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La inmunología en su concepción clasica,

desarrollada a principios de este siglo por Paul Erlich,
establecía que la capacidad central del sistema inmune

consistía en reconocer y rechazar lo Htrafio o no propio,

junto con la falta de respuesta frente a lo propio, de

acuerdo a un principio que se denominó "horror

autotóxicus”. Teniendo en cuenta estas postulaciones, los

terminos autoinmunidad y reconocimiento de lo propio se

relacionaron durante mucho tiempo xclusivamente con

el concepto de enfermedad.

En los últimos 15 años, en base a numerosas

evidencias xperimentales, tales conceptos sufrieron

fuertes cambios. Actualmente se acepta que el sistema

inmune posee un alto nivel de complejidad que incluye el

reconocimiento de lo propio como uno de sus mecanismos

centrales. Específicamente, la regulación interna del

sistema ocurre a traves del reconocimiento de lo propio y

esto constituye 1a forma mas basica de 1a autoinmunidad.

En efecto, 1a restricción de 1a respuesta inmune

por el complejo mayor de histocompatibilidad (1), que

regula la interacción entre diversas celulas del sistema

inmune. ocurre a traves del reconocimiento de los antígenos

de histocomoatibilidad propios expresados en diferentes
celulas del sistema inmunepor los linfocitos T. Otro

mecanismo central de regulación de la respuesta inmune

consiste en el reconocimiento de los idiotipos expresados

ÜbjEtiVDS =1=



en las inmunoglobulinas propias v la produccion de los

anticuerpos antiidiotípicos correspondientes (2), lo cual
representa otra forma de respuesta Frente a lo propio.

En condiciones normales, estos mecanismos

inmunorregulatorios funcionarían adecuadamente dentro de

los canales homeostaticos, autolimitandose a traves de
circuitos de retroalimentación. Las enfermedades

autoinmunes se desencadenarían por alteraciones profundas

de este eouilibrio que llevarían a un reconocimiento

anormal de los antígenos propios, con la consecuente

aparicion de daños diversos para el organismo.

El aprendizaje de la discriminacion entre lo

propio lo no propio comienza tempranamente en 1a

ontogenia. y dependería de la interacción adecuada de las

celulas del sistema inmune con diversos antígenos. Los

embriones v recien nacidos se hallan expuestos normalmente

a1 contacto con numerosos antígenos maternos: este contacto

temprano podría deJar una impronta particular en el

desarrollo posterior de 1a respuesta inmunedel individuo.

Este trabajo fue desarrollado con el objetivo de

investigar la existencia de in+1uencia materna en 1a

determinacion de los niveles de expresión y/o

reconocimiento de los antígenos de histocompatibilidad

propios de origen materno y paterno en los hijos
híbridos.
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1.EL COMPLEJO MAYORDE HISTOCDMPATIBILIDAD.

La capacidad de discriminar entre lo propio y lo

no propio aparece tempranamente en la escala evolutiva. Los

metazoos mas primitivos, los porifera. poseen ya un sistema

que les permite responder frente al contacto con otras

colonias de la mismaespecie pero genéticamente distintas,

destruyendolas(3—4).

Sistemas similares, de diverso grado de

complejidad. se han descripto en invertebrados y

vertebrados. Todos comparten ciertas caracteristicas:

poseen receptores para el reconocimiento de 1o prooio y lo

no propio en la superficie de sus células: estos receptores

son altamente polimorficos; y poseen mecanismosefectores

que permiten la destruccion de las celulas o estructuras

reconocidas comono propias (4-5-6).

1.1.El complejo mayorde histocompatibilidad del raton.

En los mamíferos. se denomina CDleEJD mayor de

histocompatibilidad (CMH), a un grupo de genes íntimamente

ligados oue intervienen en el reconocimiento de lo propio­

no propio. Estos genes codifican para glicoproteinas de la

superficie celular denominadas antígenos mayores de

histocompatibilidad (AMH).
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Figura 2 Modelo de la expresión en la membranaplasmática
de los antígenos de clase I y II. Se puede obser­

var las relaciones entre las cadenasdv y lapl
microglobulina ((354%.



molécula de E-microglobulina, polipeptido codificado en

el cromosoma2 del raton (Fig.2).

Estos antígenos se encuentran expresados en

todas las celulas nucleadas del raton, siendo su expresion

diez veces mayor en los tEjidDS linfoideos (8).

Funcionalmente, estas moleculas proveen contexto

para el reconocimiento de antígenos por los linfocitos T

citotoxicos (i), por lo que estan relacionados

principalmente con el reconocimiento de antígenos

integrados a la membranacelular, comoantígenos virales,

celulas modificadas químicamente y celulas que expresan en

su superficie antígenos de histocompatibilidad no propios

(reacciones de rechazo de tEjidDS alogeneicos).

Otros genes pertenecientes a la region I

localizados en el extremo derecho del CMH, llamados Ga y

Tla. codifican para antígenos de 1a superficie celular due

estan estructuralmente relacionados con los antígenos H y

D, pero su función es aún discutida y su distribucion

celular diferente. Algunos de los genes Tla codifican para

antígenos gue únicamente se expresan en timocitos, en

estadios tempranos de su diferenciación, y en celulas

leucemicas (9). Los antígenos Da se encuentran expresados

en linfocitos T y B. En cuanto a sus funciones, resultan

aún oscuras. Algunos autores suponen, dada su distribucion

celular y ontogenetica, que los antígenos Tla serían

antígenos de diferenciación de las celulas hematopoyeticas

(5), mientras gue otros autores postulan funciones

relacionadas con los antígenos de clase I clasicos. aunoue

Cap.1 =7=
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REGION I

linfocita B,
macrófago, etc

Figura 3 : Modelode la organización genética y la
expresión en la membranaplasmática de los
antígenos I-A e I-E.



1a superficie celular polipeptidps derivados de las

combinaciones entre las cadenas paternas y maternas
(10.13).

Los antígenos I-A e I-E ss encuentran expresados

principalmente en celulas del linaje E y monocítico, aunque

no todas las celulas de estos linajes los expresan en
cantidades apreciables (10).

Los antígenos Ia sirven como elementos de

restricción gue permiten a las células T reguladoras

(colaboradoras. supresoras) reconocer al antígeno en el

contexto de lo propio, regulando 1a respuesta inmune

mediada por anticuerpos. así como las reacciones de

hipersensibilidad retardada y la citotoxicidad T. Estos

antígenos son responsables de la activacion linfocitaria en

las reacciones de cultivo mixto alogeneico (14) y

singeneico (15).

Algunos autores postulan gue la sub-región I-J

del H-Ecodificaría para polipeptidos gue constituyen sub­
unidadss ds los factores secretados por las celulas T

supresoras (lá-17). Klein y col.(18) proponen en cambio,

que el locus I-J no existiría como tal, y gue los

determinantes antigénicos denominadosJ que caracterizan a

los {actores supresorss provendrían de la asociacion entre

las cadenas antígeno específica y la cadena E P de los
{actores supresorss T.

Las sub-regiones I-B e I-C han sido definidas
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únicamente en base a su capacidad de modular ciertas

respuestas inmunes y su Histencia es discutida por algunos

autores (S-ó,ló).

Existen muchospuntos de similitud estructural

entre los genes que codifican para los antígenos de clase

I, clase II, la microglobulina y los genes que codifican

para las inmunoglobulinas. Desde el punto de vista del

analisis genético, desarrollado en los ütimos años mediante

enzimas de restricción y tecnicas ds hibridizacion, se ha

determinado que en todos estos genes existe una precisa

correlación entre la compartimentalizacion de los mismosen

exonss y los dominios que estos codi{ican (5). La

con€ormación espacial y la longitud de los dominios

HtEFñDS de la membrana plasmática (todos ellos de 90

aminoácidos), determinados probablemente por la ubicacion
de las uniones diSulfuro a través ds las cisteinas

correspondientes, es similar en estas glicoprotsinas. A
partir de estos datos se ha desarrollado 1a hipótesis de

un origen comunpara estos genes (5,19). Se ha postulado

que el antígeno Thy-1, que presenta también cierta

similitud en sus dominios externos, perteneceria a este

gupo compartiendo un antecesor común (19). Otros

investigadores, en cambio, argumentan a favor de la

hipótesis de la convergenciapara Justificar esta similitud
estructural (E).
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1.4. Polimorfismo.

Una caracteristica remarcable de los sistemas

genéticos due intervienen en el reconocimiento de lo

propio-no propio descriptos en los invertebrados y

vertebrados, es su alto grado de polimorfismo (4,5,20).

En el ratón los loci H v D poseerían mas de 50

alelos estables cada uno (21). Existen muy pocos loci

genéticos que exhiban tal grado de polimorfismo y, ademas,

.1.los 1o:- polimorficos tienen en general un alelo

predominante, que se expresa con frecuencias altas, del

orden por ejemplo del 301. Cuando se estudio 1a expresion

fenotïoica de diferentes loci del H-Z en poblaciones

silvestres, se observo que el alelo mas frecuente de un

locus de clase I se expresaba solamente en el 122 de los

animales. mientras que la mayoria de los alelos se

encontraba :on frecuencias del orden del 22 o menores (22­

23). Ademas, en las poblaciones naturale de ratones selll

observan fluctuaciones locales importantes, empresandose en

cada segmento poblacional local solamente unos pocos alelos

predominantes. E1 hecho de que el polimorfismo genético se

mantenga en forma estable a pesar de las fluctuaciones

locales sugiere la xistencia de una fuerte presión de
seleccion hacia el mantenimiento de la diversidad (20).
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2.RECDNDCIMIENTÜ DE LO PRDPIO.I.LA RESTRICCION T.

2.1.Restricción de la respuesta inmune por el CMH

E1 descubrimiento del CMHse relaciona con

su intervención en el rechazo de trasplantes de órganos y

tEJidQS. Gorer. en 1?38 (24) pudo demostrar gue el rechazo

de un trasplante se debia a 1a presencia en el mismo de

antígenos, que’el denominabafactores isoantigénicos. los

que. al estar presentes en el injerto y ausentes en el

húesped. desencadenaban en éste una respuesta capaz de

determinar la destrucción del injerto.

Muy pronto estos conceptos alcanzaron gran

generalización, describiendose en muchos vertebrados,

incluyendo el hombre.una serie de antígenos que intervienen

en el rechazo de tEjidOS. a los Que se denominó antígenos

mayores de histocompatibilidad (AMH)v a los genes gue

codi4ican para los mismos, genes de histocompatibilidad y

luego CMH.

Posteriormente se comenzarona describir

numerosas funciones en las gue intervenian estos genes,

gue, por su diversidad. conformaban un cuadro confuso.
E1 descubrimiento de la restricción de 1a

respuesta inmune por el CNHpermitió comenzar a comprender

la interrelación de muchas de las funciones en oue
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intervienen estos genes, v determinó 1a formulación de

nuevas teorías para la interpretación de muchos de los

fenómenos inmunológicos.

En los vertebrados, la generación de una

respuesta inmunefrente a un antígeno incluye la actividad

coordinada de diversas celulas del sistema inmune. En la

mayoría de los casos, es necesario oue el antígeno sea

procesado por los macrófagos u otras celulas oresentadoras

de antígenos y pue estos lo presenten a las celulas T
colaboradoras en su superficie celular. Los linfocitos E

productores de anticuerpos o los linfocitos T citotóxicos

tienen a su cargo 1a actividad efectora directa. pero para

que esta función alcance niveles adecuados, es necesario

que las celulas T colaboradoras interactüen con las células

B o T citotónicas, dando una señal amolificadora. La

regulación negativa de las respuestas inmunes esta mediada

por la interacción entre los linfocitos T supresores y las
celulas T colaboradoras. Para oue cualquiera de estas

interacciones tenga lugar es necesario oue los linfocitos
T. a través ds los receptores correspondientes. reconozcan

con baja afinidad a los AMHexpresados en la superficie de

las células del sistema inmune. Este reouerimiento de

reconocimiento de los AMHoor los linfocitos T se denomina

restricción de la respuesta inmune por el CMH(Fig.4y5).
El fenómenode la restricción fue descubierto a

partir de la comprobaciónde la falta de efectividad de las
respuestas inmunes cuando las células interactuantes no



comoarten los ANH. lo cue determinó due inicialmente se

deFiniera la restricción T como el reouerimiento de

coincidencia en los AMHentre las celulas due colaboran

oara ia generación de una respuesta inmune. Posteriormente

se oudo determinar gue las células T oueden interactuar en

olaborativa con otras celulas aun cuando no-h 9I 3 DJ l'c

comoartan los ANHcon las mismas, oero siemore oue durante

su maduración havan estado en contacto con celulas timicas

gue exoreeen esos AMHen la suoerficie celular.

Describiremos brevemente los princioales resultados

experimentales due llevaron a formular los conceotos

actuales en este area.

Las orimeras demostraciones del requerimiento

ce crecisas interacciones celulares oara la generacion de
resouestas inmunes fueron las oresentadas oor Claman v col.

co) w oor Miller y Mitchel (27-28). quienes estudiaron las

condiciones en oue se podia reconstituir la caoacidad de

rescuesta de sintesis de anticueroos frente a un antígeno

en animales letalmente irradiados o timectomizados. Estos
investigadores oudieron comorobar due 1a transferencia de

células esolenicas a dichos ratones. era caoaz de

reconstituir una resouesta adecuada. mientras oue ello no

era oosible a traves de la transferencia de celulas timicas

o de medula ¿sea seoaradamente. Sin embargo. el transplante

conjunto de celulas de estos organos. determinaba la

aparicion de la caoacidad de sintetizar anticueroos
específicos. Estos autores sugirieron due las celulas de
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medula osea podrían ser precursoras de las celulas

productoras de anticuerpos y pue las celulas linfoides

emergentes del timo cumplirían Funciones auxiliares,

cooperando ambas en forma sineroïstica para producir una

respuesta frente al antígeno. Posteriormente. Hat: y col.
(28-293 demostraron due la activación de las celulas E

requería. ademas del encuentro con el antígeno. de la

interacción de las celulas T colaboradoras con los

antígenos MHCpropios expresados por los linfocitos E. Los

mismos autores demostraron (29) oue en este tioo de

interacción se requería la identidad de la region I del

CMH. Paralelamente. Rosenthal y Sevach (30), trabajando

con cobayos. presentaron evidencias oue sugerian oue para

obtener una respuesta proliferativa normal in vitro de

linfocitos T purificados derivados de animales inmu izados.

era necesario enfrentarlos con el antígeno en presencia de

celulas accesorias (macrofagos) y que estas derivaran de

animales portadores del mismo H-2 que los linfocitos

inmunes. Al bloouear la interacción entre las celulas T y

las celulas accesorias con un antisuero anti-CMH, pudieron

demostrar {ormalmente la participacion de los productos

genicos del CMHexpresados en la superíicie celular en

Finalmente, fueron Zinkernagel y col.

. estudiando las respuestas citotonicas

¿rente a infecciones virales, demostraron que la actividad

citotoxica de las celulas T contra celulas infectadas por



el virus de la coriomeningitis murina estaba restringida

por los antígenos codificados por las regiones H y D del

CMH. Indeoendientemente, Shrearer v col (34) demostraron

gue las :elulas citotoxicas dirigidas contra celulas
modificadas guímicamente con trinitrofenoles. estaban

tambien restringidas por el CMH.Fue claramente establecido

que las celulas citotóxicas poseían especificidad tanto

para el antígeno extraño como para el antígeno de

histocomoatibilidad propio expresado en la superficie

celular. En efecto. cuando ratones de diferentes haolotipos

eran infectados con virus, y luego se determinaba su

caeacidad citotoxica sobre fibroblastos de un determinado

H-É. se verificaba que la lisis era llevada a cabo

unicamente por aquellos linfocitos oue compartían el H-2

con las celulas infectadas. Estos hallazgos se

generalizaron rapidamente, determinandose oue las

resoLestas citotóxicas frente a diversos virus (35-37),

frente a distintos haptenes (38-39) y también frente a

células que diferían en antígenos menores de

histocomoatibilidad v contra el antígeno H-Ydel macho (40­

42) estaban restringidas oor el CMH.

2.2.Estructuras interactuantes en la restricción T.

Se olantearon en ese momento dos modelos de

interacción celular oue podían determinar el fenomeno de la
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restricción de la respuesta inmune: las estructuras

interactuantes podian ser dos estructuras iguales, es decir

que la restricción ocurriera directamente por la

interacción de los AMHHpresados en 1a superficie de las

celulas correspondientes; o bien que la restricción

ocurriera a través de la interacción entre un receptor y un

ligando. Cuando se demostró (43) que en un F1(AHE), las

celulas T respondedoras frente a un antígeno podian

ser separadas en dos subpoblaciones. una due respondía al

antígeno presentado por celulas del haplotipo materno y

otra oue lo hacia en el contexto paterno, se interpretó que
este resultado indicaria la existencia de una relación

ligando-receptor entre las celulas interactuantes, ya que
las celulas T demostraban ser portadoras de estructuras

alelicamente excluidas que, de acuerdo a los postulados de

Burnet. deberian ser receptores y no AMH. Esta hipótesis

mfue luego confirmada xperimentalmente por distinto

autores (44-45). Swierkiosz y col. (45), por ejemplo,

cultivaron celulas T de un F1(AXB) sobre monncapas de

macrófagos de la cepa A a los que se habia acoplado un

antígeno. Estudiaron entonces la capacidad de las celulas T

que quedaron adheridas a la monocapa de colaborar con

lin{ocitos E inmunes de cada una de las cepas parentales.

Comprobaron que estas células T preseleccionadas estaban

marcadamente enriquecidas en su capacidad de colaborar ccn

lin+ocitos B de la cepa a la cual pertenecían los

macrófagos utilizados en la preselección.
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La segunda hipótesis. denominada "hipótesis

de la modi€icacion de lo propio" (48), elaborada

princioalmente a traves del estudio de la activ'x ¡.4 EL ¡JJ EL ll I'IJ ¡.­

sistema T citotoxico, propone que los linfocitos T poseen

en su superficie celular un solo tioo de receptor. n [U TJ {h H ll ¡[l

reconocer a los complejos antígenicos formados en la

membrana celular por la asociacion entre un antígeno

convencional y los AMHpropios. Es decir que en la membrana

celular se formarian neoantigenos por la asociacion de los

antígenos convencionales con los AMHy oue estas serian las

estructuras reconocidas por el receptor T.

Estas hipótesis han sido discutidas y puestas a

prueba en diferentes sistemas experimentales aunque no se

han ofrecido hasta ahora pruebas definitivas que

establezcan la validez de una u otra postulación.

2.4.Ro1 del timo en el aprendizaje de 1a discriminacion

propio-no propio.

Los experimentos con quimeras desarrollados

por ¿inkernagel y col. (47,49) y Bevan v col. (50-51)

permitieron comprender mejor el fenómeno de la restricción

de la respuesta inmune. Una quimera, o un animal quimerico,

es un individuo en el cual coexisten células de origenes
diferentes. Para desarrollar estos traba os se utilizaron
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dos tipos de quimeras: las quimeras por irradiación y las

ouimeras timicas. En el primer caso se irradia a los

huéspedes y se los reconstituye con médula ósea proveniente

de animales de otro H-É. Las quimeras timicas se logran por

irradiación v timectomia; luego se injerta epitelio timico

de animales de otro H-E y se repuebla con médula ósea del

H-2 original del huésped, lograndose asi quimeras en las

que el epitelio timico no comparte los AMHcon el resto de

las celulas del individuo.

Los xperimentos desarrollados en quimeras

por irradiación indicaron que, de alguna manera nó

conocida. los AMH Hpresados en ciertas celulas

radioresistentes del huésped, determinaban la especificidad
de la restricción de las celulas T oue maduraran en el

mismo. Cuando se estudió la respuesta inmune de uimeras

(AxB)--FAes decir, huespedes A irradiados y reconstituidos

con medula ósea de animales (ARE), se observó ue

únicamente se podian obtener respuestas T citotóxicas

{rente a celulas del haplotipo A portadoras del antígeno .

