13 vy 16).

Es decir aque. en las combinacinnes de cepas

las respuestas frente a los receptores T de

0]
11l
t
iy
n
e
1w
L
15
m

alta afinidad hacia los AMH propios recsultaron diferentes

en lcs Fl1 reciporocos.

Se ha postulado gue durante 1a wvida del
indiwviduz, emeraerian al azar clones nportadores de
recaptsres de alta afinidad frente a los AMH propios v gue
los clones 7 con reactividad hacia estes receptores anti-
MHC creopio evitarian la aparicidn de reacciones
auvtolinmunes de tipc patoldgico (125,223, Nuestros
resul tados indican aque los F1 reciprocos presentan
diferencias csignificativas en estas respuestas

regulatorias.

L.as respuestas inmunes normalecs frente &
antigenos convencionales tienen como requicsito el
reconocimiento de 1los AMH propios. coma <¢e pone de
manifiesto en el fendmeno de la restriccidn T. Fero este

reconocimiente de lo propio opera con 52a.,a afinidad.

Fara investigar este tipo de autorreactividad en los F1
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wrollamos ensaves de GvH singeneizo en los
cuales comoarameos la respuesta de un hibrido frente & 1la

inczulzzidm e esplenocitoz del F1 icdéntico del

reciporocc. El ocb.,etivo de estocs ensayos fue investigar si

i

un Fl 2= re2conocido como propio de la misma manera oor

“ibrides iZdéntico que por su reciproco.

Las r=acciones de GvH local =singeneico fueror
cigri<fizeztivamente mayores cuandcoc se desarrcllaron erntre FI

reciprocos gue cuande el injerto derivaba de un F1l idéntico

al hidzped. Ecte hechc se comprobd =2n lasz combinmacicnes

entr=2 l=z=z cepas BALE/=z v AKR.M (Tabls 17}, BRBALE/c v AFF.J
{Tablz (2" + ern BALEc con DBA.Z (Tabla 1&). Loz niveles de
estas diferesncias fueron menores 2n la dltinma combinacidn
de cega2z. z2ue difieren solamente a2 nivel de =us AmH.

Obcervamoz ademids gue irnclusc ba;=as dozis

=slenocitos del FLlL(AFE.MBALE/c) determinabkan

(2.8x10 ) d=

{1}

respuestas ce GvH singeneico sigrificativas en huéspedes
re-iorocos {Takls 14, Figura 197, a diferencia de lo gue

normalmente ocurre en ensayce de GvH singeneico entre F1

idénticos - Zorn Zepas endocriadas.

FPara analizar la participacidn del injerto en
laz reaccionez de GvH =singeneico entre hitridos icénticos vy
reziprocos, dezarrcllamos encavyos con ezsrlenrccitos

pretratadces corn mitomicina-C. Este pretratamiento determinrd

aue los vaiores de GvH  entre hibridos reciprocos

()

Zisminuverz significativamente respecto de lcz contrzles
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(Tabla 15, lo gue 1indicaria ove las

-

reac-icrnez  de 5vH singeneico reciprocce dependerian en gran

AP

rcliferazion de los esplenccitos del in,erto.

parte ce 1

W

Nec ruede de

in

zartarce. =in embargo, que la proliferacion
celular dependa eﬁ este caso de unas pocaz  vielitazs  de
divisidn de las células injertadas, que en lo=
posteriores eventos proliferativos Qgue det=srminan el

aumento de pesc de los ganglios participen también 1las

celulze del huésped.

Con el obijetivo de investigar las
caracterilcsticas fencotiocicas de las células del inserta que
particigpan e2n la reaccidn de GvH entre F1 reciprocos,
desarrcllamos ensavos con poblaciones esplénicas

enriquecicas en ceélulas T por pcasa.e a través de lana de
nvlon. Loe datos chktenidos (Tabla 15) sugieren que estas
reacciones dependen de la presencia de células 7T en el
inserto, coincidiendo con los requerimientoz del GVH

singeneico entre hibridos idénticos yv el GvH alogeneico

(&4,111).

Los resul tados obtenidos in vivo fueron
claramente confirmados 1in vitro en ensayos de CML
singeneico. en los que comparamos 1las respuestas

proliferativas de poblaciones ecsplénicas enriguecidas en
celulas T de wun F1l1 frente a esplenocitos totales del
hibrido idéntico v del reciproco. En la combinacidn de
cepas utilizadas en estos ensavos (BALB/c vy AFKR/J). la

~roliferscidn de las células T del F1 (AR "J=BALEAC) fue



U}

ignificativamerte mavor (p0,D01) cuande éstas  fueron
eztimuladas por esclenocitos del hibride reciproco que
—uandc oroliferaron frente a células del F1 idéntico (Tabla

17, ceoincidiendo com los resultados obtenidesz emn los

ensayos de GVH singeneico.

