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El sistema inmune puede ser nuestra salvación o nuestra ruina. Nos protege de bacte­

rias, virus y otros microorganismos peligrosos, pero puede también rechazar transplantes de

riñón, corazón y médula ósea que podrian salvarnos. Sólo es capaz de aceptar injertos de

órganos de un gemelo idéntico pero rechazará órganos de un extraño o incluso de otro

miembro de la familia. En ciertas enfermedades riñón tales como la esclerosis múltiple, ata­

cará los tejidos sanos propios como si fueran invasores patogénos. A partir de este compor­

tamiento, se sabe que el sistema inmune puede distinguir normalmente entre lo "propio".

tejido genéticamente idéntico al del cuerpo, de lo "no propio", material genéticamente extra­

no.

A pesar de 100 años de debate y especulación, los principios y mecanismos de este

proceso discriminatorio han permanecido oscuros hasta hace pocos años.

Actualmente se sabe que el sistema inmune contiene inicialmente células "peligrosas"

que poseen la capacidad potencial de atacar los tejidos propios, células "útiles"para enfren­

tar la invasión de agentes patógenos y una gran cantidad de células "inútiles" que son inca­

paces de ejercer alguna acción en los mecanismos de defensa.

Es a través de complejas interacciones que comprenden procesos de reconocimiento,

eliminación y/o inactivación, que el sistema inmune "aprende" a rechazar las células peli­

grosas, abandonar las inútiles y seleccionar las útiles. Estos procesos de "aprendizaje" desa­

rrollados en las primeras etapas ontogenéticas sumados a finísimos mecanismos inmunorre­

gulatorios que actúan sobre el pool de células ya seleccionadas determinan el repertorio T

adulto -tan particular para cada individuo- que asegura la variabilidad de la respuesta inmu­

ne, necesaria en las poblaciones para el éxito seguro frente a cada uno de los patógenos in­
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lntroduciremos en primer lugar algunos conceptos acerca de la composición y desa­

rrollo del sistema inmune, que permitirán comprender los mecanismos que actúan en la dis­

criminación entre lo "propio y no propio".

Las células efectoras específicas del sistema inmune de los vertebrados son los linfo­

citos. Morfológicamente los linfocitos son semejantes entre sí. Sin embargo, cada set de cé­

lulas genéticamente idénticas (clon) difiere de los otros en su capacidad de portar cientos

de copias de una única proteína receptora sobre su superficie (1). Estructuralmente un re­

ceptor está constituido por una parte constante (común a una gran variedad de linfocitos)

y una variable, específica de cada clon de linfocitos y que es la que permite la unión con

el antígeno (2, 3).

Además de sus diferencias en cuanto al receptor que portan, los linfocitos pueden

clasificarse según su origen y su rol funcional (4). Así, los linfocitos que maduran en el timo

se conocen como células T en tanto aquellos que finalizaron su desarrollo en la médula

ósea se denominan linfocitos B. A diferencia de los linfocitos T, los B reconocen a los antí­

genos en forma libre a través de sus receptores, las inmunoglobulinas, las que pueden secre­

tarse después de una estimulación antigénica y circular en la sangre como anticuerpos. Las

células T, en cambio, responden a los antígenos de otra manera: son capaces de reconocer­

los sólo en la superficie de otras células. Asi, la respuesta inmune frente a un antígeno in­

cluye la actividad coordinada de distintas células del sistema inmune. En la gran mayoría

de los casos, es necesario que el antígeno sea procesado por los macrófagos u otras células

presentadoras y que éstos a su vez los presenten a las células T en su superficie celular. Es­

te reconocimiento del antígeno procesado por los linfocitos T induce en la célula presenta­

dora la síntesis de una citoquina, la interleuquina l (IL-1), que es una señal necesaria para

que los linfocitos T helper se activen. Así, la unión de la lL-l a un receptor presente en los

linfocitos T helper, tiene 2 consecuencias: el aumento de la secreción de otra citoquina, la
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lL-2, y el aumento de la expresión de los receptores para la misma. La [L 2 es necesaria

para que los linfocitos T helper abandonen la fase del ciclo celular GI y comiencen su divi­

sión.

Los linfocitos B y los linfocitos T citotóxicos tienen a su cargo la actividad efectora

directa, pero para que esta función se lleve a cabo eficientemente, es necesario que las célu­

las T helper interactúen con las células efectoras dando una señal amplificadora. La activa­

ción de los linfocitos T citotóxicos es totalmente dependiente de lL-2, en tanto que la acti­

vación, la replicación y diferenciación de los linfocitos B requiere de la acción conjunta de

distintos factores - que comprenden lL-l, LL-4,lL-S, lL-ó e interferón- comenzando por la

unión del antígeno al receptor de membrana.

La regulación negativa de las respuestas inmunes está dada fundamentalmente por

la interacción entre las células T helper y T supresoras. Las células T contrasupresoras son

a su vez capaces de interactuar con las células T helper, convirtiéndolas en refractarias a

las señales supresoras.

Para que cualquiera de estas interacciones ocurra es necesario que los linfocitos T,

a través de sus receptores correspondientes, reconozcan al antígeno en asociación con los

antígenos mayores de histocompatibilidad (AMH) propios.

Este requerimiento -el reconocimiento de los AMH por los linfocitos T- se denomina

restricción de la respuesta inmune por el complejo mayor de histocompatibilidad (CMI-I)

(5-8).

1.b. Restriccióndelarespuestainmune.

Se denomina complejo mayor de histocompatibilidad a un grupo de genes íntima­

mente ligados que intervienen en el reconocimiento de lo propio-no propio, constituyéndose

en uno de los principales mecanismos de regulación de la respuesta inmune (9). Codifican

para glicoproteínas de la membrana celular, que son los antígenos mayores de histocompati­



bilidad. En el ratón el CMH (H-2), se encuentra en el cromosoma 17, posee una longitud

de 1600 centimorgans y contiene 3x10” pares de bases (10,11).

Los loci del CMI-l pueden subdividirse en dos clases principales denominadas de cla­

se I y de clase Il. Estos genes codifican para moléculas de superficie de dos tipos (Esquema

1): moléculas de clase l, expresados en todas las células nucleadas de ratón, y moléculas de

clase ll, expresadas por todas las células del linaje B y monocítico.

Los antígenos de histocompatíbilidad de clase l están constituidos por moléculas K,

D y L que son glicopéptidos de membrana, tienen un peso molecular de 44000 daltons y po­

seen una única cadena polipeptídica de 340 a 350 aminoácidos, a la que se unen dos cade­

nas laterales de carbohidratos. En la membrana celular se hallan unidos no covalentemente

a una molécula de B-2micrOglobulina, polipéptido codificado en el cromosoma 2 del ratón

(9).

Las moléculas de clase l proveen contexto para el reconocimiento de antígenos por los

linfocitos T citotóxicos (12), y aquellos linfocitos que las portan son el blanco del ataque

de esta subpoblación T en las reacciones de rechazo de injertos alogeneicos.

Los antígenos de clase 2, o antígenos la, están codificados en la región I del H-2

(13).

Las subregiones l-A e l-E codifican para moléculas de clase 2 que han sido bien ca­

racterizados. Sirven como elemento de restricción para el reconocimiento antigénico por

parte de las células T reguladoras. Estas moléculas están constituidas por dos cadenas poli­

peptídicas a y B siendo su peso molecular de 34000 y 28000 daltons, respectivamente. La

cadena A a está codificada por el locus A a; la cadena A Bpor el A B,ambos pertenecien­

tes a la subregión l-A. Las moléculas l-E están compuestas por un polipéptido E a codifi­

cado en la subregión l-E y un polipéptido E B codificado en la subregión l-A, en un loci

adyacente al A B (14). En los híbridos F1 las cadenas a y B heredadas de cada uno de los

padres pueden combinarse permitiéndose entonces la expresión de determinantes antigéni­

cos no expresados en las células parentales (13,15).

Las moléculas J se han encontrado en células T supresoras, T contrasupresoras, en

linfocitos T estimulados en reacciones de cultivo mixto de linfocitos y en macrófagos (16­

18).
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Se ha demostrado que la mayoría de los péptidos una vez procesados se unen a las

moléculas del CMH dentro de la célula, luego de lo cual el complejo AMH-antígeno extra­

ño es expresado en la superficie celular (19-21).

Las moléculas de histocompatibilidad de clase l presentan péptidos producidos a par­

tir de proteínas sintetizadas en el interior de la célula (22,23), mientras que las de clase ll

presentan péptidos generado.» a partir de proteínas que ingresan a la célula desde el

exterior (21,24) como por ej.toxinas bacterianas.

Los AMH de clase l portan péptidos sobre la superficie celular y los presentan a los

precursores de los linfocitos T citotóxicos. Cuando se produce el encuentro entre un precur­

sor de un lint'ocito T citotóxico con el receptor adecuado para el complejo MHC-antígeno,

la célula T se divide repetidamente (gracias al aporte de lL-2 del linfocito T helper) y todas

la células hijas adquieren capacidad citotóxica específica para dicho antígeno, es decir son

capaces de inducir la lisis de las células infectadas.

Actualmente se tiene una idea muy clara de cuáles son las moléculas involucradas

en el reconocimiento de los péptidos procesados por las células T citotóxicas. Este reconoci­

miento requiere especificidad tanto para el péptido cuanto para la molécula Ml-lC que lo

presenta. La especificidad dual fue descriptapor primera vez por Zinkernagel y Doherty

en 1974 (25). En ese momento, sin embargo, no se sabía si la especificidad dual era una

propiedad de una única célula con uno o dos receptores o si era el resultado de dos linfoci­

tos distíntos que trabajaban en conjunto. En 1978von Boehmer y col. una sola célula citotó­

xica y la propagaron en cultivo de tejidos. El clon resultante exhibió la especificidad original

para el péptido y la molécula MHC, indicando que una célula T tenía una especificidad

dual (26). Durante muchos años fue todo lo que se supo acerca de dicho problema.

La búsqueda del receptor de las células T citotóxicas culminó con el descubrimiento

de los genes que lo codifican y las proteinas lo constituyen . Muchos laboratorios contribu­

yeron en este largo y controvertido trabajo. El receptor descubierto a mediados de 1980

(27), consiste en un par de cadenáu polipeptídicas (una a y una B) codificadas en genes

separados que se asocian para formar un única proteína receptora (28-29). En 1986Dembic,

Steinmetz, Haas y Von Boehmer (30-32) lograron transferir los genes que codificaban para



las cadenas a y Bde un clon de células T a otro clon con distinta especificidad. Las células

T resultantes tuvieron las especificidades tanto del dador como del receptor, demostrando

que una sola molécula -el receptor T- determinaba la especificidad conjunta para un pépti­

do y una molécula MHC.

La unión de un receptor a8 a un péptido presentado por una molécula de histocom­

patibilidad es insuficiente para activar al precursor del linfocito T citotóxico. La activación

requiere la unión de otra molécula el receptor CD8. Este receptor, común a todas las célu­

las T citotóxicas, se une también a las moléculas MHC pero en un sitio distinto al que se

une el receptor aB (33). La función del co-receptor CD8 se determinó a través de la trans­

ferencia del gen CD8 a una línea T citotóxica CD8 negativa no funcional, demostrándose

que dicho co-receptor estaba involucrado en el reconocimiento antigénico por parte de las

células T citotóxicas (34.35).

Los linfocitos T helper por su parte, poseen también un receptor aB y un co-receptor

que trabajan en forma conjunta activando la defensa inmunológica. Este receptor aB está

codificado por los mismos genes que codifican al receptor de los linfocitos T citotóxicos

(30). El co-receptor de estos linfocitos es la molécula CD4 (36).

La unión receptor T-antígeno-MHC se puede describir en términos moleculares de

la siguiente manera: el péptido procesado se une a las moléculas de histocompatibilidad de

clase l o ll en una especie de "bolsillo" formado por una región de conformación Bplegada

y 2 regiones a hélice (2124.3738). Las regiones variables de las cadenas a y Bdel receptor

T poseen sitios de combinación tanto para el péptido cuanto para la molécula MHC a la

que está asociado (39). Existe también una unión no covalente entre el receptor T y un

complejo molecular, el CD3, necesario para la expresión del heterodímero y la transmisión

de la señal generada al producirse la unión entre la célula T y la célula presentadora de an­

tígeno (40). Las moléculas CD4 y CD8 se unen a determinantes de clase ll y l respectiva­

mente aumentando la avidez de la célula T por su target y jugando además un rol im­

portante en la señalización T (41,42) (Esquema 2).



2. E D R T.

La enorme variabilidad de receptores TaB en el individuo y de moléculas de histo­

compatibilidad en la población es la clave de la selectividad de las células T; los patrones

y las causas de tal diversidad atañen directamente a la discriminación propio no-propio.

Los genes que codifican la región variable del receptor T se heredan de los

progenitores como una línea continua de información genética y están sujetos a re­

combinaciones azarosas en los linfocitos en desarrollo. Así, la discriminación propio- no

propio no se adquiriría genéticamente sino que sería "aprendida" somáticamente.

Cuando los linfocitos llegan al timo, provenientes de la médula ósea, todavía no

expresan ni el receptor T ni los marcadores CD4 y CD8 (estadío doble negativo) . La

cadena B del receptor sólo se expresa una vez que se produjo la recombinación de los

segmentos génicos V (variable), D (diversidad) y J (unión). A este evento le sigue la

recombinación de los segmentos V-J en el locus a, culminando con la expresión del

receptor T a0 en la superficie de timocitos inmaduros al día 17 de gestación (43). Los

timocitos inmaduros expresan bajas cantidades de las proteínas receptoras (50-100 veces

menos que los linfocitos periféricos (44) y coexpresan los marcadores CD4 y CD8 (estadío

doble positivo) (45). A medida que se produce la maduración, uno de los marcadores (CD4

o CD8) se pierde (estadío simple positivo) y aumenta la expresión del receptor T (20000

a 40000 moléculas por célula). La recombinación al azar de los segmentos génicos en los

loci a (VaJ a) y 0 (VBJBDB),la contribución de la región N creada por la unión imprecisa

de los segmentos génicos más la asociación azarosa de las dos cadenas genera la posibilidad

de al menos 10°receptores distintos en cada individuo, constituyendo el repertorio denomi­

nado "sin seleccionar" (46,47). Sin embargo, este enorme repertorio de células T no se ex­

presa en la periferia de ningún animal debido a los eventos de selección que ocurren en el

timo.

Existen evidencias que sugieren que el repertorio de células T maduras está fuerte­

mente ínfluenciado por el microambiente presente en el timo durante las etapas tempranas

de la ontogenia T (48). En particular, muchos grupos concuerdan en que la restricción T

está determinada por los AMH expresados en el timo. La selección ocurriría a través de la
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confrontación temprana de moléculas MHC expresadas en las células epiteliales tímicas

y en células inmigrantes derivadas de médula ósea, principalmente macrófagos y células

dendríticas. Datos experimentales sugieren que el fenómeno de restricción T por el CMH

estaría controlado por células epiteliales (49-52),en tanto que en el fenómeno de tolerancia

a antígenos propios intervendrían fundamentalmente macrófagos/dendríticas (50,53),

aunque no se descarta la intervención de células epiteliales tímicas (54).

Como hemos descripto, los receptores TaB son generados por azar, independiente­

mente de los AMH y péptidos presentes en el organismo. Para cada individuo entonces,

ciertos receptores serán útiles, algunos serán inútiles, en tanto que otros serán peligrosos.

Los receptores útiles serían aquellos que reconocen un péptido extraño en asociación con

moléculas de histocompatibilidad propias. Los receptores inútiles serían aquellos incapaces

de reconocer a un péptido extraño en asociación con moléculas de histocompatibilidad pro­

pias, mientras que los receptores peligrosos serían los que se unen con péptidos propios pre­

sentados por los AMH propios.

La discriminación de lo propio-no propio comprende entonces tres problemas: cómo

se genera la selección de las células con receptores útiles, cómo se evita que los linfocitos

T ataquen las células del propio organismo y cómo se evita también la acumulación de célu­

las T con receptores inútiles.

La acumulación selectiva de células con receptores útiles ha sido estudiada por mu­

chos investigadores. Se ha postulado que existiría un mecanismo de selección positiva (55­

57), que previene a los linfocitos T con receptores útiles de la muerte programada: las célu­

las T que se unen a las moléculas de histocompatibilidad expresadas por el epitelio tírnico

cortical recibirían una señal protectora que les permitiría seguir su camino hacia la médula

tímica, en tanto que aquellas que no reciben tal señal sufrirían una rápida autodestrucción.

La muerte en el timo es masiva (58), rescatándose solamente alrededor del 5% de los linfo­

citos.

En 1959 Burnet y Lederberg (59,60) habían propuesto una solución al problema de

las células T potencialmente autoagresivas sugiriendo que los linfocitos T con capacidad
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para atacar células propias eran eliminados en etapas tempranas de la ontogenia del sistema

inmune. Esta teoría denominada "deleción clonal" postulaba que los linfocitos pasarían por

2 etapas de desarrollo caracterizadas por una respuesta radicalmente distinta en cuanto a

la unión con el antígeno. En una primera etapa, la unión antígeno-receptor podría determi­

nar la muerte del linfocito; en una segunda fase, la misma unión produciría la activación

linfocitaria. Ya que los péptidos propios están siempre presentes, los linfocitos que tienen

receptores para ellos están expuestos a los mismos, por lo que serían eliminados temprana­

mente. Sólo quedarían las células con receptores para antígenos no propios. Estas células

madurarían y serían estimuladas cuando los antígenos extraños entran en el organismo.

La hipótesis de la deleción clonal fue el centro de una gran controversia. Dado que

en ese momento no se conocía aún la naturaleza del receptor T y que no existían los anti­

cuerpos monoclonales capaces de identificar la especificidad de los receptores, no podían

llevarse a cabo experimentos concluyentes. Sin embargo, en la mitad de la década del 80

se conoció la estructura del receptor T y comenzó la utilización de anticuerpos monoclona­

les y aún así, los investigadores se encontraron con otro obstáculo: era imposible seguir el

desarrollo de linfocitos T con un receptor determinado ya que los mismos representaban

una pequeñísima fracción del total de la población.

La aproximación al problema se realizó a través de dos vías: la utilización de

animales transgénicos y el descubrimiento de los superantígenos.

Von Boehmer fue quien comenzó el estudio de la discriminación propio-no propio en

animales transgénicos, que son aquellos que portan material genético introducido artificial­

mente (61). Dicha técnica se realizó de ratones SClD que, por un defecto genético, sufren

una inmunodeficiencia combinada severa. Debido a que son incapaces de combinar apropia­

damente los genes que codifican para el receptor T, estos ratones no expresan ningún recep­

tor. lntroduciendo en un huevo recientemente fertilizado un gen funcional que codifica para

la cadena a y uno para la B se obtuvieron animales SClD que expresaban solamente los

receptores T transgénicos.

Se eligió el receptor específico para el péptido H-Y, que es un péptido presente en
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machos y no en hembras. Los genes que codifican para dicho receptor T aB se aislaron de

un clon de linfocitos T citotóxicos de un ratón que expresaba AMH de clase l D". Utilizan­

do anticuerpos contra los receptores T transgénicos, fue posible demostrar (57) que 1) cuan­

do la transferencia de los genes se realizaba en machos que expresaban antígenos D", el ti­

mo de los mismos contenía escasos linfocitos T inmaduros y ausencia de linfocitos T helper

y citotóxicos maduros. En este caso -en el que los receptores T son altamente peligrosos -los

linfocitos maduros son eliminados. De los resultados se desprende que es la eliminación físi­

ca más que un detenimiento en el desarrollo la causa de la ausencia de timocitos inmadu­

ros, confirmando la hipótesis de la deleción clonal. 2) cuando los genes que codifican para

el receptor ’l‘se transferían en hembras que no poseían antígenos de histocompatibilidad

clase l D" se encontraban timocitos inmaduros pero no maduros, En este caso -en el que

los receptores T son "inútiles"- se demuestra que las células incapaces de interactuar con

los antígenos de histocompatibilidad propios no maduran y mueren luego de una corta vida.

3) cuando los genes son transferidos a animales hembras D” y que por lo tanto presentan

al antígeno H-Y como un péptido no propio, se encuentran linfocitos T citotóxicos inmadu­

ros y maduros pero no linfocitos T helper maduros.

Estos resultados implican que: a) la unión del receptor TaB con las moléculas de his­

tocompatibilidad en ausencia de un péptido antigénico, rescata a las células inmaduras de

la muerte e induce maduración y b) la especificidad del receptor TaB por los antígenos de

histocompatibilidad clase l o ll determina si una célula T en desarrollo se convertirá en hel­

per o en citotóxica.

Actualmente, se sabe que la deleción de células autorreactivas inmaduras ocurre en

animales normales. Se ha demostrado que ciertos péptidos denominados superantígenos aso­

ciados con antígenos de histocompatibilidad de clase ll dan como resultado ligandos que

tienen la capacidad de estimular a las células T a través de la región variable VBde su re­

ceptor (62-65). Se han descripto dos grupos de superantígenos : los exógenos -exotoxinas

producidas por las bacterias Gram + (66.67)- y los endógenos, que incluyen los productos

del sistema menor de estimulación linfocitaria - Mls - , que se consideran un tipo de antíge­

nos menores de histocompatibilidad (68-70).
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Los determinantes Mls se detectaron por primera vez en la década de 1970, por su

capacidad de estimular la proliferación de células con el mismo MHC en reacciones de cul­

tivo mixto de linfocitos (71). En estas reacciones un gran número de células T vírgenes res­

ponden al estímulo de los antígenos Mls presentados en la superficie de distintas células.

Se conoce también desde hace muchos años la potente capacidad mitogénica de cier­

tas exotoxinas (72-74).

El término "superantígenos"tanto para toxinas bacterianas cuanto para determinantes

Mis, se creó en base a su capacidad de estimular a gran cantidad de clones T (75). La alta

frecuencia de clones reactivos a Mis se debe a que estos determinantes son capaces de esti­

mular a todos los clones T cuyo receptor posea una determinada región VB,independiente­

mente de la región Va que posean (69,76,77). Así, mientras que la frecuencia de clones T

reactivos a un determinado antígeno convencional es de 1:10‘- 1:10", la determinada para

los superantígenos Mls es de 1:5 -l:50, aún mayor que la frecuencia para aloantígenos

(78,79). De esta manera, la alta frecuencia de precursores reactivos a Mls y la disponibili­

dad de anticuerpos monoclonales anti-VB convierte a este sistema en un sistema útil para

el estudio de la tolerancia a antígenos propios.