Por otra parte, cuando se estudiaron

animales A timectomizados e irradiados, reconstituidos con

medula ósea y timo (AHB), se obtuvieron respuestas

citotóxicas frente a celulas blanco de los haplotipos

A y B. Es decir, la porción radioresistente del epitelio

timico seria la que determinaria 1a especificidad de la

restricción de las celulas T maduras. Ademas, linfocitos T
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de quimeras por irradiación A---}(AHB) fueron capaces de

producir lisis especifica de celulas blanco de los

haplotipos A y B, indicando que la capacidad de reconocer

un H-É como propio es independiente de los AMH expresados

por l s celulas T.[u

Estos trabajos permitieron definir el rol

del timo en lo que se llamo el aprendizaje de lo propio, es

decir. en la determinacion de la especificidad en el

reconocimiento de los AMHpropios, indicando que la

capacidad interactiva de los linfocitos T ooseeria cierta

plasticidad, pudiendo ser modificada por el entorno en el

que estos se hubieran diferenciado, fenomeno que se

denominó diferenciación adaptativa (52). Actualmente se

supone (53) que el repertorio de los receptores de los

linfocitos T emergentes de la medula osea posee

especi€icidades que abarcan el reconocimiento de cualquier

AMHde la especie. En el timo, por procesos de seleccion

negativa o positiva, se expandirian preferencialmente los

clones con receptores con baja afinidad hacia los AMH

propios expresados en el epitelio timico, por lo cual 1a

mayoria de los linfocitos T poseera receptores capaces de

reconocer con baja afinidad los AMH propios. La

colaboracion entre las diversas celulas del sistema inmune

tiene comorequisito la interacción entre estos receptores

T con baja afinidad y los AMHpropios expresados en las

celulas correspondientes, es decir,esta restringida por los
AMH.
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Algunos datos experimentales sugieren 1a

EHiStEDCIa de procesos extra-timicos (interacción post­

timica con celulas linfohematopoyeticas) (54), gue tambien

influirian en la determinación de la restricción y
formarian parte de los procesos de maduración de las

celulas T. Finalmente, datos experimentales muyrecientes

sugieren que en la medula ósea ocurririan también procesos

de maduración que determinarian 1a especificidad de los

receptores para el reconocimiento de los AMHpropios antes

del pasaje de las celulas T por el timo (55).

realizados en los años 70 se demostró la existencia de

interacciones celulares del tipo ligando-receptor entre los
linfocitos T colaboradores y las celulas E, los linfocitos

T CitDtÓHlCDS y las celulas blanco, los linfocitos T

colaboradores las celulas accesorias presentadoras de

antígenos, todas ellas restringidas por los antígenos de

clase I ó II del CMH. Estas interacciones restringidas

implican el reconocimiento de los antígenos de

histccomoatibilidad propios por los linfocitos T, capacidad

que seria adquirida principalmente en el timo y

parcialmente en la periferia, independientemente del H-E de

las celulas e independientemente tambien de la adquisición

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

Los genes de clase II del CMHque codifican

para los antígenos Ia fueron descubiertos por NcDevitt y

col (se) cuando intentaba mapear el locus que determinaba

en distintas cepas de ratones, altas y bajas respuestas

frente a ciertos polioeptidos. Pero durante muchotiempo se

considero gue existían genes, denominados Ir, gue

regulaban la respuesta inmune y que estaban ligados al CMH,

aunque no pertenecían a1 mismo. Actualmente se ha

establecido (48.57-58) gue los genes de respuesta inmune

SON los genes de clase II del CMHgue codifican para los

antígenos Ia. En la actualidad. por lo tanto, se acepta gue

los distintos alelos de los genes Ia determinan la alta o

baja respuesta frente a cada antígeno, aunque solamente

existen postulaciones acerca de los mecanismos oue

determinan esta regulacion .

Las hipótesis gue intentan explicar estos

mecanismos pueden reunirse en dos grandes grupos. La

hipótesis de la seleccion determinante(59-óO), propone que

los antígenos convencionales se asocian, en la membrana

celular de los macrofagos o celulas presentadoras de

antígenos, con los AMH propios,l formando CDleEjDS

(neoantígenos) que seran reconocidos por el receptor del
linfocíto T. En los animales no respondedores a un cierto

antígeno. la asociacion de este con los AMHpropios no
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ocurriría o bien ocurriría con muybaja eficiencia, por lo

que el reconocimiento por el receptor T no podría

producirse, aún cuando este receptor estuviera presente en

el repertorio T del organismo.

La segunda hipótesis, llamada de 1a

deleción clonal, propone que el repertorio de los receptores

T estaría incompleto, con diferentes "huecos" para cada

haplotipo (¿1-53). La ausencia o 1a falta de funcionalidad

de ciertos receptores T en una cepa dada determinaría que

la mismamanifieste baja respuesta para ciertos antígenos
convencionales.

Esta hipótesis tiene en cuenta que algunos

receptores T dirigidos hacia antígenos convencionales

vistos en el contexto de los AMHpropios, es decir

dirigidos hacia los antígenos convencionales expresados en

la membrana celular en asociación con los AMHpropios,

pueden tener reactividad cruzada con ciertos antígenos

propios. Como estos antígenos propios también se

expresarían en 1a membranacelular en asociación con los

AMHpropios, en cada cepa serían diferentes los receptores

.4 n I’J :1 1 eactividad cruzada hacia los antígenos propios. Los

en el repertorio se producirían por selección

somatica, positiva o negativa según diferentes autores, que

determinaría la no expresión de aquellos receptores con

reactividad frente a lo propio, evitando así 1a aparición

de fenómenos de autoreactividad patológicos. Esto

determinaría que cada cepa tenga diferentes "huecos" en

su repertorio T. y, por lo tanto, baja respuesta frente a





3. ENSAYOS EXPERIMENTALES PARA LA DETERMINACION DE LOS

NIVELES NORMALES DE RECONOCIMIENTO DE LOS AMH PROPIOS

3.1. Cultivo mixto de linfocitos singeneico.

Se denomina cultivo mixto de linfocitos

singeneico (CMLS)a la proliferación in vitro de

linfocitos T estimulados por celulas autologas o

singeneicas. Este tipo de proliferación ha sido descripto

en diversas especies (hombre, raton, CODEjD, cobayo),

exhibiendo caracteristicas que permiten encuadrarla como

una respuesta inmune, ya gue posee memoria y

especificidad (64).

E1 CMLSse desarrolla generalmente enfrentando

una poblacion linfoide T respondedora y una poblacion

estimuladora singeneica o autologa pretratada con

mitomicina-C o irradiada para evitar su proliferación

(Fig.ó).

La mayoría de los autores acepta actualmente

(65-67) gue la presencia de antígenos Ia caracteriza a la

poblacion estimuladora y que la respuesta proliferativa
sería una respuesta a la estimulacion determinada por los

antígenos Ia propios sobre la poblacion respondedora. En

efecto. se ha demostrado gue sueros anti-Ia bloquean la

reaccion de CMLS(65-69). Recientemente se ha sugerido que

los antígenos H y D podrían también intervenir en la
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activación de los linfocitos T en las reacciones de

CMLS (69).

Las celulas B, los macrófagos y las celulas

dendríticas son portadores de antígenos Ia, y se supone que

éstas últimas serian las principales estimuladoras de la

proliferación de celulas autólogas in vitro (70).

Sin embargo, se ha postulado (71-72) que la

reacción de CLMSse deberia a la proliferación linfocitaria

determinada por la presencia en el medio de cultivo de

determinantes antigénicos heterólogos, fundamentalmente
los presentes en el suero bovino fetal (SBF) utilizado

normalmenteen los cultivos. Esta postura es discutida por

los autores de trabajos en los que se demuestra la

proliferación de celulas autólogas o Singeneicas en

ausencia de SBF, utilizando suero de ratón singeneico para

complementar el medio de cultivo (be-69,73).

Las celulas respondedoras del CMLS,como ha sido

demostrado en estudios con anticuerpos monoclonales,
+ .

corresponden a una población T,Lyt-1 (74).

El significado biológico de esta proliferación
autorreactiva es actualmente tema de intenso analisis. Se

ha determinado que la respuesta T frente a antígenos

convencionales in vitro requiere la intervención de
celulas T autorreactivas, ya que la eliminación de estas
celulas autorreactivas por exposición a bromodeoxiuridina y

luz, determina la abrogación de la respuesta inmune, tanto



primaria cuanto secundaria, frente a distintos antígenos
solubles (75-76). Algunos autores consideran, en atencion

a estos resultados, gue el CMLSrepresenta una activacion

policlonal de linfocitos T antígeno-específicos,
(76).portadores de receptores para antígenos Ia propios

Rock y col. (77) y Zauderer y col. (78) han

observado en animales inmunizados con antígenos proteicos.

un incremento en la proporcion de celulas T

autorreactivas. Células primadas por un antígeno

convencional pueden ser secundariamente activadas, en

ausencia de dicho antígeno, por los antígenos I-A

propios. aunque la respuesta es mayor en presencia del

antígeno convencional. Se ha postulado así que estas

células, inducidas durante una respuesta inmune, podrían

proliferar frente a antígenos autologos de una manera

inespecifica respecto del antígeno inmunizante. Nas aún, se

han podido recuperar celulas T autorreactivas después de

una inmunización in vivo y posterior reestimulacion con

celulas accesorias singeneicas. Estas celulas T presentaban

actividad colaboradora inespecífica, facilitando la

proliferación y produccion de anticuerpos de celulas E

antígeno-específicas.

Se han descripto ademas otras funcionalidades

en las celulas estimuladas en un CMLS.Diversos autores han

descripto 1a capacidad de linfocitos T humanosactivados en

CMLSde suprimir reacciones mediadas por linfocitos T y E

(79-82). Smith y Hnowlton (79) determinaron que 1a



eliminacion por exposicion a bromodeoxyuridina y luz de la

poblacion respondedora frente a concanavalina-Q,

determina también 1a eliminacion de las células

respondedoras del CMLS. Coincidentemente, Sanahe y Green

(80) demostraron, utilizando la mismatecnica, que 1a
eliminacion de las celulas autorreactivas elimina también

una sub-poblacion de células supresoras que resulta

activada por exposicion a concanavalina-A.

En el ratón también ha sido descripta 1a

capacidad supresora de células activadas en CMLSsobre

reacciones T citotoxicas y respuestas B in vitro (82-83).

La actividad de estas celulas supresoras estaria

restringida por 1a región I-A del CMH(83). No se han

detectado antígenos I-J en la superficie de estas celulas.

Los autores de estos trabajos postulan oue las mismas

podrian no ser supresoras directas sino que, dado su
fenotipo, podrian identificarse comocelulas colaboradoras

que inducirian 1a activación de los sistemas supresores.

En sintesis. el cultivo de linfocitos T con

celulas no-T autólogas o singeneicas determina la

proliferación de celulas T colaboradoras y supresoras,
asi comola secresion de factores inmunorregulatorios (85).

Las celulas T asi activadas participan en las respuestas

inmunes frente a antígenos convencionales.

E1 CMLS de celulas de animales con



predisposición para contraer enfermedades autoinmunes

(BHSB, MEL, NZE) es deficiente (BS-86). En el hombre, se

observa una disminución en el CMLS (autólogo), en las

enfermedades asociadas a desórdenes autoinmunes, como lupus

eritematoso sistémico. sindrome de Sjogren’s, mononucleosis

infecciosa y a rtritis reumatoidea (85). Más aún, el

factor comün mas constante que se ha encontrado en las

patologías autoinmunes Hperimentales y humanas es.

justamente, una alteración en el reconocimiento de los CMH

propios (87).

A pesar de la subsistencia de numerosos

interrogantes, estos datos experimentales permiten suponer

que las celulas T autorreactivas que proliferan en el CMLS

participarían in vivo en los circuitos regulatorios que
operan en las respuestas inmunes normales.

3.2. Reacciones de injerto contra huesped singeneico.

La proliferación de linfocitos T inducida por

celulas singeneicas o autólogas normales ha sido descripta
también en ensayos in vivo. La ino ulación de linfocitos

en la almohadilla plantar de huespedes singeneicos induce

un peoueho pero significativo aumento de peso del nódulo

linfático cue drena dicha región. Esta reacción ha sido

denominada reacción de injerto contra huésped singeneico

(GvHsingeneico).

Se han descripto diversas situaciones
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xperimentales o naturales que determinan el aumento de

esta forma de reactividad frente a lo propio. Carnaud y

col. (88) y Small y col. (89) observaron que la inoculación

de esplenocitos provenientes de animales timectomizados

determinaba mayores aumentos de peso en los nódulos

linfáticos regionales. El pretratamiento de los huespedes o

de los animales dadores del injerto con ciclofosfamida

determina importantes aumentos en las reacciones de GVH

singeneico (90). Dtros autores compararon la capacidad de

inducir GVHsingeneico de esplenocitos de animales jovenes

y adultos EHVEjECidQS, encontrando que únicamente estos

últimos determinaban reacciones de GvH singeneico

detectables (91). El pretratamiento del injerto con suero

anti-S. y complemento, ensayada en los dos ultimos casos,

eliminó la capacidad de las celulas esplenicas de
determinar estas reacciones.

Tanto el envejecimiento, comoel tratamiento

con ciclofosfamida han sido relacionados con la aparicion

de síntomas autoinmunes. En el primer caso (92), estos

síntomas se presentarían por disfunción de los mecanismos

de regulacion y en el segundo caso por eliminación de

ciertas subpoblaciones celulares, probablementesupresoras.
que se halarian en activa division (93).
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4. RESPUESTA FRENTE A ANTIGENOS DE HISTÜCDMPATIBILIDAD ND
PROPIOS

4.1.Alorroactividad T.

Se denomina alorreactividad T a la respuesta

inmune desarrollada por los linfocitos T hacia los AMHno

propios.

Los linfocitos T alorreactivos poseen

receptores que reconocen a los diferentes antígenos de

histocompatibilidad de la 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 son

poblaciones separadas, es decir, no existirian

superposiciones importantes entre ellas (94-95).

Los linfocitos T alorreactivos poseen ciertas
caracteristicas que los diferencian de las poblaciones de

linfocitos T que responden frente a antígenos
convencionales .

En primer lugar, la frecuencia de los

linfocitos T alorreactivos que responden frente a cada

haplotipo no propio es muy alta, ya que del T al óZ de los

linfocitos 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 +recuencia de celulas T con

especificidad para un determinado antígeno convencional
(96-98). Esta frecuencia Htremadamente alta de los

linfocitos T alorreactivos determina, comofuera sugerido

muy tempranamente por Simonsen (99), la alta

inmunogenicidad de los antígenos de histocompatibilidad.

Otra característica exclusiva de esta poblacion
linfoidea es la ausencia de modificaciones en la frecuencia

de linfocitos reactivos a un haplotipo dado por

inmunización in vivo con los correspondientes antígenos de

histocompatibilidad no propios (99-100).

Estas observaciones llevaron a la suposición de

que practicamente todas las células T poseerían receptores

con especificidad hacia un antígeno de histocompatibilidad

alogeneico. Es decir, se propuso que las poblaciones T

alorreactivas y las reactivas hacia antígenos
convencionales estarían superpuestas.

En base a esta hipótesis se elaboraron distintos

modelos gue proponen que las células T poseerían dos

receptores separados, uno con especificidad hacia un

antígeno convencional y otro con especificidad hacia un

aloantígeno (101); o bien que las celulas T poseerían

receptores con reactividad tanto hacia un aloantígeno como

hacia el antígeno convencional visto en el contexto de los

antígenos de histocompatibilidad propios. Es decir gue un

mismo receptor tendría afinidad hacia un aloantígeno y
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hacia un antígeno convencional (102-103) (Fig. 7).

La hipótesis de la superposición entre las

poblaciones T alorreactivas y aquellas reactivas frente a

antígenos convencionales en el contexto de los antígenos de

histocompatibilidad propios fue objeto de intenso analisis,
debido a las importantes implicancias teóricas que derivan

de la misma. Wilson y col (104), utilizando poblaciones de

linfocitos T de rata enriquecidos en su reactividad hacia

un cierto haplotipo no propio, determinaron que las mismas

poseían también actividad T colaboradora con especificidad

hacia glóbulos FDJDSde carnero (ERC), y que este nivel de

actividad era comparable con el de una poblacion normal,no

preseleccionada.

Otros autores estudiaron la capacidad

alorreactiva de celulas citotbxicas específicas para un
virus (provenientes de animales inmunizados con dicho

virus), observando que tambien poseían capacidad citotoxica

frente a celulas alogeneicas normales, no infectadas por el

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

En nuestro laboratorio se pudo demostrar (107)

que durante el curso de una inmuniaacion con un antígeno

convencional (BRC)y comoconsecuencia de la proliferación

de los linfocitos reactivos a dicho antígeno, se producían
modificaciones (aumentos) de los niveles de

alorreactividad. Ademas, en estos animales inmunizados a

repetición con GRE, se pudo detectar la presencia de
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anticuerpos antiidiotípicos con especificidad hacia los

receptores alorreactivos propios, anticuerpos que

probablemente intervinieran en la regulacion de los

aumentosalorreactivos observados en etapas posteriores.

Estudios de reclonado extensivo de células

específicas para haptenes sugieren fuertemente que un

mismo clon de celulas T podría proliferar in vitro tanto

frente a un antígeno convencional en el contexto de los AMH

propios, cuanto frente a un AMHno propio (108-110).

Estos trabajos coinciden en la conclusion de que

cada celula T poseería tanto receptores para antígenos

convencionales cuanto receptores para AMHno propios,I

aunque no se ha demostrado aún si la capacidad de reconocer

ambos tipos de antígenos deriva de la presencia de dos

tipos de receptores en una mismacelula, o de un receptor

con reactividad cruzada para ambos.

4.2.Reaccibn de injerto contra húesped.

Cuando se injertan celulas linfoideas T
alogeneicas en un animal parcial o totalmente
inmunoincompetente, las celulas injertadas desarrollan una

respuesta inmune frente al huésped denominada reacción de

injerto contra huésped (GVH). Esta reacción se debe a la

estimulación de los linfocitos T del injerto por los

aloantígenos del huésped; la inmunoincompetencia del mismo
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determina su falta de respuesta y permite la producción de

daño sobre los tejidos -principalmente linfomieloides- por

parte del injerto (111).

Este tipo de reacciones ocurre en forma

caracteristica durante los trasplantes humanosde medula

ósea. En este caso, los pacientes deben ser

inmunosuprimidos para evitar el rechazo de la médula

alogeneica que puede diferir del huésped en alguno de sus

antígenos de histocompatibilidad. Las reacciones de GvHse

producen debido a la presencia de celulas T en el material

injertado.

Los procesos patológicos que derivan de la

inoculación de celulas linfoides alogeneicas por via

sistémica se denominan en+ermedad secundaria, e incluyen

variados sintomas de supresión patológica, como

pancitopenia acompañada de anemia aplastica e

hipogamaglobulinemia (112-115). Estos sintomas caracterizan

a la llamada enfermedad aguda de GvH. Otro resultado

posible del injerto de linfocitos alogeneicos es el
desarrollo de una enfermedad Crónica de GvH, que incluye

hiperplasia linfoide, hipergamaglobulinemia, y la aparición

de autoanticuerpos y lesiones patológicas con

reminiscencias de lupus eritematoso y otros tipos de

colagenopatias (113-115).

Existen diferentes metodos experimentales para

desencadenar reacciones de GvH, que permiten una buena
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cuantificación de la alorreactividad T. En los mismos, la

inmunoincompetencia de los huespedes deriva de su

pretratamiento con irradiación o drogas inmunosupresoras,

de su inmadurez inmunológica por tratarse de huespedes

recien nacidos, o de su condicion semihistocompatible con

el injerto cuando se utilizan huespedes F1 e injertos de
celulas parentales.

Tanto la enfermedad de GVHcronica como la aguda

pueden ser reproducidas experimentalmente injertando en

forma e.v., por ejemplo, esplenocitos o linfocitos

ganglionares parentales en huespedes F1, siendo

indispensable la presencia de linfocitos T en el injerto

para desencadenar estos procesos patológicos. El tipo de
enfermedad desarrollada parece relac1onarse con la

activacion de diferentes sub-poblaciones de linfocitos T

del inJerto a1 encontrarse frente a los antígenos de
histocompatibilidad del huésped. La activacion de celulas T

+, —
Lyt-i 2 (colaboradoras) desencadena una enfermedad de GvH

cronica, mientras due la activacion sucesiva de celulas
+ _

Lyt-l ,2 y, en una segunda etapa, la de celulas supresoras
+

(Lyt 2,3 ), determinaria las dos fases que caracterizan a

1a enfermedad aguda: una primera (corta) de activacion y

una segunda fase supresora en la cual las celulas efectoras

parecen ser los linfocitos T alorreactivos del injerto
(113-115). Ademas, se ha determinado (llo) que diferencias

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

asocian con la aparicion de uno u otro tipo de enfermedad.
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Cuando las diferencias entre dador y huésped corresponden a

los antígenos de clase II (diferencias en antígenos Ia), la

reaccion de GvH adquiere las características de una

enfermedad estimulatoria (GvHcrónico), mientras que para

desencadenar una reaccion aguda deben existir diferencias

en los antígenos de clase I (H o D), y en los de clase II o

antígenos Ia simultaneamente. La existencia de diferencias

en antígenos de clase I exclusivamente no es suficiente

para determinar reacciones de GVHde cierta intensidad .

En las reacciones de GvH locales, determinadas

por Ejemplo por trasplantes de piel, se pone claramente de

manifiesto la actividad citotóxica desarrollada por los
linfocitos T alorreactivos del dador. Estas características
de las reacc1ones de GVH se relacionan con las observadas

en reacciones alorreactivas in vitro. Existen dos tipos de

reacciones in vitro que reflejan la activacion de distintas
poblaciones de linfocitos T alorreactivos: el cultivo mixto

de linfocitos alogeneico (CMLA)y las reacciones de

citotoxicidad mediada por linfocitos T. El CMLArepresenta

la rama aferente de la reaccion, xpresada fundamentalmente

por la proliferación de linfocitos T colaboradores frente a

los antígenos Ia no propios (111). Las reacciones de

citotoxicidad permiten, en cambio, poner en evidencia la

rama efectora de la reacción de los linfocitos T frente a

los aloantígenos. Las células T citotoxicas responden

primariamente frente a los antígenos H y D, es decir frente

a los antígenos de clase I. Para que se desarrolle una
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reaccion citotoxica importante es necesaria tambien la

activacion de las celulas colaboradoras correspondientes

(111). resultado due correlacionaria con la necesidad de

di+erencias en los antígenos de clase I y II para el

desencadenamiento de una reacción de GvHsistémica aguda.

Ford y Simonsen (117) desarrollaron un ensayo de

tipo local para cuantificar los niveles de alorreactividad
T. El mismo consiste en la inoculación de celulas

inmunocompetentes de animales de una determinada cepa A en

una de las almohadillas plantares de un hibrido F1 entre

esa misma cepa y una segunda cepa B, al que llamaremos

F1(AHB) (Fig.8). Este hibrido, comoexpresa tanto los

antígenos de histocompatibilidad de tipo A como los B, no

puede reconocer como extraños a los antígenos de

histocompatibilidad del injerto E; en cambio, las celulas T

del injerto reconocen comoextraños a los antígenos de

histocompatibilidad del huésped, desencadenandose una

reaccion 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 asi el aumento de peso

del ganglio poplïteo correspondiente a la almohadilla

plantar inoculada con celulas alogeneicas y el

contralateral no inoculado, o inoculado con celulas

singeneicas al huésped (celulas del híbrido F1 en este

caso). Una de las ventajas importantes de este metodo es
I
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que no es necesario inmunosuprimir al huésped, pudiéndose

determinar asi los niveles normales de alorreactividad

dador-huésped.