Estos resultados. gue indican gue tanto in wvivo
cuantzc in vitro l1a oroliferacidn de las células linfoides
de uwun F1 es significativamente mavor +frente al hkibrido
reciproco que frente al idéntico, confirman la existencia
de diferencias en las poblaciones esplénicas de los
Ribridose reciprccos en cuanto a su capacidad de respuesta
proliferativa en enszayos qQue se utilizan como indicadores
de los niveles de reconocimiento de 1los antigenos Ia

Dropios.

En sintecis. tanto en los ensayns que evaldan
las respuectas de los F1 frente a células 7T con receptores
de =alta afinidad hacia antigeros de histocomaptibilidad
oropios de origen materno y paterno, cuanto en los ensayos
que p2rmiten determinar los niveles de recornocimiento de 1o
cropic con basx afinidad, se pone de manifiesto la

existencis de diferencias en los hibridos F1 reciprocos.

Estas diferencias en las respuestas en las que
se invelucra el reconoccimiento de lo propio podrian

deberse a:

1) La existencia de diferencias cualitativas en la
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expresidn de los antigenos de histocompatibilidad prorios

de origen materno v/o paterno en los hibridos reciprocos.

) Fodrilan existir diferencias cuantitativas en la

#presidn de estos antigenos propios.

y/0

=) La regulacidn del reconocimiento de los antigencs de
histocompatibilidad propios de origen maternoc v paterno.
podria tener diferentes niveles en los Hibridos

reciprocos.

Uphctf postuld (221-2273) la Histencia de
diferencias cuantitativas y/0 cualitativas en la

xpresidbn de los antigenos de histocompatibilidad en los F1

reciprocos. Esta autora propone que 1los antigenos de
histocompatibilidad de origen paterno sufririan una
modificacidn en su xpresidn que determinaria uwn  menor

reconocimiento por parte de los receptores T alorreactivos
maternoz. Esta modificacidn tendria un valor adaptativ
va gue aumentaria 1a probabilidad de sobrevivencia del
hibrido csemialogeneico en el Gtero. protegiéndolo de un
posible atague alorreactivo materno. Al considerar esta
poetul acidn debe tenerse en cuenta que l1a reactividad
frente a los aloantigenos puede. vy de hecho. suele <cer
mayor cuanto menores son las diferencias entre los AMH
»trafos v los propios. Seglin algunos autores (20G,1183) los

receptores T alorreactivos habrian sido seleccionados para
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distinguir pequeflas mads que grandes diferencias. For otra
partea, los F! reconocen como propios los antigenos de
histocompatibilidad de la cepa paterna ya que no  rechazan
los 1iniertos de piel de ninguna de las cepas parentales,
por lo gue las modificaciones cualitativas de los antlgenos
de histocompatibilidad de origen paterno podrian consistir
exclusivamente en la apariciédn de nuevos determinantes

antigénicos.

La existencia de modificaciones cuantitativas en
la expre=zidn de los antigenos de histocompatibilidad
preoepios podria también dar cuenta de 1las diferencias
encontradas en las respuestas de alta afinidad frente a los
mismos. En efecto, la capacidad de 1las poblaciones
esplénicas parentales de desencadenar una reacciédn de OGvH
en un F1l deriva del hecho de gque estos injertos poseen
clones portadores de receptores alorreactivos frente a la
otra cepa parental del Fl. Supongamos un par de hibridos
reciprocos F1{(AxE) y F1(BxA). En el hibrido F1(AxE), los
antigenos de histocompatibilidad A , de origen materno para
este hibrido. podrian tener, segdin esta oropuesta, una
expresidn mayor gue en su reciproco F1l(E:A). Esto podria
determinar que los niveles de proliferacidn de las células
del injertoc E, portadoras de receptores alorreactivos
frente a A fueran mayores en este hibrido qgue en su
reciproco., 1o cual se manifestaria como una mayor reaccién
de G6GvH en el F1(AxE) que en el F1(BxA). Es decir que la