Kappler y col. (76) y Mac Donald y col. (77) demostraron que ratones que expresan

determinantes Mls-l' eliminan intratímicamente las células T que portan las regiones varia­

bles V88.l y VBó,clones que tienen la capacidad de activarse cuando reconocen a los deter­

minantes Mls-l" en la superficie de las células presentadoras. Pullen (69) demostró asimismo

que las células T VB3+ estaban ausentes en animales que expresaban antígenos MIS-2'o

Mis-3'. También se demostró la existencia de deleción de clones VBl7+ y VBll+ en la

mayoría de las cepas de animales l-E+ (80,81). Esta deleción de clones se produce también

en animales en los que el antígeno Mls-l' es introducido experimentalmente. La inoculación

de dosis altas (2x107a 1x10“)de células esplénicas Mls-l' en ratones recién nacidos Mls-l"

resulta también en la deleción de clones T VBó+ (82). Estos resultados confirman que al

menos uno de los mecanismos por los cuales se establece la tolerancia a antígenos conside­

rados como propios, es el de la deleción clonal.

La mayoría de los investigadores concuerdan en que la deleción clonal no sería pro­

bablemente el único mecanismo capaz de silenciar las células autorreactivas. Actualmente
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se sabe que la deleción clonal es más fácilmente inducida en timocitos inmaduros (en el es­

tadío de doble positivo) (83,84), lo que implicaría que sólo aquellos péptidos producidos en

el timo o transportados tempranamente hacia el timo en suficiente cantidad serían capaces

de inducir deleción.

Deberían entonces existir mecanismos capaces de mantener la tolerancia a aquellos

antígenos no expresados constitutivamente en el timo. Se han sugerido varias hipótesis:

a) la existencia de deleción clonal capaz de actuar en la periferia sobre células T maduras.

Sin embargo, existe evidencia en contra de esta posibilidad. La inoculación iv. de esplenoci­

tos Mis-1' en animales adultos no causa deleción de los clones VBó+ y VB8.1+ (85). La ti­

mectomía neonatal también previene la deleción de clones autorreactivos V1311+ en ratones

que expresan I-E (86).

b) los antígenos propios no expresados anatómicamente en el timo podrían entrar a la circu­

lación y ser capturados por las células residentes y/o presentadoras de antígeno tímicas, lo

que resultaría en el escenario normal de la deleción clonal tímica. Aunque ésta fuera una

explicación adecuada para la presentación restringida por antígenos de clase ll de antígenos

adquiridos exógenamente, no lo sería para la de antígenos de clase l que necesita de pépti­

dos sintetizados endógenamente.

c) la existencia de mecanismos distintos a la deleción clonal tales como la inactivación clo­

nal (anergia) o inactivación funcional (supresión).

En trabajos recientes se ha descripto a la anergia como un mecanismo de tolerancia

en situaciones donde la expresión anatómica de antígenos propios se manipula experimen­

talmente. Así, la inoculación iv. de células esplénicas provenientes de ratones Mls-l" en

huéspedes adultos Mis-lb incapacita a los mismos para responder frente al antígeno Mls-l“.

La ausencia de respuesta que se visualiza en reacciones de cultivo mixto de linfocitos no

correlaciona sin embargo, con una disminución de los clones VBó+. Se muestra entonces

que la "falta de respuesta " inducida no es debida a deleción clonal y que además estaría

involucrado un mecanismo de anergia. Las células T V86 anérgicas expresan receptores de

lL-2 y sufren sólo una limitada blastogénesis in vitro luego de la estimulación, sin producir
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ellas mismas lL-2, en marcado contraste a lo que sucede con los ratones control (87). La

expresión anormal de moléculas l-E en células periféricas de acinos pancreáticos en ratones

transgénicos tiene el mismo efecto en células T reactivas V811 y V817 (88). También, la

manipulación de la expresión tímica de Mls-l' y l-E en animales quiméricos resulta en aner­

gia de los clones T V86 y V817 respectivamente (89).

Se ha sugerido (90) que la unión de anticuerpos monoclonales a los receptores T en

ausencia de una todavía no definida señal co-estimulatoria hacen que la respuesta T frente

a la presentación antigénica resulte en inactivación más que en reactividad. Se ha sugerido

también que la inducción de tolerancia de células T maduras es una consecuencia de la pre­

sentación defectiva del antígeno. En las reacciones inmunes normales las respuestas de las

células T vírgenes están controladas por células presentadoras especializadas. Para que una

célula T no activada se active, las células presentadoras no sólo deben presentar los comple­

jos antígeno-MHC sino que también deben dar señales secundarias apropiadas. Estas seña­

les comprenden la liberación de linfoquinas solubles y otras señales intracelulares. Aunque

la naturaleza de estas señales secundarias aún permanece oscura, se piensa que el reconoci­

miento del antígeno por las células T en ausencia de estas señales tiende a causar tolerancia

más que inmunidad. Esta teoría ha sido testeada in vitro en el sistema de anergia causado

por la expresión de moléculas I-E en células pancreáticas. Estas células son incapaces de

estimular a los linfocitos T reactivos frente a los antígenos l-E más péptidos y de hecho

convierten a las células T en anérgicas a estimulaciones subsecuentes con células presenta­

doras normales (91).

Se ha postulado también que este mecanismo de anergia existiría tempranamente en

el timo para estadios de linfocitos T simple positivo (89,92).

En lo referente a la tolerancia por inactivación funcional, ésta implicaría la actividad

de células supresoras.

Se ha demostrado la existencia de distintas poblaciones de células supresoras involu­

cradas en los fenómenos de tolerancia frente a antígenos propios. Algunas de ellas se han

asociado con la inducción de tolerancia durante las primeras etapas de la ontogenia, en tan­

to que Otras estarían implicadas en el desarrollo y el mantenimiento de tolerancia a antíge­
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nos propios durante la vida adulta.

Se ha podido demostrar la existencia de células T Lyt 2* con capacidad de regular

células autorreactivas tanto en ensayos in vivocuanto in vitro (93). La depleción de células

Lyt 2* de las poblaciones estimuladoras y/o respondedoras en un cultivo mixto de linfocitos

singeneico -que se define como la respuesta T proliferativa frente a la estimulación in vitro

con células singeneicas no T que expresan antígenos la- da como resultado un aumento de

la autorreactividad, en tanto que el agregado de las mismas inhibe la respuesta de células

L3T4' en respuesta a antígenos la propios. La actividad de estas células T supresoras es es­

pecífica para las células T autorreactivas, ya que la proliferación frente a células alogenei­

cas y a antígenos convencionales no se ve alterada. Asimismo, la depleción de las poblacio­

nes Lyt-2+ por administración ¡n vivo de anticuerpos monoclonales anti-Lyt-2 más comple­

mento, resulta en un aumento de la proliferación de las células T autorreactivas presentes

en ganglios linfáticos y bazo. A diferencia de las células supresoras naturales, estas células

T regularían específicamente la autorreactividad estando presentes en individuos adultos.

Poseen tienen el fenotipo Thy 1*, L3T4' y Lyt-2“, coincidente con el fenotipo efector del

circuito de células T que regulan negativamente las respuestas frente a antígenos extraños.

Así, las células T autorreactivas se suprimirían a través de redes inmunorregulatorias seme­

jantes a aquellas que limitan la respuesta inmune frente a determinantes no propios.

Los estudios de enfermedades riñón realizados tanto en humanos cuanto en animales

de laboratorio -en donde existen alteraciones en los niveles y/o actividad en los circuitos

inmunorregulatorios- han proporcionado suficiente evidencia, para considerar que lascélulas

T supresoras estarían involucradas en la regulación del reconocimiento de antígenos propios

(94-97).

La actividad supresora natural se def inc como la capacidad que poseen ciertas pobla­

ciones de suprimir respuestas inmunes sin requerimiento de inmunización previa ni de res­

tricción T. Estas células están presentes normalmente en los tejidos linfoides neonatales

(98,99) y en médula ósea de adultos (100,101).Aunque no tienen una actividad prominente

en bazo normal, se las puede inducir mediante la irradiación linfoide total (102,103), la in­

ducción de reacciones de GvH (injerto contra huésped) crónico (104) y la administración
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de ciclofosfamida (105). Como se observa, estas células están presentes en órganos con acti­

va hematopoyesis y donde se induciría tolerancia: el período perinatal es el más favorable

para la inducción de tolerancia a antígenos propios, la médula ósea sería el sitio donde se

induce tolerancia durante la vida adulta, en tanto que la irradiación y la administración de

ciclofosfamida son medios de inducir una supresión generalizada que permiten el estableci­

miento de tolerancia.

Un tipo particular de células supresoras específicas son las denominadas "células

veto" (106). Se las encuentra, en situaciones en las que se involucra la inactivación de linfo­

citos T reactivos hacia antígenos de histocompatibilidad propios de clase I y de antígenos

en asociación con moléculas de histocompatibilidad clase I o ll. Las células veto (células

T en su mayoría) se definieron como aquellas que inactivan permanentemente a los linfoci­

tos T con receptores capaces de reconocerlas. La especificidad del fenómeno veto está pro­

vista por el espectro de determinantes expresados en la superficie de la célula veto y no por

la especificidad del receptor T que porta (107,108).

3.WWW
Las células T "seleccionadas"deben ser capaces de reaccionar eficientemente frente

a los distintos antígenos convencionales que alcanzan el organismo y serán asimismo capa­

ces de reconocer células alogeneicas y montar respuestas de rechazo de órganos.

Para cada antígeno convencional, el sistema inmune genera un nivel de respuesta ca­

racterístico; este nivel de respuesta es a su vez distinto en las distintas cepas de ratones

endocriados.

Durante mucho tiempo se intentó explicar por qué ciertas cepas de ratones daban

altas respuestas frente a ciertos péptidos y bajas o nulas frente a otros. Se postuló entonces

que existían genes, denominados lr, que regulaban la respuesta inmune y que estaban liga­

dos al CMH (109).

Actualmente se ha podido demostrar que los genes de respuesta inmune son los ge­
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nes que codifican para los AMH. Así, las respuestas a numerosos antígenos se encuentran

controladas por genes que mapean en la subregión [-A del H-2, mientras que las de otros

son controladas por genes de la subregión l-E, describiéndose complejas interacciones en

la respuesta inmune en las que participan genes de ambas subregiones (109-114). Se consi­

dera asimismo que los antígenos de clase l estarían codificados por genes que también regu­

lan la respuesta inmune (114).

Las hipótesis que intentan explicar los mecanismos por los cuales los genes de res­

puesta inmune regulan la reactividad T se pueden reunir en 2 grupos. La hipótesis de la se­

lección determinante (115,116) propone que en los animales no respondedores a un cierto

antígeno, la asociación de éste con los antígenos de histocompatibilidad propios no ocurriría

o bien ocurriría con muy baja eficiencia, razón por la cual el reconocimiento del antígeno

procesado con el receptor T no podría producirse, aún cuando este receptor estuviera pre­

sente en el repertorio T del organismo.

La segunda hipótesis basada en el mecanismo de deleción clonal, propone que el re­

pertorio de los receptores T estaría incompleto, con diferentes "huecos" para cada haplotipo

(117,118). Esta hipótesis tiene en cuenta que algunos receptores T capaces de reconocer

antígenos convencionales extraños en asociación con antígenos de histocompatibilidad pro­

pios, podrían tener reactividad cruzada con ciertos antígenos propios, de allí su eliminación

del repertorio T maduro.

4. RREA l l ADT

Un tipo de reconocimiento especial es aquel desarrollado por las células T frente a

los AMH propios, denominado alorreactividad T. Este reconocimiento sólo ocurre en situa­

ciones experimentales (transplante de órganos alogeneicos) - a excepción de lo que podría

ocurrir cuando se perturhan los mecanismos inmunorregulatorios durante la preñez- y en

él, las células 'l' reconocen moléculas no propias codificadas por CMH de su especie.

En los vertebrados, cada individuo posee un alto número de células 'l‘ capaces de re­
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conocer a los diferentes alelos de los antígenos codificados por el complejo mayor de histo­

compatibilidad de la especie. Se ha demostrado que las poblaciones de linfocitos T que

reaccionan frente a cada haplotipo no propio son poblaciones separadas, es decir no existi­

rian superposiciones importantes entre ellas (119,120).

A diferencia de las poblaciones T que reconocen a los antígenos convencionales, los

linfocitos T alorreactivos que responden a cada haplotipo no propio, poseen una muy alta

frecuencia (100 a 1000 veces superior) (78,121,122) la que no se modifica por inmunización

in vivo con los antígenos de histocompatibilidad no propios a los que responden (123,124).

En base a estas características se postuló que las poblaciones T alorreactivas poseerí­

an reactividad hacia antígenos convencionales, es decir ambas subpoblaciones estarían su­

perpuestas. Así, ambas respuestas específicas parecen estar mediadas por el mismo receptor

T (125).

Una teoría que intenta explicar este hecho presupone que la selección en el timo ge­

nera células T programadas para responder a pequeñas perturbaciones de los AMH propios

(determinantes propios alterados). Estas perturbaciones estarían formadas por los antígenos

MHC propios más antígenos extraños y serian mimificadas por los aloantígenos (125,126).

Existen diversos sistemas experimentales que permiten evaluar los niveles de las res­

puestas T alorreactivas, entre los que se encuentran las reacciones de injerto contra hués­

ped, las reacciones de cultivo mixto de linfocitos alogeneico y los transplantes de piel o di­

ferentes órganos entre individuos no relacionados . Describiremos a continuación las reac­

ciones utilizadas en este trabajo.



4.a. ' n in' r­

Las reacciones de injerto contra huésped (GvH) se inducen al injertar células T alo­

geneicas en un animal parcial o totalmente inmunoincompetente. Las células T del injerto

reconocen a los antígenos de histocompatibilidad del huésped y desencadenan una reacción

agresiva frente a los mismos (127). Debido a la inmunoincompetencia del huésped se produ­

cen daños en sus tejidos, principalmente los linfomieloides, originando una compleja patolo­

gía (128- 130).

Las reacciones de GvH son reacciones complejas y sujetas a regulación. En las dife­

rentes patologías, la reacción se complica interviniendo también las células B y T del hués­

ped. Entre las células T responsables de la inducción de estas reacciones, las T helper reco­

nocen a los AMH no propios de clase 2, mientras que las T citotóxicas se activan por antí­

genos no propios de clase 1.

Si bien se ha establecido que los AMH son el principal blanco de las reacciones de

GvH, diferencias a nivel de antígenos menores pueden también desencadenarlas. Las reac­

ciones de GvH inducidas frente a antígenos menores de histocompatibilidad son aún el ma­

yor inconveniente asociado a los transplantes de médula ósea en el hombre.

Existen diferentes métodos experimentales para desencadenar reacciones de GvH

que permiten evaluar los niveles alorreactivos. Esencialmente, los distintos modelos experi­

mentales difieren en el tipo de inmunocompetencia que presentan los huéspedes. En algu­

nos modelos los individuos adultos son irradiados o tratados con diferentes drogas inmuno­

supresoras. Existen sin embargo otros modelos en los que no resulta necesario interferir

experimentalmente la respuesta inmune del huésped. Entre éstos, describiremos a continua­

ción los ensayos utilizados en este trabajo.

Ford y Simonsen ( l3l) desarrollaron un ensayo local que permite evaluar las reaccio­

nes de GvH. El mismo consiste en Ia inoculación de células inmunocompetentes (le anima­

les de una cepa endocriada A .en una de las almohadillas plantares de un híbrido Fl adulto
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derivado del cruzamiento entre la cepa A y otra cepa B -Fl(AxB)-. Este híbrido expresa

los antígenos de histocompatibilidad de ambas cepas parentales, de manera que no puede

reconocer como extraños los antígenos de histocompatibilidad de las células A injertadas.

Por el contrario, las células A del injerto reaccionan frente a los antígenos de histocompati­

bilidad B expresados en las células del huésped Fl, desencadenando entonces una reacción

de GvH local, que fundamentalmente interesa el ganglio poplíteo drenante de la almohadi­

lla plantar inoculada. Este ganglio aumenta su tamaño y celularidad como consecuencia de

la acumulación y división de células del huésped alterándose su arquitectura normal con

ausencia de centros germinales y células dendríticas foliculares (127). La reacción puede

cuantificarse determinando el aumento de peso que se produce en este ganglio, comparán­

dolo con el peso del ganglio que drena la almohadilla plantar contralateral no inoculada o

que recibió células singeneicas al huésped.

4.b. i n 'v ' ' ' ' ' x' '

Como hemos descripto, en las reacciones de GvH se pone de manifiesto la actividad

desarrollada por los linfocitos T alorreactivos del dador. Las características de las reacciones

de GvH se relacionan con las observadas en reacciones in vitro. Existen 2 tipos de reaccio­

nes in vitro que reflejan la activación de distintas poblaciones de linfocitos T alorreactivos:

el cultivo mixto de linfocitos alogeneico (CMLA) y las reacciones de citotoxicidad mediada

por linfocitos T. El CMLA representa la rama aferente de la reacción, expresada funda­

mentalmente por la proliferación de linfocitos T helper frente a antígenos la no propios

(132). Las reacciones de citotoxicidad permiten, en cambio, poner en evidencia la rama e­

fectora de la reacción: la activación de los linfocitos T citotóxicos frente a los aloantíge­

nos.Las células T citotóxicas responden primariamente frente a los antígenos K y D, es decir

frente a los antígenos de clase I.



El estudio de la respuesta inmune normal incluye el estudio de los mecanismos capa­

ces de regularla. Existen complejos circuitos inmunorregulatorios que se desarrollan en es­

tadios perinatales del ratón, según un programa que pareciera estar definido ontogenética­

mente (133). En efecto, antes del nacimiento las células esplénicas embrionarias parecen

tener un alto potencial supresor. Entre el primero y segundo día de vida, la supresión desa­

parece, instalándose una clara actividad contrasupresora. Si los animales son timectomizados

durante el primer día de vida, no se observa aparición de actividad contrasupresora (17).

Estos resultados parecerían indicar que diferentes niveles inmunorregulatorios aparecerían

en forma sucesiva: la supresión generalizada de la etapa embrionaria sería contrabalanceada

por la aparición de contrasupresión (CS).

La CS ha sido definida como aquella actividad que interfiere con el nivel l de supre­

sión, determinando la aparición de inmunidad en forma dominante (134).

La CS ocurre como resultado de un circuito inmunorregulatorio en el que intervienen

linfocitos T . Para su generación necesita la presencia de células inductoras de la CS que

expresan el fenotipo l-J’, Lyt 2+ (134). Esta subpoblación interactúa con las células " trans­

ductoras " (l-J’, Lyt l" 2*) a través de un factor antígeno específico e l-J" (135). Las célu­

las T contrasupresoras efectoras son fenotípicamente l-J‘, Lyt 1*y se adhieren a la lectina

(136).Necesitandecélulasauxiliares(l-J*,Lyt2*)paraejercersuacción.La

interacción de la célula efectora y la célula auxiliar es mediada por otro factor antígeno es­

pecífico e l-J ’ (¡37,138). Finalmente, la célula T efectora de la CS secreta un factor antíge­

no inespecífico que actúa directamente sobre las poblaciones blanco, que incluyen células

T colaboradoras y células B ([39). Se ha demostrado además, que la CS se halla involucra­

da en la generación de la regulación de células T cítotóxicas (140). Las células blanco se

hacen de esta manera, resistentes a subsecuentes señales provenientes de las células T su­

presoras; sin embargo, las células T contrasupresoras no tienen efecto sobre los linfocitos

T supresores o sobre poblaciones que ya han sido suprimidas (l37,l38,l4l).
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Las células efectoras de la CS han sido caracterizadas en bazo de animales hiperin­

munizados (142) y se pueden generar in vitro cultivando bazo de animales recién nacidos,

animales envejecidos, y animales riñón por timectomía y tratamiento con activadores poli­

clonales de células B (l7,l36,l4l,l43).

La CS actuaría en diversas situaciones en las que, después de un período de supre­

sión, se restablece la respuesta inmune en forma dominante (17,134). Los primeros estadios

post-natales, las infecciones parasitarias, ciertos tumores, serían algunas situaciones que, al

incluir un estado de supresión generalizado (por activación del nivel l de supresión), reque­

rirían la activación del circuito contrasupresor para restablecer la respuesta inmune normal.

Se postula también que la localización de ciertas respuestas inmunes, tales como las focali­

zadas en las placas de Peyer, la piel, y la médula ósea, podrían estar mediadas por la con­

trasupresión. En todos estos casos, sería importante que la respuesta inmune local pueda

actuar, aún cuando se mantiene el estado de supresión sistémica, impidiéndose la aparición

de fenómenos riñón (134).

La actividad contrasupresora estaría a su vez regulada por un nivel 2 de supresión

(143,144). Dicha supresión aparecería alrededor del octavo día de vida y jugaría un rol im­

portante en el proceso de maduración normal de la respuesta inmune. Se ha demostrado

que la introducción prematura de esplenocitos adultos (que incluyen células supresoras de

nivel 2), bloquea el desarrollo de la respuesta inmune normal (145).

Experimentos de timectomía temprana sugieren que el nivel 2 de supresión tendría

un rol importante en la maduración de la respuesta inmune normal. Smith y col (143) obser­

varon que animales timectomizados al tercer día de vida y tratados con activadores policlo­

nales, desarrollan una severa patología autoinmune.

Así, la aparición sucesiva de los diferentes circuitos de supresión y contrasupresión

sería, de acuerdo con los resultados descriptos, un requisito para el desarrollo de la respues­

ta inmune normal.



6. FE P N 'E

6.a. l i'n l x r i'n 'n'

Ha sido demostrado que la expresión de ciertos genes depende de si los mismos fue­

ron heredados por vía materna o paterna (146,147). Este hecho -denominado imprinting

genómico- comenzó a cobrar importancia desde que se descubrió que el origen parental del

material genético determinaba la inducción de síndromes de deleción cromosómica (148)

y de ciertos cánceres humanos (149).

Se demostró que en los síndromes de Prader-Willi y de Angelman -síndromes asocia­

dos a deleciones insterticiales del brazo largo del cromosoma 15- las deleciones ocurrían en

el mismo sitio (148,150). Este hecho llevó a que los investigadores se preguntaran si dos si­

tuaciones tan distintas clínicamente podian ser el resultado de una misma deleción. El uso

de marcadores moleculares permitió determinar que cuando la deleción ocurre en el cromo­

soma 15 heredado por vía paterna se manifiesta el sindrome de Prader-Willi, mientras que

en el síndrome de Angelman la deleción ocurre en el cromosoma heredado por vía materna.