La intensidad de las reacciones de GVH deoende

de la disparidad entre los antígenos de histocompatibilidad

del dador del receptor, pero se ha determinado que

pequeñas diferencias en los AMHdesencadenan en algunos

casos grandes respuestas de GVH. En particular, se ha

observado que las respuestas mas fuertes son las

determinadas por alelos del H-2 relacionados estrechamente

entre si. incluyendo a veces diferencias en solo un codon

de un locus del CMH(118).

A pesar de que en las reacciones de GVH el

fenómeno predominante es el ataque alorreactivo de los

linfocitos T del injerto a un huésped que no puede

responder al mismo, en ciertos casos se ha verificado la
existencia de fenómenos de activacion de células B del

huésped. asi como el desarrollo en éste de factores

inmunorregulatorios como anticuerpos antiidiotípicos y

células T supresoras (112,119- 25 . Desarrollaremos este

último aspecto ya que se relaciona con los resultados que
describiremos más adelante.
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4.3.Resistencia frente a un injerto contra huésped.

Para provocar un GvHletal en hibridos F1 por

inoculación de linfocitos parentales, se necesitan altas

dosis de linfocitos T. Los huéspedes irradiados, en cambio,

se tornan sensibles frente a la inoculación de bajas dosis

de celulas T parentales (126). Existe por lo tanto, un

mecanismo radiosensible que proteje a los adultos Fl

normales del ataque alpagresivo.

En híbridos F1 no irradiados se puede inducir

la aparicion de niveles importantes de proteccion frente al

ataque de células parentales alorreactivas, a través de la

inmunización previa por via e.v. con bajas dosis de celulas

parentales. Los animales asi pretratados se recuperan

rapidamente de los sintomas determinados por la reacción de

GvH y adquieren un estado de resistencia especifica frente

a posteriores iHJEFtDS de linfocitos de la misma cepa

parental. aunque su sensibilidad frente al injerto de
células provenientes del otro tipo parental no se modifica

(126-121) (Fig.9). Este efecto depende de 1a presencia de

células T en el injerto y no se produce si se utilizan

poblaciones de células T parentales desprovistas por

selección 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(AHB)con linfocitos de la cepa

parental E previamente depletados de actividad anti-A, los

huespedes F1 no muestran proteccion frente a1 GvH de
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Figura 9 : inducción de protección frente al GvHlocal
por inoculación e.v. previa de esplenocitos
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poblaciones normales de celulas B.

Por otra parte, las celulas parentales, entre

las cuales hay linfocitos T con receptores alorreactivos

dirigidos hacia cualquier haplotipo no propio, es decir,

hacia cualquier combinación de alelos del CMHno propios,

pueden inducir proteccion en un F1 entre esa cepa parental

y 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 huésped, y que puede ser transferido a otros

animales receptores mediante pasaje de celulas T

esplenicas (121).

Estos resultados indican que el efecto protector

de las celulas 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-E propio. Trabajos

recientes demostraron que linfocitos T de un F1 activados

vitro por estimulacion frente a esplenocitos de una dein

las cepas parentales, poseen capacidad citotoxica

especifica frente a blastos de cualquier H-2, pero

portadores de receptores alorreactivos frente a la cepa
sensibilizante (123).

Coincidentemente, la inoculación de recien

nacidos F1 con bajas dosis de células de uno de los

padres, determina la tolerancia de los adultos inmunizados
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frente a celulas del haplotipo parental inmunizante,
derivando asi en la extrema sensibilidad de los mismos

frente a reacciones de GvHdesencadenadas por linfocitos de

dicha cepa parental (124).

El estado de protección se desencadena muy

rápidamente: animales irradiados un dia despues de la

inoculación de las celulas parentales desarrollan

igualmente 1a resistencia frente al GVH( 25). En base a

estos resultados, los autores proponenque las celulas

emergentes despues de la inmunización se comportarian como

una población preexistente y con memoria inmunológica.

Wilson y col. (120-125) postulan que los clones

celulares oue participan en la protección frente al BvH,

Que son clones con actividad hacia los receptores T de alta

afinidad dirigidos hacia los QMHpropios de origen

parental, formarian parte de los mecanismosnormales que

aseguran la tolerancia frente a lo propio. De acuerdo a

esta hipótesis, en el timo surgirian habitualmente clones

de celulas T con receptores de alta afinidad hacia los

antígenos de histocompatibilidad propios, cuya actividad

seria regulada por los clones de celulas T con receptores

anti-anti-H-E propio. Estos clones, que serian los mismos

que se replican frente a la inoculación e.v. de celulas

parentales, intervendrian entonces en la regulación de los
niveles normales de autorreactividad.
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4.4.Antígenos menores de histocompatibilidad.

El rechazo de un tEjidD alogeneico ocurre

fundamentalmente cuando dador y huésped difieren en sus

AMH. Pero existen otros genes que codifican para antígenos

denominados antígenos menores de histocompatibilidad (AmH),

que tambien participan en estas reacciones aunque

determinando rechazos mas lentos (127). Estos antígenos

no estan codificados en el CMHsino en diferentes

cromosomas. Su papel en el rechazo de trasplantes de

organos humanos es de importancia (128).

En el raton existen por lo menos treinta AmH

(129). Entre ellos, el denominadoMls ha atraído largamente

la atencion de los inmunologos. El locus Mls esta situado

en el cromosoma 1 del raton (130) y se caracteriza por

determinar respuestas proliferativas intensas en CMLAentre

poblaciones celulares que no difieren en sus AMH. Tambien

pueden determinar reacciones de GvHde intensidad similar a

los AMH.Los antígenos Mls se pueden detectar en macrofagos

y linfocitos T.

Se han descripto cuatro alelos de este
_ b c d

locus: Mls ,Mls ,Mls y Mls (131). En ensayos de CMLAlos
JJ

alelos b y c estimulan debilmente la proliferación de los

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 este locus, se observa también en reacciones de

CAP 4 = 44 =



GvH. Se ha determinado que la frecuencia de los linfocitos

T reactivos frente a estos alelos altamente estimuladores

es muyalta, mayor aun que la frecuencia de linfocitos T

reactivos frente a los AMHno propios (132).

Las respuestas inmunes frente a los AmH estan

restringidas por el CMH(40-42), de la misma manera que la

respuesta frente a cualquier antígeno convencional. En el

caso de los antígenos Mls, se ha observado que clones de

celulas T no muestran tal restricción (134-135). Se ha

determinado ademas, que las reacciones frente a los

antígenos Mls se pueden bloquear con anticuerpos anti-Ia

propio, aunque el producto del locus Mls sería diferente a

los antígenos Ia (132,136). En este sentido, un dato

obtenido recientemente reviste gran interes. Janeway y

col. (137) observaron que las celulas presentadoras de

antígenos de las cepas que poseen alelos estimuladores del
locus Mls son mas eficientes en la presentacion de un

antígeno que aquellas portadoras de alelos no
estimulatorios del locus Mls. Esto podría deberse a que

estas celulas expresan mas antígenos Ia en la superficie

celular, o bien a que la presencia de los alelos
estimulatorios aumentala probabilidad de interacción entre

los antígenos Ia propios y los receptores correspondientes
en las celulas T.
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5. CIRCUITOS INMUNÜRREGULATÜRIÜST DEPENDIENTES.

El estudio de los mecanismos de regulación de la

respuesta inmune, especialmente el de 1a supresión T, ha

‘dado lugar a la elaboración de complejos modelos de

Circuitos inmunorregulatorios, que incluyen la existencia

de diferentes niveles de supresión y contrasupresión, en

cada uno de los cuales participarian células T con

diferentes funciones. Cada nivel de supresión contaría con

un tipo celular capa: de recibir una señal externa al

circuito supresor e inducir el disparo o comienzo del mismo

(celula inductora). Dtra subpoblación celular seria la

encargada de transducir o transmitir el mensaje anterior y,

finalmente. existiría un tipo celular efector directo de la
supresión sobre las células blanco correspondientes. Las

celulas T inductoras actuarian ademasnegativamente sobre

las celulas que producen el mensaje inicial, que serian
xternas al circuito. constituyendo asi un sistema

retroalimentado (Fig. 10).

De acuerdo a los modelos mas aceptados,

existirian por lo menos tres niveles de regulación

actuantes. Hablaremos con mas detalle de algunas de las

caracteristicas propuestas para estos sistemas, basándonos

principalmente en los trabajos del grupo de Gershon, Green

y col. (138-150).
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Figura10:
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5.1.Nive1 1 de supresión.

Cuando la llegada de un antígeno perturba la

homeostasis del sistema, una serie de interacciones

celulares determina la aparicion de una respuesta. Por

ejemplo el antígeno es presentado por los macro+agos a las

celulas T colaboradoras y éstas activan a los linfocitos B

especí+icos para la produccion de los anticuerpos

correspondientes. Paralelamente. se produciría la

activacion del nivel 1 de supresión. Se ha propuesto (138)

que las celulas B activadas por el antígeno, interactuarían

con un tipo de celulas T, portadoras del antígeno I-J

(139), que corresponderían a las celulas inductoras del

nivel 1 de supresión. Estas celulas interactuarían con las

células transductoras de manera antígeno específica. Los

autores de estos trabajos proponen que esta interacción

estaría restringida por genes ligados a 1a region V es

decir, por los genes que codifican para la region variable

de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (140-141). Esto

significaría que, para que las celulas inductoras v las

transductoras del nivel 1 de supresión puedan interactuar,

deberían compartir los mismosalelos en estos genes. Otros

autores proponen, en cambio, que la interacción entre las

células inductoras y transductoras del nivel 1 de supresión

estaría restringida por el CMH, y que el determinante

antigenico I-J no estaría codificado en una region I-J del
CMHsino gue resultaría de la asociacion entre 1a cadena

antígeno-específica y la cadena EF de los antígenos I-E
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portados Dor el {actor inductor de la supresión (18).

5.2.Contrasupresibn.

La contrasupresión ha sido definida como la

actividad due interfiere con el nivel 1 de supresión,

determinando la aparicion de inmunidad en forma

dominante (142).

En el circuito contrasupresor participarían
también varias sub-poblaciones celulares, portadoras de

marcadores antigenicos característicos (17). Las celulas

efectoras de la contrasuoresion han sido caracterizadas en

bazo de animales hiperinmunizados (143), y se pueden

generar in vitro cultivando bazo de recien nacidos,

animales envejecidos, y animales autoinmunes por timectomia

y tratamiento con activadores policlonales de celulas B

(17,143-145).

La contrasupresión actuaría en diversas

situac1ones en las que, despues de un periodo de supresión.

se restablece la respuesta inmune en forma dominante

(17,145). Los primeros estadios post-natales, las

infecciones parasitarias, ciertos tumores, y los traumas

severos. serian algunas de las situaciones que, a1 incluir

un estado de supresión generalizado, probablemente debido a

1a activacion del nivel 1 de supresión, requeririan la

activación del circuito contrasupresor para restablecer la

respuesta inmune normal. Se postula tambien que la
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localizacion de ciertas respuestas inmunes, como las

respuestas focalizadas en las placas de Fever. la piel, y

la medula osea, podrian estar mediadas por la

contrasupresion. En'todos estos casos, seria importante que

la respuesta inmune local pueda actuar, aún cuando se

mantiene el estado de supresión sistémica, impidiendose de

esta manera la aparicion de fenómenos autoinmunes (146).

5.3.Nive1 2 de supresión.

La existencia de un segundo nivel de supresión.

-ctuante sobre el circuito contrasupresor, ha sido

descripto in nitro. a traves del cultivo conjunto de

células adultas y neonatales (147). En efecto, mientras oue

el cultivo de celulas esplenicas de ratones adultos

normales da origen a la aparicion de una fuerte actividad

supresora (14?), el cultivo de celulas de recien nacidos

(animales de 1 a 2 dias), produce actividad contrasupresora

dominante (144). Cuandose desarrollan cultivos conjuntos

de esplenocitos adultos y perinatales no se observa esta

actividad contrasupresora, dependiendo este fenomenode la

presencia en los cultivos de una pequeña sub-poblacion de

celulas T adultas.
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5.4.Üntogenia de los circuitos T inmunorregulatorios.

Estos complejos circuitos inmunorregulatorios se

desarrollarian en los estadios perinatales del ratón de

acuerdo a un programa que parecería estar definido

ontogeneticamente (150). En efecto, antes del nacimiento,

las celulas esplenicas embrionarias parecen tener un alto

potencial supresor, que no puede ser contrabalanceado por

celulas contrasupresoras. Las celulas esplenicas de ratones

recien nacidos poseen también una alta capacidad supresora,

pero esta puede ser inhibida por contrasupresión. Entre el
er do

1 y 2 dia de vida, la supresión desaparece,

instalandose en el bazo una clara actividad

contrasupresora. La eliminación por antisueros de esta

ultima permite recuperar la capacidad supresora de las

primeras horas; mas aún, si los animales son timectomizados

durante el primer día de vida, no se observa la aparición

de actividad contrasupresora (17).

Estos resultados parecerian indicar que los

diferentes niveles regulatorios aparecerian en forma

sucesiva; la supresión generalizada de 1a etapa embrionaria

seria contrabalanceada por la aparición de la

contrasupresión.

El nivel 2 de supresión aparecería alrededor

del dia B de vida y jugaría un papel importante en el

proceso de maduración normal de 1a respuesta inmune, ya

que la introducción prematura de esplenocitos adultos (que
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incluyen celulas supresoras del nivel 2), bloquea el

desarrollo de la respuesta inmune normal (151). El

tratamiento de las celulas adultas con un antisuero

especifico para las poblaciones T pertenecientes al nivel

2 de supresión (FTDS), elimina su capacidad de perturbar el

desarrollo de la respuesta inmune de los recién
nacidos (17).

Experimentos de timectomía temprana sugieren

tambien que el nivel 2 de supresión tendria un importante

rol dentro de los procesos de maduración de la respuesta

inmune normal. Smith y col. (148) observaron que animales
er

timectomizados al 3 día de vida y tratados con

activadores policlonales, desarrollan una severa patología

autoinmune. En cultivos de celulas de estos animales, se

desarrollan celulas supresoras del nivel 1 y celulas
acontrasupresoras, pero no asi celulas del nivel g de

supresión (148).

La aparición sucesiva de los diferentes

circuitos de supresión y contrasupresión sería, de acuerdo

con estos resultados, un requisito para el desarrollo de

la respuesta inmune normal. Comohemos explicado, el pasaje

prematuro de celulas de animales adultos a ratones recien

nacidos es capaz de producir perturbaciones en el

desarrollo de la respuesta inmune. El pasaje de celulas de

tipo adulto de la madre al feto a traves de la lactancia

ocurre en forma normal, comose detallara mas adelante.

Estos resultados parecen sugerir que las células que pasan

CAPS: 51 =



de la madre a los hijos durante 1a lactancia pedrian

un papel 1mpertante en la determlnación de

caracheríetlcae, niveles o especiflcidadee de

circuitos inmunorregulatorios de las hijos.
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6. RECONOCIMIENTO DE LO PROPIO II . RED DE IDIOTIPOS­
ANTIIDIOTIPOS

6.1.La teoria de la red.

Uno de los mecanismos fundamentales de

regulacion de la respuesta inmune, la red de idiotipos­

antiidiotipos, incluye una de las formas principales de

reconocimiento de lo propio que tienen lugar comoparte del

funcionamiento normal del sistema inmune.

La teoria de la red (2), formulada por Jerne en

1974, proponía que el sistema inmunewpodïa considerarse

como una red de idiotipos interactuantes. De acuerdo con

esta hipótesis,todas las inmunoglobulinas normales de cada

individuo expresan dos tipos de sitios de interacción con

otros elementos del sistema inmune: los paratopos, o sitios

de combinacion con los determinantes antigénicos

convencionales: y los denominados determinantes

idiotlpicos, es decir, los determinantes antígenicos
con+ormados por las estructuras que adopta la region

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 antigénico para el individuo que
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' Figura 11:

- idiotopo 1

idiotopo 2i
7/

anticuerpo anti idiotïpico

paratopo w

l .
epitopo 'Y

imageninterna del antígeno

interrelación entre epitopos,idiotopos y paratopos. Los para­
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antigénicos (epitopos) y se expresan en los receptores de las
células T,B y en los anticuerpos antígeno-específicos. A su
vez estos receptores y anticuerpos tienen sus propios determi­
nantes antigénicos (idiotipos) , frente a los cuales se elabo­
ran anticuerpos antiidiotïpioos. Unanticuerpo con otra espe­
cificidad puedeportar un idiotopo similar al epitopo natural,
denominándoselo entonces imagen interna del antígeno.



las produce, por lo que el mismo sintetiza anticuerpos

específicos para esos determinantes idiotipicos. A esos

anti-anticuerpos se los denomina anticuerpos
antiidiotipicos (152).

Jerne postuló que en el conjunto de las

inmunoglobulinas de un indivuo tendrian representacion

idiotopos con reactividad cruzada hacia la mayoría o todos

los epitopos naturales. Estos idiotopos, que representarlan

al COHJUHtO de todos los determinantes antígenicos

naturales o experimentales, son denominadosdentro de esta

teoria "imagenes internas" del antígeno. El otro postulado

central de la teoria de Jerne indica que para cada

anticuerpo (Ab ), que posee su propio CDHJUHtDde idiotopos

(es decir su idiotipo particular), existe un anticuerpo

complementario Ab , con especificidad hacia dicho
7.1

idiotipo y que tambien poseerá su propio conjunto de

idiotopos. Los determinantes idiotípicos de Ab serán

reconocidos también por anticuerpos especificos

denominados Ab , que seran portadores de sus propios
_.’

1

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 que seria

modificado o roto por la entrada de un antígeno. La

instalacion original de la red idiotipica para cada

antígeno estaria relacionada con la existencia, para cada

antígeno natural, de una imagen interna del mismo,
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representada, como hemosexplicado, por los idiotopos de

las inmunoglobulinas con reactividad cruzada hacia los

epitopos naturales. El estado de equilibrio postulado

estaria basado en la supresión o control negativo ejercido

por las inmunoglobulinas antiidiotipicas (Ab ) sobre los
linfocitos con especificidad para las inmunoglobulinas

correspondientes (Ab ), y 1a activacion o control positivo

EjEFCidD por las inmunoglobulinas de tipo Ab sobre los

linfocitos portadores de inmunoglobulinas antiidiotipicas

AbH. Es decir que las inmunoglobulinas de tipo Ab
acïuarian comosupresoras de la actividad de los linfocito;
portadores de las imagenes internas del antígeno y como

linfocitosestimuladoras de los correspondientes

antiidiotipicos.
La llegada de un antígeno romperia el

equilibrio de este sistema, fundamentalmente porque

eliminaria del mismo una apreciable cantidad de

inmunoglobulinas del tipo Ab antígeno-especificas. El

secuestro de estas inmunogÏobulinas determinaria la

expansion del clon de celulas portadoras de la imagen

interna del antígeno. lo cual determinaria a su vez un

aumento de las inmunoglobulinas con receptores

especificos, es decir Ab . Esto determinaria la expansion

del clon de linfocitos Ab , lo cual a su vez determinaría
7

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

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

portadoras denúmero de células linfoides
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inmunoglobulinas Ab sería diferente (mayor) del inicial.
1

Posteriormente se ha demostrado (17.138.142.153)

oue no solo las celulas B y los anticuerpos

correspondientes interactúan en forma de red idiotípica,

sino que también las celulas T, tanto las colaboradoras

como las supresoras, participan en los circuitos

inmunorregulatorios a traves de interacciones de tipo

idiotípico, regulando a traves de las mismas la

proliferación de clones de linfocitos portadores de los

idiotipos correspondientes.

La teoría de Jerne ha constituido un aporte
fundamental a1 desarrollo de los conocimientos actuales de

la inmunología, aunque algunos de sus postulados basicos

hayan Sido revisados posteriormente (154-158). Así,1a

suposición de que serían las imagenes internas de los

antígenos mas que los antígenos mismos ( o sus paratopos )

los oue intervendrían en el establecimiento del nivel

"inicial" de celulas Ab , se encuentra actualmente en

revisión (158). Se ha demostrado tambien oue las

interacciones bidireccionales entre idiotipos y
antiidiotipos puedenser estimulatorias o inhibitorias en

ambos sentidos. dependiendo de las condiciones en que se

produzcan (ISó-ISB), ya que 1a inmunización con anticuerpos

antiidiotíoicos puede determinar tanto la supresión comola

estimulación de los clones portadores de los determinantes

idiotípicos correspondientes.
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6.2.Determinantes antigénicos privados y públicos.

Los trabajos clasicos en este area estudiaban
el efecto de 1a inmunización con anticuerpos

antiidiotipicos Henogeneicos o alogeneicos (157-158). E1

desarrollo de las tecnicas de sintesis de anticuerpos

monoclonales (159) permitió el abordaje del estudio de la

regulación de 1a sintesis de anticuerpos de un determinado

idiotipo en sistemas singeneicos. Estas tecnicas

permitieron determinar la existencia de ciertos patrones

idiotipicos en la respuesta inmune.

Ciertos idiotipos, denominados determinantes

idiotipicos privados o menores, se xpresan en forma

irregular y solo en algunos individuos de una cierta

espeCie o cepa. Otros idiotipos aparecen regularmente y con
alta frecuencia en los individuos de una Cierta cepa o

especie, y en algunos casos, hasta en diferentes especies

(160-162). Las secuencias génicas que codifican para las

especificidades recurrentes o públicas parecerian ser

estables y trasmisibles hereditariamente, ya que los

miembros de una determinada cepa producen, con una cierta

frecuencia propia, anticuerpos con determinado idiotipo

frente a 1a inmunización con el antígeno correspondiente.