reacciédn de GvH seria mayor en el hibrido para el cual la
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ceca dadcra coincidiera con la cepa materna, como  indican
nuestrce datos experimentales de GvH local v los de otros

autores en enzavos de GvH sistémico (221-234: .,

Las diferencias en los niveles de proteccidn
trente al GvH gue hemos observadc podrian explicarse
también por ecste tipo de mecanismos. Los mavares niveles de
GvH determinados en el hibrido cuva cepa paterna coincide
con el injerto., F1{AXB) con injerto B en nuestro e emplo.
paodrian explicarcse, como acabames de puntualizar, pcr una
mayver proliferacidn de las células injertadaz en ecste
hibrido. Esta mavor proliferacidn de 1los linfccitos T
alorreactiveo=s del injerto podria desencadenar una mavor
respuesta de proteccidn por parte del huésped, aue es el
resultado observado.

Estos resultados podrian finalmente deberse a la
existencia de diferencias en los niveles de regulacidn del
recocnocimiento con alta afinidad de los antigenos de
histocompatibilidad propios. Cabe sefialar gue la existencia
de diferencias cuantitativas en 1a expresidbn de los
antigenos de histocompatibilidad propics podria implicar la
existencia de diferencias en los niveles de regulacidn del
reconocimiento de los mismos.

En nuestro laboratorio. estudiando los sistemas
de regulacidn de la respuesta inmune oberantes en recién
nacidos, pudimos determinar la existencia de diferencias en
la capacidad regulatoria de las poblaciones esplénicas de

recieén racidos hibridos reclprocos (279). En efecto. los F1
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recién nacidos poseen clones con capacidad para suprimir
recpuestas alorreactivas maternas frente a los antigenos de
histocompatibilidad propios de origen paterno. Los F1
recién nacidos no demuestran, en las mismas condiciones
xperimentales, capacidad para suprimir respuestas
alorreactivas paternas frente a los antigenos de
histocompatibilidad propios de origem maternc. For el
contrario, hemos podido detectar. en ciertas relaciones de
celulas reguladoras a células efectoras, la existencia de
clones con capacidad regulatoria positiva sobre estas
reacciones paternas—-anti-maternas. Esta diferencia en 1la
capacidad regulatoria de 1los F1 recién nacidos frente
ceélulas portadoras de receptores T paternos—anti-maternos y
maternos—anti-paternos. se confirmd en diferencias en 1la
capacidad regulatoria de 1los recién nac:idcs hibridos
reciprocos, cada uno de les cuales posee clones con
capacidad para regular negativamente la actividad de
celul as poseedoras de los receptores maternos—anti-paternos
correspondientes, y positivamente la actividad de células

con receptores paternos—anti-maternos .

Es probable que estas diferencias en la
capacidad reqgulatoria de las poblaciones esoleénicas de los
reciédn nacideos afectenr los niveles de regulacidn del
reconocimiento de lo propio de origen materno y paterno en
1

los adultos. determinando las diferencias entre 1los F1

reciprocos aue describimos en este trabajo.
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Las reacciones de CML s=singeneico v GvH
singeneico ponen de manifiesto el nivel de reconocimiento
normal de los antlgenos de clase II1 propios (6S5-67) . En
nuestro csistema experimental se compararon los niveles de
proliferacidn determinados por el enfrentamiento tamto in
vive cuanto in vitro de células de hibridos idénticos v
reciorocos. La intensa proliferacidn determinada por 1la
interaccidn entre las células de los Fl reciprocos podria
deberse también a 1la existencia de diferencias cuali o
curantitativas en 1la wpresion de los AMH de clase 11
propios. El1 enfrentamiento de dos poblaciones 1linfoideas
con diferentes niveles regulatorios para el reconocimiento
de 1los antigenos de histocompatibilidad propios de origen
materno vy paterno podria también determinar fendmenos
proliferativos como el observado. Aungue estos ensayos no
permiten asegurar que los mismos se deban exclusivamente al
reconccimiento de AMH propios de clase II. ya que para ello
se deberisa analizar el efectoc del blogueo de estas
reacciones con los anticuerpos anti-Ia correspondientes.
xperimentos recientes llevados a cabo en nuestro
laboratorio (240) confirman la existencia de diferencias en
la regulacidn de las respuestas inmunes restringidas por
el CMH entre los Fl! reclprocos. Efectivamente, xisten
diferencias significativas en 1las respuestas de 1los F1
reciprocos en ensavos de hipersencsibilidad retardada frente
a antigenos convencionales presentados en el contexto de

los AMH de una de las cepas parentales. es decir.
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presentados por macrédfagos de una de las cepas parentales.
Esto indicaria que el reconocimiento de los antigenos
convenciocnales en el contexto de los AMH de clase 11
propios seria diferente en 1los F1 reciprocos. Estos
resultados, junto con 1los ensayos de CML singeneico,
sugieren claramente que el reconocimiento de los AMH de
clase II propios con baja afinidad seria diferente en los

F1l reciprocos.