En los primeros trabajos de imprinting en ratones sobre disomia uniparental (2 co­

pias del mismo cromosoma de un mismo origen parental) se demostró que factores produci­

dos por los genes heredados de uno de los padres son estimuladores de crecimiento y capa­

ces de contrabalancear los factores supresores heredados del otro padre (151). En ratones,

sólo se expresan los genes heredados por vía paterna del factor de crecimiento lI insulina

like (152) y sólo aquellos heredados de la madre que codifican para el receptor de dicho

factor (153). Esta observación sugiere que existen balances entre las contribuciones paren­

tales (154).

En humanos, se ha observado que muchos cánceres están asociados a la falta de cier­

tos cromosomas específicos derivados de un padre en particular, generalmente de la madre.

Estos cromosomas contendrían genes supresores de tumores y por lo tanto, la falta de los

mismos contribuiría al desarrollo tumoral (149).



El "imprinting" implica que el material genético está "marcado o designado" de algu­

na manera en cuanto a su capacidad de expresión , dependiendo de si es heredado por vía

materna o paterna. Se ha sugerido que la metilación del DNA estaría implicada en los pro­

cesos de ¡mprinting, y que dicha metilación impediría la expresión de los genes implicados

(155). Si el imprinting ocurre durante la meiosis (156) tendría efectos transgeneracionales

ya que ocurre ¡n útero. No se conoce aún si el "imprinting genómico" involucra genes rela­

cionados con la respuesta inmune.

Se ha descripto un efecto de influencia materna en la expresión de un antígeno ma­

yor de histocompatibilidad codificado en la región Qa-Tla de funciones no claramente defi­

nidas. El antígeno, denominado Mta, se expresa en los híbridos F1 sólo si éstos han hereda­

do por vía materna un alelo permisivo de un gen mitocondrial (157,158). Así, la presencia

de mitocondrias maternas portadoras de estos genes en el citoplasma del óvulo, determina

la expresión del antígeno Mta, haya sido heredado éste por vía materna o paterna. El híbri­

do no expresará este antígeno si la madre no posee estos factores permisivos, aún cuando

la cepa paterna posea los alelos de los genes mitocondriales que los codifican. Estos traba­

jos demuestran la existencia de mecanismos capaces de modificar la expresión de genes del

CMH por influencia materna.

El trofoblasto constituye una barrera ininterrumpida que permite la diálisis entre la

circulación materna y fetal , dificultando el pasaje de células a través de la misma. Sin em­

bargo, se ha podido demostrar que al menos un 0.10% de células fetales entran en la circu­

lación materna (159,160). El pasaje de células maternas aunque sensiblemente menor, tam­

bién fue detectado. Se ha demostrado la presencia de linfocitos 'l‘ Y B maternos en niños
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que presentan un síndrome de inmunodeficiencia combinada (161,162). Más aún, algunos

autores postulan una correlación entre el pico de aparición de leucemias en niños de 2 años

y el pasaje transplacentario de linfocitos maternos (163)

En nuestro laboratorio se ha demostrado (164) que el pretratamiento de hembras an­

tes del aparcamiento con antígenos convencionales o con células tumorales de cepas no re­

lacionadas determina aumentos en los niveles alorreactivos esplénicos maternos y la induc­

ción de daño fetal en las crías cuando las cepas parentales difieren a nivel de los antígenos

mayores de histocompatibilidad.

Existen también evidencias de que la placenta actúa como inmunoadsorbente unien­

do selectivamente anticuerpos maternos dirigidos hacia antígenos de histocompatibilidad pa­

ternos, mientras que los anticuerpos no dirigidos al feto pueden atravesarla (165,166).

Se ha podido demostrar que el repertorio de células T de los hijos puede sufrir alte­

raciones por el pasaje de inmunoglobulinas maternas (167). Así, la cría de hembras BALB/c

inmunizadas antes de la preñez con proteínas del mieloma MOPC 460, exhibe falta de ex­

presión del clon T helper portador del marcador clonotípico F6(51).

Fahey y Barth (168) describieron una curva bifásica para la presencia de lgG en el ra­

tón: un pico inicial entre la primera y la segunda semana de vida, derivado de la madre vía

placenta y leche, y un segundo pico a las 4-5 semanas. Esta producción tardía de lgG endó­

gena podría deberse a inmadurez o a factores que afecten a las células B y/o podrían estar

involucrados algunos componentes de la leche materna.

Weiler y col. (169,170) inmunizaron hembras SJL/J con el idiotipo 1558 de la cepa

BALB/c demostrando que la cría Fl(SJL/JxBALB/c) de estas hembras, a diferencia de los

F1 normales, no respondía al dextrano Bl355; estos efectos maternos podían ser también

atribuídos a la lactancia, ya que el amamantamiento de hembras BALB/c con nodrizas

SJL/J inmunosuprimidas determinó la supresión de esta respuesta.
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6.d. Lactancia.

Como se ha explicado, el pasaje prematuro de células de animales adultos a ratones

recién nacidos es capaz de producir perturbaciones en el desarrollo de la respuesta inmune.

El pasaje de anticuerpos y aún de células de la madre al neonato a través de la lactancia

ocurriría en forma normal. Entonces, el impacto antigénico del neonato con células y

anticuerpos maternos podria jugar un papel importante en la determinación de las caracte­

rísticas, niveles o especificidades de los circuitos inmunorregulatorios de los hijos.

La transmisión pasiva de inmunidad humoral a través de la leche materna es un

fenómeno conocido desde hace ya tiempo. Como consecuencia de este pasaje de anticuer­

pos maternos, el lactante resulta protegido contra infecciones sistémicas, del tracto respira­

torio y gastrointestinales (171,172). En este sentido, la leche materna tiene un papel central

en el mantenimiento de la homeostasis inmunológica en el intestino del recién nacido

durante el periodo de inmadurez funcional de su sistema secretor (173).

El calostro humano es rico en inmunoglobulinas (lg), fundamentalmente en lgA se­

cretora. En leche se produce, aunque en mucha menor proporción lgG e lgM, habiéndose

detectado la presencia de lgD e lgE (174,175). Contiene además, alrededor de 3x106leuco­

citos /ml; concentración que disminuye progresivamente, determinándose que en la segunda

semana el lactante recibe aproximadamente 10acélulas viables/día (175). El 90% de estas

células son macrófagos, estando el 10% restante representado por linfocitos T y linfocitos

B en igual proporción (176).

Debido a la gran cantidad de células mononucleares presentes en calostro y leche,

se ha puesto especial interés en el estudio de la inmunología celular de la lactancia.

Se ha determinado que los linfocitos de la leche presentan una reactividad menor frente

a mitógenos con respecto a la respuesta de los linfocitos de sangre periférica (¡77-179),

siendo semejante la capacidad estimuladora de ambos en reacciones de CML 078,179).

Parmer y Williams (l77), en oposición a estos trabajos determinaron que si bien los



linfocitos T de la leche eran tan reactivos como los de sangre periférica -por lo menos fren­

te a un amplio rango de especificidades en reacciones de CML-carecerían o estarían blo­

queados los precursores de los linfocitos T citotóxicos, frente al HLA paterno.

Los linfocitos T y B presentes en calostro y leche serian seleccionados en cuanto a su

especificidad de respuesta (180). Los linfocitos B de la leche sintetizan preferentemente

anticuerpos dirigidos hacia microorganismos habituales del tracto digestivo y respiratorio,

careciendo en cambio, de algunas especificidades presentes en los linfocitos de sangre peri­

férica de los mismos individuos.

Utilizando linfocitos marcados. se ha podido determinar la presencia de los mismos

en las placas de Peyer de los lactantes, indicando que éstas constituirían la principal vía de

acceso de las células maternas al recién nacido (181). Weiler y col. (182), alimentando lac­

tantes murinos con células de leche materna marcadas con isotiocianato de fluoresceína

o rodamina, determinaron por observación microscópica y citofluorométrica que por lo me­

nos el 1% de las células de la leche materna ingresarían al lactante, observándoselas en dis­

tintos órganos y en sangre periférica. Estos autores estimaron que, durante la primer sema­

na de vida, los ratones lactantes podrían incorporar alrededor de 10‘células maternas. Se

ha determinado, en niños lactantes, que el medio gástrico puede no ser perjudicial para la

sobrevida de células en ese medio (183) ya que la producción de ácido clorhídrico durante

los primeros meses de vida es baja.

Los antecedentes antes expuestos sugieren que la estrecha relación materno-fetal y

la lactancia serían capaces de ejercer profundas modificaciones en el repertorio inmune de

los hijos.

6.e. rnl 'n " í ¡

Respecto de efectos parentales que afecten específicamente la expresión y/o regula­

ción de antígenos de histocompatibilidad propios la literatura es escasa.

Se ha determinado que el pretratamiento de hembras preñadas antes del día l2 de



gestación con anticuerpos monoclonales anti-l-E era capaz de inducir aumentos en los nive­

les proliferativos de timocitos neonatales en reacciones de cultivo mixto de linfocitos singe­

neicas,alterac¡ones que se atribuyeron a modificaciones en el repertorio T de la cría frente

a dichos antígenos propios (184).

Uphoff (185) demostró que cuando se reconstituían híbridos Fl recíprocos adultos

irradiados, con células de médula ósea provenientes de las cepas parentales, las reacciones

de GvH dirigidas hacia los antígenos de histocompatibilidad expresados en el Fl que se pro­

ducían como consecuencia del transplante , resultaban significativamente menores en los

híbridos para los cuales la cepa dadora coincidía con la materna. Las diferencias encontra­

das se atribuyeron a un efecto materno, puesto que se reproducían por transferencia de em­

briones y se postuló que las mismas se debían a modificaciones in útero de los antígenos

de origen paterno.

Morse y col. (186) utilizando un ensayo de GvH sistémico, demostraron que la inocu­

lación de linfocitos BALB/c adultos inducía un mayor porcentaje de muertes en híbridos

F l(C57Bl/6xBALB/c) recién nacidos respecto de la registrada en los híbridos recíprocos

Fl(BALB/ch57Bl/ 6). Por el contrario, los esplenocitos C57Bl/6 inducían una mayor mor­

talidad en los híbridos Fl(BALB/ch57Bl/6).

Coincidentemente con los resultados antes descriptos, en nuestro laboratorio ha sido

demostrada la existencia de un efecto parental capaz de afectar la regulación del reconoci­

miento alorreactivo parental de antígenos de histocompatibilidad propios (187). Se ha des­

cripto que los esplenocitos de híbridos Fl recién nacidos poseen una capacidad diferencial

de regular reacciones de GvH parentales dirigidas hacia antígenos de histocompatibilidad

propios. A las 24 hs de vida, dichos esplenocitos son capaces de suprimir las reacciones de

GvH dirigidas hacia antígenos de histocompatibilidad paternos, pero no aquellas dirigidas

hacía antígenos de histocompatibilidad maternos.

Por otra parte, hemos demostrado que las células esplénicas provenientes de híbri­

dos Fl recíprocos difieren en su capacidad de estimular la proliferación T en reacciones de

cultivo mixto de linfocitos singeneicas. Se pudo determinar que estas diferencias estaban

mediadas por el amamantamiento (188).

Posteriormente se determinó que el amamantamiento era capaz de inducir alteracio­
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nes permanentes en el repertorio CD4+ de la cría (189).

Dado que el reconocimiento de antígenos de histocompatibilidad propios es esencial pa­

ra que la respuesta inmune se desarrolle normalmente, es importante el conocimiento de

los mecanismos capaces de alterar la expresión y/o regulación del reconocimiento de estos

antígenos propios.

A lo largo de este trabajo investigaremos la existencia de influencias parentales capa­

ces de afectar tanto la regulación de la reactividad T de los hijos frente al ataque alorreacti­

vo parental de histocompatibilidad propios cuanto el reconocimiento T de antígenos conven­

cionales extraños.
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El objetivo del presente trabajo fue investigar la existencia de infuencias parentales

capaces de alterar permanantemente la reactividad T de los hijos.

A fin de evaluar las consecuencias que tiene sobre la respuesta inmunológica de la

cría la derivación materna o paterna de un mismo pool génico, se han utilizado pares de

híbridos F l recíprocos murinos. Dichos híbridos derivan de las mismas cepas parentales, di­

firiendo solamente en cual de ellas es la materna.

Este modelo experimental se complementó, comparando la respuesta de los híbridos F l a­

mamantados normalmente con aquellos amamantados por nodrizas de la cepa paterna con

el propósito de estudiar el posible efecto de la lactancia.

Se estudiaron los efectos parentales que actúan sobre A) la regulación del reconoci­

miento T alorreactivo parental de antígenos de histocompatíbilidad propios y B) el reconoci­

miento restringido de antígenos convencionales extraños.
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MODELO EXPERIMENTAL
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2. SUSPENSIONES CELULARES

2.1. Suspensiones esplénicas de ratones adultos

Se extrajeron los bazos y se prepararon las suspensiones celulares en medio de cultivo

MEM (Gibco) o RPMI 1640(Sigma) por pasaje a través de una malla de acero inoxidable.

Estas suspensiones se pasaron luego dos o tres veces por aguja fina, de manera de permitir

una mejor separación de las células. Después de tres lavados con medio de cultivo, las sus­

pensiones fueron tratadas con una solución hipotónica de NH4Cl 0.83% P/V durante 7 mi­

nutos, para provocar la lisis de los glóbulos rojos. La viabilidad fue determinada por el

método de exclusión de Azul Tripán, requiriendose un mínimo de 90% de células vivas.

2.2. Suspensiones de timo de ratones recién nacidos y de ganglios linfáticos de
ratones adultos.

Se siguió el mismo procedimiento que se detalla en el punto 2.1., exceptuando el

tratamiento con solución hipotónica. Se determinó el número de células nucleadas viables

por tinciones con Azul Tripán.

3. REACCIONES DE [NJERTO CONTRA HUESPED (GvH).

Ensayos locales

Se llevaron a cabo ensayos locales descriptos por Ford et al. ([31). Ratones Fl

adultos fueron inoculados por vía sub-cutánea (s.c.) en la almohadilla plantar derecha con

suspensiones celulares de bazo de ratones machos de una de las cepas parentales. Como

control, los híbridos Fl huéspedes fueron inoculados en la almohadilla plantar izquierda con

el mismo número de csplenocitos de ratones adultos singeneicos. Los volúmenes inoculados

fueron de 0.05 ml en todos los casos, utilizándose para ello jeringas de precisión Hamilton.
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Siete días más tarde los huéspedes fueron sacrificados,disecándose cuidadosamente los gan­

glios poplíteos derecho e izquierdo, que fueron luego secados y pesados en una balanza

Mettler, con una precisión de 0.1mg.

Se determinó la diferencia de peso entre ambos ganglios poplíteos, parámetro que se

establece como una medida de la capacidad alorreactiva de la cepa dadora frente a los

antígenos de histocompatibilidad de la otra cepa parental, expresados por el F1.

4. REGULACION DE LAS REACCIONES DE GvI-I.

Los huéspedes F l adultos fueron inoculados con timocitos provenientes de ratones F l

cuyas edades variaron entre 18 días de gestación y 7 días post-nacimiento. La inoculación

se realizó por vía endovenosa (e.v.) 2 horas antes del desencadenamiento de las reacciones

de le-I. Dichos timocitos fueron siempre idénticoscon los huéspedes receptores.Los grupos

control recibieron timocitos de ratones Fl adultos o medio de cultivo (Esquema 4).

5. PROCEDIMIENTODEADHERENCIAALALECFINA

La separación celular por adherencia a la lectina se llevó a cabo según el

procedimiento descripto por Iverson y col (190).

La lectina musa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) se disolvió en buffer citrato, pH

5.5. y se guardó como una solución stock de 0.5mg/ml a 4°C. Se volcaron 5 ml de la

solución stock sobre cápsulas de Petri plásticas de ll) cm de diámetro y se incubaron du­

rante 45 min. a temperatura ambiente. Las cápsulas fueron luego lavadas 3 veces con PBS

(solución buffer fosfatos) y se incubaron con medio de cultivo adicionado de 1% de anti­

biótico, durante 15 min a Tv ambiente. Las células tímicas se ajustaron a un concentración

de 7.5x[0" cel/ml en medio de cultivo adicionado con 5% de suero fetal bovino (GIBCO).

Se agregaron ll) ml dc la suspensión celular a cada cápsula de Petri y se incubaron 45 min.a

37°C. Las células no adherentes se obtuvieron por lavados sucesivos con medio de cultivo.
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Las células adherentes se despegaron agregando a cada cápsula 5 ml de una solución de N­

acetil-D-galactosamina (Sigma), lmg/ ml en PBS. Luego de una incubación de 5 mina 37°C,

las células se recogieron con pipetas Pasteur. El rendimiento total del proceso fue siempre

mayor del 90%. El porcentaje de células obtenidas en la fracción adherente osciló entre el

20 y el 40%.

6. TRATAMIENTO DE LAS SUSPENSIONES CELULARES CON

ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Las suspensiones celulares se incubaron durante 15 min. a T" ambiente, en una

concentración de 1x107células por cada ml de una dilución apropiada del anticuerpo. Al

término de dicha incubación, las suspensiones fueron lavadas e incubadas durante 30 min.

a 37°C , con una dilución de complemento de cobayo previamente testeado en su capacidad

citotóxica. El procedimiento descripto se realizó 2 veces consecutivas.

Los anticuerpos utilizados fueron: anti-Lyt-l (Becton Dickinson Labware, Oxnard):

anti-CD4 (clon GK 1.5)y anti-CD8 (clon 53-672). Estos últimos fueron gentilmente cedidos

por la Dra. Susan Webb (Department of Immunology, Research Institute of Scripps Clinic,

La Jolla, California).

7. REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA Y DE

SENSIBILIDAD DE CONTACTO.

Se llevaron a cabo reacciones de hipersensibilidad retardada (HR) y de sensibilidad

de contacto frente a dos antígenos derivados halogenados del nitrobenceno: ácido picril­

sulfónico (TNBS) y 2,4-dinitro-l-fluorbenceno (DNBF).
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7.1 Reacciones de sensibilidad de contacto frente a DNBF.

Ratones F1 adultos fueron sensibilizados con una solución de DNBF al 0.5%, en un

disolvente de acetonazaceite de oliva (4:1). 25 ul de dicha solución fueron extendidos en el

abdomen de ratones previamente rasurados, en 2 días consecutivos.

El desencadenamiento de las reacciones se realizó 4 días después, extendiendo 20

ul de la solución de DNBF al 0.2% en la superficie dorsal de una de las orejas de los

huéspedes sensibilizados.

Se midió el grosor de las orejas a las 24 horas posteriores al desencadenamiento de

las reacciones, con calibre de alta precisión (Mitutoyo, 0.01-10 mm). Este valor se

comparó con el tamaño de las mismas antes del desencadenamiento, siendo el aumento del

grosor un índice de la magnitud de la respuesta de hipersensibilidad retardada.

7.2 Reacciones de hipersensibilidad retardada frente a TNBS.

Q! ., .E. ., I ,E

Ratones adultos fueron inoculados con 0.2 ml de una solución de caseinato de sodio

5% P/ V por via ip. Cuatro días más tarde los animales se sacrificaron y se extrajeron las

células del exudado peritoneal, inoculando de 2 a 4 ml de medio de cultivo y masajeando

suavemente. Los macrófagos fueron purificados por adherencia al vidrio, incubándolos

durante l hora a 37°C y eliminando las células no adherentes mediante lavados con medio

de cultivo helado. El lavado se repitió 3 veces y se recogieron las células adherentes con

una solución de lindocaina 12 mM en medio de cultivo helado. El grado de purificación se

controló por observación con solución de May Grumwald Giemsa.

.- ., , . ,
c 1 I

o

Los macrófagos utilizados para la sensibilización y el desencadenamiento de estas

reacciones fueron modificados por tratamiento con una solución lO mM de ácido picril

38



sulfónico en buffer pH 6.9. La incubación se realizó a T0 ambiente durante ll) minutos. Se

efectuaron 3 lavados con medio de cultivo.

Reacciones de HB

Se sensibilizaron animales F1 adultos con macrófagos modificados químicamente con

TNBS, inoculándolos por via sc. El desencadenamiento se realizó siete días más tarde

inoculando nuevamente macrófagos modificados en las almohadillas plantares de los

híbridos F l .

Para la determinación de las reacciones de hipersensibilidad retardada, se midió el

grosor de las almohadillas plantares a las 24 horas posteriores al desencadenamiento de

las reacciones, con calibre adecuado (Pocotest, Ges.Gesch.). Este valor se comparó con el

tamaño de las mismas antes del desencadenamiento, siendo el aumento del grosor un indice

de la magnitud de la respuesta de hipersensibilidad retardada (Esquema 5).

Las reacciones se confirmaron mediante estudio histológico.

8. REGULACION DE LAS REACCIONES DE HR.

Los huéspedes F l adultos fueron inoculados con timocitos provenientes de ratones

Fl de 24 horas de vida. La inoculación se realizó por vía endovenosa (e.v.) 2 horas antes

de la inducción de las reacciones de HR. Dichos timocitos fueron siempre idénticos con

los huéspedes receptores. Los grupos control recibieron timocitos de ratones Fl adultos o

medio de cultivo.

3‘)
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a

Huésped F1(BALB/chKR)(H-dek )

Macráfagos SALE/c (H-Zd) a Hacrófagos AKR(H-Zk)

DESENCADENAHIEN TÜ

ll

Nacrú fagos BALE-TNP \Nacrú fagos BALBo AKRa / sin medificar'
Nacró fagos AKR-TNP
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9. REACCIONES DE HUESPED CONTRA [NJERTO (HVG) FRENTE AL

ANTIGENO H-Y DE MACHO.

Huéspedes F l hembras se inocularon en la almohadilla plantar derecha con

esplenocitos provenientes de machos Fl idénticos.

La almohadilla plantar contralateral recibió la misma dosis de esplenocitos provenientes

de hembras singeneicas.

Nueve días después de la inoculación los huéspedes fueron sacrificados, disecándose

cuidadosamente los ganglios poplíteos derecho e izquierdo, que fueron luego secados y

pesados en una balanza Mettler, con una precisión de 0.1 mg.

Se determinó la diferencia de peso entre ambos ganglios poplíteos, parámetro que se

establece como una medida de la respuesta de HvG al antígeno H-Y de macho. En algunos

experimentos los huéspedes fueron sacrificados a distintos tiempos con el propósito de

estudiar la cinética de la respuesta de HvG.

10. ENSAYOS DE PROLIFERACION T IN VITRO FRENTE A ANTIGENOS

CONVENCIONALES.