Las especificidades idiotipicas privadas, en cambio,

dependerian de mutaciones somaticas al azar en la zona

hipervariable de los genes que codifican para las

inmunoglobulinas. La respuesta frente a ciertos antígenos
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:cn31ste :rinciealmente en anticuerpos con esdeciïicidedes

idiotïdicas recurrentes, mientras due otras respuestas.
especialmentelas interacciones ididtipicas-antiididtipicas
entre diferentes pcblacidnes de células del sistema

inmune, parecen depender fundamentalmente de la generación

de mutaciones somáticae (157,160).



7. RELACION MATERNO-FETAL.

7.1.Inmunologla de la preflez.

El desarrollo de un feto semi-alogeneico en el

útero materno constituye uno de los fenómenosfascinantes y

a la vez elusivos de la inmunología. Se han elaborado

numerosas hipótesis que intentan explicar la ausencia de

ataque alorreactivo materno al feto. Actualmente se ha

comprobado que el feto expresa muy tempranamente sus AMHen

la superficie de las células correspondientes (153), y que

la madre durante la preñez elabora anticuerpos hacia los

mismos (164-1ó8). Por ello, las hipótesis que se estudian

más activamente comprenden dos tipos de mecanismos que

probablemente coexistan: se postula que la placenta actuaba

comobarrera selectiva impidiendo la entrada de anticuerpos

y células maternas hacia el feto (165-170); y, por otra

parte, que 1a respuesta de la madre frente al feto

poseeria las caracteristicas de una respuesta facilitadora,
mediada por la presencia de anticuerpos de tipo blooueante

y por complejos inmunes (171-173).

La respuesta materna frente al feto en

desarrollo se expresa de diversas maneras (174-175): por el

agrandamiento de los nódulos linfáticos drenantes del útero

y 1a proliferación en ellos de celulas pironinofilicas en

las areas paracorticales (linfocitos T) y de celulas

plasmáticas en el área medular (linfocitos B); por el



desarrollo de inmunidad celular contra los AMHy AmH de

origen 'paterno; y por la presencia de anticuerpos

hemoaglutinantes, leucoaglutinantes y linfocitotoxicos,

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 niños al nacimiento, mientras que anticuerpos

similares resultantes de preinmunizaciones o prefieces
previas son detectados en dicho suero.

En nuestro laboratorio hemos podido demostrar

(176) que durante los primeros dias de la preñez murina se

detecta un aumentode los niveles alorreactivos maternos.

Estos niveles alorreactivos aumentadosfueron detectados en

los ganglios para-aorticos que drenan el útero gravido

hasta el tercer dia de la prefiez. Paralelamente se observo

e1 desarrollo de una creciente actividad supresora que

caracteriza los estadios posteriores de la preñez.
Diversos autores han demostrado, utilizando

anticuerpos monoclonales, que la placenta actuaria como

inmunoadsorbente de los anticuerpos maternos dirigidos

hacia los AMHde origen paterno (167-170). Si hembras

prefiadas son inyectadas por via e.v. con anticuerpos

monoclonales anti-AMH de clase I del feto marcados con

isotopos radioactivos, se observa una marcada toma de

radioactividad en la placenta, comparada con la marca que

incorpora la placenta de hembras preñadas con fetos de otro

H-2. Estos anticuerpos serian digeridos intracelularmente y

liberados en forma de fragmentos a la circulacion materna.



Contrariamente, experimentos con anticuerpos dirigidos

hacia los AMHde clase II indican que la placenta no

actuaria como inmunoadsorbente frente a los anticuerpos

dirigidos hacia los antígenos Ia del feto (170), aunque no

se han investigado aún todas las especificidades.

En sintesis 1a prefiez incluye un estado de

respuesta inmune activo de la madre al feto, con la

presencia de respuestas de tipo humoral y celular Frente a

antígenos fetales, incluyendo los AHde origen paterno. Sin

embargo, existirían mecanismosde proteccion del feto, que

asegurarian su sobrevida en el útero materno. Desde el

punto de vista de nuestro trabajo, resulta especialmente
importante discutir la posibilidad de que celulas y

moleculas maternas, aún cuando estuvieran preselecciona­

das negativamente en cuanto a 1a potencialidad de dañar al

embrión, puedan atravezar la placenta y llegar al feto,

pasando asi a formar parte de 1a historia antígenica e

idiotipica del individuo.

7.1.Intercambio de celulas a traves de la placenta.

Los sistemas circulatorios materno y fetal estan

separados por una barrera ininterrumpida, el trofoblasto de

1a placenta, a través de la cual se produce la diálisis de

los fluidos sanguíneos correspondientes. El pasaje de

celulas a traves de 1a placenta esta dificultado por la
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estructura fisica de la misma (177). Las uniones de tipo

"estrecho" entre las células 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 dañino para el embrión semi­

alogeneico. La sialomusina, rica en acido neuraminico,

que cubre las microvellosidades trofoblasticas en su polo
apical (materno), conferiria a la superficie celular una

alta carga electrica negativa que podria repeler a los

linfocitos maternos. Estos también tienen su carga

electrica negativa aumentada, probablemente por acción de

1a progesterona (178).

Sin embargo, durante 1a preñez normal,

pequeñas cantidades de sangre fetal, incluyendo glóbulos

FQjQE v leucocitos, entran en 1a circulación materna (179­

180). Este pasaje determina que en la circulación materna

se encuentre entre un 0.8 y un 0.14 Z de celulas fetales
(180).

El pasaje de celulas en sentido inverso. es

decir, desde la madre hacia el feto, es materia de

controversia ( 180-182) y aún de acuerdo a los autores que

postulan su existencia, seria de un nivel muchomenor que

el pasaje de celulas en sentido contrario. En efecto,

cuando se inocularon glóbulos FDjDS marcados a futuras

madres, identificándose luego dichas células en sangre del

cordón umbilical, se pudo comprobar que sólo el 10%de los
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fetos habia recibido algún aporte de sangre materna (182).

Dtros autores (183), utilizando marcadores enzimáticos,

determinaron gue no existiría pasaje linfocitario de la

madre al feto, dato que se veri{icó a traves de la

inoculación de celulas marcadas con fluoresceina a la

circulación materna en distintos momentosde la gestación.

En el mismo estudio se detectó, en cambio, el pasaje de

glóbulos FDjDSde la madre al feto.

Existen por otra parte evidencias clinicas y

experimentales del pasaje trasplacentario de celulas hacia

el feto. Beer y Eillingham (184) demostraron que era

posible desencadenar reacciones de daño {etal

característico de un ataque alorreactivo en experimentos

desarrollados con ratas tratadas con ciclofosfamida v­

repobladas con medula ósea alogeneica. El 50%de las crias;
- . . Iprovenientes del apareamiento de estas quimeras con machos

de la cepa original (huésped) sufrieron daño fetal, lo gue

sugiere que las celulas maternas quimericas habrian

atravezado la placenta y desarrollado un ataque

alorreactivo hacia la cria histoincompatible. La mayoria de

los sobrevivientes resultaron tolerantes a los injertos de
piel de la cepa dadora de la quimera. La inducción de daño

fetal tambien ha sido posible a traves del pretratamiento

de la madre con antígenos paternos y por inmunización de la

mismacon linfocitos singeneicos inmunes al padre (179).

En nuestro laboratorio se ha reproducido el
modelo de inducción de daño fetal inmunizando a las futuras
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madres con celulas o tumores de origen paterno (185) y aun
con tumores no relacionados (186). En estos experimentos se

ha podido correlacionar una mayor incidencia de daño fetal

con un mayor nivel alorreactivo T esplénico de la madre

hacia los antígenos de histocompatibilidad del padre

(185,187). Más aún, cuando se prefiaron hembras que hablan

sido inmunizadas con un antígeno convencional (glóbulos

r0jos de carnero) en forma repetitiva, lo que determinó
aumentos en los niveles de alorreactividad T de dichas

hembras. también se logró la inducción de daño fetal en

las crias en combinaciones de cepas que diferian en sus AMH

y con diferentes dosis de inmunización en cada cepa(188).

En el hombre se han informado algunos casos de

inducción materna de daño fetal que incluyen sintomas de

GvH, con un caso extremo de quimerismo a nivel de

cromosomas sexuales (189). Recientemente se ha determinado

por tipificación de HLAla presencia de linfocitos T y E

maternos en niños que sufren una inmunodeficiencia severa

combinada (190). Algunos autores correlacionan el pico de

leucemias que se observa en niños de alrededor de los dos

años de edad, con el pasaje trasplacentario de linfocitos

maternos y la reacción crónica de GVHdeterminada por la

presencia de los mismosen la circulación del infante
(191).

En conclusion, el pasaje de celulas a traves de
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la placenta en condiciones normales no ha sido demostrado

claramente, pero si en condiciones experimentales o

patológicas.

7.2.Pasaje a través de la lactancia.

Ademas de la conocida transmision pasiva de

inmunidad humoral principalmente bajo la forma de

inmunoglobulina A (Ig A) y otros agentes, hay evidencias

clinicas y experimentales de que a través de la leche

materna se pueden transmitir también células con

competencia inmunológica.

Se sabe ya hace mucho tiempo que el calostro y

1a leche de muchos mamíferos contiene muchos leucocitos (de

1 a 4x10ó celulas por mililitro, dependiendo de la

especie). La mayoria de estas celulas son macrofagos,

aunque tambien se encuentra una cantidad considerable de

linfocitos que alcanzan el 102 del total de celulas,

incluyendo igual proporcion de linfocitos T y B (193). Se

calcula que durante la segunda semana de vida, un niño

lactante incorpora 10 celulas viables por día a traves de
la leche materna (194).

Se ha determinado que estas celulas son

inmunológicamente activas en cuanto a 1a capacidad de

proliferación frente a mitbgenos, la respuesta en ensayos

de cultivo mixto alogeneico, y la produccion de
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anticuerpos in vitro (192-194). Sin embargo, estudios

comparativos de la respuesta inmunede los linfocitos de la

leche y sangre periférica, han puesto en evidencia que los

linfocitos T y B presentes en el calostro y la leche

habrian sido seleccionados en cuanto a su especificidad de

respuesta (194). En efecto, los 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 mismosindividuos. Actualmente se supone

que las celulas plasmáticas observadas en las glándulas

mamarias durante la prefiez tardía y durante el post-parto

en el calostro y la leche, se originan a partir de celulas

precursoras sensibilizadas en el tejido linfoideo asociado

al intestino, secretando inmunoglobulinas cuya

especificidad está asi dirigida principalmente hacia los

microorganismosrelacionados al tracto intestinal (195). El

transporte de celulas desde las placas de Peyer hacia las

glándulas, mamarias ha sido demostrado con tecnicas de
marcación celular con isótopos radioactivos (196). Durante

el desarrollo de las glándulas mamarias se observa una

marcada afluencia de celulas productoras de IgA. La

administracion de hormonas lactogenica a hembras virgenes

determina tambien la aparicion de estos linfocitos en la

glándula mamaria (197). En CODEjDS en los que se

realizaron transplantes autologos de glándula mamariaen la

cámara anterior del DjD y se administraron hormonas
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lactogenicas, se observo la migracion de linfocitos B pro­

ductores de IgA a dichos transplantes (198). No se conocen

los mecanismos que median la colonización de la glándula

mamaria. Strober y col (199) han sugerido que la presencia

de linfocitos T colaboradores especificos para 1a

produccion de IgA podria determinar la expansion

preferencial de linfocitos B de la poblacion circulante en

las areas submucosales como las glándulas mamarias.

Las IgA de la leche materna parecen reflejar

directamente la exposicion que ha sufrido la madre a

distintos antígenos a traves del tracto intestinal. Por
ejemplo, la presencia de altos niveles de IgA hacia

componentes de 1a leche bovina correlaciona con los niveles

de ingesta de leche de la madre (200). Se ha determinado

también que en MUjEFES expuestas a E.coli y Vibrio

cholerae se encuentran normalmenteanticuerpos hacia las

toxinas correspondientes, mientras que en mujeres no

expuestas a estos agentes infecciosos no se detectan los

anticuerpos especificos (201-202). Las Ig de la 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 seleccion en su repertorio de

especificidades. Se destaca en este sentido la ausencia de

citotoxicidad frente a celulas portadoras de los antígenos



de histocompatibilidad de origen paterno, aunque la

respuesta proliferativa frente a dichas celulas es

semejante a la respuesta de los linfocitos de sangre
periférica de la mismamadre (202).

El pasaje de estas celulas maternas al la
circulacion de los recien nacidos a traves de la leche ha

sido comprobada en forma directa. En experimentos con

lintocitos marcados, se determinó primero que la marca se

recuperaba principalmente en las placas de Peyer,

indicando a estas comoprincipal via de acceso de dichas
celulas a la circulacion de los recien nacidos (203).

Recientemente (204), utilizando tecnicas de marcado de

celulas con isotiocianato de fluoresceina o rodamina Y

observación microscópica y citofluorimetrica, se ha

determinado que por lo menos el 0,1% de las celulas de la

leche materna ingresan al lactante, observándoselas en

distintos organos y en sangre periférica. Los autores de

este trabajo estiman que durante la primer semana de vida

de los ratones los lactantes podrian incorporar alrededor
de 10 células maternas.

Durante la primera semana de vida de los

ratones, la acidez estomacal y la actividad enzimática son

bajas (205-206): el pH del estomago de la rata al nacer es

de 6.6 y se ha determinado que permanece por encima de 5.0

hasta tres semanas después del nacimiento. Se ha
alta

establecido ademas que la leche de rata posee una
capacidad de buffer. La actividad péptica detectada en el
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estomago de ratas lactantes es escasa hasta las dos semanas

de vida. Estudios realizados en niños lactantes demostraron

que las condiciones gástricas pueden ser no perjudiciales

para la sobrevida de células en ese medio (207-208). Aunque

el pH del jugo gástrico es de 3.5, la produccion de acido

clorhídrico durante los primeros meses de vida es bastante

baja. Al mamar, el pH sube en pocos minutos por encima de

6.0, declinando recien despues de un periodo postprandial de
3 horas.

Existen considerables evidencias de que las

celulas maternas aportadas a traves de la lactancia

sobreviven v 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-2 de

estas nodrizas, observándose también la adquisicion por

parte de la cria inmunologicamente inmadura de capacidad
ros

para rechazar injertos de piel alogeneica de 3 no

relacionados. Masaún, los linfocitos que pasan a través de

la leche reconocen como extraños los antígenos de

histocompatibilidad de origen paterno de 1a cria,

declarandose entonces una enfermedad de GvH, letal en

ciertas combinaciones de dador-huesped (203,211).

En el hombre, mas del 10%de los linfocitos de

sangre periférica de los recien nacidos tienen el HLAde la

madre. En niños alimentados con nodriaas, se ha comprobado

que estos linfocitos puedentransferirse al recien nacido a
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traves 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 mamíferos, en las que el sistema inmune es aun

inmaduro, los 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 (213­
214).

Pero, ademas de este papel transitorio, los

antígenos e inmunoglobulinas maternas pueden influir en

forma permanente en la expresion del repertorio inmune de

los hijos. Durante un largo periodo se relaciono dicha
influencia exclusivamente con 1a instalacion de tolerancia

frente a determinados antígenos. En efecto, la

administracion de antígenos (215-217), o de anticuerpos

antiidiotipicos a recien nacidos (218-219) o durante la

vida intrauterina (220-221), produce la supresión cronica

de la respuesta inmunecorrespondiente.

Se postulan diferentes mecanismospara explicar

la instalacion de un estado de tolerancia por el contacto

temprano con un antígeno; estas postulaciones, aunque en su

mayoria provienen de estudios en los que se logra la



tolerancia frente a un antígeno no propio por

administracion intrauterina o perinatal, intentan también

explicar los mecanismospor los cuales los individuos son

tolerantes frente a los antígenos propios. Algunos autores

sostienen gue el contacto con un antígeno en ciertas

circunstancias determinaría la perdida o delecion de

algunos clones celulares, especialmente del repertorio T,

que serían justamente los clones portadores de los

receptores hacia esos antígenos. De esta manera se
instalaría un estado de tolerancia frente a los mismos.Como

hemos discutido anteriormente, esta delecion clonal

ocurriría en el timo, aunque se ha postulado que existirían

también procesos de seleccion pretímica(49,54-55).

Otros autores (222-224) postulan que la

tolerancia por contacto temprano con un antígeno dependería

de la presencia de linfocitos T supresores, con

especificidad hacia el antígeno o hacia el receptor

antígeno-específico de los linfocitos inmunes

correspondientes. Este tipo de mecanismopodría participar
no solo de 1a instalacion de la tolerancia frente a un

antígeno durante la maduración del sistema inmune, sino

también, y quizas principalmente, como un mecanismo de

vigilancia permanente capaz de actuar frente a clones con

reactividad hacia 1o propio que podrían emerger en etapas

posteriores de la vida del individuo (224). Otro tipo de

mecanismo propuesto enfatiza la posibilidad del bloqueo de

los receptores del antígeno por antígenos monovalentes,no
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inmunogénicos(225). Este tipo de bloqueo ha sido demostrado

especialmente en el compartimiento B. Es probable que los

distintos mecanismos propuestos participen en forma

sinergistica en el mantenimientode la tolerancia {rente a

los antígenos propios, controlando la aparición de

reacciones autoinmunes de tipo patológico.

La tolerancia por administración temprana de

anticuerpos antiidiotipicos podria instalarse a traves de
dos tipos de mecanismos. En primer lugar, los anticuerpos

antiidiotipicos interactuarian directamente con los

receptores de las celulas efectoras, por ejemplo, las

precursoras de células B antígeno-especificas,
desarrollándose entonces un estado de supresión T

dependiente y no transferible por pasaje de celulas T o B

(226). El segundo tipo de supresión derivaria de la

capacidad de los anticuerpos antiidiotipicos de estimular
la proliferación de celulas T supresoras (227), y sus
caracteristicas incluyen ser T dependiente y transferible

por células T a animales normales.

Más recientemente se ha demostrado la

posibilidad de activar clones silenciosos a través de este
tipo de inmunizaciones. En efecto, la inmunización de la

madre con inmunoglobulinas antiidiotipicas especificas

para un idiotipo no habitual para la cepa, determinaria la

aparición en la cria de anticuerpos con dicho idiotipo

22 -229), posiblemente a traves de la eliminación de la

supresión actuante sobre las celulas sintetizadoras de los
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mismos por una respuesta de la madre frente a la

inmunizaciónde caracter anti-antiidiotipico.

En los circuitos inmunoregulatorios que incluyen

estas interacciones idiotipicas y anti-idiotipicas,
intervienen no solamente celulas B y anticuerpos, como

fuera inicialmente postulado por Jerne (2), sino también

celulas T portadoras de receptores idiotlpicos y anti­

idiotipicos, con efectos centrales en la regulacion de la
respuesta inmune (17-18).

Estos datos indican que, a traves de diferentes

mecanismos actuantes sobre los distintos compartimientos

inmunes, los antígenos y celulas maternas que pasan de la

madre a los hijos podrian ejercer una importante influencia

en el desarrollo de su respuesta inmune.



MATERI ALES Y METCIDÜES



1| ANIMALES

Se utilizaron ratones de las cepas endocriadas

BALB/c, QHR/J, AHR.My DEA/2. A partir de combinaciones de

estas cepas se obtuvieron los siguientes híbridos de la

primera generacion: F1<BALB/CHAHR.M), F1(AHR.MKBALH/c),

F1(EALB/CHAHRÍJ), F1(AHR/JHBALE/c), F1(BALB/chBA/2)

F1(DBA/2xBALB/c>. Por convención se nombra primero la cepa

materna y luego la cepa paterna.

En los casos en oue se indica, se procedió a

amamantar las crias F1 con nodrizas de la cepa paterna.Para

ello se colocaron las hembras prefiadas a termino en jaulas

especiales sobre un estante intermedio con piso

enrejillado, de maneratal de evitar el contacto directo de
las crias recien nacidas con sus madres. Dentro de las 4hs

posteriores a1 nacimiento, los F1 recien nacidos fueron

colocados en Jaulas de parturientas recientes de la cepa

paterna (hembras de la cepa paterna cruEadas con machos

singeneicos), a las cuales se retiraba la cria propia,

lograndose asi el amamantamiento de los F1 por madres

nodrizas de la cepa paterna. En 1a nomenclatura habitual se

denomina a las crías amamantadas por nodriza con el nombre

de su cepa seguido por el subindice + y el nombre de la

cepa de la madre nodriza. Las combinaciones utilizadas

F1(BñLE/chHR/J) y el correspondiente
{AHF/J

recíproco F1(AHR/JHBALB/C) .
{EALB/c

fueron:
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Salvo cuando se indica, se utilizaron animales

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

Todos los animales provenían del bioterio de la

Seccion LeucemiaExperimental, Instituto de Investigaciones

Hematológicas, Academia Nacional de Medicina.

2.PREPARACIÜN DE LAS SUSPENSIDNES CELULARES.

Los trozos de bazo o ganglios, segun se

indique, fueron pasados por mallas de alambre fino formando

suspensiones en medio de cultivo MEM (Gibco). Estas

suspensiones fueron luego pasadas a traves de aguja fina

dos o tres veces para mejorar la separación de las células.

Las suspensiones celulares fueron centrifugadas a 900xg

durante 8 minutos, ajustandose la concentración celular

contando las celulas vivas por el metodo de exclusión

por Asul Tripan y descartando los glóbulos FDjDS mediante

tinción con Cristal Violeta. Cuando las suspensiones

celulares se utilizaron para inocular animales en la

almohadilla plantar o por via e.v., las concentraciones

celulares se ajustaron de manera tal que la dosis celular a

inocular correspondiera a volúmenes de 0.05m1.