Estudi amos la cinética de crecimiento en
hibridos reciprocos de tumores de estirpe linfoide
originados en una de las cepas parentales. El tumor LE,
surgido espontaneamente en ratones de la cepa BALE/c,
mostrad diferencias significativas en las curvas de
crecimiento Y de mortalidad cuando fue inoculado
subcutaneamente en hlbridos recliprocos entre 1las cepas
BALE/c vy AKR/J (Tablas 2 y 10, Figura 17). Tanto el
crecimiento como la mortalidad resultaron mayores en el

hibrideo F1{(BALEB/cxAKR/J). For el contraric, la leucemia

LiS, originada en la cepa AKR/J, no mostrd diferencias

significativas en su crecimiento en los mismos hibridos

{Tablas 11 v 12, Fig.18).
En primer lugar, es llamativa la correlacidon de

estos resultados con los relacionados a los ensayos de GvH

de células parentales, ya que las diferencias en las curvas

de mortalidad vy crecimiento tumoral se observaron con 1la

inoculacidn de una leucemia originada en 1a cepa BALE/c,que

1232=
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también de*ermird diferencias en en

F! reciprocos.

—
n
"
3
v
n
3
N
Ul

Teniendo en cuenta gue las cepas murinas son
oortasoras ge diversos virus enddgenos (Z241-242), Y o que
alounecs  tumores, expresan antigencs wvirales como el
antigenc de Greoss (24735, podria  supornerse aque el
crecimientc diterencial de un tumor en lecs F1 reciprocos
eztuwviera relacionado con la permisividad de cada F1 para
la excreszion viral. e ha descrioto la existencia de
difergncias cuantitativas en la expresidn viral en hibridos
recicrocos entre cepas portadoras del virue de la leucemia

q

Das no permisivas para la expresion del mi=smo

LI}

murina ~ c

(2445, Sin embargo. estas diferencias we registraron

8]

sol amente =n ratonecs de 2 semanas de vida v por otra parte

mn

no  siguen ur patren definido en relacidn a3l rcl materno o
paternc de 13 cepa portadora del wvirwcs., En las cuatro
combinaciones de cepas a las gue se refieren estos trabaiocs
=e opbservd una marcada disminucidn de 1=z expresion  viral
reszpectc del homocigota portader (AKR/JY. perc en dos
cascsz la expresidn fuéd mayor en los hibrides para los
cuales la cepa portadora correspondlia a la c=pa materna
{(combirnaciones entre AER/J como portadora vy B1O.,2ZD Y
CS7E1/10). v en los otros dos casos examinados la expresidn
viral fué& menor en lcs hibridos en los cuales AKR/J era la
cepa materna f{combinaciones entre AKR/J v las cepas EBEALER/

v B10O.EBR).

For otra parte,. Figsser v DLGrunwald (245)
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determinarcn que la inmunizacién de un hibridoc con urn tumor

carentazl fué@ capsz de inducir en leos huéspedes la

th

procuccidn de altes titulos de anticuerpos dirigidos
hacia lo= AMH de clase I de las células parentales

inmunizantes. En un sistema in vitro. MNakarno v col. (246)

demostraron que la estimulacidn de esplenocitos
heterocigotas para el H-2 con células parentales
homocigotas, inducia la generacidn de linfocitos T
citotdricos especificos hacia el H-2 parental, que sblo

tienen actividad frente a células blanco homocigotas para
el H-Z. Las diferencias en el crecimiento v 1la mortalidad
determinadas por la inoculacidn de tumcores de origen
parental, podria refleiar entonces diferencias en 1la
capacidad de los Fl reciprocos de producir anticuerpos y/o
celulas citotdiicas Ffrente a las ceélulas tumorales gue

expresan ! H-Z propio en forma homocigota.