Se llevaron a cabo ensayos de proliferación T in vitro frente a: A) ovoalbúmina

(OVA) (Sigma) y B) citocromo-C de paloma (cit-C) (Sigma).

10.1
Ratones Fl adultos fueron inmunizados de la siguiente manera:

A) 0.04 ml de una emulsión de [00 ug de OVA en adyuvante de Freund incompleto

(Sigma) se inocularon sc. en la base de la cola de híbridos recíprocos Fl (191)

B) 0.05 ml de una emulsión de 12 ug de Cit-C en adyuvante de Freund completo (Sigma)

se inocularon sc. en cada una de las de las almohadillas plantares traseras de los híbridos

Fl (192). Para la inoculación se utilizaron jeringas de precisión Hamilton
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10.2
Los ensayos de proliferación se llevaron a cabo: A) 7 dias después de la

inmunización con OVA y B) 7 a 10 días después de la inmunización con cit-C .

Se prepararon suspensiones de A) ganglios inguinales y para-aórticos y B) ganglios

popliteos, en medio RPMI 1640 suplementado con 20% de SBF (GlBCO), 5x10'5M de 2­

mercaptoetanol (Sigma) y antibióticos (penicilina/estreptomicina, Sigma). Los cultivos se

llevaron a cabo en microplacas de fondo plano (Falcon 3072). Distintas dosis de células de

ganglios fueron re-estimuladas con distintas dosis del antígeno correspondiente. La

incubación se realizó en estufa de 37°C y en una atmósfera húmeda y gaseada con 5% de

CO2 durante 5 dias. En algunos experimentos se determinó el tiempo óptimo de cultivo,

variando entre 4 y 8 días el período de incubación. 18 horas antes de la recolección se

agregó en cada pozo luCi de timidina tritiada (T3H) (actividad específica 20Ci/mM, New

England Nuclear). La recolección se llevó a cabo en forma automática sobre papel

Whatman GF/ A, que fue luego colocado en viales con líquido de centelleo. La radioacti­

vidad fue determinada en un contador de centelleo liquido Packard 3002.

La medida de la proliferación T específica puede calcularse como: l) la diferencia en la

incorporación de JH-Timidina entre las células re-estimuladas y las células sin re-estimular

(Acpm=cpm en presencia de antígeno - cpm en ausencia de antígeno)

2) el cociente entre la incorporación de 3H-Timidina de las células re-estimuladas y sin re­

estimular ( Ip=cpm en presencia de antígeno/cpm control)

ll. REGULACION DE LA PROLIFERACION T IN VlTRO.

Los ensayos de proliferación T se regularon con timocitos provenientes de ratones

Fl neonatales, que fueron agregados al cultivo en el momento de la re-estimulación. Con

el objeto de impedir la proliferación de los timocitos reguladores, los mismos fueron

previamente tratados con Mítomicina C (Sigma), en una concentración de 33 ug/ml cada

107células. Se ¡ncubaron 45 min. a 37 C y luego, se lavaron tres veces con medio de cultivo
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RPMI, con incubaciones intermedias a 37° C de cinco minutos cada una.

12. REACCIONES DE CULTIVO MIXTO DE LlNFOClTOS ALOGENEICO

(CMLA).

Se utilizaron como poblaciones estimuladoras células esplénicas provenientes de

híbridos Fl. Para ello, las mismas se pretrataron con mitomicina C, tal como se describe en

el punto anterior. En algunos experimentos las poblaciones también fueron pretratadas con

anticuerpo monoclonal anti-CD8 más complemento (ver punto 6).

Los cultivos se llevaron a cabo en microplacas de fondo plano. Distintas dosis de

células estimuladoras se co-cultivaron con esplenocitos provenientes de una de las cepas

parentales. Las condiciones de cultivo se describen en el punto 10.

13. PRESENTACION DE LOS RESULTADOS

Las Figuras y Tablas contienen resultados obtenidos en 1-6 experimentos. Los

experimentos fueron repetidos de 3 a 6 veces en forma independiente.

14. ESTADISTICA

El Test "t" de Student se utilizó para determinar el grado de significación de los

resultados obtenidos.
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A. RECONOCIMIENTO T ALORREACI'IVO PARENTAL DE ANTIGENOS

DE HISTOCOMPATIBILIDAD PROPIOS EN I-IIBRIDOSFl RECIPROCOS.

En nuestro laboratorio (192) se había demostrado que las reacciones de GvH locales

inducidas en híbridos Fl adultos provenientes del cruzamiento de distintas cepas parentales

resultaban menores cuando se desencadenaban con esplenocitos maternos respecto de las

registradas con células paternas. El objetivo de los experimentos que se detallan a conti­

nuación fue investigar si las diferencias detectadas en estas reacciones in vivo estaban

asociadas a una capacidad diferencial de los híbridos F1 de estimular la proliferación de

células parentales, dependiendo del origen materno o paterno de las mismas. Se estudiará

asimismo la existencia de efectos parentales en la ontogenia de la regulación del recono­

cimiento T aloreactivo parental de antígenos de histocompatibilidad propios.

A.l REACCIONES DE CMLA PARENTALES ANTI-HIBRIDOS Fl

RECIPROCOS ADULTOS.

Comenzamos investigando si los híbridos F1recíprocos adultos poseen una capacidad

diferencial de estimular la proliferación de células parentales, en reacciones de CMLA. Se

utilizaron híbridos F1 derivados de las cepas parentaJes BALB/c y AKR/J. Dos x 10’célu­

las provenientes de ganglios linfáticos de animales BALB/c se co-cultivaron con distintas

dosisde esplenocitos de híbridos de Fl(BALB/chKR/J) y Fl(AKR/JxBALB/c) que fue­

ron previamente pretratados con mitomicina-C.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 1. Como se observa. en todas las

dosis de células estimuladoras testeadas, los híbridos Fl(AKR/JxBALB/c) fueron capaces

de estimular más la proliferación T de las células BALB/c respecto de los híbridos

Fl(BALB/chKR/J).
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Tratamiento de las poblaciones estimuladoras con anticuerpo monoclonal anti-C08
+ C’.

Las células esplénicas provenientes de híbridos Fl(BALB/ chKR/ J) y

Fl(AKR/JxBALB/c) fueron pretratadas con anticuerpo monoclonal anti-CDS más comple­

mento. Se comparó la capacidad estimuladora de las células esplénicas deprivadas de pobla­

ciones CD8+ frente a células de la cepa parental BALB/c con aquella registrada por la

población total (pretratada solamente con C’). Así, 2x10’ células de ganglios linfáticos

BALB/c se co-cultivaron con distintas dosis de esplenocitos de híbridos

Fl(BALB/chKR/J) y F1(AKR/JxBALB/c) pretratados con el anticuerpo monoclonal o

sin pretratar.

Como se observa en la Figura 2, el pretratamiento de las poblaciones estimuladoras

Fl(AKR/JxBALB/c) con anti-CD8 fue incapaz de modificar los niveles de estimulación de

los mismos. La proliferación de las células de ganglios BALB/c fue similar en magnitud

cuando la estimulación se realizó con esplenocitos del híbrido F1(AKR/ JxBALB/ c) pretra­

tados o sin pretratar con el anticuerpo monoclonal anti-CD8. Por el contrario, el pre­

tratamiento de las células esplénicas F1(BALB/chKR/J) con anti-CD8 fue capaz de

aumentar la capacidad estimulatoria de los mismos. El nivel de estimulación registrado no

difirió de los registrados en los híbridos recíprocos Fl(AKR/JxBALB/c).

Los resultados obtenidos muestran la existencia de diferencias en las

poblaciones inmunorregulatorias CD8+ entre híbridos Fl recíprocos. Dichas

poblaciones ejercerían una acción negativa sobre la proliferación de las células

alorreactivas T parentales que poseeen receptores con alta afinidad hacia antígenos

de histocompatibilidad propios.
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FIGURA l

REACCIONES DE CMLA PARENTALES ANTI-Fl.
Se co-cultivaron 2X10’ células de ganglios linfáticos provenientes animales BALB/c con
diferentes dosis de esplenocitosFl(BALB/chKR/J) ( I ) y Fl(AKR/JxBALB/c) (Q)
(pool de 4 animales) pretratados con mitomicina-C. Los resultados se expresan como Acprn
(cpm experimental-cpm control). Cada punto es el valor medio de determinaciones por
cuadruplicado 1 DS.
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FIGURA 2

REACCIONES DE CMLA PARENTALES ANTI-F1. Tratamiento de las células
estimuladoras con anticuerpo monoclonal anti-CDS más complemento.

Se co-cultivaron 2X10’ células de ganglios linfáticos provenientes de animales BALB/c con
diferentes dosis de esplenocitos estimuladores Fl(BALB/chKR/J) ( I ) y
F l(AKR/JxBALB/c) ( O ) pretratados con anticuerpo monoclonal anti-CD8 más C’. Los
símbolos cerrados representan los controles pretratados con C’solamente. Se utilizó para
cada grupo un pool de 4 animales. Los resultados se expresan como Acpm (cpm
experimental-cpm control). Cada punto es el valor medio de determinaciones por
cuadruplicado 1 DS.



A.2 ONTOGENIA DE LA REGULACION DEL RECONOCIMIENTO T

ALORREACTIVO PARENTAL DE ANTIGENOS DE
HISTOCOMPATIBILIDAD PROPIOS.

Se ha demostrado en nuestro laboratorio que, al nacimiento los híbridos F l poseen

diferencias en cuanto a la capacidad de sus esplenocitos para regular reacciones

alorreactivas parentales: son capaces de suprimir las reacciones de GvH desencadenadas

con células maternas -dirigidas hacia antígenos de histocompatibilidad propios heredados

del padre-, pero son incapaces de disminuir las desencadenadas con células paternas y

dirigidas hacia antígenos de histocompatibilidad heredados de la madre (187).

Con el objeto de investigar el momento en que se establecen en el timo las dife­

rencias inmunorregulatorias descriptas y su evolución durante el período perinatal se

desencadenaron reacciones de le-I en híbridos Fl adultos con esplenocitos de cada una

de las cepas parentales. Las mismas se regularon con timocitos provenientes de híbridos F1

entre 18 días de gestación y 7 días de nacimiento.

A.2.l ACTIVIDAD REGULATORIA DE TIMOCITOS FETALES Fl SOBRE

REACCIONES DE GVH PARENTALES DIRIGIDAS HACIA

ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD PROPIOS.

Con el objeto de investigar la capacidad que poseen los timocitos fetales Fl de

regular reacciones de le-l inducidas con células parentales, se inocularon en la almohadilla

plantar derecha de híbridos Fl adultos, lel)‘ esplenocitos de cada una de las cepas paren­

tales. La almohadilla plantar contralateral fue ¡noculada con la misma dosis de esplenocitos

provenientes de híbridos adultos Fl idénticos a los huéspedes. Los grupos experimentales

recibieron por vía ev.5x 10‘timocitos Fl de 18días de gestación, 2 hs antes del desencaden­

amiento de la reacción de le-I. Los grupos controles recibieron medio de cultivo o timo­

citos Fl adultos.

Siete días mas tarde, los animales fueron sacrificados y se extrajeron sus ganglios
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poplíteos. La diferencia de peso entre ambos ganglios se considera como una medida de la

magnitud de la reacción de GvI-l.

Se utilizaron huéspedes Fl(BALB/chKR/J)(I-I-2" xH-2"),cuyas cepas parentales

poseen diferencias a nivel de antígenos mayores y menores de histocompatibilidad. Como

se observa en la Figura 3, los timocitos provenientes de híbridos F1(BALB/c x AKR/ J) de

18días de gestación fueron capaces de suprimir las reacciones de GvH desencadanadas con

esplenocitos maternos BALB/c (reacciones de GvH maternas anti-paternas)(p <0.005). Los

timocitos fetales fueron también capaces de disminuir en forma significativa las reacciones

de GvH desencadenadas con esplenocitos paternos AKR/J (reacciones de GvH paternas

anti-matemas) (p <0.01).

A.2.2 ACTIVIDAD REG ULATORIA DE TIMOCITOS NEONATALES

SOBRE REACCIONES DE GVH PARENTALES DIRIGIDAS HACIA

ANTIGENOS DE I-IISTOCOMPATIBILIDAD PROPIOS.

Se investigó la capacidad que poseen los timocitos neonatales de regular las

reacciones de GvI-Iparentales. Para ello, se desencadenaron reacciones de GvH locales en

híbridos Fl con esplenocitos de cada una de las cepas parentales. Los grupos experimentales

fueron inoculados por vía ev.con timocitos provenientes de híbridos F l de 24 hs de vida.

Como puede observarse en la Figura 4, los timocitos Fl(BALB/c x AKR/J) neona­

tales fueron capaces de suprimir (p<0.01) las reacciones de GvI-I cuando las mismas se

desencadenaron con esplenocitos maternos BALB/c (reacciones maternas anti-paternas).

Por el contrario cuando las reacciones de le-I se desencadenaron con lel)6 esplenocitos

paternos AKR/J, los timocitos neonatales Fl fueron incapaces de alterar la magnitud de

las reacciones de GvH (reacciones paternas anti-maternas).
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FIGURA 3

ACTIVIDAD SUPRESORA DE TIMOCITOS FETALES SOBRE REACCIONES DE
GVHPARENTALES DIRIGIDAS HACIA ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD
PROPIOS.

Se desencadenaron reacciones de GvI-Ien híbridos Fl(BALB/chKR/J) con 5x10‘espleno­
citos adultos BALB/c ( I ) o AKR/J ( [:1 ) que se inocularon en la almohadilla plantar
derecha de los huéspedes. El mismo número de esplenocitos provenientes de híbridos F l
adultos singeneicos fue inoculado en la almohadilla plantar izquierda.
Los grupos experimentales () se inocularon iv. 2 hs antes del desencadenamiento de las
reacciones con 5x106timocitos provenientes de híbridos Fl(BALB/chKR/J) de 18días de
gestación.
Los resultados se expresan como la media de la diferecia de peso entre los ganglios
poplíteos derecho (experimental) e izquierdo
(control) (mg 1 DS; número de animales >5 ).
Nivel de significación : * p<().0()5; " p<().()l (Test "t" de Student)
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FIGURA 4

ACTIVIDAD REGULATORIA DE TIMOCITOS NEONATALES SOBRE REACCIONES
DE GVH PARENTALES DIRIGIDAS HACIA ANTIGENOS DE
HISTOCOMPATIBILIDAD PROPIOS.

Se desencadenaron reacciones de GvH en híbridos F1(BALB/chKR/J) con 5x106
esplenocitos adultos BALB/c ( I ) o AKR/J ( [:l ) que se inocularon en la almohadilla
plantar derecha de los huéspedes. El mismo número de esplenocitos provenientes de
híbridos F1 adultos singeneicos fue inoculado en la almohadilla plantar izquierda.
Los grupos experimentales () se inocularon iv. 2 hs antes del desencadenamiento de las
reacciones con 5x106timocitos provenientes de híbridos F l(BALB/chKR/J)de 24 hs de
vida.
Los resultados se expresan como la media de la diferecia de peso entre los ganglios
poplíteos derecho (experimental) e izquierdo
(control) (mg i DS; número de animales >5 ).
* Nivel de significación : p<().()l (Test "t" de Student)



Utilización de híbridos Fl reciprocos.

Con el objeto de confirmar la existencia de efectos parentales actuantes sobre la

regulación de la alorreactividad T parental, descartando la posibilidad de que las diferencias

inmunorregulatorias encontradas se debieran a alguna caracteristica inherente a la cepas

estudiadas, se utilizaron híbridos Fl recíprocos.

Se desencadenaron reacciones de GvH en híbridos Fl(AKR/JxBALB/c) con lel)‘s

esplenocitos parentales. Las mismas se regularon con 5x10‘ timocitos neonatales. Como se

observa en el Figura 5, los timocitos neonatales F l(AKR/JxBALB/c) fueron capaces de

suprimir las reacciones de GvH inducidas con esplenocito s maternos AKR/J (p<0.001),

pero no aquellas desencadenadas con esplenocitos paternos BALB/c. La comparación de

estos resultados con aquellos obtenidos en híbridos reciprocos F1(BALB/chKR/J) (Fíg.4)

muestra que la distinta capacidad que poseen los timocitos F l de regular reacciones de

GvH parentales se debe a la existencia de efectos parentales y no a un efecto particular de

las cepas utilizadas.

Efecto de diferentes relaciones entre células parentales y células reguladoras.

En los resultados mostrados anteriormente, la dosis de esplenocitos parentales

adultos utilizados para desencadenar la reacción de le-l fue la misma que la de los

timocitos F1 reguladores.

Con el objeto de investigar si la incapacidad de los timocitos F l neonatales de

suprimir las reacciones de GvH paternas anti-maternas, se debia a una ineficiente relación

entre células efectoras y reguladoras, se varió la dosis de células de recién nacidos

inoculadas por via ev., manteniéndose constante el número de células efectoras.



FIGURA S

ACTIVIDAD REGULATORIA DE TlMOCITOS NEONATALES SOBRE REACCIONES
DE GvH PARENTALES DIRIGIDAS HACIA ANTIGENOS DE
HISTOCOMPATIBILIDAD PROPIOS. Utilización de híbridos recíprocos.

Se desencadenaron reacciones de GvH en híbridos F1(AKR/JxBALB/c) con 5x106
esplenocitos adultos AKR/J ( E] ) o BALB/c ( I ) que se inocularon en la almohadilla
plantar derecha de los huéspedes. El mismo número de esplenocitos provenientes de
híbridos F1 adultos singeneicos fue inoculado en la almohadilla plantar izquierda.
Los grupos experimentales () se inocularon iv. 2 hs antes del desencadenamiento de las
reacciones con 5x10° timocitos provenientes de híbridos Fl(AKR/JxBALB/c) de 24 hs de
vida.

Los resultados se expresan como la media de la diferecia de peso entre los ganglios
poplíteos derecho (experimental) e izquierdo
(control) (mg i DS; número de animales >5 ).
‘ Nivel de significación : p<().()()l (Test "t" de Student)
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Como puede observarse en la Figura 6.A, en ninguna de las dosis testeadas, los

timocitos Fl(BALB/cMKR/J) fueron capaces de disminuir significativamente la magnitud

de las reacciones de GvH desencadenadas con esplenocítos paternos AKR/J.

Contrariamente, en la Figura 6.B, se muestra que la capacidad supresora de los

timocitos Fl(AKR/JxBALB/c) en reacciones de GvH desencadenadas con esplenocítos

maternos AKR/J aumenta con la dosis inoculada y que el máximo de supresión se alcanza

cuando la relación efectoras: reguladoras es igual a l (p<0.002).

Actividad regulatoria de timocitos F1 neonatales derivados del cruzamiento de cepas

parentales que comparten antígenos mayores de histocompatibilidad.

Se investigó si las diferencias inmunorregulatorias observadas podían detectarse en

híbridos Fl que difieren solamente a nivel de antígenos menores de histocompatibilidad.

Se desencadenaron reacciones de GvH en híbridos adultos Fl(BALB/chBA/ 2) y

F l(DBA/2xBALB/c) ínoculando esplenocítos parentales BALB/c.

La Figura 7 muestra que la inoculación de 10x106timocitos neonatales provenientes

de híbridos Fl (BALB/chBA/Z) de 24 hs de vida, fue capaz de suprimir las reacciones

de GvH desencadenadas con 10x106esplenocítos maternos BAALB/c (p<0.001) . Por el

contrario, los timocitos F 1(DBA/2xBALB/c) de 24 hs resultaron incapaces de alterar las

reacciones de GvH desencadenas con 2x106esplenocítos paternos BALB/c.
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FlGURAó
ACTIVIDAD REGULATORIA DE TIMOCITOS NEONATALES SOBRE LAS
REACCIONES DE GvH PARENTALES. EFECTO DE DISTINTAS DOSIS DE
TlMOClTOS NEONATALES.
Se indujeron reacciones de GvH locales inoculando 5x10“iesplenocitos AKR/J en la
almohadillaplantarderecha de A) Fl(BALB/chI(R/J) (reaccionespaternas anti-maternas)
y de B) F1(AKR/JxBALB/c) (reacciones maternas anti-paternas). El mismo número de
esplenocítos provenientes de híbridos idénticos a los huéspedes se inocularon en la
almohadilla plantar contralateral. Los huéspedes adultos se pretrataron iv. con distintas
dosis de timocitos Fl de 24 hs ( I) o adultos ( El) idénticos a los huéspedes. (A ) control
positivo sin pretratar. Número de animales 4 a 6 por grupo. B) Nivel de significación: *
p<0.()2; ”p<().()()2 (Test "t" de Student)
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FIGURA 7
ACTIVIDAD REGULATORIA DE TIMOCITOS NEONATALES SOBRE REACCIONES
DE GvH PARENTALES DIRIGIDAS HACIA ANTIGENOS DE
HISTOCOMPATIBILIDAD PROPIOS. Reacciones de GvH locales en híbridos Fl
recíprocos derivados de las cepas BALB/c y DBA/2.
Se desencadenaron reacciones de GvH en híbridos recíprocos A) Fl(BALB/chBA/2) y
B) Fl(DBA/2xBALB/c) con lell)‘5 y 2x106 esplenocitos adultos BALB/c ( I )
respectivamente, que se inocularon en la almohadilla plantar derecha de los huéspedes. El
mismo número de esplenocitos provenientes de híbridos Fl adultos singeneicos fue
inoculado en la almohadilla plantar izquierda.
Los grupos experimentales () se inocularon iv. 2 hs antes del desencadenamiento de las
reacciones con lelO6 timocitos provenientes de híbridos Fl idénticos a los huéspedes de
24 hs de vida.

Los resultados se expresan como la media de la díferecia de peso entre los ganglios
poplíteos derecho (experimental) e izquierdo (control) (mg 1 DS; número de animales >6)
* Nivel de significación 2A) p<().()()l (Test "t" de Student)
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Efecto de la lactancia sobre la actividad regulatoria diferencial de timocitos
neonatales.

Investigamos si el amamantamiento durante las primeras horas de vida estaba

asociado a la supresión de las reacciones de GvH maternas anti-patemas y/o a la ausencia

de supresión de las patemas anti-maternas. Para ello impedimos

el contacto madre-hi jo a partir del momento del nacimiento. Las células tímicas de híbridos

F l(BALB/ chKR/ J) a los que se les impidió mamar, se utilizaron para regular reacciones

de le-l desencadenadas en huéspedes adultos con esplenocitos de cada una de las cepas

parentales. Las condiciones experimentales utilizadas fueron las mismas que para los

híbridos F1 amamantados normalmente (FIG 4).