3.REACCIÜN DE INJERTÜ CONTRA HUESPED.

3.1. Ensayo local de Ford y Simosen (117)

Ratones F1 adultos fueron inoculados en la

almohadilla plantar derecha por via sub-cutánea con

suspensiones celulares de bazo provenientes de animales de

cada una de las cepas parentales. Se utilizaron en cada

caso tres dosis de celulas parentales.

Siete dias mas tarde se procedió al sacrificio

de los animales, disecando cuidadosamente los ganglios

popliteos derecho e izquierdo, que fueron luego secados y

pesados en una balanza Mettler, con una precision de

0.01mg.

Se determinó 1a diferencia de peso entre cada

par de ganglios como una medida de la capacidad

alorreactiva de la cepa dadora frente a los antígenos de

histocompatibilidad heredados por el F1 a partir de la

otra cepa parental.

Los grupos estudiados fueron :

1. Niveles de alprreactividad T de esplenocitps de la cepa

BALB/c en huespedes F1(BALB/CHAHR/J) y F1(AHR/JxBALB/C).

2. Niveles de alorreactividad T de esplenocitos de la cepa

AHR/J en hUÉSDEdes Fl(BALB/CKAHR/J) y F1(AHR/JxBALB/C).
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3. diveles de alorreactividad T de esplenocitps de la cepa

BALE/c en huéspedes F1(BALB/CHAHF.M)y FlíAHR.TxBALE/C).

4. Niveles de alorreactividad T de esplenocitos de la cepa

AHR.M en huespedes F1(BALB/CHAHR.M) y F1(AHR.MxBALB/c).

S. Niueles de alorreactividad T de esplenocitos de la cepa

SALE/C en huespedes F1(BALB/chBA/2) y F1(DBA/2xEALE/C).

ó. Niveles de alorreactividad T de esplenocitps de la cepa

DEA/É en huéspedes F1(BALB/CHDBA/2) y F1(DBA/2HBALB/C).

4.1NDUCCION DE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS T CON

RECEPTORES PARA LOS AMH PROPIOS DE ORIGEN MATERNO Y PATERNO.

4.1.Supresion de reacciones de GVHlocal por inoculación

e.v. de esplenocitos de la cepa parental.

De acuerdo con los trabajos de Wilson y

col.(12Ü-125) la inoculación e.v. de dosis bajas de

esplenpc1tos o timocitos de una de las cepas parentales en

un Fl, determina en este la inducción de la expansion

clonal de celulas T con capacidad para reaccionar frente a

los receptores T alorreactivos de 1a mismacepa parental

inoculada.

Para estudiar comparativamente la inducción de



estos clones en los F1 híbridos reciprocos, se inocularon

diferentes dosis de esplenocitos de cada cepa parental en

forma e.v. v, cinco días mas tarde, se desencadenó en estos

animales una reaccion de EVHlocal con esplenocitos de 1a

misma cepa parental utilizada para inducir la proteccion.
Siete dias mas tarde se determinaron las diferencias de

peso de los ganglios popliteos inoculados y sin inocular en

los animales pretratados y en los controles.

Se estudio la modificacion de los niveles de GvH

local (E de supresión) por inoculación de diferentes dosis

de esplenocitos e.v. de una cepa parental en los

siguientes grupos experimentales:

1. Huéspedes F1(BALB/cxñHR/J) y F1(AHF/JxEALB/c) protejidos

con diferentes dosis de esplenocitos BALB/c y desafiados

con esplenocitos de la mismacepa parental.

2. Huéspedes F1(EALB/CHAHR.M)y F1(AHR.MHBALB/c)proteiidos

con diferentes dosis de esplenocitos BALB/cy desafiados

con esplenocitos de la mismacepa.

5.REACCIÜNES DE GVH LOCAL SINGENEICO ENTRE F1 IDENTICÜS Y

RECIPRÜCÜS.

5.1.Ensayo local.
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Ratones híbridos F1 fueron inoculados en la

almohadilla plantar derecha por vía subcutánea con

suspensiones celulares de bazo provenientes de animales

híbridos idénticos y de F1 recíprocos. Salvo en el caso en

que se realizaron curvas de dosis respuesta, la dosis

utilizada fue de lüxlü esplenocitos.
Siete días mas tarde los animales Fueron

sacrificados, disecandose cuidadosamente los ganglios

poplíteos derecho e izquierdo, que luego fueron secados y

pesados en una balanza Mettler con una precision de

0.91mg, estableciéndose la diferencia de peso entre cada

par de ganglios como una medida del nivel de reconocimiento

de los AHpropios del híbrido dador y el híbrido receptor

enfrentados mutuamente.

Los grupos estudiados fueron :

1.Esplenocitos de híbridos F1(BALB/CHAHR/J) y

F1(AHR/JHBALB/c)en huespedes F1(BALB/chHR/J).

2.Esp1enocitos de híbridos F1(BALB/chHR/J) y

F1(AHR/JxEQLE/c) en huéspedes F1(AHR/JHBALB/c).

3.Esplenocitos de híbridos F1(BALB/chHR.M) y

F1(AHF.MXBALB/C) en huespedes Fl(BALB/CHAHR.M).

4.Esplenocitos de híbridos F1(BALB/chHR.M) y

F1(AHR.MHBALB/c) en huéspedes F1(AHR.MHBALB/C).

5.Esplenocitos de híbridos F1(DBA/2HBALB/c) y
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F1(BALB/chBA/2 en huespedes F1(DBA/2HBALB/c).

6.Esolenocitos de híbridos F1(DBA/2xBALE/c) y

F1(EALB/CxDEQ/2) en huespedes F1ÍBALB/CHDBA/2).

5.2.Pretratamiento del injerto con mitomicina-C.

Para investigar la participacion del iñjEFtD en

las reacciones de GvH singeneico determinadas por la

inoculación de celulas del híbrido recíproco se realizaron

ensayos pretratando las celulas del injerto con mitomicina­

C (Sigma) en concentraciones de SÉqu/ml cada 10 celulas
durante 45 minutos a 37 grados C. Los esplenocitos se

lavaron luego tres veces con medio de cultivo, con
Eincubaciones intermedias de u minutos.

Se estudiaron las siguientes combinaciones de cepas :

1.Esolenocitos de híbridos F1(BALB/CHAHR/J)pretratados

con mitomicina-C en huespedes F1(AHP/JHBALB/c).

2.Erupo control: esplenocitos de Fl(BALB/chHR/J) sin

pretratamiento en huespedes F1(AHR/JxBALB/c).

3.Esplenocitos de híbridos F1(AHR/JHBALB/c)pretratados con

mitomicina-C en huespedes F1(BALB/chHR/J).

H4.Erupo control: esplenocitos de F1(AHR/JxEALB/c) s'n

pretratar en huespedes F1(BALB/chHR/J).
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5.3.Pasaje de celulas por columna de lana de nylon (230).

Con la finalidad de obtener poblaciones

celulares enriquecidas en celulas T, se filtraron
suspensiones esplenicas a través de columnas de lana de

nylon. La lana fue prelavada en ClH 0.1N por ebullición­

durante 30 minutos y enjuagada luego por pasaje por agua

bidestilada durante S dias, con dos cambios diarios de

agua. Se seco luego el material durante 2 dias en estufa

a 37 grados C. La lana fue peinada hasta eliminar todos

los nudos. Como soporte de las columnas se utilizaron

jeringas de 10ml due se llenaron hasta el nivel de los 7m1

con 0.7g de lana de nylon. Las columnas se equilibraron

luego con RPMI 1640 suplementado con 5K de SBF y se

incubaron durante l hora a 37 grados C.

Los esplenocitos, (10a en un volumen de :ml), se

depositaron en el tope de la columna y esta fue incubada

durante 45 minutos a 37 grados C, agregandose 2m1 de medio

de cultivo en pequeñas alicuotas para evitar la desecación.

Las celulas no adherentes a la lana de nylon

fueron eluidas con 10ml de medio de cultivo a una velocidad

de {lujo de una gota cada 10 segundos.

Estas células no adherentes {ueron utilizadas

para desencadenar reacciones de GVH singeneico entre

híbridos idénticos y reciprocos.Se comparóla actividad de
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un inoculo normal de IOHIÚ esplenocitos totales con la
ó

actividad de un inoculo de 2x10 esplenocitos enriquecidos

en celulas T. lo oue corresponde a la cantidad de

esplenocitos due se eluyen de una columna a partir de
ó

IÜHIÜ células sembradas.

Los grupos estudiados fueron :

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

híbridos FlÍAHR/JHBALB/C) en huespedes F1(BALB/CHAHR/J>.

2.Erupo control:injerto de esplenocitos totales de híbridos
F1(ñHR/JxEñLE/C) en huésoedes Fl(EALB/CHAHR/J).

5.4.Reacciones de GvHsingeneico entre híbridos idénticos y

recíprocos amamantados por nodrizas de la cepa paterna.

Se desarrollaron reacciones de GvH singeneico

utilizando como injerto esplenocitos de híbridos F1

amamantados por nodrizas de la cepa paterna. En la

almohadilla plantar contralateral se inocularon
esplenocitos del híbrido idéntico al huesped o bien

esplenocitos del híbrido idéntico al dador.

Los grupos estudiados fueron :

1.En huespedes FlíBALB/CKAKR/J),en la almohadilla plantar
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derecha,injerto de esplenocitos F1(BALB/cHAHR/J) .
{AHF/J

IHjEFtOcontralateral: F1(BALB/chHR/J).

2.En huespedes Fl(BALB/cxñHR/J), en la almohadilla plantar

derecha.injerto de esplenocitos F1(AHR/JHBALB/c)
fBALB/C

Injerto contralateral: F1(BALB/chHR/J).

3.En huespedes F1(AHR/JxBALB/c).enla almohadilla plantar

derecha,in¿erto de esplenocitos Fl(EALB/chHR/J> .
fAHR/J

Injerto contralateral: F1(AHR/JHEALB/C).

4.En huespedes F1(AHR/JxBALB/c),enla almohadilla plantar

derecha.in¿erto de esplenocitos F1(AHR/JxBALB/c)
fBALB/c

Injerto contralateral: F1(BALB/chHR/J).

ó.CULTIVD MIXTO DE LINFDCITDS SINGENEICÜ .

Los cultivos se llevaron a cabo en microplacas

de fondo redondo. La poblacion respondedora consistió en
=

BHIOQ esplenocitos F1 enriquecidos en celulas T por pasaje

a traves de columnas de lana de nylon como se ha descripto

(ver punto 5.3). La poblacion respondedora estuvoc
representada en cada caso por leüd esplenocitos del

hibrido idéntico o del recíproco, pretratados con

mitomicina-C (ver punto 5.2.)

Todos los cultivos se desarrollaron en medio



RPMI 1640 (Gibco Lab.) suplementado con 10% de SBF (Gibco
_=

Lab), 5310 JM de 2-mercaptoetanol (Sigma), glutamina 2mm

(Sigma) y antibióticos, manteniéndose en estufa de 37

grados C en atmósfera húmeda y gaseada con 5% de CÜ

durante S días.16 horas antes de la recolección se agregó

en cada pozo 1 FCi de timidina JH (actividad específica
BOCImM, NewEngland Nuclear,USA).La recolección se llevó a

cabo en forma automatica sobre papel WatmanEF/A, que se

colocó luego en viales con líquido de centelleo. La

radioactividad se midió en un contador de centelleo líquido

Packard 3002.

6.1.CMLSentre híbridos idénticos y recíprocas.

Desarrollamos ensayos de CMLSutilizando como

Doblaciones estimuladoras esplenocitos del F1 idéntico o

del F1 recíproco respecto de la población respondedora.

Los gruoos estudiados fueron:

1.Esblenocitos no adherentes a lana de nylon del

F1(AHR/JHBALB/c)frente a esplenocitos totales de híbridos

FlíñHR/JxBALE/c) bretratados con mitomicina-C.

2.Esp1enocitos no adherentes a lana de nylon del

F1(AHR/JHBALB/c)frente a esplenocitos totales de híbridos

F1(EALB/chHR/J) pretratados con mitomicina-C.
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3.Eontro1 a :esplenocitos F1(BALE/chHR/J)pretratados con

mitomicina-C.

4.Eontrol b :esplenocitos F1(AHR/JxBALB/c)pretratados con

mitomicina-C.

5.Eontro1 c : esplenocitos no adherentes a lana de nylon

del F1(AHR/JHBALB/C).

6.2.Ensayos de CMLSentre F1 normales y F1 amamantados por

nodrizas de la cepa paterna.

Estudiamos los niveles de proliferación

determinados oor el enfrentamiento in vitro de esplenocitos

de F1 normales no adherentes a lana de nylon con

poblaciones esplenicas totales del F1 idéntico normal, el

F1 idéntico amamantadopor nodriza, el F1 recíproco normal

y el F1 recíproco amamantado por nodriza.

Como poblacion respondedora se utilizaron en

todos los casos esolenocitos no adherentes a lana de nvlon

del FláñfiR/JHBALB/c); las poblaciones estimuladoras,

pretratadas con mitomicina-C,+ueron:

1.Esolenocitos del F1(AHR/JxBALB/c).

2.Esp1enocitos del F1(BALB/cxñHR/J).

3.Esplenocitos del F1(AHR/JxBALE/c) .
{BALB/c



4.Esplenocitos del F1(BñLB/chHR/J) .
{AHF/J

Se llevaron a cabo controles cultivando celulas

respondedoras v celulas estimuladoras. comoen el punto

anterior.

7.ERECIMIENTÜ DE TUMÜRES LINFDIDEDS DE ORIGEN PARENTAL EN

F1 RECIPRDCDS.

Dos leucemias de tipo linfoideo, la leucemia LIS

y la leucemia LB fueron inoculadas en forma de suspensiones

celulares por via s.c. en animales Fl recíprocos para los

cuales una de las cepas parentales correspondía a la cepa

de origen del tumor. Los animales quedaron en observacion

diaria hasta su muerte v se determinó en cada caso la

curva de crecimiento tumoral por medicion de los diámetros

mayor y menor con calibre, y el porcentaje de mortalidad

acumulativo. Comoen todos los casos la mortalidad fue del

IOÜZ,se calcularon los promedios de dias de sobrevida.

Linfoma AKR (LIS).

De origen espontáneo en la cepa AHR/J, se

mantiene por pasaje subcutáneo en animales de la cepa de

origen. Actualmente se utilizan pasajes entre el 180 y el
190.

Leucemia BALB/c (LB).

Leucemia linfoidea de origen espontáneo en la
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cepa BQLB/cde nuestro laboratorio. Mantenida por pasaje

subcutaneo en animales de la cepa de origen. Actualmente se

utilizan pasajes entre el SOy el 90.

Ambostumores crecen in situ hasta alcanzar gran

tamaño v en la autopsia se encuentra infiltración leucemica

en nódulos linfáticos, bazo e higado.

B.PLANTEO EXPERIMENTAL Y ESTADÍSTICO.

En todos los casos en los que se compararon

parametros experimentales en pares de F1 reciprocos, grupos

de ratones de los correspondientes F1 reciorocos fueron

incluídos en cada tensayo, de manera de comparar la
respuesta de los híbridos reciprocos en las mismas

condiciones experimentales. Se utilizaron ademas. en cada

experimento, ratones de la misma edad y sexo.

En los estudios estadísticos se utilizo el test
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1. REACCIONES DE INJERTÜ CONTRA HUESPED LOCAL DE

ESPLENÜCITÜS DE LAS CEPAS PARENTALES FRENTE A HIBRIDDS

F1 RECIPROCÜS.

Se estudio la capacidad de desencadenar

reacciones locales de GVHpor parte de esplenocitos de las

dos cepas parentales sobre los híbridos recíprocos

correspondientes.

Cuando se comparo la capacidad de desencadenar

reacciones de GvH de cada una de las cepas parentales en

los pares de híbridos correspondientes, se pudieron

detectar di+erencias significativas en la reactividad
+rente a los F1 recíprocos de por 1o menos una de las cepas

parentales en cada par de híbridos. Estas diferencias se

observaron en combinaciones de cepas que diferían tanto en

sus AMH como en los AmH y tambien en una combinacion de

cepas que no diferían en sus AMHsino solamente en los AmH,

incluyendo el locus Mls.

1.1.a.Reaccion de GvHcon esplenocitos BALB/cen híbridos

F1(BALB/chKR.M) y F1(AKR.MXBALB/c).

Comopuede observarse en 1a Tabla 1 y Figura 12,

cuando se utilizaron dosis de 2,- 4 y 10x10 esplenocitos

para desencadenar las reacciones de GVH local en los

huespedes F1(BALB/chHR.M) y F1(AHR.MNEALE/c), se
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GvH
(mg)

2 4 6 8
x 10 linfocitos BALB/c

Figura 12 : Reacción de GvHcon linfocitos BALB/cen
huéspedes Fl(BALB/chKRJdhky-F1(AKRdeBALB/c)o



TABLA 1

REACCIONES LOCALES DE GVH EN HIBRIDÜS FI RECIPROCDS.InJerto deesolenocitos BALB/C en F1(BALB/CHAHR.M) y F1(AKR.MHBALB/C).

a
Dosis de GVH en H U E S F E D E S
esplenocitos pb
BALB/c F1<AHP.MHBALB/c) F1(BALB/chHR.M)

ó
2x10 1.36:O.14 Ü.72:O.14 {0.001

(B) (12)

ó
4H10 2.24:Ü.31 1.14:Ú.25 {0.02

(ó) (ó)

ó
8x10 ó.40jÜ.óO 3.10:O.30 {0.061

(9) (10)

a:di+erencia de oeso de los ganglios oopliteos derecho e
izouierdo siete dias después de 1a
de esolenocitos BALB/c
Expresado como

b:ca1cu1ado por el

promedio en mg i ES

"t" de Student.

inoculación
en 1a almohadilla plantar derecha.

(número de animales).



observaron diferencias signi+icativas (pí0.00l y pí0.02) en

los valores de GvHlocal de los huespedes Fl reciprocos.

siendo mayor la reactividad de GvH en los híbridos

F1(AHR.MHEALB/C)que en sus reciprocos F1(BALB/CHAKR.M).

1.1.b.Reaccibn de GVHde esplenocitos AKR." en híbridos

Fl(BALB/chKR.M) y F1(AKR.MxBALB/c).

ó
2.5. 5 y 10x10Se ensayaron las dosis de

esplenocitos de la cepa AHR.Men los híbridos reciprocos

F1(BALB/CHAHR.M) y F1(AKR.MHBALB/c). En ninguna de las

dosis ensayadas se encontraron diferencias significativas
en los valores de GvHlocal. Los resultados se observan en

la Tabla 2.

1.2.a.Reaccion de GvHcon esplenocitos BALB/cen hibridos

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

ó
La inoculación de 2 y 4x10 esplenocitos de 1a

cepa BALB/c en la almohadilla plantar de híbridos

F1(EALB/chHR/J) y F1(AHR/JKBALE/c) determinó reacciones

de GvH significativamente mayores en el segundo hibrido

(pïü.001). Dosis mayores (10x10 esplenocitos EALB/c),

determinaron niveles de GVHsimilares, con diferencias no

significativas (NS) entre ambos híbridos (Tabla 3 y

Figura 13)
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TABLA 2

REACCIONES LOCALES DE GVH EN HIBRIDÜS FI RECIPRDCÜS.Injerto de
esolenocitos AHR.Men F1(EALB/chHR.M) y F1(AKR.MHBALE/C).

a
Dosis de GVH en H U E S P E D E S
esplenocitos pb
AKH.M F1(AHR.MHBALB/c) F1(BALB/CHAHR.M)

ó
2x10 1.6810.26 2.10:Ü.19 NS

(B) (B)

ó
5H10 3.62i0.24 3.84:O.48 NS

(9) (8)

ó
lOHIÜ 4.92:0.48 5.39:Ú.49 NS

(10) (B)

a:di+erencia de peso de los ganglios popliteos derecho e
izquierdo siete dias después de la inoculación de
esplenocitos AHR.Men la almohadilla plantar derecha.EHpresado
como promedio en mngS (número de animales)

bzcalculado por el "t" de Student.



GvH
(mg)

Eïgna.B :

2 4 lO

x109 linfocitos BALB/c

Raxnfifiudechflammesphaxxitosinnafl:enlnfispaks
F1(BAIB/chKR/J) i y Fl (AKR/JxBAlB/c)o



TABLA 3

REACCIONES LOCALES DE GVH EN HIBRIDÜS FI RECIPRDCDS.Injerto de
esplenocitos BALE/c en F1(BALE/chKR/J) y F1(AHR/JxBALB/C).

a
Dosis de GvH en H U E S P E D E S b
esplenocitos
BALB/c F1(AHR/JHBALB/c) F1(BALB/chHR/J)

ó
2x10 3.610.16 1.01:0.08 {0.001

(B) (7)

ó
4x10 5. 38:0. 46 2. 371-0. 2C) {0.001

(B) (8)

ó
IOHIÜ 6.95:0.43 6.4:O.37 NS

(ó) (7)

a:di+erencia de peso de los ganglios popliteos derecho e
izquierdo siete dias después de la inoculación de
esplenocitos BALB/cen 1a almohadilla plantar derecha.Expresado
como promedio en mg i ES (número de animales).

b:ca1cu1ado por el "t" de student.



1.2.b.Reaccibn de GvHcon esplenocitos AKR/Jen híbridos

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

Comopuede observarse en la Tabla 4. los niveles

de GvH local desencadenados por 2.5, 5 y 19x10

esplenocitos de la cepa ANR/Jen los híbridos recíprocas

entre esta cepa y BALB/c, fueron similares para ambos

híbridos, obteniéndose valores de EvHdue no diferian

significativamente.