Las leves clasicas de trasplantes de tesidos
establ=can que los genes de histocompatibilidad se expresan
en forma codominante. de manera tal gue un  hibrido no
rechazard iniertos derivados de cualquiera de sus dos
cepas parentales (247-248) . Los trabaios clasicos no
permitian. =in embargo. estaktlecer el grado de esta
codominancia ni su regulacidn. Fecientemente, O0O'Neill v
Blanden (242-23%9) ectudiaron la expresidn génica de locs AMH

del ratédn en animales homocigotas v heterocigotas mediante
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técnicas de absorcidn cuantitativa de antisuercs v té&cnicas
de radicinmuroensayvs. Utilizaron cepas congéricas para el
H-2 t v el H-2 D v sus respectivos hibridos, ? en total.
Los datcz= experimentales obtenidos en estos ensavos
demuestran gue los niveles de expresitn de los antigenos W

D en cada hibrido comparados con los niveles de
expresidn ce los mismos en las respectivas cepas
parentalesz. dependen de la compbocsicidn alélics del Fl. va

aue algunces alelos tiendern a dominar sobre ctrcocs. En cuatro
L

hibridos diferentes, el alelo K estaba mas eroresado aue
b
el ¥ . mientras gue en ctras combinaciconesz de H-Z. el alelo
d b b b
k: pradcminaba  sobre el Ky sobre el ¥ . El alelo T
d

mostrd dominancia sobre D mientras que no se e2ncontraron
b
evidencias de dominancia del alelo D . Los mismeose autores

estudiaron la eupresidn génica de las regiones K v D del

g

CMH en dos combinaciones de cepas que eran recipreccas par
dichos genes. no encontrando diferencias en _os patrones de
dominancia v recesividad de estcs hibridos reciprocos para
los genes de clase I del CMH. Los autores proponen entonces
que la expresion cuantitativa de los genes de la regidn K-

D no seriz modificada por influencia materna. al menoz an

i

esta combinacidn de cepas. Como en estcs trabaios no se han
utilizado anticuercos monoclonales. no es posible descartar

la esisterncia de Zdiferencias cualitativas en la expresidn

de los genes de la regidn K-D.

Reciantemente <2 ha decscripgto un efecio de

influencia materna en la expresidn de un AMH relaciconado

~_ -
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con los antigence de clase 1 codificads por la regidn OGa-—

Tis. de furiciones de=sconocidacs. cete antigenc, denominado

Mta =& erprezza en los hibridos =clamente =i estczs  han
her=zdads por via materna. un alelo permizivo de wn gen

mitoccondrial (2220, La presencia de mitccondrias maternas

enes permisivos en el zZitgcolasma  del
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bdvule. Z=ztermina la enpresioén del antigenc Mta., havya =ido

bgste harefadc a partir de la madre o del padre. AQn cuandc

la ceca patarma poce=2a los alelos de2 lo= genes
mitoccongriales aue codifican DAara eztoes factores

permr=ivczs. el hibrido no exprezarda el antigero Mta =i 1

iQ

cenas utilizadas en nuestros

ce nosee. La

(S

madre o

mn

ensavos o todas no permisivas para la expresion de e=te
antlgenc (Z51-253).

Estc

n

trabajos. si bien estudian La exprecsidn de
un antigenoc de clacse 1. constituven un arntecedente de gran

importancia, ya gue demuestran la existencia de mecanlismos

de determinar la modif-cacidn de 1la

complesos  cabpsces
expresidn de los genesz del CMH por influencia materna.

cusli come cuantitativas (ZE4). La glicosilacidn oost-

zint@tica de las cadenas g y/{S constituve el mecanismo
mas  habitual de las modificacicnez cualitatiwvas 2SS,

Exizten incluszs evidenciaz de la existencia de diferencias
ern los glicopéptideoz de clase II codificades bpor 1los

linfocitos E v los macrofagos(ZS5&).Actualmentz se estudia

Diccusidn =126=



ilidad de aque ecstas diferencias cualitativasz ecstén
invelucracs=s en modificaciones de 1a actividad funcional de
las célllas portadcoras de estoz antigenos. = bien esta

nEe_TeET

hipdtazi=z no ha zidc adn confirmada (ZSS-ZE7.