Como puede observarse en la Figura 8, los híbridos F1 neonatales sin amamantar,

fueron capaces de suprimir las reacciones de GvH matemas anti-patemas (p< 0.01),

resultando incapaces de modificar significativamente las reacciones de GvH patemas anti­

maternas.

Estos resultados describen la existencia de efectos parentales que actúan en

la regulación del reconocimiento T alorreactivo dirigido hacia los antígenos de

histocompatibilidad propios. Dichos efectos se evidencian al nacimiento, ya que a

diferencia de los timocítos fetales que suprimen las reacciones de GvH dirigidas

hacia los antígenos de histocompatibilidad heredados de ambos padres, las células

tímicas provenientes de híbridos Fl neonatales poseen una capacidad diferencial de

regular las reacciones de GvH según las mismas sean dirigidas hacia antígenos de

histocompatibilidad heredados del padre o de la madre, suprimiendo las primeras y

siendo incapaces de modificar las últimas. Los resultados muestran asimismo, que el

amamantamiento no intervendría en la generación de las diferencias descriptas.
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FIGURA 8

EFECI O DEL AMAMANI'AMIENTO SOBRE LA ACTIVIDAD REGULATORIA DE
TIMOCITOS NEONATALES EN REACCIONES DE GvI-IPARENTALES DIRIGIDAS
HACIA ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD PROPIOS.

Se desencadenaron reacciones de GvI-Ien híbridos Fl(BALB/chKR/J) adultos con 5x106
esplenocítos adultos BALB/c (I) o AKR/J (El) que se inocularon en la almohadilla
plantar derecha de los huéspedes. El mismo número de esplenocitos provenientes de
híbridos F l adultos idénticos fue inoculado en la almohadilla plantar izquierda.
Los grupos experimentales () se inocularon iv. 2 hs antes del desencadenamiento de las
reaccionescon5x106timocitosprevenientes de híbridos Fl(BALB/chKR/J) recién nacidos
a los que se les impidió mamar.
Los resultados se expresan como la media de la diferecia de peso entre los ganglios
poplíteos derecho (experimental) e izquierdo(control) (mg i DS; número de animales >5.
* Nivel de significación : p<().()l (Test "t" de Student)
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A.2.3 PERDIDA DE LA ACTIVIDAD SUPRESORA TIMICA SOBRE LAS

REACCIONES DE GVH MATERNAS ANTI-PATERNAS.

Como hemos demostrado, al nacimiento, las células tímicas son capaces de suprimir

las reacciones de GvH maternas anti-paternas.

[nvestigamos si la capacidad que poseen los timocitos para suprimir estas reacciones,

sufría modificaciones en los días posteriores al nacimiento. Se desencadenaron entonces,

reacciones de GvH parentaJes en híbridos F1(BALB/chBA/2), regulándose las mismas

con timocitos provenientes de híbridos F1 de 1,2,3,4,5 y 6 días de vida.

Como puede observarse en la Figura 9, la inoculación de 10x106 tímocitos

provenientes de híbridos F1(BALB/chBA/2) de 1, 2 y 3 días fue capaz de suprimir las

reacciones de le-I maternas anti-paternas desencadenadas con 10x106esplenocitos BALB/c

(p<0.001; p<0.01 y p<0.01 respectivamente), en tanto que a partir del día 4, no fue posible

detectar actividad supresora.

A.2.4 ACTIVIDAD CONTRASUPRESORA TIMICA ACTUANTE SOBRE

REACCIONES DE GvH PARENTALES DIRIGIDAS HACIA

ANTIGENOS DE HISTCOMPATIBILIDAD PROPIOS.

El objetivo de los experimentos que se detallan a continuación fue investigar si la

ausencia de actividad supresora actuante en reacciones de GvH parentales correlacionaba

con la aparición de células con actividad contrasupresora en el timo de híbridos Fl.
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FIGURA 9

EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD SUPRESORA DE TIMOCITOS NEONATALES
SOBRE REACCIONES DE GvH MATERNAS ANTI-PATERNAS.

Se desencadenaron reacciones de GvI-I en híbridos F l(BALB/chBA/2) con lelO‘
esplenocitos adultos BALB/c que se inocularon en la almohadilla plantar derecha de los
huéspedes. El mismo número de esplenocitos provenientes de híbridos F1 adultos
singeneicos fue inoculado en la almohadilla plantar izquierda.
Los grupos experimentales (I) se inocularon iv. 2 hs antes del desencadenamiento de las
reacciones con 10x106timocitos provenientes de híbridos Fl(BALB/chBA/2) de distintas
edades.
(A) control positivo de GvH (sin reguladoras).
Los resultados se expresan como la media de la diferecia de peso entre los ganglios
poplíteos derecho (experimental) e izquierdo (control) (mg _+_DS; número de animales >5).
Nivel de significación :* p<().()()l; ** p<().01 (Test "t" de Student)
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A.2.4.a ACTIVIDAD CONTRASUPRESORA DE TIMOCITOS Fl

NEONATALES SOBRE REACCIONES DE GVI-IPATERNAS ANTI­

MATERNAS.

Para investigar la existencia de timocitos con actividad contrasupresora, en primera

instancia fue necesario suprimir las reacciones de le-I paternas anti-matemas, para lo cual

se utilizaron timocitos fetales F l, que como demostráramos anteriormente suprimen la

reacciones de GvH paternas anti-maternas. Las reacciones locales de le-I se desencade­

naron con 5x106esplenocitos paternos AKR/J en híbridos Fl(BALB/chKR/J) que 2 hs

antes fueron pretratados por vía ev. con a) SXlO‘stimocitos fetales Fl de 18 días (control

de supresión); b) 5x106timocitos F1 de 24hs de vida ;c) 5x10”timocitos fetales Fl + leO6

timocitos Fl adultos y d) 5x10‘ timocitos Fl fetales + 5x106timocitos Fl neonatales (grupo

experimental).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 10.A.Como se observa, mientras

que los timocitos adultos no modificaron la actividad supresora de los timocitos fetales, los

timocitos neonatales, fueron capaces de revertir la supresión ejercida por los timocitos

fetales (p<0.001), no habiendo diferencias significativas entre este grupo y el grupo control

(sin pretratar). El pretratamiento de los huéspedes con timocitos de 24 hs en ausencia de

células supresoras fue por su parte incapaz de modificar la magnitud de las reacciones de

GvH. De esta manera, los timocitos de 24hs muestran actividad contrasupresora sobre reac­

ciones de GvH paternas anti-maternas, ya que la actividad contrasupresora se define como

aquella que produce un estado de resistencia a la supresión, sin inducir ella misma

respuestas inmunes.

La Figura 10.8 muestra los resultados obtenidos cuando se utilizó la combinación

recíproca F1(AKR/JxBALB/c). Las reacciones de GvH locales se desencadenaron con

esplenocitos paternos BALB/c. Como se observa,los timocitos F l(AKR/JxBALB/c) de 24hs

poseen actividad contrasupresora sobre reacciones de GvH paternas anti-maternas.

bl



fivll(tuzll!)

B

FIGURA 10
ACTIVIDAD CONTRASUPRESORA DE TIMOCITOS DE 24hsSOBRE REACCIONES
DE GvH PATERNAS ANTI-MATERNAS.

Se desencadenaron reacciones de GvI-Icon 5x10"esplenocitos A) AKR (I ) en huéspedes
Fl(BALB/chKR/J) y B) BALB/c (I) en huéspedes Fl(AKR/JxBALB/c), que se
inocularon en la almohadilla plantar derecha de los respectivos huéspedes. La almohadilla
plantar contralateral se inoculó con la misma dosis de esplenocitos F l idénticos a los
huéspedes. Las reacciones de GvH se regularon con 5x10“timocitos fetales Fl ([3) , lel)‘
timocitos Fl de 24 hs () o con el inóculo conjunto de timocitos fetales y neonatales
(). El grupo control recibió el inoculo de timocitos Fl fetales y adultos ([IIll).Las células
reguladoras fueron idénticas a los huéspedes y se inyectaron por vía iv. 2 hs antes del de­
sencadenamiento de las reacciones de GvH. Los resultados se expresan como la medía de
la diferencia de los ganglios poplíteos derecho e izquierdo (mg 1 DS; número de animales
26) Nivel de significación : (I) vs (C1); (I) vs ([11])p<().()()l;([3) vs (); ([1) vs
() P<().()()l
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Efecto de distintas dosis entre células reguladoras fetales y neonatales.

Se investigó la capacidad contrasupresora actuante en reacciones de GvH

paternas anti-maternas cuando se varió la dosis de timocitos provenientes de híbridos Fl

de 24 hs de vida. Se inocularon en híbridos F1(BALB/chKR/J) 5x10’; 2.5; 5; 10 y 15x106

timocitos neonatales que se inocularon conjuntamente con 5x106 timocitos supresores

fetales. Como puede observarse en Figura ll, la capacidad contrasupresora de timocitos

neonatales aumenta a1aumentar la relación entre timocitos neonatales y timocitos fetales,

alcanzando un plateau a partir de una relación contrasupresoras a supresoras igual a l.

A.2.4.b ACTIVIDAD CONTRASUPRESORA DE TIMOCITOS Fl DE 4 DIAS

SOBRE REACCIONES DE GVH MATERNAS ANTI-PATERNAS.

Como demostráramos anteriormente. los timocitos neonatales tienen la capacidad

de suprimir las reaciones de GvH maternas anti-paternas hasta el día 3 post-nacimiento.

Investigamos entonces la existencia de células con actividad contrasupresora anti-patema

en timocitos provenientes de híbridos F1 de 4 días de vida. Se desencadenaron reacciones

de GvH en híbridos F1(BALB/chKR/J) con esplenocitos maternos BALB/c. Estas

reacciones fueron suprimidas con timocitos neonatales Fl. El grupo experimental recibió

el inóculo conjunto de timocitos F l de 24 hs y timocitos F1 de 4 días . Como puede

observarse en la Figura 12.A mientras que los timocitos de 4 días, en ausencia de células

supresoras, no aJteraron las reacciones de GvH maternas anti-paternas, en presencia de

células con actividad supresora, fueron capaces de revertir esta actividad (p< 0.001),

mostrando por lo tanto, actividad contrasupresora.

Cuando las reacciones de GvI-Ise desencadenaron con esplenocitos maternos AKR/ J

en híbridos Fl(AKR/JxBALB/c) , los timocitos F1(AKR/JxBALB/c) de 4 días también

mostraron actividad contrasupresora (p <0.001)actuante sobre reacciones de GvH maternas

anti-paternas (Figura 12.8).
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FIGURA ll

ACTIVIDAD CONTRASUPRESORA DE TIMOClTOS NEONATALES SOBRE
REACCIONES DE GvH PATERNAS ANTI-MATERNAS. Curva de dosis-respuesta.
Se indujeron reacciones de GvH locales en híbridos adultos F1(BALB/chKR/J) con 5x10°
esplenocitos de la cepa paterna AKR/J. La misma dosis de esplenocitos provenientes de
híbridos F l idénticos a los huéspedes se inoculó en la almohadilla plantar contralateral. Los
huéspedes fueron pretratados iv. con leO‘ timocitos fetales mas distintas dosis de timocítos
neonatales ( I ) o timocitos adultos ( El) idénticos a los huéspedes. (A) Control de GvH
(sin pretratamiento).Número de animales 4-6 por gru o.
Nivel de significación: *p<0.02; *” p<0.005 (Test "t" de Student).
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FIGURA 12

ACTIVIDAD CONTRASUPRESORA DE TIMOCITOS DE 4 DIAS SOBRE
REACCIONES DE GvH MATERNAS ANTI-PATERNAS.
Se desencadenaron reacciones de GvH con 5x10‘ esplenocitos A) BALB/c ( I ) en
huéspedes Fl(BALB/c.U\KR/J) y B) AKR/J (I) en huéspedes Fl(AKR/JxBALB/c). que
se inocularon en la almohadilla plantar derecha de los respectivos huéspedes. La
almohadilla plantar contralateral se inoculó con la misma dosis de esplenocitos Fl idénticos
a los huéspedes. Las reacciones de GvH se regularon con 5x10‘ timocitos Fl de 24 hs (C1),
5x106timocitos Fl de 4 días () o con el inóculo conjunto de timocitos Fl de 24 hs y 4 días
(). El grupo control recibió el inóculo de timocitos Fl de 24 hs y adultos (mn).Las células
reguladoras fueron idénticas a los huéspedes y se inyectaron por vía iv. 2 hs antes del
desencadenamiento de las reacciones de GvH. Los resultados se expresan como la media
de la diferencia de los ganglios poplíteos derecho e izquierdo (mg 1 DS; número de
animales >5). Nivel de significación: (I) vs ([3 ); (I) vs ([111])p<().()()l; (C1)vs ();
([1) vs () p<0.l)()l
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A.2.5 CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LASCELULAS CON ACTIVIDAD

CONTRASUPRESORA.

Los experimentos que se detallan a continuación fueron realizados con el objeto de

determinar si las células con actividad contrasupresora actuante sobre reacciones de le-I

maternas anti-paternas y paternas anti-maternas poseen las características de las células

contrasupresoras descriptas en la literatura.

Adherencia de las células con actividad contrasupresora a la lectina yicia yillgsa.

Una de las características fenotípicas de las células contrasupresoras que permite

distinguirlas de las células T helper es su capacidad de adherencia a la lectina Lvillgsa. Se

investigó si las células tímicas provenientes de híbridos F l de 24 hs retienen su capacidad

contrasupresora una vez llevado a cabo el procedimiento de adherencia a la lectina.

Se desencadenaron reacciones de GvH paternas anti-maternas con esplenocitos

AKR/J en huéspedes Fl(BALB/ chKR/ J). Estas reacciones fueron reguladas por vía ev.2

hs antes con: a) 5x10‘ timocitos fetales, b) 5x106timocitos F1 fetales + 5x10‘ timocitos F l

de 24 hs; c) 5x106timocitos Fl fetales + 1x106timocitos F1 de 24 hs adherentes a Misma

d) 3.5x10"timocitos F1de 24 hs no adherentes a y.villea. La dosis de timocitos neonatales

adherentes y no adherentes a la lectina se ajustó según los porcentajes de células obtenidas

en cada fracción después del procedimiento de adherencia.

Como puede observarse en la Figura 13.A,los timocitos F1 (BALB/chKR/J) de

24 hs adherentes a la lectina fueron capaces de revertir la actividad supresora de los

timocitos fetales, mientras que, cuando se utilizaron los timocitos no adherentes a la lectina

como células reguladoras, éstas mostraron actividad supresora. Cabe destacar que el número

de células adherentes a la lectina no superó nunca el 40% de la población timica total. La

inoculación de un menor número de células fue igualmente capaz de revertir la actividad

supresora, llevando la magnitud de la reacción de GvI-I al nivel de los controles.

Cuando se investigó la actividad de la fracción adherente a la lectina en reacciones
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de GvH maternas anti-paternas, siguiendo el procedimiento descripto anteriormente, los

resultados que se obtuvieron fueron los siguientes: los timocitos Fl(BALB/c xAKR/J) de

4 días adherentes a la lectina Maa fueron capacesde revertir la actividadsupresorade

los timocitos neonatales, en reacciones de GvH desencadenadas en húespedes

F 1(BALB/chKR/ J) con esplenocitos maternos BALB/c (Figura 13.8). Las células tímicas

no adherentes a la lectina mostraron la capacidad de suprimir las reacciones de GvH

maternas anti-paternas.

Tratamiento de las células con actividad contrasupresora con anticuerpos
monoclonales.

Continuando la caracterización fenotípica de las células con actividad contra­

supresora, se trataron timocitos F l(BALB/chKR) de 4 días con anticuerpos monoclonales

anti-Lyt 1,anti-CD4 y anti-CD8 más complemento. Los timocitos así tratados se inocularon

conjuntamente con células supresoras, en huéspedes Fl(BALB/chKR) en los que se indu­

jeron reacciones de GvH con esplenocitos maternos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14.Cuando se eliminaron tanto

la subpoblación Lyt l+ cuanto la CD4’, los timocitos de 4 días fueron incapaces de revertir

la actividad supresora de los timocitos neonatales. La eliminación de la subpoblación CD8+

no modificó la actividad contrasupresora. Por lo tanto, la población con actividad

contrasupresora es Lyt-1*, CD4" y CD8', fenotipo característico de las células efectoras del

circuito contrasupresor.

Los resultados descriptos muestran que la incapacidad de las células tímicas

de suprimir las reaciones de GvH parentales, correlaciona con la aparición de células

con actividad contrasupresora. Estas células están ya presentes al nacimiento cuando

regulan las reacciones de GvH paternas anti-maternas y más tardíamente (a partir

del día 4) en la regulación de las reacciones de GvH maternas anti-paternas.

67



ÍVH(IgIDS]

B

FIGURA 13
CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CELULAS CON ACTIVIDAD CON­
TRASUPRESORA. Adherencía a la lectina yicia villea.
Se indujeron en húespedes F1(BALB/chKR/J) reacciones de GvH A) patemas anti­
maternas y B) maternas antí-paternas. A) Las reacciones de GvH inducidas con 5x106
esplenocitos AKR ( I ) se pretrataron ev. con a) 5x106timocitos fetales (El ), el ínóculo
conjunto de 5x106timocitos fetales más b) 5x106 timocitos neonatales () ó c) 1x106
timocitos neonatales adherentes a Lyillgsa ( ) y d) 2.5xl()° timocitos neonatales no
adherentes a y.yillea. ( [11]).
B) Las reacciones de GvI-I inducidas con 5x106esplenocitos BALB/c
(I) se regularon con a) 5x106timocitos de 24 hs ([3),el ínóculo conjunto de 5x106timocitos
de 24 hs más b) leO“ timocitos de 4 días () ó c) 1x10“timocitos de 24 hs adherentes a
1.311952.( ) y d) 2.5xl()°timocitosde 4 días no adherentes a ( [11]]). Las células
reguladoras fueron idénticas a los huéspedes utilizados (ver procedimiento de adherencia
en M y M). Nivel de significación:( I) vs (El); (I) vs ([111])p<().()()l; (CJ) vs (); ([3)
vs () p<().(l()l
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FIGURA 14

CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CELULAS CON ACTIVIDAD
CONTRASUPRESORA. Tratamiento con anticuerpos monoclonales.

Se indujeron reacciones de GvH en huéspedes Fl(BALB/ chKR/ J) con 5x10“esplenocitos
BALB/c ( I ). El mismo número de esplenocitos idénticos a los huéspedes se inocularon
en la almohadilla plantar contralateral. Las reacciones de GvI-I se regularon con: lel)6
timocitos Fl de 24 hs ([1) o con el inóculo conjunto de timocitos F1 de 24 hs más a) ()
4 dias, o b)( ) 4 días tratados con anti-CD8 + C,’o c) ([11]) 4 días tratados con anti-CD4
o d) 4 días tratados con anti-Lyt-I’B].
Los resultados se expresan como la media de las diferencias en peso entre los ganglios
poplíteos derecho e izquierdo (mg i DS; número de animales > 5).
Nivel de significación: (I) vs (El) ; (I) vs ( a ); (I) vs (m1); (E1) vs
(); (El)vs() p< 0.001



B. RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS CONVENCIONALES EN

HIBRIDOS Fl RECIPROCOS.

Los experimentos que se detallan a continuación se realizaron con el objeto de

investigar la existencia de efectos parentales que influencían los niveles de respuesta T

frente a antígenos convencionales extraños.

B.l REACTIVIDAD T IN VIVO FRENTE A ANTIGENOS CONVENCIONALES

EN HIBRIDOS F1 RECIPROCOS ADULTOS.

Se investigó la reactividad T in vivo de híbridos recíprocos F1(BALB/chKR/J) y

F l(AKR/JxBALB/c) frente a antígenos convencionales presentados en el contexto de l)

antígenos mayores de histocompatibilidad de cada una de las cepas parentales y 2)

antígenos de histocompatibilidad propios. Con dicho objetivo se llevaron a cabo reacciones

de hipersensibilidad retardada y de sensibilidad de contacto frente a los derivados

halogenados del benceno TNBS y DNBF respectivamente y reacciones de HvG frente al

antígeno I-I-Yde macho.

B.l.l REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA FRENTE

A TNBS.

Se indujeron reacciones de HR en híbridos Fl recíprocos derivados de las cepas

parentales BALB/c (H-Z" ) y AKR/J(H-2") presentando el antígeno convencional en el

contexto de los antígenos de histocompatibilidad de cada una de las cepas parentales. Los

animales fueron sensibilizados inoculando por vía sc. a) 3x10‘ macrófagos BALB/c aco­

plados a TNBS (BALB/c-TNP) o b) 5x10’ macrófagos AKR-TN P. El desafío se realizó 6

días más tarde inoculando a) lxlO6macrófagos BALB/c-TNP o b) lx ll)6 macrófagos AKR­

TNP en la almohadilla plantar derecha de los huespedes Fl.

Como puede observarse en la Figura IS.los híbridos Fl(BALB/chl<R/J) mostraron

una mayor capacidad de generar respuestas de HR frente al antígeno TNBS presentado en
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contexto de los antígenos de histocompatibilidad de la cepa BALB/c, respecto de la

registrada en los híbridos recíprocos Fl(AKR/JxBALB/c) (p<0.001)

La Figura 16 muestra los resultados obtenidos cuando las reacciones de HR se

desarrollaron frente al antígeno acoplado a macrófagos AKR. Se observa que los híbridos

F1(BALB/chKR/J) presentaron nuevamente niveles de reacciones de HR

significativamente mayores que los híbridos recíprocos F1(AKR/JxBALB/c) (p<0.001).

Los híbridos F l(BALB/chKR/ J) mostraron así, mayor reactividad T frente a TNBS

respecto de la registrada en los híbridos recíprocos F1(AKR/JxBALB/c). Esta mayor

reactividad se evidenció tanto cuando el antígeno era presentado en el contexto de los

antígenos mayores de histocompatibilidad de la cepa materna cuanto de la paterna.

8.1.2 REACCIONES DE SENSIBILIDAD DE CONTACTO FRENTE A

DNBF.

Se investigó la respuesta de sensibilidad de contacto en híbridos Fl recíprocos. Para

ello se indujeron las reacciones pintando el abdomen de híbridos Fl(BALB/chKR/J) y

F1(AKR/JxBALB/c) con 25 ul de DNBF al 0.5%.

Las reacciones se desencadenaron 4 días mas tarde pintando la superficie dorsal de

una de las orejas con 20 ul del antígeno al 0.2%. El incremento en el grosor de la oreja fue

determinado 24 hs después.