1.3.a.Reacción de GvHcon esplenocitos BALB/cen híbridos

F1(BALB/chBA/2) y DBA/ZXBALB/c).

Los resultados pueden observarse en la Tabla 5 y

en 1a Figura 14. En las tres dosis ensavadas, se obtuvieron

valores de GvHsignificativamente mayores (pí0.001) en los

F1(DEA/2xEALB/c>. En este caso, las cepas utilizadas como

parentales difieren entre sí solamente en sus
d a d

AmH,incluvendo al locus Mls (EALB/c:H-2 , Mls ; DBA/2:H-2 ,
b

Mls ).

1.3.b.Reacción de GvHcon esplenocitos DBA/2 en híbridos

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

Comopuede observarse en la Tabla ó, los valores

de GvHdeterminados por la inoculación de esplenocitos de

la cepa DBA/2, resultaron similares en los F1 recíprocos
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TABLA 4

REACCIONES LOCALES DE GVH EN HIBRIDDS FI RECIPROCÜS.In¿erto de
esplenocitos AHR/Jen F1(EALB/chHR/J) y F1(AHR/JHBALB/c).

a
Dosis de GvH en H U E S P E D E S b
esplenocitos p
AEP/J F1(AHR/JHBALE/c) F1(BALB/chHR/J)

ó
2.5x10 O.óó:O.17 1.0ó:O.Eó NS

(ó) (7)

ó
5.0x10 1.38:0.32 1.55:O.26 NS

(11) (11)

ó
IOHIÜ 2.1210.83 1.43:O.36 NS

(ó) (ó)

a:diferencia de peso de los ganglios popliteos derecho
izquierdo siete
esplenocitos AMR/Jen la almohadilla plantar derecha.Expresado

(número de animales).CDIT‘ID

b2calculado por el

dias después de la inoculación de

promedio en mg i ES

Iltll de Student.

E



GvH 5

(mg) I

4p

3. 1\Ï
2L1'

Ï/‘Ï
2 5 6 1.2x 10 linfocitos BALB/c

Figura 14 : Reacción' de GvHcon linfocitos BAlB/c en huéspedes
Fl (BAIB/cxmA/Zm F1(l]3A/2xBAIB/c)o



TABLA 5

REACCIONES LOCALES DE GVH EN HIBRIDDS FI RECIPRDCDS.Injerto de
esolenocitos EALB/C en F1(BALB/CHDBA/2) y F1(DEA/2HBALB/C).

a
Dosis de GVH en H U E S P E D E S b
esplenocitos
BALB/c F1(DBA/2HBALB/C) F1(BALE/CHDBA/2)

ó
2x10 3.08:O.4O 0.41:O.12 {0.001

(9) (B)

ó
5x10 2.91:Ú.30 0.75:O.13 {0.001

(8) (B)

ó
12x10 4.75:O.32 1.18:O.26 {0.001

(B) (9)

a:di+erencia de pesos de los ganglios DDDlltEDS derecho
izquierdo siete dias después de la inoculación de
esplenocitos BALB/cen la almohadilla plantar derecha.Expresado
como promedio en mg + ES (número de animales).

b:calcu1ado por el "t" de Student.

e



TABLA ó

REACCIONES LOCALES DE GVH EN HIBRIDDS FI RECIPRÜCÜS.IñjEFtD de
esplenocitos DBA/2 en F1(BALB/CHDBA/2) y F1(DBA/2HEALB/C).

a
Dosis de GVH en H U E S P E D E S b
esplenocitos p
DEA/2 F1(DBA/2xBALB/c) F1(BALE/chBA/2)

ó
2.5x10 O.25:O.12 O.22t0.09 NS

(ó) (ó)

ó
5x10 0.2910.Úó 0.31:0.09 NS

(8) (8)

ó
10x10 O.49ÏÚ.11 O.EE:D.08 NS

(8) (9)

a:di+erencia de peso de los ganglios pooliteos derecho e
izouierdo siete dias desoués de 1a inoculación de
esolenocitos DBA/2en 1a almohadilla plantar derecha.EHoresado
como promedio en mg Ï-ES (número de animales).

b:ca1cu1ado oor el "t" de Student



F1(BALB/CxDBA/2)y F1(DBA/2xBALB/c).En ninguna de las dosis

ensavadas se observaron diferencias significativas.

2. NIVELES DE PROTECCION FRENTE A GVH LOCALES DETERMINADOS

PUR LA INÜCULACIÜN E.V. DE LINFÜCITDS PARENTALES.

Estudiamos 1a inducción de protección frente a1

injerto de esplenocitos de una cepa parental en los F1

recipropcos. La protección de los huespedes se logra a
traves de la inoculación e.v. de esplenocitos de la misma

cepa parental con la oue se desencadenara posteriormente el

GvH. Esta inmunización determina en los huespedes la

proliferación de clones de celulas T con actividad hacia

los receptores T alorreactivos dirigidos hacia los AMHde

la otra cepa parental del F1. Estos clones T, por lo tanto.

tendran capacidad de suprimir las reacciones de GvH

desencadenadas en estos huespedes con linfocitos de la

misma cepa parental. Cuando estudiamos la inducción de

Drotección en los pares de F1 reciorocos encontramos

diferencias significativas en las combinaciones de cepas
estudiadas.

2.1.Niveles de protección frente al GvH de esplenocitos

BALB/Cen híbridos F1(BALB/chKR/J) y F1(AKR/JxBALB/c).

La inoculación e.v. de esplenocitos EALB/cen

huespedes Fl(BALB/chHR/J) y F1(AHR/JHBALB/c) determinó

Resultados =93=



due los valores de GvHdesencadenados por esplenocitos de

la misma ceba parental EALB/c disminuyera

signiFizatiwamente en amboshíbridos (Tabla 7.Fio 15). Los

niveles de protección observados en amboshíbridos fueron

significatixamente diferentes, siendo mavores los

observados en el híbrido F1(AHP/JHEALB/c);en este F1 todas

las dosis de protección ensavadas determinaron

disminuciones significativas sobre los valores de GvH

control (sin protección). En el híbrido recíproco
ó

Fl(5ALE/anHF/J), la dosis de protección e.v. de 5310 no

determinó una disminución significativa sobre los niveles

de GvH control, mientras due sí lo hicieron las

dosis de 7.5, IÜ v :ÜHIÜ esolenocitos.

2.2. Niveles de protección frente al GvHde esplenocitos

BALB/c en híbridos recíprocas F1(EALB/chKR.M) y

F1(AKR.MXBALB/c).

La inoculación e.v.de esplenocitos BALB/c en

híbridos F1(BALB/chHR.M) y F1(AHH.MHBALB/cldeterminó una

supresión signi+icativa de la reacción de EVHdesencadenada

5 días más tarde por esplenocitos de 1a misma cepa EALE/c.

Se observaron diferencias significativas en los niveles de

supresión del GvHdeterminados en los híbridos recíprocas

(Tabla D Figura ló). En los F1(AHR.MHBALB/c),las dosis de
' e
S iünlü esplenocitos e.v. determinaronc -'

¡J! ¡J

disminuciones signi+icativas de los valores de GvH local

Resultados =Pü=



GVH

(mg)

7 4

6 [­

5 r F
4 .

3

2 4

l 4

o 5 7'.5 Ïo 2'0 o '5 fs 16 2*0
x 106 esplenocitos BAIB/ce.v.

Huéspedes Fl(BAIB/chKR/J) Huéspedes F1(AKR/JxBALB/c)

Figura 15 : inducción de protección frente al GvHde una cepa parental (BALB/c)por
inoculación e.v. previa de esplenocitos de la mismacepa parental.
Se graficaron los resultados de un experimentorepresentativo.



TABLA 7

PROTECCION FRENTE AL GVH local POR INOCULACIDN E.V.DE
ESPLENÜCITÜS PARENTALES.Induccion de oroteccion
frente al GVHlocal de BALB/Cen F1(EALB/chHR/J) y
F1<AFFHJxBALB/c)

a b
PFETFAT. Z de SUPRESIÜN del BVH BALE/c
B LB/C en huespedes p

.V. FiíEfiLB/CHAHF/J) F1(AHE/JxBALE/c)

ó
5x10 0:52 45:91 {G.Üül

ó fi
7.5x10 22:42 75+BZ {0.001

ó
IOHIÜ 46:71 74:92 {0.01

ó
20x10 ¿sisx 75:6Z NS

i. NSresoecto al control

dosis de esolenocitos de la ceoa BALE/cinoculados en

{orma e.v. el dia -5.

" de suoresióniES de las reacciones de GvHdesencade­

nadas por lünlü esplenocitos BALB/crespecto del control sin

orotecc1on.Los resultados son el oromedio de tres experi­

mentos en los oue se utilizaron al menos 4 animales por grupo.

calculado oor “t” de Student.
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0 5 7 . 5 10

x106esplenocitos BAIB/ce.v

Huéspedes Fl (BAIB/chKR.M) Huéspedes Fl (AKR.MxBAIB/c)

Figura 16 : inducción de protección frente al GVHde una cepa parental (BALB/c)
por inoculación e.v. previa de esplewcitos de la mismaqua paren­
tal.Se graficaron los resultados de un experimentorepresentativo.



TABLA B

PROTECCION FRENTE AL GVH local POR INÜCULACION E.V.DE
ESPLENÜCITÜSPARENTALES.Induccion de oroteccion
frente al GvH local de BALB/c en F1(BALB/chHR.M)
F1(ñHF.MHEfiLB/C)

a
PFETFAT. K de SUPRESIDN del GvH BALB/c
EALB/C en huespedes p

E.V. F1ÏBQLE/CHAHR.M) F1(AHR.MMBQLB/c)

ó
5319 0:31 34+4Z {0.001

ó
7.5r10 D+4Z S4+óZ {0.001

ó X

10:1Ñ Züi7ï 56+?Z f0 Ül

ó
Búziú EZ+TZ ND

l: NSresoecto del control

a: dosis de esolenoc1tos de 1a :eoa BALB/cinoculados en

forma e.v. el dia -S.

b: H de supresión de las reacciones de GvHdesencadenadas

por iüxlü esolenocitos BALB/crespecto del control sin

oroteccion.Los resultados son el promediode tres exoeri­

mentos en los oue se utilizaron a1 menos 4 animales por grupo.

C calculado oor "t" de Student.



7...,(_htre el y el 581). En el híbrido recíproco, en

cambic, solamente una dosis de :ÜHIÜ esplenocitos por via

e.v. fue capa: de inducir una disminución significativa

(pfiO.ÜÜ1, supresión del 53%) frente al EvH desencadenado

por la cepa parental BALE/c.

3.CINETICA DE CRECIMIENTO DE TUMDRES DE ORIGEN PARENTAL EN

HIBRIDDS RECIPRÜCÜS.

Estudiamos la cinética de crecimiento los

índices de mortalidad determinados en pares de F1

recíprocos por el desarrollo de tumores de una de las cepas

parentales. Pudimosdeterminar la existencia de diFerencias

significativas en los parametros citados en uno de los

tumores estudiados (LB), cuya cepa de origen, BALB/c, había

mostrado di+erencias significativas en los valores de GVH

cuando se estudio su reactividad en el mismo par de

híbridos recíprocos.

3.1.a.Crecimiento del linfoma LB en híbridos

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

Comopuede observarse en la Tabla 10, el tumor

LB, originado en la cepa EALB/c, alcanzo tamaños

significativamente mayores (piü.001) en los híbridos

F1(BALB/anHR/J) que en sus recíprocos FlíñHR/JxEALB/c).

Las curvas de mortalidad acumulativa (Tabla 9 y Figura 17)

Resultados =95=
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TABLA 10

MDRTALIDAD ACUMULATIVA DE F1 RECIPRÜCOS POR LINFDMAS DE UNA
CEPA PARENTAL.H:rtalidad de F1(BñLB/:xfiHR/Jï y Fl(ÑHR/JHEÑLB)
inoculadas czñ ;E.

FlífiMR/JMEÑLBIC) FI(BÉLB”CHAMR/J)

p...
'J

H
\

F­ [_I Ü‘ N

14 2 11 181 — lï ¿3.

lÏ " ll :“Ï 11/15 73X

ió 4/11 362 12/13 SCM

17 14/15 932

1D 5/11 a='

:1 3 11 547/. 15 15 11' "'/.

2: 5.11 “:2

32 li'il lÜCK

xmv:20.45+1.59 xmv:lï.2:'.ï 3 D. i

ó
a :Se inocularcn Emi? células de LB en hembras1 1

hembras FlÍÉHF/¿HEÑLB/C) y 15 FlíBÑLE/CHQHF/J)

b :animales muertzzftotal.

c :Z de mcrtalijad acumulativa.

umv :3romed1u d= s de sobrevida post-inoculaciónjES.
La signif' s calculó Dar el “t” de Stujent.
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Figura 17 : %de mortalidad determinada por la inoculación de

2x106 células del tumor LB en Fl(AKR,/JxBAIB/C)E y
en Fl (BALB/CXAKR/J)- .



reflejaron también esta diferencia en el crecimiento

tumoral, siendo significativamente mayor (pï0.01) la

mortalidad observada en los híbridos F1(BALE/chHR/J) que

en los correspondientes recíprocos.

3.1.b.Crecimiento de tumores LIS en híbridos

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

El crecimiento del linfoma LIS, originado en

la cepa AHR/J, no mostro diferencias significativas en los

híbridos recíprocos estudiados (Tabla 11). Las curvas de

mortalidad acumulativa de ambos híbridos (Tabla 12 y

Figura 18) tampocomostraron diferencias significativas.

4.REACCIÜNES DE GVH LOCAL SINGENEICÜ ENTRE HIBRIDOS

IDENTICDS Y RECIPROCDS.

Cuando se desarrollaron ensayos de GvH local

singeneico inoculando en la almohadilla plantar de adultos

F1 esplenocitos del híbrido idéntico y del recíproco. se

observo que, en las combinaciones de cepas estudiadas, los

niveles de GvH singeneico determinados por el híbrido

recíproco eran mayores que los determinados por el híbrido

idéntico. Estas diferencias en los niveles de GvH local

singeneico se observaron en combinaciones de cepas que

diferían en sus AMHy en sus AmH (BALB/c y AHR.M; BALB/c y

Resultados =96=
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Figura 18 : %de mortalidad de F1(AKR/JxBALB/c)(-0 y
F1(BALB/chKR/J)Q==) por inoculación de 10
células del tumor LlS.

6



AMR/J), asi como en una combinación de cepas que comparten

los AMHpero difieren en los AmH, incluyendo a1 Iocus M15

(BALB/c y DBA/2). En este caso se obtuvieron diferencias

significativas pero de menormagnitud.

4.1.Reacciones de GVHlocal singeneico entre híbridos

idénticos y recíprocos que difieren en sus AMHy en sus

AmH.

4.1.a.Reacciones de GVHlocal singeneico entre híbridos

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

ó
La inoculación de 10x10 esolenocitos

F1(AHF.MxBALB/c) en huespedes F1(BALB/CHAHR.M) determinó

valores de GvH singeneico varias veces mavores due los

determinados bor la inoculación de la misma dosis de

esolenocitos del hibrido idéntico (Tabla 13). La diferencia

entre estos valores fue altamente significativa

(oïü.001). Del mismo modo, la inoculación de celulas

esolénicas del híbrido F1(AHR.MxBALB/c)en el híbrido

recíproco determinó valores de GvH singeneico varias

veces mayores (oiO.ÜO1) oue los determinados por 1a

inoculación de esolenocitos del híbrido idéntico

F1(BALB/CHAHR.M) (Tabla 13).
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4.1.b.Curvas de dosis respuesta de la reacción de GvH

singeneico idéntico y recíproco en huespedes
F1(BALB/CXAKR.M).

En la Figura 19 y la Tabla 14 se describen los

resultados de la inoculación de distintas dosis de

esplenocitos de los híbridos idéntico y recíproco en
huespedes F1(BALB/cxAHR.M).Las di+erencias en los valores

de GvHsingeneico fueron altamente significativas para las
tres dosis estudiadas.

4.2.a.Reacciones de GVH singeneico entre híbridos

Fl(BALB/chKR/J) y F1(AKR/JxBALB/c).

Cuando se llevaron a cabo reacciones de GvH

singeneico en huesoedes FlfiBAL/CKAHR/Jl, el injerto de

esplenocitos del hibrido recíproco Fl(AHR/JuEALB/c>

determinó valores de GvHsingeneico varias veces mayores

que los determinados por la inoculación de la misma dosis

de esolenocitos del hibrido idéntico. Los resultados se

eaponen en la tabla 15. Las diferencias entre estos valores

{ueron altamente signi+icativas (píÜ.ÚOl).

El injerto de esplenocitos del F1<BALB/chHR/J)

y del F1(AHF/JmBALE/c) en huespedes F1(AKR/JHBALB/c)

arrojó diferencias similiares, siendo los valores de GvH
determinados por el hibrido recíproco a1 huesoed mayores

que los obtenidos por la inoculación del hibrido idéntico

(o{0.001) (Tabla 15).

Resultados =98=
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Figura 19 : Reacción de (MIS con esplenocitos F1(BAIB/chIG{/J)*
y esplenocitos F1(AKR/JxBAIB/c)0 en huéspedes
F1(BAIB/chKR/J) .



TABLA 14

CURVA DE DOSIS-RESPUESTA DE LA REACION DE GvH SINGENEICÜ ENTRE
HIBRIDÜS IDENTICDS Y RECIPROCDS.InjertD de esolenocitos del
F1(BALE/CKÉHF.M) del F1(AHF.HHBALE/C) en huésaedes
F1(BÑLEJCHÑHR.M)

a b
DOSIS DADDR p

F1(BÑLB/CHÉHF.M) F1(AHR.MHBALB/c)

ó C

2 5).:1") ". 29:0. Úó C).BÉiCï'. 11 “ÍÍ'Ü.0‘31
(B) (9)

ó
leü O.ÉE+O.ÜP 1.35:ü.25 {G.üül

(8) (9)

r ó
lüwlü G. 5:0.Ü7 1.681ü.15 {0.001

(8) (B)

a : dosis de esolsnocitos inoculados en la almohadilla
Blantar derecha de los F1 indicados.

b : diferenCLa de DEEOentre los ganglios popliteos dera
ChDe IZÜUiEFdQa los 7 días de la inoculación.
Exaresada en mg+ES(nümerode animales).

calculada Dar “t” de Student.



4.3.Efecto del pretratamiento del injerto de esplenocitos

del hibrido recíproco con mitomicina-C.

Desarrollamos ensayos de GVH singeneico

recioroco con esolenocitos pretratados con mitomicina-C

para inhibir su proliferación. En las combinaciones de

hibridos reciorocos estudiadas, se obtuvieron disminuciones

significativas del GVHsingeneico recíproco por este
Dretratamiento.

4.3.a.Injerto de esplenocitos F1(AKR/JxBALB/c)pretratados

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

Los resultados se observan en la Tabla 15. El

oretratamiento del injerto de esplenocitos F1(AHR/JxBALE/c)

con mitomicina-C, determinó una disminución signiiicativa

(piÜ.ÜOl) en los valores de GvHsingeneico en huespedes

reciorocos, cuando se comparó con el e+ecto determinado por

la inoculación de esolenocitos sin oretratamiento. Cuando

se comoaró este valor de EvHsingeneico con el determinado

por 1a inoculación de la mismadosis de esplenocitos del

hibrido idéntico, se obtuvieron diferencias HS.

4.3.b.Injerto de esplenocitos F1(AKR/JxBALB/c)pretratados

con mitomicina-C en huespedes F1(BALB/chKR/J).

En este caso el oretratamiento del injerto

Resultados =o9=



TABLA 15

GVH LOCAL SINGENEICÜ ENTRE HIBRIDOS IDENTICÜS Y RECIPROCOS.
Comblnacienes entre las cepas BALB/cy HHH/J.

DADOR(a) HUESPED PRETRAT(D) GVHSR(C)

1.

F1(EALE/cxñhR/J)-—}F1(EALB/chHR/J) __ Ü.óO:O.11
(a)

xx
F1(AHRJJxBQLB/cü-—FF1(BáLE/chHR/J) __ 3.13:ü.42

(13)
d H

F1(mua/JxBALB/c;——>F1(BALE/chHR/J) MITDN o.39:o.54
(12)

e
FICAKR/JMBALB/c)--FF1(BALB/CHAHR/J) L.NY. :.20:o.29

(ó)

F1(AHF/JnBALE/:)——FF1(AHF/JKBALB/c) -— o.:3:o.1:
(e)

xt
F1(BALB/CHAHR/J)——LF1(AKR/JHBALB/c) __ 3.63:Ü.28

(8)
xx

F1(BALE/cXAHR/J)--FF1(AHF/JHBALE/c) MITÜM o.73:o.21
(7)

a .

b

c :

d

Xi :

ó
10x10 esolenocitos inoculados en la almohadilla plantar
derecha de los huespedes F1.

Dretratamiento de los esplenocitos del dadoru

diferencia de peso entre los ganglios ponliteos derecho
e izuuierdo .Exnresado en mgtES (número de animales)

Esnlenocitos Dretratados con mitomic1na-C.

:s no adherentes a lana de nylon.Se injertó
dosis habitual.

D 9.001 calculada por el "t" de Student.



recíproco con mitomicina-C determinó también una

disminucibn muy signi+icativa (pí0.001) en los valores de

GvHlocal singeneico recíproco (Tabla 15).

4.4.Reacciones de GvH local singeneico recíproco con

poblaciones esplenicas enriquecidas en celulas T.