mn

En cuantz a las modificaciornez cuantitativas de

de los antigenos de clase II. como

s
[}
m
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-
m
]
o
o
3

nZlic&ram

U}

3

g en la Introduccién (pag.B8)., 1oz antigencs Ia
e comzonen de dos  cadenas (v ). v oerr les F1  se
encuertran dimeros entre las cacdenas codificadas por czaca

unc 22 losz cadre

tih

. fAlgunocs alelo=s del H-Z determinan 1a
falts de zintesiz de una de las caderas I-E,. lo gue motiva
la nc =ior=2sidn de los antigencs correspondientes en la
membrana citoclasmatica. Esto se relacicna con la falta de
rescuesta frente a determinados antigenos por los
individucs portadores de estos zalelos del H-2., Es decir cue
uno de lo=z mecanizmos gue intervienen en la regulac:i:dn de
ia respuesta frente a ciertos antigencs por los genes de
clazszs Il depende de la expresidn 0 no de loe mismes. Como
en loe F1 e expresan las combinaciones .nterparentales

(combinaciores trans)! de estas cadenas de 1os antigenos

m

I-E, ecsto agrega un factor mas de variabilidad poblacional
2 la expresidn de los mismos. No existen aun datos
comparativos de la expresidn v la ascciacidn en la membrana
celular de las cadenas Y de los antigenos Ia en los F1

reciprocos.

Alguno=s autores han postulado gque los antigenos
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codificados por el locus Mls podrianm modificar también 1la
expresidn cuantitativa o (m&ds probablemente), padrian
aumentar l!a probabilidad de interaccidn entre los antigenos
Ia vy los correspondientes receptores en los linfocitos T
(137, Los Fl qgue hemos utilizado en nuestros ensavos,
incluvendo 1las combinaciones entre cepas del mismo H-2,
difieren a nivel del locus Mls. Las diferenciaz encontradas
entre los F1 reciprocos derivados de las cepas BALB/c vy
DEA/Z pedrian relacionarse con el hecho de que las mismas

difieren a nivel de dicho locus.

Investigamos por dltimo si el pasaje de células
y moléculas a través de la leche materma constituiria uno
de los medios a través de los cuales la madre ejerceria su
influencia en la determinacidr de la expresion o el
reconocimiento de 1lo propio en los hibridos reclprocos.
Elegimos como metodologia el amamantamiento de los F1

reciprocos con nodrizasz de la cepa paterna.

Estudiamos la capacidad de estos F1 amamantados
por nodrizas de desencadenar reacciones de GvH singeneico
idéntico reciproco, utilizande como control la
inoculacidn en la almohadilla plantar contralateral de 1la
misma dosis de esplenocitos de F1 amamantados normalmente.
La inoculacién de esplenocitos del F1{AKR/JxBALEB/C)

+BALE/C

y del F1l1(BALEB/cxAKER/J) . 25 decir hibridos amamantados
fAKR/J
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por hembras de la cepa paterna, en sus respectivos F1
idénticos normales (Fl(AKR/JxBALB/c) v F1 {(BALE/cxAkKR/J).
determind niveles de GvH singeneico altamente
significativos (p<0.001) (Tabla 18.1 y Z.). Es decir que el
injerto de esplenocitos de hibridos amamantados por
nodrizas de la cepa paterna en animales F1 idénticos
normales determind niveles de proliferacidn celular
significativamente mayores que los inducidos por los F1
idéntico= amamantados normalmente. Esta proliferacidn
resultd mavor adn gue la determinada por el F1 reciproco
normal {Tabla 18.2). Coincedentemente. el 1injerto de
células esplénicas del F1l (AER/JxBALE/C) en huéspedes
fRBALR/Cc
reciproces normales determind niveles muy bajos de GvH,
siendo la proliferacién observada menor adin gue la

determinada por el hibrido normal idéntico al huesped

(Tabla 18.4).

En conclusién. 1los ensayos de GvH singeneico
entre hibridos normales y amamantados con nodrizas de 1la
cepa paterna indican gque el amamantamiento es capaz de
inducir intensas modificaciones en el reconocimiento de lo

propio.

Estudiamos también el efecto del amamantamiento
en encsayos de CML singeneico. Los resultados fueron
concordantes con los cobtenidos in vivo. En efecto, la
proliferacidn de poblaciones T de F1(AKR/JxBALE/C) fué
significativamente menor (p<0.0C01) frente a la

estimulaci®dn con esplenocitos idénticos normales aque frente
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a esplenocitos del F1 (AKR/JxBALE/c) (Tabla 19.1vs2
fBALEB/C
vy Fig Z0). Mas adn, la proliferacién determinada por el

F1(BALE/c::AKR/J) fué menor o igual que la okbkservada con el
F1 (AKF./JxBALE/C) (Tabla 19,2vsZ y Fig.Z20).

fEBALER/C
Estudiamos también la capacidad de estimulacidn

de ecsplenocitos del F1l(BALE/cxAKR/J) sobre linfocitos
fAER/J
T del F1l(AKR/J+BALER/C). Los niveles de proliferacidén

alcanzadeos en este caso fueron similares (diferencias NS) a

los determinados por la estimulacidn con el hibrido
idéntico normal F1{(AKR/JxBALB/C) Y fueron
significativamente menores (p~0.Q0Q1) gue los determinado=s

por el hibrido recliproco normal F1l(BALBR/c:xAKF/J) (Tabla 19,
1vsd v Zved v Fig 20).