Como puede observarse en la Figura 17, los híbridos Fl (BALB/cMKR/J) fueron

capaces de desencadenar una respuesta significativamente mayor que los híbridos recíprocos

Fl (AKR/JxBALB/c) (p< 0.001).
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FIGURA 15

REACCIONES DE HIPERSENSlBlLlDAD RETARDADA FRENTE A TNBS EN
HlBRlDOS Fl DERIVADOS DE LAS CEPAS PARENTALES BALB/c Y AKR/J.
Presentación antigénica en contexto BALB/c.

HíbridosFl(BALB/chKR/J) (I) y Fl(AKR/.IxBALB/c)() se inmunizaroncon 3x106
macrófagos BALB/c modificados químicamente con TNBS. El desencadenamiento se
realizó 6 días después inoculando en la almohadilla plantar derecha 1le)6 macrófagos
BALB/c-TNP. La magnitud de las reacciones se evaluó comparando el grosor de la
almohadilla plantar antes y 24 hs después del desencadenamiento (Xen mm 1 DS; número
de animales >6)
Nivel de significación: p<().l)01 ('l'est "t" de Student)

Se realizaron controles de desafío sin sensibilización y de sensibilización con desafío de
macrót'agos sin modificar o con macrót’agos AKR/J modificados. En ninguno de los casos
se observó valores significativos en las reacciones de HR.
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FIGURA 16

REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA FRENTE A TNBS EN
HIBRIDOS Fl DERIVADOS DE LAS CEPAS PARENTALES BALB/c Y AKR/J.
Presentación antigénica en contexto AKR/J.

Híbridos Fl(BALB/chKR/J) (EJ)y F1(AKR/JxBALB/c) () se inmunizaroncon 5x10’
macrófagos AKR/J modificados químicamente con TNBS. El desencadenamiento se realizó
6 días después inoculando en la almohadilla plantar derecha 1x106macrófagos AKR-TNP.
La magnitud de las reacciones se evaluó comparando el grosor de la almohadilla plantar
antes y 24 hs después del desencadenamiento (i en mrn i DS; número de animales >6)
Nivel de significación: p<0.()()l (Test "t" de Student)
Se realizaron controles de desafío sin sensibilización y de sensibilización con desafío de
macrófagos sin modificar o con macrófagos BALB/c modificados. En ninguno de los casos
se observó valores significativos en las reacciones de HR.
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B.1.3 REACCIONES DE HvG FRENTE AL ANTIGENO H-Y DE MACHO.

Se indujeron reacciones de HvG en huéspedes hembras Fl(BALB/chKR/J) y

F1(AKR/JxBALB/c) inoculando en la almohadilla plantar derecha distintas dosis de

esplenocitos singeneicos de macho (portadores del antígeno H-Y). La almohadilla plantar

contralateral se inoculó con las mismas dosis (5,10,15 y 20x106)de esplenocitos provenientes

de hembras idénticas. [a magnitud de la respuesta inmunológica desencadenada por el reco­

nocimiento del antígeno H-Y se midió 9 días después como la diferencia de peso entre los

ganglios poplíteos derecho e izquierdo.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 18. Se puede observar que los

híbridos F1(BALB/chKR/J) fueron capaces de desencadenar reacciones de HvG de

magnitudes significativamente mayores que los Fl recíprocos (p<0.001), en los que los

niveles de respuesta permanecieron bajos independientemente de la dosis utilizada.

Cinética de la respuesta de HvG frente a H-Y.

Con el objeto de investigar si las diferencias registradas se debían a que los híbridos

Fl(AKR/JxBALB/c) alcanzaban un máximo de respuesta más temprana o tardíamente ,

se midieron los niveles de respuesta de HvG entre 5 y 12 días después de inducida la

reacción con 15x106esplenocitos. En la Figura 19 se muestra que la cinética de la reacción

de HvG fue similar para ambos híbridos, con un máximo de respuesta entre los días 8 y 9.

La magnitud de las reacciones, desde el momento en que puede detectarse respuesta frente

al antígeno (día 7), fue siempre significativamente mayor para los híbridos

Fl(BAI,B/chKR/J)

Los resultados obtenidos muestran la existencia de efectos parentales que

afectan la reactividad T -in vivo- frente a antígenos convencionales. Estos efectos

se detectaron en una combinación de cepas que difieren a nivel de antígenos mayores
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FIGURA 17

REACCIONES DE SENSIBILIDAD DE CONTACTO EN HIBRIDOS Fl RECIPROCOS
DERIVADOS DE LAS CEPAS PARENTALES BALB/c Y AKR/J.

HíbridosF1(BALB/chKR/J) (I) y F1(AKR/JxBALB/c)() se inmunizaronen el
abdomen con DNBF al 0.5%. 4 días más tarde se desencadenó la reacción, pintando la
superficie dorsal de una de las orejas con el antígeno al 0.2%. La magnitud de las
reacciones se determinó comparando el grosor de la oreja antes y 24 hs después del
desencadenamineto de las mismas (í en mm i DS; número de animales > 7).
Nivel de significación: p<().()01 (Test ’t’ de Student).

Se realizaron controles de desafío sin sensibilización. No se observaron valores significativos
en las reacciones.
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FIGURA 18

Reacciones de HvG frente al antígeno H-Y de macho en híbridos Fl recíprocos derivados
de las cepas parentales BALB/c y AKR/J.

HuéspedeshembrasFl(BALB/chKR/J) (I) y Fl(AKR/JxBALB/c) (A) se inocularon
en la almohadilla plantar derecha con distintas dosis de esplenocitos provenientes de
machos idénticos. La almohadilla plantar contralateral se inoculó con las mismas dosis de
esplenocitos provenientes de hembras.
Nueve días más tarde se determinó la magnitud de las reacciones de HvG pesando los
ganglios poplíteos que drenan la inoculación. Los resultados se expresan como el promedio
de la diferencia de peso entre los ganglios poplíteos derecho (experimental) e izquierdo
(control) para cada una de las dosis inoculadas (mg i DS; número de animales 2 6).
Nivel de significación: p<().001 (Test "t" de Student), en todos los puntos de la curva.
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FIGURA 19

Cinética de la reacción de HvG frente al antígeno H-Y de macho.

Huéspedeshembras Fl(BALB/chKR/J) (I) y F1(AKR/JxBALB/c)( A) se inocularon
en la almohadilla plantar derecha con 15x106esplenocitos provenientes de machos idénticos
a los huéspedes. La almohadilla plantar contralateral fue inoculada con la misma dosis de
esplenocitos provenientes de hembras. Entre los días 5 a 12 posteriores al
desencadenamiento de las reacciones, se determinó la magnitud de las mismas, pesando los
ganglios poplíteos que drenan la inoculación. Los resultados se expresan como el promedio
de la diferencia de peso entre los ganglios poplíteos derecho e izquierdo (mg i ES; número
de animales 26). Nivel de significación: Día 7 p<0.05; Día 8 p<0.()01; Días 10 y 12
p<0.()1 (Test "t" de Student)



y menores de histocompatibilidad y cuando los antígenos convencionales se

presentaron en cada uno de los contextos parentales.

B.2 REACTIVIDAD T IN VITRO FRENTE A ANTIGENOS

CONVENCIONALES EN HIBRIDOS Fl RECIPROCOS ADULTOS.

Estudiamos la respuesta proliferativa T in vitro de híbridos F1(BALB/ chKR/J ) y

F l(AKR/JxBALB/ c) frente a otros 2 antígenos convencionales: citocromo-C y

ovoalbúmina. Esta técnica permitió estudiar distintos parámetros (dosis celular, antígeno­

dependencia, mecanismos involucrados) lo que posibilitó un análisis más detallado de las

diferencias registradas.

B.2.l REACTIVIDAD T FRENTE A ClTOCROMO-C.

Es sabido que existen asociaciones entre antígenos convencionales y antígenos de

histocompatibilidad de ciertas cepas que producen potentes respuestas inmunes (altas

respondedoras), mientras que otras asociaciones dan bajas respuestas o ausencia de las

mismas (bajas o no respondedoras). El citocromo-C se reconoce en contexto de los

antígenos de histocompatibilidad H-Z"y no en contexto H-Z‘. Por lo tanto para aquellos

híbridos derivados de las cepas parentales BALB/c (H-2“) y AKR (H-Z"),el citocromo sólo

se reconocerá en asociación con los antígenos mayores de histocompatibilidad de la cepa

AKR.

Estudiamos así, la reactividad T frente a citocromo-C en el contexto de una de las

cepas parentales (la cepa AKR/J (ll-2') en este caso). Para ello, se inmunizaron híbridos

Fl (BALB/chKR/J) y Fl(AKR/JxBALB/c) con 25 ug del antígeno, el que se inoculó por

vía sc. emulsionado en adyuvante de Freund completo en las almohadillas plantares que

drenan los ganglios poplíteos. 7 a ll) días más tarde se midió en cada uno de los huéspedes,

la respuesta prolíferativa in vitro de 5x1l)’células de ganglios poplíteos re-estimuladas con

4 ug del antígeno.

La Figura 20 muestra que en las condiciones utilizadas, la respuesta proliferativa de
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los híbridos F1(BALB/chKR/J) fue significativamente mayor que la de los recíprocos

F l(AKR/JxBALB/c) medida tanto como cpm (cpm en presencia de cit-C - cpm en

ausencia de cit-C), cuanto como índice de proliferación (Ip= cpm en presencia de cit-C/

cpm en ausencia de cit-C) (p<0.001).

Variación de la dosis de células respondedoras.

Se estudió la respuesta proliferativa de 2.5, 4 y 6x10’ células respondedoras cuando

las mismas se re-estimularon con 4 ug de citocromo-C.

Como puede observarse en la Figura 21 , la respuesta proliferativa de los híbridos

F1(BALB/chKR/J ) fue significativamente mayor (p<0.001) que la de sus recíprocos, en
todas las dosis de células utilizadas.

Variación de la dosis de re-estimulación antigénica.

En la Figura 22 se muestra la respuesta proliferativa de leO’ células respondedoras

frente a distintas dosis de citocromo-C. Como puede observarse, la respuesta de los

híbridos F1(BALB/chKR/J) fue significativamente mayor (p<0.005) que la de los

híbridos Fl(AKR/JxBALB/c) para todas las dosis utilizadas en la re-estimulación (0.5; 2;

4; 5 y 10 ug).

3.2.2 REACTIVIDAD T FRENTE A OVA.

Se estudió la respuesta proliferativa de los híbridos Fl(BALB/chKR/J) y

Fl(AKR/JxBALB/c) frente a OVA. Este antígeno, a diferencia del cit-C, es reconocido en

el contexto de los antígenos de histocompatibilidad de ambas cepas parentales. Se

inmunizaron dichos híbridos recíprocos por vía sc. con una emulsión de 100 ug de OVA en

adyuvante de Freund incompleto. Seis días más tarde se midió la respuesta proliferativa de

4x10’ células de ganglios inguinales y para-aorticos re-estimuladas in vitro con 40 ug del

antígeno.
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FIGURA 20

REACHVIDAD T FRENTE A CITOCROMO-C DE HIBRIDOS Fl DERIVADOS DE
LAS CEPAS PARENTALES BALB/C Y AKR/J.

Híbridos Fl(BALB/chKR/J) ( I ) y Fl(AKR/JxBALB/c) ( ) se inmunizaron sc con
25 ug de citocromo-C. Siete días más tarde 5x10’ células de ganglios poplíteos se re­
estimularon con 4 ug del antígeno. Los resultados se expresan como A) la diferencia entre
la incorporación de timidina tritiada en presencia y ausencia de antígeno (Acpm 1 DS ) (l
animal representativo de cada grupo) y B) la media del cociente entre la incorporación de
timidina tritiada en presencia del antígeno y la registrada en ausencia del mismo
([P i DS ; IP=Eip/n (número de animales testeados individualmente); n = 6 . Nivel de
significación: p<().()()l (Test "t" de Student).
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FIGURA 21

REACTIVIDAD T FRENTE A CITOCROMO-C. Curva de células respondedoras.

Híbridos F1(BALB/chKR/J) ( I ) y Fl(AKR/JxBALB/c) ( E] ) se inmunizaronsc con
25 ug de citocromo-C. Siete días más tarde distinto número de células de ganglios poplíteos
se re-estímularon con 4 ug del antígeno. Los resultados se expresan como la media del
cociente entre la incorporación de timidína tritiada en presencia del antígeno y la registrada
en ausencia del mismo (IP i DS ; lP=8p/n (número de animales) n 2 6. Los animales
fueron testeados individualmente. Nivel de Significación: p<0.001, en todos los puntos de
la curva (Test "t" de Student).
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FIGURA 22

REACTIVIDAD T FRENTE A ClTOCROMO-C. Curva de dosis antígeno.

Híbridos F1(BALB/chKR/J) ( I ) y F1(AKR/JxBALB/c) ( [:1 ) se inmunizaron sc con
25 ¡1g de citocromo-C. Siete días más tarde 5x10’ células de ganglios popiíteos se re­
estimularon con distintas cantidades del antígeno. Los resultados se expresan como la media
del cociente entre Ia incorporación de timidina tritiada en presencia del antígeno y la
registrada en ausencia del mismo (IP i DS ; lP=É ip/n (número de animales);n 2 6

Los animales fueron testeados individualmente. Nivel de significación: p<0.005, en todos
los puntos de la curva (Test "t" de Student).
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REACTIVIDAD T FRENTE A OVALBUMINA DE HIBRIDOS Fl RECIPROCOS
DERIVADOS DE LAS CEPAS PARENTALES BALB/C Y AKR/J.

FIGURA 23

Híbridos Fl(BALB/chKR/J) ( I ) y Fl(AKR/JxBALB/c) ( [:1) se inmunizaronsc. con
100 ,ug de OVA. Siete días más tarde 4x10’ células de ganglios inguinales y para-aórticos
se re-estimularon con 40 ¡tg del antígeno. Los resultados se expresan como A) la diferencia
entre la incorporación de timidina tritiada en presencia y ausencia de antígeno (Acpm 1
DS ) (l animal representativo de cada grupo) y B) la media del cociente entre la incor­
poración de timidina tritiada en presencia del antígeno y la registrada en ausencia del
mismo (IP i DS ; [P=):Iip/n (número de animales testeados individualmente); n = 6 .
Nivel de significación: p<().()()l (Test "t" de Student).



Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 23 . Los híbridos F1(BALB/ cx AKR/ J)

poseen una respuesta proliferativa significativamente mayor que la de los recíprocos

F1(AKR/JxBALB/c), medida tanto como cpm cuanto como índice de proliferación

(p<ooon.

Variación de la dosis de células respondedoras.

La Figura 24 muestra los resultados obtenidos cuando 2.5, 4 y 5x10’ células

respondedoras se re-estimularon con 40 ug de OVA. Como puede observarse, la respuesta

proliferativa de los híbridos F1(BALB/chKR/J) fue significativamentemayor (p<0.001)

que la de sus recíprocos, en todas las dosis de células utilizadas.

Variación de la dosis de re-estimulación antigéníca.

Se enfrentaron 4x10scélulas respondedoras con distintas dosis de OVA (0.1; l; 5; 10;

20 y 50 ug).Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 25. Como puede observarse,

la respuesta proliferativa fue significativamente mayor (p<0.01) para aquellas células que

provenían de híbridos Fl(BALB/chKR/J), en todas las dosis utilizadas en la re­

estimulación en las que se detecta respuesta frente al antígeno. El nivel de respuesta

observada en híbridos F1(AKR/JxBALB/c) se mantuvo en niveles basales, con Ip que

apenas superan 2 en magnitud .

Cinética de la respuesta proliferativa.

Para evaluar la posibilidad de que los híbridos F1(AKR/J x BALB/c) alcanzaran un

máximo de proliferación más temprana o tardíamente que sus recíprocos se estudió la

respuesta proliferativa de ambos híbridos a distintos días de cultivo.
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FIGURA 24

REACTIVIDAD T FRENTE A OVALBUMINA. Curva de células respondedoras.

Híbridos Fl(BALB/chKR/J) ( O ) y Fl(AKR/JxBALB/c) ( O ) se inmunizaron sc con
100 ug de OVA. Siete dias más tarde distinto número de células de ganglios inguinales y
para-aórticos se re-estimularon con 40 ¡1gdel antígeno. Los resultados se expresan como la
media del cociente entre la incorporación de timidina tritiada en presencia del antígeno y
la registrada en ausencia del mismo (IP 1 DS ; IP=2ip/n (número de animales) n z 6.
Los animales fueron testeados individualmente.
Nivel de Significación: p<0.()()1, en todos los puntos de la curva (Test "t" de Student).
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FIGURA 25

REACTIVIDAD T FRENTE A OVALBUMINA. Curva de dosis de antígeno.

Híbridos Fl(BALB/chKR/J) ( Q ) y F1(AKR/JxBALB/c) ( o ) se inmunizaron sc.con
l()0 ug de OVA. Siete días más tarde 4x10’ células de ganglios inguinales y para-aórticos
se re-estimularon con distintas dosis del antígeno. Los resultados se expresan como la media
del cociente entre la incorporación de timidina tritiada en presencia del antígeno y la
registrada en ausencia del mismo (IP 1 DS ; lP=Zlip/n (número de animales) n >/ 6. Los
animales fueron testeados individualmente. Nivel de Significación: p<0.01, en todos los
puntos de la curva a partir de la dosis de 5 ug (Test "t" de Student).
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La Figura 26 muestra que el nivel de proliferación T de los híbridos Fl(BALB/chKR/J)

fue significativamente mayor (p<0.01) que la de sus recíprocos, entre los días 4 y 8 de

cultivo.

3.2.3 TRATAMIENTO DE LAS POBLACIONES RESPONDEDORAS CON

ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CD8 + C’.

Con el objetivo de investigar si las diferencias observadas entre los híbridos

recíprocos podían correlacionarse con diferencias en las subpoblaciones T regulatorias, las

poblaciones respondedoras al antígeno fueron tratadas con anticuerpo monoclonal anti-CDS

más complemento.

Así, 4x10s células T pretratadas o sin pretratamiento provenientes de híbridos

F1(BALB/chKR/ J) y F1(AKR/JxBALB/c) previamente inmunizados,se enfrentaron con

40 pg de OVA. 5 días más tarde se midió su respuesta proliferativa. Como puede

observarse en la Figura 27, mientras que los niveles proliferativos de los híbridos

F1(BALB/chKR/ J) no sufrieron alteraciones con dicho tratamiento, la proliferación T de

los F l(AKR/JxBALB/c) aumentó significativamente (p< 0.001) , alcanzando niveles

similares a los de sus recíprocos.

El tratamiento de las células respondedoras con anticuerpo monoclonal anti-CD4 +

C’ realizado como control, anuló la respuesta proliferativa de ambos híbridos.

Los resultados obtenidos muestran que -tal como se observó en reacciones in

vivo- existen efectos parentales capaces de alterar la reactividad T in vitro frente

a antígenos convencionales. Dichos efectos parentales serían capaces de modificar

las poblaciones CD8+ con actividad supresora de la proliferación T frente a

antígenos convencionales.
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FIGURA 26

REACTIVIDAD T FRENTE A OVALBUMINA. Cínética de la respuesta.

Híbridos Fl(BALB/chKR/J) ( o ) y Fl(AKR/JxBALB/c) (o ) se inmunizaronsc con
100 ¡ugde OVA. Siete días más tarde 4x10’ células de ganglios ¡nguinales y para-aórticos
se re-estimularon con 40 ¡tg del antígeno. La respuesta proliferativa fue medida entre los
4 y 8 días de cultivo. Los resultados se expresan como la media del cociente entre la
incorporación de timidina tritiada en presencia del antígeno y la registrada en ausencia del
mismo (IP i DS; lP =Eip/n (número de animales) n > 6. Los animales fueron testeados
individualmente. Nivel de Significación: p<().01 en todos los puntos de la curva (Test "t"
de Student).
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FIGURA 27

EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS POBLACIONES RESPONDEDORAS CON
ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CD8 MAS COMPLEMENTO SOBRE LA
REACTIVIDAD T FRENTE A OVALBUMINA.

Híbridos F1(BALB/chKR/J) y Fl(AKR/JxBALB/c) se inmunizaron sc con 100ug de
OVA. Siete días más tarde 4x10’ células de ganglios inguinales y para-aórticos provenientes
de a) Fl(BALB/chKR/J)( I) sin pretrataientoy () pretratadoscon anti-CD8+C’y b)
Fl(AKR/JxBALB/c) (El) sin pretratamiento y () pretratados con anti-CDS+C’se re­
estimularon con 40 ¡tg del antígeno. Los resultados se expresan como la media del cociente
entre la incorporación de timidina tritiada en presencia del antígeno y la registrada en
ausencia del mismo (lP 1 DS ; lP=):',ip/n (número de animales) n > 6. Los animales
fueron testeaclos individualmente.
”' Nivel de Significación: p<().()()l (Test "t" de Student).
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B.3 REACTIVIDAD T EN HIBRIDOS Fl DERIVADOS DE CEPAS

PARENTALES QUE COMPARTEN LOS ANTIGENOS MAYORES DE

HISTOCOMPATIBILIDAD.

Los experimentos que se detallan a continuación se realizaron con el objeto de

determinar si eran necesarias diferencias a nivel de antígenos mayores de histo­

compatibilidad entre las cepas parentales para que las influencias parentales se

evidenciaran.

Se midieron entonces los niveles de reactividad T en híbridos derivados de cepas

parentales que comparten los mismos antígenos mayores de histocompatibilidad (y como

consecuencia los mismos genes de respuesta inmune). Se llevaron a cabo reacciones de

sensibilidad de contacto frente a DNBF y de I-IvGfrente a I-I-Yen híbridos Fl recíprocos

derivados delas cepas BALB/c y DBA/2 (ambas cepas H-Z‘).

3.3.1 REACCIONES DE SENSIBILIDAD DE CONTACTO FRENTE A DNBF.

Se indujeron reacciones de sensibilidad por contacto en híbridos

Fl(BALB/chBA/Z) y Fl(DBA/ZxBALB/c) tal como se describiera en el punto 8.1.2.

Los resultados obtenidos (Figura 28) muestran que la respuesta desencadenada por

los híbridos Fl(BALB/chBA/Z) fue significativamente mayor que la de los reciprocos

Fl(DBA/ZxBALB/c) (p<0.01).