Cuando se llevaron a cabo inJertos de

esplenocitos del hibrido recíproco con poblaciones

celulares no adherentes a lana de nvlon, es decir

enriquecidas en celulas T, se pudo observar que las mismas

poseían una alta capacidad de desencadenar reacciones de

GvHlocal singeneico recíproco. En e+ecto, como puede verse

en la Tabla 15, el injerto de ixlüó esplenocitos del

F1(AKR/JHBALB/c) no adherentes a la lana de nylon, es

decir, el equivalente al númerode celulas no adherentes

presentes en los inoculos de 10x10 esplenocitos totales,

determinó valores de GvHsingeneico semejantes (diferencias

NS) respecto de dichos inoculos de esplenocitos totales v

diferencias muy significativas respecto a los controles
(102-110óesplenocitos del F1 idéntico al huésped). Estos

resultados indican que 1a reaccion desencadenada por la

inoculación de esplenocitos del hibrido recíproco,

dependería de la proli+eracion de las celulas T presentes

en el injerto.

Resultados =100=



4.5.Reacciones de GVHlocal singeneico entre híbridos

recíprocos en combinaciones de cepas que difieren

solamente en sus AmH.

Las reacciones de GVHsingeneico entre híbridos

idénticos y recíorocos en las combinaciones de dos cepas

que difieren unicamente en sus AmH, incluyendo el locus

Mls. también mostraron diferencias significativas, aunque

éstas fueron menores que las observadas cuando las

reacciones se desarrollaron en combinaciones de ceoas que

diferían tanto en sus AMH cuanto en sus AmH.

4.5.a.GvH local singeneico entre los híbridos

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

En 1a Tabla 16 se muestran los resultados de

estos ensayos. En huespedes F1(BALB/chBA/2), los valores

de GvHlocal desencadenados por esplenocitos del híbrido

recíproco fueron significativamente mayores (o{0.01) que
los corresoondientes al híbrido idéntico.

En los huespedes F1(DEA/2xEALE/c), las

reacciones de GvHlocal tambien fueron significativamente

mayores (oi0.001) con injertos de esplenocitos del F1

recíproco que con esolenocitos del F1 idéntico.
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5. REACIÜNES DE CULTIVO MIXTO DE LINFÜCITÜS SINGENEICÜ

ENTRE HIBRIDÜS F1 IDENTICDS Y RECIPRÜCÜS.

5.1.Reacciones de cultivo mixto de linfocitos singeneico

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

Se estudió la capacidad proliferativa de

esplenocitos no adherentes a lana de nylon de híbridos F1,

estimulados por poblaciones esplenicas totales de híbridos
idénticos o recíorocos. La Tabla 17 muestra los resultados

obtenidos.

Coincidentemente con lo observado en reacciones

de GVH local singeneico entre híbridos idénticos y

recíprocos, la proliferación celular observada cuando la

población estimuladora derivaba de híbridos recíprocos a

los correspondientes a la población respondedora, fue

significativamente mayor (píÜ.ÜÜl) que la obtenida por

estimulación de los linfocitos T con esplenocitos del

híbrido idéntico. Así, el índice entre la proliferación de
células T de híbridos F1(AHR/JxBALB/c) estimuladas por

esplenocitos de híbridos F1(BALB/CHAHF/J) y la

proliferación frente a celulas del F1(BALB/chHF/J) osciló

2.9 H 2.4. Estos resultados indican claramente queentre ,
los linfocitos T de ratones F1 reconocen de manera

diferente a los esplenocitos provenientes de híbridos

idénticos y de F1 recíprocos.
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ó. EFECTO DEL AMAMANTAMIENTO CON HEMBRAS DE LA CEPA PATERNA

SOBRE LAS REACCIONES DE GVH SINGENEICO ENTRE HIBRIDOS

IDENTICOS Y RECIPROCOS.

Para investigar una de las posibles vias a

traves de las cuales podria establecerse el efecto materno

sobre los niveles de reconocimiento de lo propio por parte

de la cria, desarrollamos ensayos de GVHlocal singeneico

utilizando como dadores esplenocitos de F1 normales

(inoculados en la almohadilla plantar izquierda) v de F1

amamantados desde el nacimiento por madres nodrizas de 1a

ceba paterna (almohadilla plantar derecha). En las

combinaciones de cepas estudiadas, los pesos de los

ganglios popliteos inoculados con cada uno de estos dos

tipos de celulas resultaron significativamente diferentes,
tanto cuando se compararon los valores de GvH singeneico

entre híbridos idénticos. amamantadosy normales, cuanto

cuando se compararon los valores de SVHsingeneico entre

híbridos reciprocos.

6.1.Reacciones de GVH local singeneico de

F1(AKR/JxBALB/c) en huéspedes F1(AKR/JxBALB/c).
{BALB/C

Los datos experimentales pueden observarse en la

En estos ensavos. cada huésped F1<AHF/JxBALB/c>

Fue inoculado en la almohadilla plantar derecha con IOHIO



esplenocitos del hibrido idéntico pero amamantado con

hembras nodrizas de la ceoa paterna BÉLE/c,es

decir. FlÍAHF/JxBQLE/c) (Tabla 18.1.). Ademas,se
{BALB/c

inocmlo en la almohadilla plantar izduierda de los mismos
ó

huespedes. lunlw esolenocitos del hibrido idéntico normal,

F1(AHF/]xEáLB/c). Las diferencias de peso entre los

ganglios popliteos izquierdo v derecho de los animales asi

inoculados fueron altamente significativas (E.Pljü.27mg).
Cuando huespedes FlíñHR/JHBALB/c) fueron inoculados con

esplenocito; de híbridos F1(AHF/JuBALE/cl en la
{BALB/c

almohadilla palantar derecha pero se :hgertaron

esplenocitos del hibrido recíproco al huésped en 1a pata

contralateral, las diferencias de peso entre los ganolios
popliteos fueron tambien importantes (1.3:O.41mg), pero

significativamente menores DUE las del caso :nterior

6.2.Reacciones de GvH local singeneico de

F1(BALE/chKR/J)
fAKR/J

en huéspedes F1(BALB/chKR/J).

En este caso huéspedes F1(BALB/cxñHF/J) Fueron

inoculados en la almohadilla plantar derecha con

esplenocitos del hibrido idéntico amamantadopor hembras de

la cepa paterna. es decir F1(EALB/anHR/J) , y en la
#AHR/J

almohadilla plantar izquierda con esplenocitos del hibrido
idéntico. Comose muestra en la Tabla 19.3. las diferencias

de peso entre los ganglios popliteos correspondientes
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fueron altamente significativas (3.34 +Ü.29mg).

6.3.Reacciones de BVH local singeneico de

F1(AKR/JxBALB/c) en huespedes F1(BALB/chKR/J).
fAKR/J

Ratones F1(EALB/chHR/J) fueron inoculados en 1a

almohadilla plantar derecha con esplenocitos de híbridos

F1(AHR/JnBALB/c) y en la almohadilla plantar
{AHF/J

contralateral con esolenocitos del F1(AHR/JHBALB/c),es

decir el F1 normal recíproco al huésped. Los resultados,

due se observan en la Tabla 19.4, mostraron que la

proliferación determinada por esplenocitos del Fl recíproco

normal +ue significativamente mayor que la determinada por

los esolenocitoe del mismo tioo de F1 pero amamantado por

nodriza de la cepa paterna. Esto determinó que los valores

de EvHsinoeneico {ueran, en este caso, negativos.

7.CULTIVD MIXTO SINGENEICU ENTRE HIBRIDDS NORMALES E

HIBRIDÜS AMAMANTADDSPOR NDDRIZAS DE LA CEPA PATERNA.

Se desarrollaron eneavos de CML singeneico

enfrentando poblaciones celulares enriquecidas en celulas T

de F1 normales con poblaciones esplenicas totales de

híbridos idénticos y reclorocos amamantadoscon hembras

de la cepa paterna. Los resultados, due figuran en la Tabla

19 y en la Figura 20, muestran oue los niveles de

estimulacion de la proliferación T determinados por
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ee:leno:;toe de F1 normales y de V1 amamantadoe oor

nodri:ae €ueron Elgnificativamente di+erentee. ¿5to ee

verifzco tant: en las respuestas frente a F1 idénticos
cuanto en las reeoueetae frente a F1 reciorocoe.

7.1.Reaccibn de CML singeneico de híbridos

F1(AKR/JxBALB/c) frente a F1(AKR/JxBALB/c)
fBALB/c

F1(BALB/chKR/J) .
fAKR/J

En la Tabla 19 y la Figura :0 ee oueden ooeervar

los resultados obtenidos. La Droliferacion de ooblac1ones

eeolenzca; enriouecidae en celulas T de F:(ñHR/JxEALB/c)

fue eigni+icativamente mavor (oïü.001.1v73) cuando se

utilizaron comoeetimuladorae ooblacionee eeolenicae del F1

identlco amamantado oor nodriza que :qando Fueron

eetimuladae :or el F1 idéntico normal.

Si ee comoara la estimulacion determinada por el

híbrido recíoroco normal y el recioroco amamantado oor

nodriza (gve4), ee observa oue esta última es

e;gnif1:ativamente menor (piÚ.ÜOI).

Finalmente, la eetimula:1ón con el hibrido

idéntico amamantado oor nodriza, F1(AHR/JxBALB/c) fue
{BALB/c

mayor o lgual oue la determinada oor el hibrido recioroco

normal Fl<BALBJCxQKE/J) (p<ú.üï o NS,;V53). De manera

coincidente. la proliferación de celulas T del
FlíáHR/JMBÉLE/cl+rerte a celulas del F1 ideñtico normal y

frente a eeolenocitoe del F1 recíproco amamantad: oor

"L _I_ _ '.’_.Reeu_hauoe —1u:—
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Hemos investigado 1a influencia materna en el

reconocimiento de los antígenos de histocompatibilidad

Dropios, utilizando comomodelo experimental el estudio de

respuestas inmunes hacia estos antígenos propios en

híbridos F1 recíprocos adultos. Pudimos comprobar la

Histencia de di+erencias significativas entre estos
híbridos en las respuestas de alta afinidad hacia los

antígenos de histocompatibilidad propios de origen materno

y paterno. Determinamos tambien que las reacciones de

reconocimiento de los AMHde clase II propios de baja

afinidad entre F1 idénticos y F1 recíprocos resulta

significativamente diferente. Finalmente, demostramosque
el amamantamientoes uno de los vehículos a través de los

cuales la madre ejercería su influencia en la Horesion

y/o el reconocimiento de lo propio en los F1 recíprocos.

Comenzamos este trabajo estudiando en forma

combarativa las reacciones de GvHlocal inducidas por

inoculación de esplenocitos parentales en pares de

híbridos F1 recíprocos. En las tres combinaciones de cepas

estudiadas observamos diferencias significativas en los

niveles de GvH cuando los ensayos fueron desencadenados

por esplenocitos de una de las cepas parentales (BALB/c).

Así, en los ensayos en los que utilizamos como huespedes
los híbridos derivados de los cruzamientos entre ratones de

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

desencadenadas por esplenocitos BALE/c fueron

Discusión =109=



significativamente mayores (piÜ.ÜOi y pfü.02) en el

F1(AHF.MHBALB/c) que en su recíproco F1(BALE/CHAHR.M) en

las tres dosis ensayadas (Tabla 1 y Fig 12). En la

combinaciones entre las cepas BALE/c y AMR/J, (H-Ed y H-2k)

los niveles de GvHfueron significativamente mayores en el

F1(AHR/JxEALB/C)que en su recíproco, para dos de las tres

dosis ensayadas (p{0.001) (Tabla 3 y Fig 13). En los

ensayos con huespedes F1(DBA/2xBALE/c) v F1(BALB/chBA/2)

(ambos H-Ed, difieren solamente en AmH), las reacciones de

GvH fueron significativamente mayores (p 0.001) en el

primero de los F1 en las tres dosis ensayadas (Tabla 5 y

Fig.14).
En las condiciones experimentales utilizadas,

las reacciones de GvHdesencadenadas con esplenocitos de

las cepas AHF.M, AHF/J y DBA/2en los pares de híbridos

reciprocos correspondientes, no arrojaron diferencias

significativas (Tablas 2, 4 y ó). Estas cepas manifestaron

tanto altas (AHR.M y AHR/J) como bajas (DEA/2)

reactividades, indicando que la no detección de diferencias

en las reacciones de GvHdesencadenadas con estas cepas no

estaria correlacionada con los niveles de reactividad de

las cepas dadoras del injerto.

Comprobamos, por lo tanto, la existencia de

diferencias en los niveles de GvH locales desencadenados

por una de las cepas parentales en los híbridos reciprocos,

tanto en combinaciones de cepas que difieren en sus AMHy

en sus AmHcomo en una combinacion de cepas parentales oue

Discusion =110=



comparten sus AMHy difieren solo en sus AmH, incluyendo

el locus Mls. En estos ensayos de GVHlocal se cumplio el

llamado efecto materno 231), es decir que los niveles de

GVH +ueron menores en el hibrido para el cual la cepa

dadora coincidia con su cepa materna. En las tres

combinaciones de cepas estudiadas, solo una de las cepas
Darentales (BALE/c) mostro tales diferencias. Estos

resultados coinciden con los reportados por otros autores.

Uphoff observo (230-233) diíerencias signi+icativas en la
mortalidad de ratones Fl recíprocos. cumpliendose el efecto

materno. con injertos de medula osea de 1a cepa
r b

RIII en combinaciones entre RIII y C5781 (H-2 y -2 ü, con

DBA/2 en ELE combinaciones con 65731. con BALB/c en

los híbridos con CS7BL, y en una combinacion de dos
k

cepas H-Z . Morse y col. (234) encontraron diferencias

significativas en los indices esplenicos y la mortalidad de

los recien nacidos cuando injertaron esplenocitos de las

cepas SALE/c y STBLen los F1 correspondientes. Estos

resultados indican que este efecto no quedaria

restringido a la cepa SALE/c. No resulta claro, sin

embargo. cuales son las caracteristicas due determinan oue

una cepa ponga o no en evidencia la existencia de

diferencias en las reacciones de EVHen los F1 reciprocos.

Como hemos señalado, esto no parecería depender de la

reactividad de las mismas y no dependeria tampoco

exclusivamente de la oosesibn de un determinado hablotipo.

Nuestros datos y los reoortados por estos autores sugieren



due esta capacidad podría estar relacionada con las

características genéticas de las cepas, incluyendo tanto

los QMH como los RmHpor lo que, como ocurre con otros

efectos maternos (235-237), sólo se manifestaría en algunas

combinaciones de cepas.

Investigamos 1a inducción en los F1 recíprocos

de respuestas regulatorias frente a los receotores T de

alta afinidad hacia los AMHpropios. Comoexplicaramos en

la Introducción (pagina 4D), Wilson y col.(12Ü-125)

demostraron due en los Fl se pueden expandir poblaciones

de celulas T dirigidas hacia los receptores T parentales

con reactividad hacia los AMHprppios heredados a partir

de la otra cepa parental, es decir clones anti-anti-H-E

propio. Estas poblaciones T regulatorias aparecen

rapidamente en los híbridos por inoculación e.v. de celulas

linfoideas de las cepas parentales.

La expansión de estos clones se pone de

manifiesto en ensavos de EVH, y puede ser cuantificad: a

traves de la medición del grado de protecc:ón frente al

injerto local o sistémico de linfocitos de la misma cepa
parental inductora de la protección.

Estudiamos entonces la inducción de protección

frente al GvHlocal en bares de híbridos recíprocos. Con
ó

ba3as dosis de esplenocitos e.v. (5, fi.5 19x10

esplenocinos) el porcentaje de supresión de las reacciones

de GVHfue significativamente diferente en los híbridos

D scusión =112=



ó
recíprocos. La inoculación de S a 20x10 esolenocitos

BALB/c en los híbridos F1(AHR.MHBALB/c) y F1(AHR/JKBALB/c)

determinó porcentajes significativos de supresión

(píü.ÜÚl). En los híbridos recíprocos en cambio fueron

necesarias dosis de 10 y EÜHIÜÓesplenocitos SALE/c para

desencadenar respuestas de protección significativas

(Tablas 7 y B, Figuras 15 y 16).

Es decir due, en las combinaciones de ceoas

1e. las respuestas frente a los receptores T de

alta afinidad hacia los AMHpropios resultaron diferentes
en lcs F1 recíprocos.

Se ha postulado que durante 1a vida del

individuo. emergerían al azar clones portadores de

s AMHpropios y dueUreceptores de alta afinidad frente a 1

1or clones T con reactividad hacia estos receptores anti­

MHC propio evitarían la aparición de reacciones

autoinmunes de tipo patológico (125.238). Nuestros

resultados indican due los F1 recíprocos presentan

diferencias significativas en estas resouestas
regulatorias.

Las respuestas inmunes normales frente a

antígenos convencionales tienen como requisito el

reconocimiento de los AMH propios, como se pone de

manifiesto en el fenómenode la restricción T. Pero este

reconocimiento de 1o propio opera con oaJa afinidad.

Para investigar este tipo de autorreactividad en los F1

Discusión =113=
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sin oretratar (Tabla IE), lo que indicaria que las

reacciones ¿e :vH singeneico recíproco dependeriao en gran

parte de la proliferación de los esolenocitos del injerto.

No puede descartarse, sin embargo, oue la proliferación

celular dependa en este caso de unas pocas vueltas de

división de las células injertadas, que en los
posteriores eventos proliferativos que determinan el

aumento de peso de los ganglios participen también las
celulas del huésped.

Con el objetivo de investigar las

caracteristicas fenotïoicas de las celulas del iHjEFtO que

oarticioan en la reaccion de GVH entre F1 recíprocas,

desarrollamos ensayos con poblaciones esplenicas

enriquecidas en células T por pasaje a traves de lana de

nylon. Los datos obtenidos (Tabla 15) sugieren que estas

reacciones dependen de 1a presencia de células T en el

ingerto, coincidiendo con los requerimientos del GVH

singeneico entre híbridos idénticos y el GvH alogeneico

(64,111).

Los resultados obtenidos in vivo fueron

claramente confirmados in vitro en ensayos de CML

singeneico, en los que comparamos las respuestas

proli+erativas de poblaciones esplénicas enriquecidas en
celulas T de un F1 frente a esolenocitos totales del

hibrido idéntico y del recíproco. En la combinación de

cepa‘= utilizadas en estos ensayos (BALB/c y AHF/J), la

oroliferacion de las celulas T del F1(QHR”JHBPLE/c)fue

Discusión =115=



significativamente mayor (píÜ.ÜÜI) cuando estas fueron

estimuladas por esplenocitos del híbrido recíproco que
cuando oroliferaron frente a celulas del F1 idéntico (Tabla

17?, coincidiendo con los resultados obtenidos en los

ensayos de GVHsingeneico.

Estos resultados, que indican que tanto in vivo
cuanto in vitro la proliferación de las celulas linfoides

de un F1 es significativamente mayor frente a1 híbrido

recíproco due frente al idéntico, confirman la existencia

de diferencias en las poblaciones esplenicas de los

híbridos recíprocos en cuanto a su capacidad de respuesta

proliferativa en ensayos que se utilizan como indicadores

de los niveles de reconocimiento de los antígenos Ia

propios.

En síntesis, tanto en los ensayos que evalúan

las respuestas de los F1 frente a celulas T con receotores

de alta afinidad hacia antígenos de histocomaptibilidad

propios de origen materno y paterno, cuanto en los ensayos

que permiten determinar los niveles de reconocimiento de lo

propio con baja afinidad, se pone de manifiesto 1a
existencia de diferencias en los híbridos F1 reciprocos.

Estas diferencias en las respuestas en las oue

se involucra el reconocimiento de lo propio podrían

deberse a:

1) La existencia de diferencias cualitativas en la
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expresion de los antígenos de histocompatibilidad propios

de origen materno y/o paterno en los híbridos recíprocos.

2) Podrían existir diferencias cuantitativas en la

moresion de estos antígenos propios.

y/o

3) La regulacion del reconocimiento de los antígenos de

histocomoatibilidad propios de origen materno y paterno,
Dodría tener diferentes niveles en los híbridos

recíprocos.

Uphoff postuló (231-233) la existencia de

diferencias cuantitativas y/o cualitativas en la
xpresion de los antígenos de histocompatibilidad en los F1

recíprocos. Esta autora propone que los antígenos de

histocompatibilidad de origen paterno sufrirían una

modificacion en su xpresibn que determinaría un menor

reconocimiento por parte de los receptores T alorreactivos

maternos. Esta modificacion tendría un valor adaptativo

ya que aumentaría 1a probabilidad de sobrevivencia del

híbrido semialogeneico en el útero, protegiendolo de un

posible ataoue alorreactivo materno. Al considerar esta

postulación debe tenerse en cuenta gue la reactividad

frente a los aloantígenos puede, y de hecho, suele ser

mayor cuanto menores son las diferencias entre los AMH

extraños y los propios. Según algunos autores (ÏÜ,118) los

receptores T alorreactivos habrían sido seleccionados para
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distinguir pequeñas mas que grandes diferencias. For otra

parte, los F1 reconocen comopropios los antígenos de

histocomoatibilidad de la cepa paterna ya que no rechazan

los iñjEFtDE de piel de ninguna de las cepas parentales,

Dor lo Gue las modificaciones cualitativas de los antígenos

de histocomoatibilidad de origen paterno podrían consistir
exclusivamente en la aparicion de nuevos determinantes

antigénicos.