En <sintesis, en los encsayos n  vitro la
estimul acidn determinada por esplenocitos de hibridos
idénticos amamantados por nodrizas de la cepa paterna.
resultd <csimilar a la determinada por esplenccitos del
hibride reciproco, Yy significativamente diferente a 1la
determinada por los hibridos idénticos amamantados

normalmente.

Se puede concluir gue. tanto in vivo cuanto 1in
vitro, los F1 adultos normales reconocen de diferente
manera & los Fl idénticos amamantados normalmente v & los
F1 idénticos amamantados por nodrizas de la cepa paterna.
Los F! normales reconccen también de diferente manera a los

F1 reciorocos normales v a los Fl reciorocss amamantados
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por nodrizas. Es decir que el reconocimientoc entre F1
idénticos entre F1 reciprocos e modificadc
significativamente por el amamantamiento con nedrizas de 1a

cesca naterna.

Ecstos resultados sugieren ademas aue el
amamantamiento podria intervenir en la deterninacidn de las

diferencias entre los F1 reciprocos.

El hecho de que estos ensayos se realizaron con
hibridos de €8 a 22 semanas de vida. sugQiere aue estos
efectcse materncese e mantendrianm en forma estable durante

1o mences una parte muy importante de la vida adulta de

T
8}
A

F1l.

b
8]
m

Estas modificaciones detz2rminadas por =}
amamantamiento podrian derivar de distontes efectos
h]

maternos. =zimilaresz a 1los que podrian determinar las

diferencias entre los Fl reciprocos que describimos en ecste

trabajc. RAsl. los cambios en el reconccimiento entre los F1
idénticos reciprocos amamantadeos podrian derivar de
modificacicnes cualitativas en la expresidn de los AMH
propios determinadas por el amamantamiento: o bien de

cambios en 1lcos niveles de células con capacidad para
regul ar la expresidn v/o el reconocimiento de los AMH
propics en los Fl. Ambas modificacicnes podrian ser

detectadas en los ensavos de CML singeneico, ya gue las

poblacicnes=s estimuladoras pueden, atin curando estén
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pretratadas con mitomicina-C, ejercer actividad
regul ateria. como <se ha demostrado (228). La primera
hicdtesis implicaria ague las células v moléculas aue pasan

de la madre =al feto durante la lactancis. pudieran

de lec= gen=2s del CMH., Si bien ecsta hipdtecis nc puede ser

descartacs. recsulta mas probable gue 1a madre intervenga

en lz deter-minacidn de los nivelezs de células con capacidad
para r=gulzar la enxcresidn y/ /o0 el reconocimisnte de los
antigencs de histccompatibilidad propios.

El acorte materno a través de la lzctancia

pcurre ern etapas claves de la maduracidn del reconocimiernto

42 lco propic v del estaklecimiento de los circuitos
inmunorregul atorics f1E0,229) . Fecientenente z=e ha

demostr2do oue la introduccidn de células de animales

(U}

adultos ern etapas tempranas de ls wida extra—-uterina puede

determinar ncdificaciones en la maduwacidn de la resouests
inmune de los individucse. Asl, la introduccion prematura de
ecolencocitocs o timecitos de animales adultos ague cuentan
entre zus cé#lulas regulatorias con linfeocitos del nivel 2
de =urresidn. bloguea 1 desarrcllo de la respuesta inmune
normal 17,121, La inoculacidn intrauterinma o en el
recién nacido de anticuerpos antiidiotipicos (o ceélulas
oroductoras de los miesmos) puede determinar la activacidn o
1a inactivacidn de la sintesis de los anticuerpos
correcspondieftes (214, 229). Es posible pues postular aque
los anticuerpos v las células maternas. entre las gue se

encuentran linfocites T v B pero también una Sran
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A lo largo de este trabajo hemos observado que:

1) Existen diferencias en los niveles de GvH local de por
lo menos uwuna de las cepas parentales en hibridos FI
reclprocos, tanto en combinaciones de cepas que difieren en

sus AMH y =sues AmMH cuanto en cepas que sbdlo difieren a nivel

de sus AmH.