8.3.2 REACCIONES DE HvG FRENTE AL ANTIGENO H-Y.

La Figura 29 muestra los resultados obtenidos cuando se indujeron reacciones de

HvG en híbridos Fl(BALB/chBA/Z) y Fl(DBA/ZxBALB/c) con distintas dosis de

esplenocitos (5, li), [5 y 20x106 células) Tal como se observa, los híbridos

Fl(BALB/chBA/2) mostraron mayor respuesta a lo largo de todas las dosis utilizadas.
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Los resultados obtenidos muestran que los efectos parentales se detectan en

combinaciones de cepas que comparten antígenos mayores de histocompatibilidad,

difiriendo a nivel de antígenos menores -Mls incluido-.

13.4 REACTIVIDAD T EN HIBRIDOS DERIVADOS DE CEPAS PARENTALES

QUE COMPARTEN ANTIGENOS DEL SISTEMA MENOR LINFOCITARIO

(Mls-l ).

Como describiéramos en el punto anterior las cepas BALB/c y DBA/2 difieren a

nivel de antígenos Mls-l. Dado que se detectaron diferencias entre los híbridos Fl

derivados de dichas cepas, investigamos el rol de los antígenos Mls-l en las diferencias

registradas. Para ello se determinó el nivel de reactividad T de híbridos F1 que comparten

antígenos Mls-l. Se llevaron a cabo reacciones de HR y de HvG en híbridos

Fl(BALB/ chS7Bl/ 6) y F1(C57BI/6xBALB/c) (ambas cepas parentales poseedoras de Mls­

1")y en híbridos Fl(DBA/2xAKR/J) y Fl(AKR/JxDBA/2) (ambas Mls-l‘).

B.4.l REACCIONES DE SENSIBILIDAD POR CONTACTO FRENTE A DNBF Y

DE HvG FRENTE A H-Y EN HIBRIDOS Fl DERIVADOS DE LAS CEPAS

PARENTALES BALB/C Y C57Bl/6.

Se indujeron reacciones de sensibilidad de contacto y de HvG frente al antígeno I-I-Y

Fl(BALB/ch57Bl/6) y Fl(C57Bl/6xBALB/c) tal como se describe en los puntos B.l.2. y

B.1.3, respectivamente.

Como puede observarse en la Figura 30, los híbridos Fl no difírieron

significativamente en sus niveles de respuesta. Ambos híbridos presentaron altos niveles de

respuesta tanto frente a DNP cuanto al antígeno H-Y de macho.
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FIGURA 28

REACCIONES DE SENSIBILIDAD DE CONTACTO EN HIBRIDOS F1 DERIVADOS
DE LAS CEPAS PARENTALES BALB/c Y DBA/2.

HíbridosFl(BALB/chBA/2) (El) y F1(DBA/2xBALB/c)() se inmunizaronen el
abdomen con DNBF al 0.5%. Las reacciones se desencadenaron 4 dias más tarde pintando
la superficie dorsal de una de las orejas con el antígeno al 0.2%. La magnitud de las
reacciones se determinó comparando el grosor de la misma antes y 24 hs después del
desafío (mm i DS ; número de animales 27).
Nivel de significación: p<0.()l (Test "t" de Student).

Se realizaron controles de desafío sin sensibilización. En ninguno de los casos se observaron
reacciones significativas.
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FIGURA 29

REACCIONES DE HvG FRENTE AL ANTIGENO H-Y DE MACHO EN HIBRIDOS
Fl DERIVADOS DE LAS CEPAS PARENTALES BALB/c Y DBA/2.

HuéspedeshembrasF1(BALB/chBA/2) (9) y Fl(DBA/2xBALB/c) (o ) se inocularon
en la almohadilla plantar derech’a con distintas dosis de esplenocitos provenientes de
machos singeneicos. La almohadilla plantar contralateral se inoculó con las mismas dosis
de esplenocitos provenientes de hembras.
Nueve dias más tarde se determinó la magnitud de las reacciones de HvG Pesando los
ganglios poplíteos que drenan la inoculación. Los resultados se expresan como el promedio
de la diferencia de peso entre los ganglios popliteos derecho (experimental) e izquierdo
(control) para cada una de las dosis inoculadas (mg i DS; número de animales 2 5).
Nivel de significación: * p<(l.(ll; ** P<().0()S (Test "t" de Student).
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FIGURA 30

REACTIVIDAD T [N VIVO DE HIBRIDOS Fl DERIVADOS DE LAS CEPAS
PARENTALES BALB/c Y C57Bl/6.

Se desencadenaron reacciones de A) sensibilidad de contacto frente a DNBF y B) HvG
frente al antígeno H-Y en híbridos Fl(BALB/ch57Bl/6)(I) y Fl(CS7Bl/6xBALB/c)(Ü).
A) Las condiciones experimentales y la expresión de los resultados están detallados en la
Figura 17.
B) Las condiciones experimentales y la expresión de los resultados se detallan en la Figura
l8.

A) Las diferencias no fueron significativas
B) No se observaron diferencias significativas entre los híbridos Fl en ninguna de las dosis
utilizadas. En la Figura se muestra la magnitud de las reacciones de HvG cuando se
inocularon l5xlll° esplcnocitos.



8.4.2 REACCIONES DE SENSIBILIDAD POR CONTACTO FRENTE A DNBF Y

DE HvG FRENTE A H-Y EN HIBRIDOS Fl DERIVADOS DE LAS CEPAS

PARENTALES DBA/2 Y AKR/J.

Se indujeron reacciones de sensibilidad por contacto y de HvG en híbridos

Fl(DBA/2xAl(R/J) y Fl(AKR/JxDBA/2) tal como se describieran en los puntos B.l.2.y

8.1.3 respectivamente.

La Figura 31 muestra los resultados obtenidos en ambas reacciones. No se

observaron diferencias significativas en los niveles de respuesta entre ambos híbridos F1.

La magnitud de las mismas resultó ser comparable a aquella registrada para los híbridos

Fl(AKR/JxBALB/c) (Figuras 17 y 18),que poseen los mismos genes de respuesta inmune

y provenienen de una madre, que porta antígenos Mls-l'.

Los resultados obtenidos muestran que los efectos parentales no pudieron

evidenciarse en combinaciones de cepas que ng diferían a nivel de antígenos Mls-l.

En la Figura 32 se puede observar a modo de ejemplo, los niveles de

reactvidad T frente al antígeno H-Y de todas las combinaciones de híbridos F1

utilizadas. En efecto, aquellos híbridos Fl cuyas cepas parentales difieren a nivel

antígenos Mls-l muestran diferencias en los niveles de reactividad T, indepen­

dientemente de compartir o no los antígenos mayores de histocompatibilidad. Por el

contrario, los híbridos F1 cuyas cepas parentales comparten antígenos Mls no
muestran diferencias en sus niveles de reactividad.
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FIGURA 31

REACTIVIDAD T IN VIVO DE HIBRIDOS Fl DERIVADOS DE LAS CEPAS
PARENTALES AKR/J Y DBA/2.

Se desencadenaron reacciones de A) sensibilidad de contacto frente a DNBF y B) HvG
frente al antígeno H-Yen híbridosFl (AKR/JxDBA/Z) (I ) y Fl(DBA/2xAKR/J) ().

A) Las condiciones experimentales y la expresión de los resultados están detallados en la
Figura 17.
B) Las condiciones experimentales y la expresión de los resultados se detallan en la Figura
18.

A) Las diferencias no resultaron significativas.
B) Las diferencias no fueron significativas en ninguna de las dosis utilizadas. En la Figura

- - - o . v .se muestran los niveles de las reaccrones de HvG cuando se inocularon 15xll) esplenocntos.

(X)



Figura 32.

REACTIVIDAD T FRENTE AL ANTIGENO H-Y EN DISTINTAS COMBINACIONES DE HIBRIDOS

Fl RECIPROCOS.

HuésEed m9 H-2 M15­

Fl(BALB/chKR.M/Sn) ' dj“3;”F1(AKR.H/SanALB/c)

Fl(BALB/6 x AKR/J)

Fl(AKR/J x BALB/c)

F1(DBA/2 AKR/J) d x k

Fl(AKR/J x DBA/2) k x d

F1(BALB/chBA/2) d d b

F1(DBA/2xBALB/c) d d

Fl(BALB/ch57Bl/6) 7 d x b b

F1(CS7Bl/6xBALB/c) b x d b
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B.S REGULACION DEL RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS

CONVENCIONALES POR HIBRIDOS Fl RECIPROCOS RECIEN

NACIDOS.

Investigamos si las diferencias registradas en híbridos recíprocos adultos

correlacionaban con una capacidad diferencial de ratones F1 recíprocos recién nacidos de

regular el reconocimiento restringido de los antigenos convencionales. Para ello, se

regularon reacciones de hipersensibilidad retardada y de proliferación T in vitro, con células

tímicas provenientes de híbridos F1 de 24 hs.

3.5.1 REGULACION DE REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD

RETARDADA FRETE A TNBS EN HIBRIDOS Fl DERIVADOS DE LAS

CEPAS BALB/c y AKR/J.

Estudiamos la actividad regulatoria de timocitos provenientes de híbridos Fl de 24

hs vida en reacciones de HR inducidas en híbridos adultos F1(BALB/chKR/J) y

Fl(AKR/JxBALB/c) con esplenocitos BALB/c modificados con TNBS.

Para ello, los animales fueron inoculados por vía sc.con 1x106macrófagos BALB/c

modificados químicamente con TNBS.

Las reacciones fueron reguladas con 15x10“timocitos Fl idénticos a los huéspedes,

que se inocularon iv. 2 hs antes de la inducción de las reacciones de hipersensibilidad

retardada. Como controles se utilizaron animales inoculados iv. con timocitos Fl adultos o

con medio de cultivo.

El desencadenamiento se llevó a cabo 6 días después, inoculando en la almohadilla

plantar derecha macrófagos BALB/c modificados con TN BS.

Como se observa en la Tabla l, los timocitos Fl provenientes de híbridos recíprocos

de 24 hs fueron capaces de disminuir significativamente (p<().()()l) la magnitud de las

reacciones de hipersensibilidad retardada desencadenada con macrófagos modificados

BALB/c tanto en híbridos Fl(BALB/chKR/J) cuanto en híbridos Fl(AKR/JxBALB/c).
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8.5.2 REGULACION DE LA PROLIFERACION T FRENTE A CITOCROMO-C

EN HIBRIDOS Fl RECIPROCOS DERIVADOS DE LAS CEPAS

PARENTALES BALB/c y AKR/J.

Híbridos Fl(BALB/chKR/J) y F1(AKR/JxBALB/c) adultos se inmunizaron con

25 ug de citocromo-C emulsionado en adyuvante de Freund completo, tal como

describiéramos en el punto 8.2.1.

7 a ll) días después se realizó la re-estimulación de 5x105 células con 4 ug del

antígeno.Se agregaron al cultivo distintas dosis (3x10’, 5x10’ y 10x105) de timocitos Fl

neonatales, previamente tratados con mitomicina-C.

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos. Como puede observarse, los timocitos

F l neonatales fueron capaces de disminuir en forma significativa (p<0.0()1) la respuesta

proliferativa T frente a Citocromo-C presentado en un mismo contexto parental, fuera éste

de origen materno o paterno.

Los resultados obtenidos (Tablas l y 2) muestran que al nacimiento -en las

condiciones experimentales utilizadas- los híbridos Fl recíprocos recién nacidos son

capaces de suprimir la reactividad T frente a antígenos convencionales presentados

en un mismo contexto parental, independientemente del origen materno o paterno
del mismo.

B.6 EFECTO DEL AMAMANTAMIENTO SOBRE LA REACTIVIDAD T

FRENTE A ANTIGENOS CONVENCIONALES.

Se investigó el rol del amamantamiento sobre la reactividad T frente a antígenos

convencionales. Para ello sc amamantaron híbridos Fl con nodrizas de la cepa paterna y

se comparó la respuesta dc dichos híbridos con aquellos amamantados normalmente.

HíbridosFl(BALB/chKR/J) y F l(AKR/JxBALB/c) se amamantaron con nodrizas

de la cepa paterna: Fl(BALB/cx/\KR/J)MKR y Fl(AKR/JKBALB/CMMLH.
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TABLA 1

ACTIVIDAD REGULATORIA DE HIBRIDOS F1 RECIPROCOS RECIEN NACIDÜS
SOBRE REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA FRENTE A TNBS.

Grupo' Reguladorasb mm+ DSc

F1(BALB/CXAKR/J) --------- -- 0.85 :_0.09

Timocitos F1(BALB/chKR/J) 0.32 1 0.05 t

F1(AKR/JxBALB/C) --------- -- 0.45 1 0.07

Timocitos F1(AKR/JxBALB/C) 0.10 1 0.02 t

a) Los híbridos F1 recíprocos adultos se inmunizaron con 3x10°
macrófagos BALB/c modificados químicamente con TNBS.E1
desencadenamiento se realizo ó días despues inoculando en la
almohadilla plantar derecha 1x10° macrófagos BALB-TNP.Se
utilizaron ó animales por grupo.
b) Los grupos experimentales se inocularon iv. 2 hs antes de la
sensibilización con 15x10° timocitos provenientes de híbridos F1
de 24 hs de vida idénticos a los huespedes adultos.
c) La magnitud de las reacciones se evaluó comparando el grosor
de la almohadilla plantar antes y 24 hs despues del
desencadenamiento.
i Nivel de significación: p<0.001 (Test “t” de Student).
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TABLA 2

ACTIVIDAD REGULATÜRIA DE HIBRIDOS F1 RECIEN NACIDÜS SOBRE LA
REACTIVIDAD T FRENTE A CITÜCROMÜ-C.

Población Población
Respondedora' Reguladorab IP 1 DS‘=

F1(BALB/chKR/J) - - - - - - - - 4.5 1 0.63

3x10a timoc.F1(BALB/chKR/J) 1.9 i 0.39!

5x10s timoc.F1(BALB/chKR/J) 1.8 t 0.17!

10x10° timoc.F1(BALB/chKR/J) 1.5 :_0.22t

F1(AKR/JxBALB/C) - - - —- - - - — 2.1 + 0.18

3x10a timoc.F1(AKR/JxBALB/c) 1.2 i 0.15!

5x10° timoc.F1(AKR/JxBALB/c) 1.2 :_0.13!

10x10a timoc.F1(AKR/JxBALB/C) 1.0 1 0.15!

a) leO’ células de ganglios popliteos (4 animales testeados
individualmente) se re-estimularon con 4 ug de citocromo-C.
b) las celulas timicas provenientes de híbridos F1 de 24 hs de
vida se pretrataron con mitomicina-C antes de ser agregadas la
cultivo.
c) los resultados se expresan comola media del cociente entre la
incorporacion de timidina tritiada en presencia y ausencia de
antígeno (IP i DS; IP = Exp/n).
X Nivel de significación: p<0.001 (Test "t" de Student).

Los timocitos F1 de 24 hs no fueron capaces de disminuir la
proliferación basal de las celulas de adulto sin estimulacion
antigénica.
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Se determinó en los híbridos adultos la capacidad de desencadenar reacciones de HR frente

a TNBS presentando al antígeno en cada uno de los contextos parentales. Se comparó dicha

capacidad con la registrada en los híbridos F1 recíprocos amamantados normalmente.

Como puede observarse en la Figura 33, el amamantamiento de los híbridos

F1(BALB/chKR/J) por nodrizas de la cepa AKR/J fue capaz de disminuir en forma

significativa los niveles de HR respecto de los híbridos F1(BALB/ chKR/ J) amamantados

normalmente. Los híbridos Fl(BAI.B/cx.¿\I(R/JMKR presentaron niveles de HR

comparables a aquellos registrados en los híbridos Fl(AKR/JxBALB/c). La disminución

de la respuesta frente a TNBS se registró cuando el antígeno convencional fue presentado

en contexto de los antígenos de histocompatibilidad de las cepas BALB/c (Fig.33.A) y

AKR/J (Fig.33.B)

La Figura 34 muestra los resultados obtenidos cuando se determinó la reactividad

T de los híbridos F1(AKR/JxBALB/c) amamantados por nodrizas de la cepa BALB/c.

Como se observa, el amamantamiento de los híbridos Fl(AKR/JxBALB/c) por nodrizas

de la cepa BALB/c fue capaz de aumenta: significativamente los niveles de las reacciones

de HR . Los niveles de dichas reacciones fueron comparables a los registrados en los

híbridos F1(BALB/chKR/J). El aumento de la reactividad T de los híbridos

F1(AKR/JxBALB/ 0m“; se registró cuando el antígeno fue presentado en el contexto de

los antígenos de histocompatibilidad de cada una de las cepas parentales.

El amamantamiento estaría así involucrado en la generación de las diferencias

inmunorregulatorias registradas.
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FIGURA 33

EFECTO DEL AMAMANTAMIENTO SOBRE LA REACTIVIDAD T

Se indujeron reaccionesde HR en híbridos Fl(BALB/chKR/J) (El);Fl(AKR/JxBALB/C)
( ) y Fl(BALB/CXAKR/J)¡AKR ( mu) con A) 3x106 macrófagos BALB/c o B) leO’
macrófagos AKR/J modificados con TNBS.

Las reacciones de HR se desencadenaron tal como se detalla en Fig.15 y 16.
Nível de significación :
A) (CJ) vs (); (Cl) vs ([111)p<(l.()()l
B) (El) vs (a); (El) vs ([1]) p<().()()l (Test "t" de Student)
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FIGURA 34

EFECTO DEL AMAMANTAMIENTO SOBRE LA REACI'IVIDAD T

Se indujeron reacciones de HR en híbridos Fl(BALB/chKR/J) ( I );
Fl(AKR/JXBALB/C) ( ) y Fl(AKR/JXBALB/C)mALB(B)
con A) 3x10“macrófagos BALB/c o B) 5x10’ macrófugos AKR/J modificados con TNBS.

Las reacciones de HR se desencadenaron tal como se detalla en Fig.l5 y 16.
Nivel de significación :
A) (I) vs(); (I) vs(E) p<().()()l
B) (I) vs (); (I) vs () p<().()()l(Test"t"de Student)
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A lo largo de este trabajo hemos investigado la existencia de efectos parentales sobre

el sistema inmune de los hijos, centrándonos en aquellos que actúan sobre a) el recono­

cimiento T alorreactivo parental de antígenos de histocompatibilidad propios y b) el

reconocimiento restringido de antígenos convencionales.

A fin de evaluar las consecuencias que tiene sobre la respuesta inmunológica de la

cría la derivación materna o paterna de un mismo pool génico, hemos utilizado pares de

híbridos Fl recíprocos murinos. Dichos híbridos derivan de las mismas cepas parentales,

difiriendo sólamente en cual de ellas es la materna. Este modelo experimental se comple­

mentó, comparando la respuesta de los híbridos Fl amamantados normalmente con aquellos

amamantados por nodrizas de la cepa paterna para estudiar el posible efecto de la lactancia.

En la primera parte de este trabajo comenzamos investigando la existencia de efectos

parentales actuantes sobre el reconocimiento T alorreactivo parental de antígenos de histo­

compatibilidad propios.

Uphoff (185) demostró que cuando se reconstituían híbridos recíprocos adultos irra­

diados, con células de médula ósea provenientes de las cepas paren tales, las reacciones

de GvH que se producían como consecuencia del transplante, resultaban significativamente

menores en los híbridos para los cuales la cepa dadora coincidía con la materna. Las

diferencias encontradas se atribuyeron a un efecto materno que operaba durante la vida

intrauterina, puesto que se reproducían por transferencia de embriones. Uphoff postuló

(l93,l94) entonces la existencia de diferencias cuali y/o cuantitativas en la expresión de

antígenos mayores de histocompatibilidad en los híbridos recíprocos debido a la modifica­

ción in útero de los antígenos de origen paterno. A dicha modificación se le atribuia un

valor adaptativo ya que al inducir un reconocimiento menor por parte de las poblaciones

T alorreactivas maternas, aumentaría la probabilidad de sobrevida del feto semialogeneico.

En nuestro laboratorio se ha demostrado asimismo que las reacciones de GvH locales

inducidas cn híbridos adultos provenientes del cruzamiento de distintas cepas parentales

resultaban ser menores cuando las mismas eran desencadenadas con csplenocitos maternos
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respecto de aquellas registradas con esplenocitos paternos (192).

En un primer paso investigamos si las diferencias en magnitud de las reacciones de

GvH correlacionaban con una capacidad diferencial de los híbridos recíprocos F1 adultos

de estimular la proliferación T de células parentales. Con tal fin se llevaron a cabo

reacciones de CMLA. Hemos podido demostrar que las células esplénicas de los híbridos

F l(AKR/JxBALB/c) son capaces de estimular la proliferación de células parentales

BALB/c (cepa paterna) significativamente más que los híbridos Fl(BALB/chKR/J ) en

los que la cepa BALB/c es la materna. Esta mayor capacidad de estimulación pudo regis­

trarse en todas las dosis de células estimuladoras utilizadas.

Investigamos luego si las influencias parentales que afectan la capacidad de estimular

diferencialmente la proliferación de células parentales - según sean éstas de origen materno

o paterno - podía correlacionarse con diferencias en la actividad de poblaciones inmunorre­

gulatorias. Para ello, las poblaciones estimuladoras fueron pretratadas con anticuerpos

monoclonales anti-CDS más complemento.

No se observaron diferencias significativas en los niveles proliferativos de células de

la cepa BALB/c frente a la estimulación de esplenocitos Fl(BALB/chl(R/J) y

Fl(AKR/JxBALB/c) deprivados de células T CD8+. Mientras que el pretratamiento de

los esplenocitos Fl(AKR/ JxBALB/ c) con anti-CD8 más complemento fue incapaz de modi­

ficar su capacidad estimulatoria. dicha capacidad aumentó significativamente en las células

provenientes de híbridos Fl(BALB/chKR/J) deprivados de células CDS+. Estos resulta­

dos confirman aquéllos obtenidos in vivo (192), y muestran la existencia de influencias

parentales capaces de alterar las poblaciones inmunorregulatorias T que afectan el reconoci­

cmiento alorreactivo parental de antígenos de histocompatibilidad propios.

En nuestro laboratorio se había demostrado que los esplenocitos provenientes de

híbridos Fl recíprocos recién nacidos poseen diferencias en cuanto a su capacidad de

regular reacciones alorreactivas parentales: son capaces de suprimir las reacciones de GvH

desencadenadas con células maternas y dirigidas hacia antígenos de histocompatibilidad

propios heredados del padre mientras que son incapaces de modificar aquellas desenca­
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denadas con células paternas y dirigidas hacia antígenos de histocompatibilidad propios de

origen materno (187).