La existencia de modificaciones cuantitativas en

la expresión de los antígenos de histocomoatibilidad

proDios podría también dar cuenta de las diferencias

encontradas en las respuestas de alta afinidad frente a los

mismos. En efecto, la capacidad de las poblaciones

esplénicas parentales de desencadenar una reacción de GVH

en un F1 deriva del hecho de que estos injertos poseen

clones portadores de receptores alorreactivos frente a la

otra cepa parental del F1. Supongamosun par de híbridos

recíprocos F1(AHE) y F1(BNA). En el híbrido F1(AHE), los

antígenos de histocompatibilidad ñ , de origen materno para

este hibrido, podrían tener, según esta propuesta, una

expresion mayor que en su recíproco F1(BHA). Esto podría

determinar oue los niveles de proliferación de las células

del iñjEFtD B, portadoras de receptores alorreactivos

frente a A fueran mayores en este híbrido que en su

recíproco, lo cual se manifestaría comouna mayor reacción

de GvH en el F1(AHB) que en el F1(BxA). Es decir que la

reaccion de GvHsería mayor en el híbrido para el cual la
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cepa dadora csincidiera con la cepa materna, como indican

nuestros datos experimentales de GVHlocal y los de otros

autores en ensavos de GvHsistémico (231-2343.

Las diferencias en los niveles de protección

frente al EVH que hemos observado podrían explicarse

tambien por este tipo de mecanismos. Los mavores niveles de

GVH determinados en el híbrido cuva cepa paterna coincide

con el injerto, F1(AHB)con injerto B en nuestro ejemplo,

podrían explicarse, comoacabamos de puntualizar, por una

mayor proliferación de las celulas injertadas en este

híbrido. Esta mavor proliferación de los linfocitos T

alorreactivos del injerto podría desencadenar una mavor

respuesta de protección por parte del huésped, oue es el
resultado observado.

Estos resultados podrían finalmente deberse a la

existencia de diferencias en los niveles de regulacion del

reconocimiento con alta afinidad de los antígenos de
histocompatibilidad propios. Cabe señalar pue la existencia

de diferencias cuantitativas en la HDFESÍÓHde los

antígenos de histocompatibilidad propios podría implicar la

existencia de diferencias en los niveles de regulacion del
reconocimiento de los mismos.

En nuestro laboratorio. estudiando los sistemas

de regulacion de la respuesta inmune operantes en recien

nacidos, pudimosdeterminar la existencia de diferencias en

la capacidad regulatoria de las poblaciones esplenicas de

recien nacidos híbridos recíprocos (239). En efecto, los F1
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recien nacidos poseen clones con capacidad para suprimir

respuestas alorreactivas maternas frente a los antígenos de

histocompatibilidad propios de origen paterno. Los F1

recien nacidos no demuestran, en las mismas condiciones

xperimentales, capacidad para suprimir respuestas

alorreactivas paternas frente a los antígenos de

histocompatibilidad propios de origen materno. Por el

contrario. hemospodido detectar, en ciertas relaciones de

celulas reguladoras a celulas efectoras, la emistencia de

clones con capacidad regulatoria positiva sobre estas
reacciones paternas-anti-maternas. Esta diferencia en la

capacidad regulatoria de los F1 recién nacidos frente

celulas portadoras de receptores T paternos-anti-maternos y
maternos-anti-oaternos. se confirmo en diferencias en 1a

capacidad regulatoria de los recien naCidcs híbridos

recíprocos, cada uno de los cuales posee clones con

capacidad para regular negativamente la actividad de
células 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 regulatoria de las poblaciones esolénicas de los

recien nacidos afecteh los niveles de regulacion del

reconocimiento de 1o propio de origen materno y paterno en

los adultos. determinando las diferencias entre los Fi

recíprocos oue describimos en este trabajo.
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Las reacciones de CML singeneico v GvH

singeneico ponen de manifiesto el nivel de reconocimiento

normal de los antígenos de clase Il propios (65-67). En

nuestro sistema experimental se compararon los niveles de

proliferación determinados por el enfrentamiento tanto in

vivo cuanto in vitro de células de híbridos idénticos v

recíprocos. La intensa proliferación determinada por la

interacción entre las celulas de los F1 reciprocos podría
deberse también a la xistencia de diferencias cuali o

cuantitativas en la xpresión de los AMH de clase II

propios. El enfrentamiento de dos poblaciones linfoideas

con diferentes niveles regulatorios para el reconocimiento

de los antígenos de histocompatibilidad propios de origen

materno y paterno podría tambien determinar fenómenos

proliferativos comoel observado. Aunqueestos ensayos no

permiten asegurar que los mismos se deban exclusivamente al

reconocimiento de AMHpropios de clase II, ya que para ello

se debería analizar el efecto del bloqueo de estas

reacciones con los anticuerpos anti-Ia correspondientes,
xperimentos recientes llevados a cabo en nuestro

laboratorio (240) confirman 1a existencia de diferencias en

1a regulación de las respuestas inmunesrestringidas por

el CMHentre los F1 recíprocas. Efectivamente, xisten

diferencias significativas en las respuestas de los F1
recíprocos en ensavos de hipersensibilidad retardada frente

a antígenos convencionales presentados en el contexto de

los AMHde una de las cepas parentales. es decir.
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presentados por macrofagos de una de las cepas parentales.

Esto indicaría que el reconocimiento de los antígenos
convencionales en el contexto de los ¿MH de clase II

propios sería diferente en los F1 recíprocos. Estos

resultados, junto con los ensayos de CML singeneico,

sugieren claramente que el reconocimiento de los AMHde

clase II propios con baja afinidad sería diferente en los
F1 recíprocos.

Estudiamos la cinética de crecimiento en

híbridos recíprocos de tumores de estirpe linfoide

originados en una de las cepas parentales. El tumor LB,

surgido espontaneamente en ratones de la cepa BALB/c,

mostro diferencias significativas en las curvas de

crecimiento y de mortalidad cuando fue inoculado

subcutaneamente en híbridos recíprocos entre las cepas

BALB/c y AMR/J (Tablas 9 y 10, Figura 17). Tanto el

crecimiento como 1a mortalidad resultaron mayores en el

híbrido F1(BALB/chHR/J). Por el contrario, la leucemia

LIS, originada en la cepa AMR/J, no mostro diferencias

significativas en su crecimiento en los mismos híbridos

(Tablas 11 y 12, Fig.18).

En primer lugar, es llamativa la correlación de

estos resultados con los relacionados a los ensayos de GVH

de celulas parentales, ya que las diferencias en las curvas

de mortalidad y crecimiento tumoral se observaron con la

inoculación de una leucemia originada en la cepa EALB/c,que
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también determinó diferencias en los niveles de :vH en

los mismos F1 recíorocos.

Teniendo en cuenta nue las cenas murinas son

nortadoras de diversos virus endógenos (241-242), y que

algunos tumores, expresan antígenos virales como el

antígeno de Gross (243), podría suponerse nue el

crecimiento diferencial de un tumor en los F1 recínrocos

estuviera relacionado con la oermisividad de cada F1 para

la exnresion viral. Se ha descrinto 1a xistencia de

diferencias cuantitativas en 1a expresion viral en híbridos

recíprocas entre cepas oortadoras del virus de la leucemia

murina x cenas no permisivas para la expresión del mismo

(2443. Sin embargo. estas diferencias se registraron

solamente en ratones de emanas de vida v por otra partell]

no siguen un patron definido en relación al rol materno o

naterno de 1a cena portadora del virus. En las cuatro

combinaciones de cenas a las nue se refieren estos trabajos

se observo una marcada disminución de 1a expresión viral

resnecto del homocigota portador (AHR/J), pero en dos

casos la Hnresion fue mayor en los híbridos para los

cuales la cena portadora correspondía a la cepa materna

(combinaciones entre AHR/J como portadora y BIÜ.2 y

CuTBI/iü), y en los otros dos casos examinados 1a expresión

viral fue menor en lcs híbridos en los cuales AHR/Jera la

cepa materna (combinaciones entre AHF/J v las cepas BALB/c

v BIO.BR).

Por otra parte, Fisser y Grunwald (245)
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determinaron oue la inmunización de un hibrido con un tumor

parental fue capa: de inducir en los huespedes la

produccion de altos titulos de anticuerpos dirigidos

hacia los AMHde clase I de las celulas parentales

inmunizantes. En un sistema in vitro, Nakano y col.(24ó)

demostraron oue la estimulacion de esplenocitos

heterocigotas para el H-2 con celulas oarentales

homocigotas, inducia la generacion de linfocitos T

citotoxicos especificos hacia el H-2 parental, que solo

tienen actividad frente a celulas blanco homocigotas para
el H-Z. Las diferencias en el crecimiento v la mortalidad

determinadas por 1a inoculación de tumores de origen

parental, podría reflejar entonces diferencias en la
capacidad de los Fl recíprocos de producir anticuerpos y/o
celulas citotoxicas frente a las celulas tumorales oue

expresan el H-Z propio en forma homocigota.

Las leyes clasicas de trasplantes de tEjidDS

establecen oue los genes de histocomoatibilidad se expresan

en forma codominante, de manera tal oue un hibrido no

rechazara injertos derivados de cualouiera de sus dos

cepas parentales (247-248). Los trabajos clasicos no

permitían. sin embargo, establecer el grado de esta

codominancia ni su regulacion. Recientemente. O’Neill v

Blanden (248-24?) estudiaron la expresion génica de los AMH

del raton en animales homocigotas y heterocigotas mediante
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tecnicas de absorción cuantitativa de antisueros v tecnicas

de radioinmunoensayo. utilizaron ceoas congénicas Dara el

H-É H v el H-E D y sus resoectivos híbridos, 9 en total.

Los datos experimentales obtenidos en estos ensayos

demuestran gue los niveles de expresion de los antígenos H

D en cada hibrido comparados con los niveles de

expresion de los mismos en las respectivas ceoas

parentales. deoenden de la comoosición alelica del Fl. ya

oue algunos alelos tienden a dominar sobre otros. En cuatro

dos di+erentes, el alelo H estaba mas exoresado ouehibri
b

el H , mientras oue en otras combinaciones de H-Z. el alelo
d : b

H predominaba sobre el H y sobre el H . El alelo D
d

mostro dominancia sobre D , mientras oue no se encontraron

evidencias de dominancia del alelo Dt. Los mismos autores

estudiaron 1a exoresion génica de las regiones H v D del

CMHen dos combinaciones de ceoas oue eran reciorocas para

dichos genes, no encontrando diferencias en los oatrones de

dominancia v recesividad de estos híbridos reciprocos para

los genes de clase I del CMH.Los autores orooonen entonces

que la expresión cuantitativa de los genes de la region H­

D no seria modificada por influencia materna, al menos en

esta combinacion de ceoas. Comoen estos trabajos no se han

utilizado anticuerpos monoclonales. no es oosible descartar
la e4istencia de di‘erencias cualitativas en 1a exoresión

de los genes de 1a región H-D.

Recientemente se ha descripto un efecto de

influencia materna en la exoresion de un AHH relacionado
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codificados por el locus Mls podrían modificar tambien la

expresión cuantitativa o (mas probablemente), podrían

aumentar la probabilidad de interacción entre los antígenos

Ia y los correspondientes receptores en los linfocitos T

(137). Los Fl due hemos utilizado en nuestros ensayos,

incluyendo las combinaciones entre cepas del mismo H-2,

difieren a nivel del locus Mls. Las diferencias encontradas

entre los F1 recíprocos derivados de las cepas BALB/c y

DEA/2 podrían relacionarse con el hecho de que las mismas

difieren a nivel de dicho locus.

Investigamos por último si el pasaje de celulas

y moleculas a traves de 1a leche materna constituiría uno

de los medios a traves de los cuales la madre EJEFCEFÍB su

influencia en la determinación de la expresión o el

reconocimiento de lo propio en los híbridos recíprocos.

Elegimos como metodología el amamantamiento de los F1

recíprocos con nodrizas de la cepa paterna.

Estudiamos la capacidad de estos F1 amamantados

por nodrizas de desencadenar reacciones de GvH singeneico

idéntico recíproco, utilizando como control la

inoculación en la almohadilla plantar contralateral de la
misma dosis de esplenocitos de F1 amamantados normalmente.

La inoculación de esplenocitos del F1(AHR/JxBALB/c)
fBALB/c

y del F1(EALE/chHR/J) , es decir híbridos amamantados
{AMR/J
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por hembras de la cepa paterna, en sus respectivos F1

idénticos normales (F1(AKR/JHEALB/c)y F1 (BALE/cxñfifi/J),

determinó niveles de GVH singeneico altamente

significativos (pí0.001) (Tabla 18.1 y 3.). Es decir que el

injerto de esolenocitos de híbridos amamantados por

nodrizas de la cepa paterna en animales F1 idénticos

normales determinó niveles de proliferación celular

significativamente mayores que los inducidos por los F1

idénticos amamantados normalmente. Esta proliferación

resultó mavor aún que la determinada por el F1 recíproco

normal (Tabla 18.2). Coincedentemente. el injerto de

celulas esplenicas del F1(AHR/JxBALB/c) en huespedes
fBALB/c

reciprocos normales determinó niveles muy bajos de GVH,

siendo 1a proliferación observada menor aun oue la

determinada por el hibrido normal idéntico al huésped

(Tabla 18.4).

En conclusión, los ensayos de GVH singeneico

entre híbridos normales y amamantadoscon nodrizas de la

cepa paterna indican que el amamantamiento es capaz de

inducir intensas modificaciones en el reconocimiento de lo

propio.

Estudiamos tambien el efecto del amamantamiento

en ensayos de CML singeneico. Los resultados fueron

concordantes con los obtenidos in vivo. En efecto, la

proliferación de poblaciones T de F1(AHR/JHBALB/c) fué

significativamente menor (pfiO.Ü01) frente a la

estimulación con esplenocitos idénticos normales oue frente
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a esolenocitos del F1 (AHR/JHBALE/c) (Tabla 19,1v52
fEALB/c

y Fig EO). Has aün, la proliferación determinada por el

F1(BALB/chHR/J) fue menor o igual que la observada con el

F1(AHF/JxBALB/c) (Tabla 19,2vs3 y Fig.20>.
fBALB/c

Estudiamos también la capacidad de estimulacion

de esolenocitos del F1(BALB/chHR/J) sobre linfocitos
fAHR/J

T del F1(AHR/JHBALB/c). Los niveles de proliferación

alcanzados en este caso fueron similares (diferencias NS) a

los determinados por la estimulacion con el hibrido

idéntico normal F1(AHR/JxBALB/c) y fueron

significativamente menores (pí0.00l) que los determinados

por el hibrido recíproco normal F1(BALB/anHR/J) (Tabla 19,

1vs4 y 3vs4 v Fig 20).

En sintesis. en los ensayos :n vitro 1a

estimulacion determinada por esplenocitos de híbridos

idénticos amamantados por nodrizas de la cepa paterna,

resulto similar a la determinada por esolenocitos del

hibrido recíproco, y significativamente diferente a la
determinada por los híbridos idénticos amamantados
normalmente.

Se puede concluir que, tanto in vivo cuanto in

vitro, los F1 adultos normales reconocen de diferente
manera a los Fl idénticos amamantados normalmente v a los

F1 idénticos amamantadospor nodrizas de la cepa paterna.

Los Fl normales reconocen también de diferente manera a los

Fl reciorocos normales y a los F1 recíprocas amamantados
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oor nodrizas. Es decir que el reconocimiento entre Fl

idénticos entre F1 reciprocos es modificado

significativamente oor el amamantamientocon nodrizas de la

ceba oaterna.

Estos resultados sugieren ademas due el

amamantamientooodria intervenir en la determinacion de las

diferencias entre los F1 reciprocos.

El hecho de due estos ensavos se realizaron con

híbridos de 8 a 32 semanas de vida. sugiere due estos

e+ectos maternos se mantendrian en forma estable durante

por lo menos una parte muy importante de la vida adulta de

los F1.

Estas modi+icaciones determinadas por el

amamantamiento oodrian derivar de dist;ntos efectos

maternos. similares a los oue podrian determinar las

diferencias entre los F1 reciprocos que describimos en este

trabajo. Asi. los cambios en el reconocimiento entre los F1

idénticos reciorocos amamantados oodrïan derivar de

modificaciones cualitativas en la exoresion de los AMH

Drooios determinadas oor el amamantamiento: o bien de

cambios en los niveles de celulas con caoacidad oara

regular 1a expresion y/o el reconocimiento de los AMH

prooios en los F1. Ambas modificaciones podrian ser

detectadas en los ensavos de CMLsingeneico, ya oue las

poblaciones estimuladoras pueden. aun cuando esten
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pretratadas con mitomicina-C, ejercer actividad

regulatoria, como se ha demostrado (258). La primera

hipótesis implicaría pue las celulas y moleculas pue pasan

de la madre al feto durante la lactancia, pudieran

determinar cambios cualitativos permanentes en la expresión

de los genes del CHH. Si bien esta hipótesis n: puede ser

descartada. resulta mas probable pue la madre intervenga

en l= determinacion de los niveles de celulas con capacidad

para regular la expresion yfo el reconocimiento de los

antígenos de histocompatibilidad propios.
El aporte materno a traves de l- lactanc1a

ocurre en etapas claves de la maduración del reconocimiento

de lo propio y del establecimiento de los circuitos

inmunorregulatorios (150.229). Fecientenente se ha
demostrado pue la introduccion de celulas de animales

adultos en etapas tempranas de la vida extra-uterina puede

determinar modificaciones en la maduración de la respuesta

inmune de los individuos. Asi, la introduccion prematura de

esplenocitps o timpcitos de animales adultos pue cuentan

entre sus celulas regulatorias con linfocitos del nivel a
de supresión. bloduea el desarrollo de 1a respuesta inmune

normal (17.151). La inoculación intrauterina o en el

recien nacido de anticuerpos antiidiotipicos (o celulas

productoras de los mismos) puede determinar la activacion o

la inactivacibn de la sintesis de los anticuerpos

correspondientes (21&,229). Es posible pues postular due

los anticuerpos y las celulas maternas, entre las que se

encuentran linfocitos T y B pero tambien una gran
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RESUMEN



A lo largo de este trabajo hemos observado que:

1) Existen diferencias en los niveles de GvHlocal de por

lo menos una de las cepas parentales en híbridos F1

recíprocos, tanto en combinaciones de cepas que difieren en

sus AMHy sus AmHcuanto en cepas que solo difieren a nivel

de sus ñmH.

2) La proteccion desencadenada por 1a inoculación e.v. de

células de una de las cepas parentales resulto

significa ivamente diferente en los Fl recíprocos,
indicando oue los mismosdifieren en los niveles de las

respuestas regulatorias frente a receptores T de alta

afinidad dirigidos hacia los AMHpropios.

1) El crecimiento del tumor linfoideo LB y la mortalidad

determinada por el mismoen F1 recíprocos entre la cepa

originaria del tumor y una cepa alogeneica, fueron

significativamente diferentes.

4) En ensayos de GvHsingeneico observamos que los niveles

de proliferación celular fueron mayorescuando las celulas

injertadas derivaban del híbrido recíproco al huésped, que

cuando el injerto provenía de un Fl identico al receptor.

Los ensayos de GvHsingeneico recíproco desarrollados con

inoculos enriquecidos en celulas T arrojaron resultados
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similares. mientras due el pretratamiento de los iñjEFtOS

con mitomicina-C abrogó el aumento de peso de los ganglios

popliteos. sugiriendo que los altos niveles de GvH

singeneico observados dependerian de 1a proliferación de

las celulas T del injerto.

5) En ensayos de CMLsingeneico tambien se verificó que

la proliferación de linfocitos T de un F1 es

significativamente mayor frente a la estimulación por

esplenocitos del F1 recíproco que frente a esplenocitos del

F1 idéntico, confirmando que en los ensayos utilizados para

evaluar el nivel de reconocimiento con baja afinifdad de

los AMHde clase II propios, un F1 reconoce de diferente

manera al hibrido idéntico due a1 recíproco.

ó) El amamantamiento de los F1 por hembras nodrizas de 1a

cepa paterna determinó la modificación de su reactividad en

ensayos de GvH singeneico, aumentando su capacidad de

determinar reacciones de GvHsingeneico en el hibrido

idéntico y disminuyendo su capacidad de desencadenar

reacciones de GvHsingeneico en el F1 recíproco.

7) En ensayos de CML singeneico, 1a estimulación

determinada por esplenocitos de híbridos idénticos

amamantados por nodrizas de la cepa paterna resultó

significativamente mayor a la determinada por esplenocitos

de híbridos idénticos amamantadosnormalmente y similar a
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la determinada por esplenocitos del F1 recíproco.

El CDHjUHtOde los resultados obtenidos en este

trabajo indica 1a Histencia de diferencias en las

poblaciones de celulas del sistema inmunede los híbridos

F1 reciprocos adultos. Estas diferencias podrian consistir

en una distinta xpresion de los antígenos de

histocompatibilidad propios de origen parental y/o en

diferencias en la regulación del reconocimiento de los
l establecimiento de estas diferencias seríaIT]mismos.

determinado por influencia materna. Los ensayos con

híbridos amamantadospor nodrizas de las cepas parentales

señalen a1 amamantamiento como una de las vías a traves de

las cuales se llevaria a cabo dicha influencia.

Los niveles de xpresion y de reconocimiento de

los HHH propios constituyen uno de los factores

determinantes de 1a magnitud de la respuesta inmune frente

ada antígeno, ya que, para que se desencadene unafla

respuesta inmune, los antígenos convencionales deben ser

reconoc1dos en el contexto de los AMHpropios. Un efecto

materno due intervenga en la determinacion de los niveles

de xpresion v/o reconocimiento de estos antígenos,

influirá, por 1o tanto, en la determinacion de los niveles

de respuesta inmune frente a cada uno de los componentes

0/
¿zw ¿J

del universo antigénico. /
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ÑHH

CMH

CMLS

EMV.

GvH

antígenos mavores de histocomostibilioad.

antígenos menores de histocomoatibilidad.

CDleEJÜ mayor de histocomoatibilidad.

cultivo mixto de linfocitos

cultivo mixto de linfocitos

endovenosa.

injerto contra huésped.

alogeneico.

singeneico.

lnjEFtD contra huésped singeneico.

glóbulos FDjOSde carnero.
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