2) La proteccidn decsencadenada por la inoculacidn e.v. de
célul as de una de las cepas parentales resultd
significativamente diferente en los Fli reciprocos,
indicando que 1los mismos difieren en los niveles de las
respuecstas regulatorias frente a receptores T de alta

2finidad dirigidos hacia los AMH propios.

Z) El crecimiento del tumor linfoideo LE y l1a mortalidad
determinada por el mismo en Fl reciprocos entre 1a cepa
originaria del tumor vy una cepa alogeneica, fueron

significativamente diferentes.

4 En encsayos de GvH singeneico observamos que los niveles
de proliferacidn celular fueron mayores cuando las células
injertadas derivaban del hibride reciproco al huésped. que
cuando el injerto provenia de un Fl idéntico al receptor.
Los encsayos de GvH singeneico reciprocc desarrcllados con

indculos enriquecidos en ceélulas T arrojaron resultados

==
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similares, mientras aque el pretratamiento de los injertos
con mitomicina-C abrogd el aumento de pecso de los ganglics
popliteocs. sugiriendo que 1los altos niveles de GvH
singereicc observados dependerian de la proliferacidn de

las células T del injerto.

)] En ensayos de CML singeneico también ce verificéd gue
1a proliferacidn de linfocitos T de un F1 es
significativamente mayor frente a 1la estimulacidn por
esplenccitos del Fl reciproco que frente a esplenocitos del
Fl idértico. confirmando que en los ensayos utilizados para
evaluar el niwvel de reconocimiento con baja afinifdad de
los AMH de clase II propios., un Fl reconoce de diferente

manera al hibrido idéntico que al reciproco.

6) E1 amamantamiento de los Fl por hembras nodrizas de 1la
cep’ paterna determind 13 modificacidn de su reactividad en
ensayos de O6GvH singeneico, aumentando su capacidad de
determinar reacciones de G6GvH singeneico en el hibrido
idéntico vy disminuyendo su capacidad de desencadenar

reacciones de GvH singeneico en el Fl reciproco.

7 En ensavos de CML singeneico, la estimul acidn
determinada povr esplenocitos de hibridos idénticos
amamantados por nodrizas de 1la cepa paterna resultd

significativamente mavor a la determinada por esplenocitos

de hibridos idénticos amamantados normalmente y similar a
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1a determinada por esplenocitos del F1l reciproco.

El conjunto de los resultados cobtenidos en este
trabajo indica 1la wistencia de diferencias en las
poblaciones de células del sistema inmune de los hibridos
F1l reciprocos adultos. Estas diferencias podrian consistir
en LA distinta xpresion de los antigenos de
histocompatikilidad propios de arigen parental /0 en
diferencias en 1la regulacidn del reconocimiento de 1los

ecstablecimiento de ectas diferencias <ceria

m
—

micsmos.
determinado por influencia materna. Los ensaycs con
hibridos amamantados por nodrizas de las cepas parentales
seffalen al amamantamiento como una de las vias a través de

las cuales ze llevaria a cabo dicha influencia.

Los niveles de exprecsidn y de reccrnocimiento de
los AMH propios constituyen uno de los factores
determinantes de 1a magnitud de la respuesta inmune frente

a ada antigeno, va qgue, para que se desencadere una

n

respuesta  inmune., los antigenoz convencionales deben cer
reconoc:dos en el contexto de los AMH propio=. Un efecto
materno aque intervenga en la determirnacidn de los niveles
de wpresidbn v/0 reconocimiento de estos antigenos,
influirad, por lo tanto., en la determinacidn de los niveles

de respuesta inmune frente a cada uno de los componentes

[/

plrt | J

del universo antiagénico. /
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ABRREVIATLIRAS



AMH @ antigenos mavores de histeocompstibilidad.

AmH arntigenos menores de histoccmpatibilidad.

CHMH

complejoc mayor de histocompatibilidad.

CMLA @ cultivo mixto de linfocitos alogen=2ico.

0
=X
=
m

cultivo mixto de linfocitos =singeneico.

LY. ¢ oEendovenosa.

GvH : injerto contra huésped.

ovHS ¢ 1nierto contra huésped singenelco.

GRC : gldbulos rosios de carnero.

Abraviaturas =166=