[nvestigamos entonces si dichas diferencias inmunorregulatorias podían detectarse

en el timo, órgano central durante la ontogenia en los procesos de tolerancia a antígenos

propios y reactividad hacia los no propios. Estudiamos asimismo la evolución de dichas

diferencias durante el período perinatal. Para ello, las reacciones de le-I desencadenadas

en híbridos recíprocos F1 con esplenocitos de cada una de las cepas parentales se regularon

con células tímicas provenientes de híbridos Fl idénticos cuyas edades comprendian los 18

dias de gestación a 7 días post-nacimiento.

Hemos demostrado que el pretratamiento de híbridos F1(BALB/chKR/ J) adultos

con timocitos provenientes de híbridos F1 de 18 días de gestación era capaz de disminuir

en forma significativa los niveles de las reacciones de GvH locales inducidas con

esplenocitos tanto de origen materno (BALB/c) cuanto paterno (AKR/J). Al nacimiento,

sin embargo, desaparece la actividad supresora actuante sobre reacciones de GvH paternas

anti-maternas y sólo es posible detectar supresión de las reacciones de GvH maternas anti­

paternas. Así, los timocitos provenientes de híbridos Fl de 24 hs fueron capaces de

disminuir en forma significativa las reacciones de GvH desencadenadas en híbridos

F1(BALB/chKR/ J) con esplenocitos maternos BALB/c, mientrasque resultaron incapaces

de modificar el nivel de las reacciones desencadenados en los mismos híbridos con esple­

nocitos paternos AKR/J. Estos resultados se registraron para todas las dosis de timocitos

reguladores utilizadas.

Para confirmar si la actividad regulatoria diferencial detectada dependía del origen

materno o paterno de un mismo pool génico y no a características asociadas a las cepas

usadas, se utilizaron híbridos F l recíprocos. Pudimos comprobar que cuando las reacciones

se desencadenan con células de la cepa materna - BALB/c en los híbridos

Fl(BALB/chKR/J) y AKR/J en los Fl(AKR/JxBALB/c)- las células de los recién naci­

dos fueron capaces de suprimirlas significativamente. En cambio fueron incapaces de alterar

aquellas inducidas con células de la cepa paterna BALB/c en huéspedes

Fl(AKR/JxBALB/c) y AKR/J en los Fl(BALB/chKR/J).
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Cuando se utilizaron híbridos recíprocos Fl(BALB/chBA/Z) y

Fl(DBA/ZxBALB/c), que como describiéramos anteriormente derivan de cepas parentales

que poseen el mismo H-2, pero que difieren en antígenos menores (Mls incluido) se

obtuvieron los mismos resultados: los timocitos de híbridos F1 recién nacidos eran capaces

de disminuir significativamente las reacciones de GvH maternas anti-paternas, mientras que

no alteraban las paternas anti-maternas.

En cuanto al origen de las diferencias inmunorregulatorias registradas, los resultados

obtenidos utilizando como células reguladoras timocitos provenientes de ratones F1 recién

nacidos sin amamantar, sugieren que la lactancia no estaría involucrada en la generación

de las mismas.

Los resultados obtenidos muestran la existencia de un efecto parental capaz de

modificar la regulación del reconocimiento alorreactivo parental de antígenos de

hístocompatibilidad propios. Las diferencias observadas dependerían del origen materno o

paterno de los antígenos de hístocompatibilidad hacia los cuales está dirigida la reacción de

GvH. Estos resultados nos permiten hipotetizar entonces que las diferencias inmunorregu­

latorias observadas posteriormente en individuos adultos podrían derivarse de las ya

presentes a las 24 hs de vida.

Si bien la capacidad supresora natural de células esplénicas y de hígado fetal de

recién nacidos sobre reacciones alorreactivas ha sido ampliamente documentada mediante

ensayos in vivo (195- 197) e in vitro (198-200), la capacidad supresora de las células tímicas

fue siempre un tema de controversia.

Skowron-Ce ndrzak y Ptak (196) mostraron que los esplenocitos pero no los timocitos

de ratones recién nacidos eran capaces de suprimir las reacciones de GvH locales inducidas

con células parentales en híbridos Fl. Globerson y Umiel (201) reportaron que, mientras

los timocitos fetales de ratones de ló-l8 días de gestación inhibían la respuesta de cultivo

mixto linfocitario, no se observaba supresión cuando se utilizaba timo neonatal. Por otra

parte, Van Bekkum y Knaan-Shanzer (202) demostraron la existencia de una importante
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capacidad supresora de células tímicas de ratones CBA/Rij recién nacidos que disminuye

la mortalidad de híbridos Fl(C57Bl/6xCBA) letalmente irradiados y reconstituídos con

médula ósea y esplenocitos de CBA adultos. Dicha actividad supresora sin embargo, no se

registró en las células tímicas provenientes de híbridos Fl(C57Bl/6xCBA) recién nacidos.

En la mayoría de los trabajos descriptos anteriormente se investiga la capacidad

regulatoria de células fetales y neonatales, sin embargo no se discrimina si dicha actividad

difiere según se trate del reconocimiento alorreactivo de antígenos de histocompatibilidad

heredados de la madre o del padre. Teniendo en cuenta esto último, la ausencia de activi­

dad supresora descripta por Van Bekkum podría explicarse - en base a nuestros resultados ­

si las células CBA utilizadas para la reconstitución fueran de la cepa paterna, ya que como

describiéramos, al nacimiento, existe capacidad para suprimir reacciones de GvH maternas

anti-paternas pero no paternas anti-maternas. La controversia generada en torno a la

regulación del reconocimiento T alorreactivo podría aclararse en parte, teniendo en cuenta

la diferente capacidad de células tímicas de regular el reconocimiento de antígenos de

histocompatibilidad propios según hayan sido heredados por vía materna o paterna.

Hemos demostrado que la capacidad de las células tímicas de suprimir las reacciones

de GvH maternas dirigidas hacia antígenos de histocompatibilidad de origen paterno

disminuye progresivamente, detectándose hasta el día 3 post-nacimiento. La prolongación

de la capacidad de suprimir la alorreactividad T materna anti-paterna durante las primeras

etapas de la vida extrauterina podría ser beneficiosa durante la lactancia para evitar las

reacciones de GvH inducidas por los linfocitos maternos que alcanzan al neonato a través

del calostro y la leche.

Con el objeto de determinar los mecanismos involucrados en la desaparición de la

actividad supresora investigamos la existencia de células con actividad contrasupresora. Las

células T contrasupresoras se definen como aquellas capaces de liberar al sistema inmune

de estados de supresión generalizada, sin inducir ellas mismas respuestas inmunes. Sus

blancos son las células T helper a las que convierten en resistentes a las señales supresoras

(l7).
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Hemos demostrado que los timocitosprovenientes de híbridos F1(BALB/chKR/ J)

de 24 hs fueron capaces de revertir la supresión de timocitos fetales Fl en reacciones de

GvH desencadenadas con esplenocitos paternos AKR/ J. Así, la incapacidad de los timocitos

neonatales de suprimir las reacciones de GvH paternas anti-maternas se debería a la

presencia en el timo, de células con actividad contrasupresora desde el momento del naci­

miento. La actividad contrasupresora fue demostrada utilizando distintas dosis de células.

La existencia de efectos parentales se confirmó mediante el uso de híbridos recíprocos: los

timocitos de híbridos Fl(AKR/JxBALB/c) de 24 hs fueron capaces de revertir la supresión

de timocitos fetales sobre reacciones de GvH anti-maternas desencadenadas con espleno­

citos paternos BALB/c.

Los mismos resultados se obtuvieron cuando se investigó la actividad contrasupresora

de timocitos F l de 4 días sobre reacciones de GvH matemas anti-paternas. Hemos podido

demostrar que mientras que el pretratamiento de huéspedes adultos Fl(BALB/chKR/J)

con timocitos Fl de 4 días fue incapaz de alterar las reacciones de GvH maternas anti­

paternas, la inoculación conjunta de timocitos de 24 hs y 4 días provenientes de híbridos

Fl(BALB/ chKR/ J) fue capaz de revertir la actividad supresora de timocitos Fl de 24 hs

en reacciones de GvH desencadenadas con esplenocitos maternos BALB/c.

Se ha caracterizado a las células contrasupresoras como adherentes a la lectina 3am

1111953,presentando marcadores I-J+ y constituyendo un circuito regulador (136). Las

células efectoras del circuito poseen un fenotipo Lyt-l+, CD4+, CD8', e I-J+, que las

distingue de las células T helper (136,203). Si bien no hemos determinado la expresión de

marcadores l-J en las células con actividad contrasupresora descriptas, sus características

funcionales y fenotípicas coinciden con aquellas atribuídas a las células efectoras del circuito

contrasupresor : son Lyt-l +, CD4+, CD8- y adherentes a yigia villgsa.

Cuando se determinó la capacidad reguladora de las células tímicas de 24 hs que no

se adherían a la lectína, se pudo demostrar que dicha fracción era capaz de suprimir las

reacciones de GvH paternas anti-maternas. Del mismo modo, la población de timocitos de

4 días no adherente ala lectina fue capaz de suprimir las reacciones de GvH maternas anti­
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paternas. Estos resultados sugieren que si bien la población tímica total muestra actividad

contrasupresora, la misma es consecuencia de un balance positivo entre células

contrasupresoras y supresoras naturales que - como pudo demostrarse- están aún presentes

en la población tímica total.

El hecho de que las células contrasupresoras interactúen con las células T helper

conviertiéndolas en resistentes a las señales supresoras explicaría la aparente especificidad

de las células supresoras naturales, que se incluyen dentro de la familia de células antígeno­

ínespecíficas (98). En efecto, serían las células contrasupresoras - y no las supresoras

naturales- las que determinarían la especificidad de las reacciones que regulan.

El mecanismo de inducción y la relevancia que tienen in vivo, las células supresoras

y contrasupresoras durante la vida perinatal todavía es materia de controversia (204). Se

ha propuesto que las células supresoras naturales estarían implicadas en el desarrollo y

mantenimiento de la tolerancia frente a antígenos propios (205).

Se ha sugerido por otra parte, que la desaparición del estado de supresión general

característico del recién nacido y el establecimiento de un estado de inmunidad dominante

hacia antígenos extraños requieren de células con actividad contrasupresora (17,134). La

contrasupresión a su vez, podría ser vista como un mecanismo inductor de un nivel 2 de

supresión, el cual jugaría un rol fundamental en el proceso de maduración normal de la

respuesta inmune (143,144).

Sin embargo no es fácil asignar un rol biológico a la aparición normal de células con

capacidad de anular la actividad supresora del ataque alorreactivo de antígenos de

histocompatibilidad propios.

Queda aún por determinar si las células con actividad contrasupresora son capaces

de ejercer su acción sobre posibles clones autorreactivos tal como lo hacen sobre células

maternas o paternas. Si este fuera el caso, y la deleción clonal tímica fallara en eliminar

clones autoagresivos, estas células con actividad contrasupresora serían peligrosas ya que

podrían ser inductoras de desórdenes autoinmunes, dada su capacidad de revertir el efecto

de células que suprimen clones con alta reactividad hacia antígenos propios. Por lo tanto.

debería postularse la existencia de otros niveles inmunorregulatorios necesarios para

Ill



impedir el riesgo de enfermedades autoinmunes. En este sentido Wilson y col. demostraron

que en híbridos F l no irradiados se puede inducir la aparición de niveles importantes de

protección frente al ataque de células alorreactivas parentales, a través de la inmunización

previa por via ev. con bajas dosis de células parentales. Los animales así pretratados

adquieren un estado de resistencia específica frente a posteriores injertos de linfocitos de

la misma cepa parental (206,207). Este efecto depende de la presencia de células T en el

injerto y no se produce si se utilizan poblaciones de células T desprovistas por selección

negativa de células T con receptores para el haplotipo del otro padre del huésped Fl (207).

Estos autores (130,206-209)postulan que los clones celulares que participan en la protección

frente al GvI-l - clones con actividad supresora de células que portan receptores T de alta

afinidad dirigidos hacia los antígenos de histocompatibilidad propios de origen parental-,

formarían parte de los mecanismos normales de tolerancia frente a antígenos propios. De

acuerdo a esta hipótesis, en el timo surgirían habitualmente clones de células T con

receptores de alta afinidad dirigidos hacia antígenos de histocompatibilidad propios, cuya

actividad sería regulada por los clones de células T con receptores anti-anti-H-Z propio.

Estos clones, que serían los mismos que se expanden frente a la inoculación ev. de células

parentales, intervendrían entonces en la regulación de los niveles normales de

autorreactividad.

La contrasupresión descripta en este trabajo podría entonces intervenir en la

inducción de niveles de regulación que colaborarían en mantener en forma activa la

tolerancia a antígenos de histocompatibilidad propios.

Los resultados hasta aquí descriptos muestran la existencia de influencias parentales

que afectan la ontogenia de los mecanismos de control del reconocimiento alorreactivo de

los antígenos de histocompatibilidad propios. Dichos efectos se gestarían en etapas

anteriores a la lactancia, estando ya presentes al nacimiento y pudiendo ser detectados aún

en el individuo adulto.
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En la' segunda parte de este trabajo hemos investigado la existencia de influencias

parentales en la reactividad T del hijo frente a antígenos convencionales extraños.

Comenzamos investigando en individuos adultos los niveles de respuesta T de cada

miembro de un par recíproco frente a distintos antígenos.

En primera instancia se estudió la reactividad T Mio de los híbridos recíprocos

Fl(BALB/chKR/J) y Fl(AKR/JxBALB/c) frente a una serie de antígenos

convencionales, utilizando las técnicas de hipersensibilidad retardada, sensibilidad de

contacto y de huésped contra injerto. Investigamos la respuesta de dichos híbridos Fl frente

al antígeno presentado en el contexto de los antígenos mayores de histocompatibilidad

propios (DNBF y H-Y), y aquella desencadenada presentando al antígeno en el contexto

de los antígenos de histocompatibilidad de cada una de las cepas parentales (TNBS).

Hemos demostrado que las reacciones de sensibilidad de contacto frente a DNBF

resultaron ser significativamente mayores en los híbridos F1(BALB/chKR/ J) respecto de

la combinación recíproca Fl(AKR/JxBALB/c). Los niveles de las reacciones de HR frente

aTNBS fueron también significativamentemayores para los híbridos Fl(BALB/ chKR/ J).

La mayor reactividad T de estos híbridos Fl se registró no sólo cuando el antígeno fue

presentado en células parentales BALB/c, sino en macrófagos AKR/J.

También se observaron diferencias significativas en la respuesta de los híbridos Fl

recíprocos en reacciones de HvG frente al antígeno H-Y. Hemos podido demostrar que en

todas las dosis de células utilizadas para desencadenar la reacción de HvG, la respuesta de

los híbridosF1(BALB/chKR/J) fue mayor que la de los recíprocos Fl(AKR/JxBALB/c),

los que poseen una capacidad limitada de desencadenar respuestas contra el antígeno. Los

mismos resultados surgen del análisis de la cinética de la respuesta: se observa que en

ambos híbridos Fl se alcanza un máximo de reactividad entre los días 7 y 8, siendo los

híbridos Fl(AKR/JxBALB/c) incapaces de alcanzar los niveles de respuesta de los híbridos

recíprocosFl(BALB/chKR/J).
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Investigamos posteriormente los niveles proliferativos T in vitro de los híbridos

F l(BALB/chKR/ J) y Fl (AKR/JxBALB/c) frente a citocromo-Cy ovoalbúmina.

Las cepas parentales BALB/c (H-Z")y AKR/ J (H-2") son altas respondedoras frente

a la OVA. Respecto del citocromo, la cepa BALB/c es no respondedora. en tanto la cepa

AKR/ J es alta respondedora. Esto nos permitió estudiar la capacidad proliferativa T de los

híbridos F1 frente antígenos presentados en ambos contextos parentales y en uno sólo de

ellos.

Hemos demostrado que los híbridos Fl(BALB/chKR/J) poseen una capacidad

proliferativa T significativamente mayor frente a ambos antígenos para todas las dosis de

células respondedoras y de antígeno utilizadas y a lo largo de toda la curva que describe

la cinética de la respuesta.

Se ha demostrado (210) que los híbridos Fl poseen al menos dos subpoblaciones T

capaces de reconocer a los antígenos convencionales: una subpoblación los reconoce en

contexto de los antígenos de histocompatibilidad propios de origen materno, mientras que

la otra lo hace en el contexto de los de origen paterno. Existen también subpoblaciones

capaces de reconocer al antígeno en el contexto de antígenos de clase II derivados de la

asociación de cadenas alfa y beta de distinto origen parental (13,15).

Los resultados obtenidos en las reacciones de HR frente a TNBS sugieren que se

verían afectadas las respuestas llevadas a cabo por las subpoblaciones T que reconocen al

antígeno en el contexto de los antígenos de histocompatibilidad tanto de origen materno

cuanto paterno. En este ensayo ín vivo en el que el huésped F1 recibe las células parentales

modificadas con TNBS, no puede descartarse un reprocesamiento del antígeno por las

células presentadoras del huésped. Sin embargo, cuando dichas reacciones se índujeron

presentando al antígeno en células provenientes de una de las cepas parentales de los

híbridos Fl y se desencadenaron con células de la otra cepa parental, los niveles de las

reacciones no fueron significativamente distintas de los controles, sugiriendo que las

diferencias observadas no se deberían a un efecto del reprocesamiento. Por otra parte, los

experimentos realizados no permiten determinar si el antígeno puede ser reconocido cn el
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contexto de las cadenas mixtas parentales, y de ser así en que medida esta asociación

contribuye a la magnitud de la respuesta.

Los resultados obtenidos muestran que frente al conjunto de antígenos

convencionales utilizados, los híbridos Fl(BALB/chKR/J) presentan una capacidad de

generar mayores respuestas que los híbridos recíprocos Fl(AKR/JxBALB/c).

Se demuestra así,la existencia de efectos parentales que modifican la respuesta T

restringida de antígenos convencionales extraños. Dichos efectos serían asimismo capaces

de alterar el reconocimiento T del antígeno en el contexto de cada uno de los AMH

parentales.

Posteriormente se estudió el efecto del pretratamiento de las células respondedoras

con anticuerpo monoclonal anti-CD8 más complemento sobre la respuesta proliferativa T

in vitro.

Cuando las células respondedoras se deprivaron de las poblaciones T CD8+, se

observó que los niveles proliferativos de los híbridos Fl(BALB/chKR/J) frente a OVA

no se modificaron en forma significativa. Por el contrario, en los híbridos

Fl(AKR/JxBALB/c) se registró un aumento de la respuesta, cuyos valores alcanzaron a los

obtenidos en la combinación recíproca. De esta manera, las diferencias registradas entre

ambos híbridos recíprocos desaparecen cuando se elimina la subpoblación CD8+ de la

población respondedora al antígeno.

Estos resultados sugieren que los híbridos Fl(AKR/ JxBALB/c) poseerían una mayor

actividad de células T con fenotipo CD8+, capaces de suprimir la proliferación in vitro de

células T helper reactivas al antígeno convencional. Los experimentos realizados, sin

embargo, no permiten discriminar si los híbridos Fl recíprocos poseen subpoblacíones

CD8+ cuantitativamente distintas o si difieren en su actividad funcional por célula. Si bien

no es posible descartar que los híbridos Fl reciprocos posean además diferencias en los

niveles de expresión cuanti y/o cualitativa de los AMH -no detectables por las técnicas

utilizadas—,los resultados obtenidos muestran que dichos híbridos Fl poseen diferencias en

su capacidad inmunorregulatoria T frente a antígenos convencionales. Es decir que en los

efectos parentales aquí descriptos estarían involucradas diferencias en los niveles
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inmunorregulatorios T, los que alteran la capacidad de generar respuestas inmunes frente

a antígenos convencionales extraños.

Investigamos posteriormente si los efectos parentales que influencian la reactividad

T frente a antígenos convencionales podían registrarse en híbridos recíprocos derivados de

otras cepas parentales.

En primera instancia se estudió la respuesta de híbridos recíprocos cuyas cepas

parentales no diferían en sus antígenos mayores de histocompatibilidad. Cuando se

midieron en híbridos recíprocos Fl(BALB/chBA/2) y F1(DBA/2xBALB/c) los niveles

de las reacciones de sensibilidad de contacto frente a DNBF y de HvG frente a H-Y,

pudimos registrar diferencias significativas en la respuesta de ambos híbridos: los híbridos

Fl(BALB/chBA/2) fueron capaces de generar mayores respuestas que los híbridos

recíprocos frente a ambos antígenos.

Estos resultados muestran por lo tanto que las influencias parentales se detectan no

sólo en combinaciones de cepas que difieren a nivel de genes de respuesta inmune

(BALB/c y AKR/ J) sino también en aquellas derivadas de cepas parentales poseedoras de

los mismos genes de respuesta inmune (BALB/c y DBA/2).

Dado que estos pares de híbridos Fl difieren a nivel de antígenos menores de

histocompatibilidad -entre los que se incluyen antígenos del sistema menor de estimulación

linfocitaria (Mls), investigamos el papel de los superantígenos Mls-l en las diferencias
observadas.

Estudiamos los niveles de reactividad T en dos combinaciones distintas de híbridos

Fl recíprocos cuyas cepas parentales comparten antígenos Mls-l: aquellos derivados de las

cepas BALB/c (H-Z", Mls-l") y C57Bl/6 (H-Z", Mls-l") y los derivados de las cepas AKR/J

(H-2", Mls-l“) y DBA/2 (H-2“,Mls-l').

En las mismas condiciones utilizadas para las otras combinaciones de cepas, los

híbridosrecíprocosFl(BALB/chS7Bl/6) y Fl(C57Bl/6xBALB/c) ¿Qmostraron diferencias

en su capacidad de responder frente a DNBF y H-Y. Tampoco se detectaron diferencias
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en los niveles de respuesta T frente a los mismos antígenos entre los híbridos

F1(AKR/JxDBA/2) y Fl(DBA/2xAKR/J).

Los resultados obtenidos sugieren entonces que las influencias parentales no se

evidenciarían cuando los híbridos Fl derivan del cruzamíento de cepas parentales que

comparten antígenos Mls-l.

Por otra parte, cuando se compara la reactividad T de híbridos F1 que poseen la

misma combinación de genes de respuesta inmune (H-Zdx H-2"): F1(BALB/ chKR/J ) y

F1(AKR/JxBALB/c) vs. F1(DBA/2LAKR/J) y Fl(AKR/JxDBA/2) se observa que

mientras el primer par de híbridos muestra diferencias en sus niveles de respuesta, no es

posible detectarlas entre los últimos. A partir del comportamiento de estos híbridos es

posible asociar la presencia de Mls-l' en la cepa materna con una reactividad T disminuida

en los hijos: los híbridos Fl(DBA/2xAKR/J); F1(AKR/JxDBA/2) y F1(AKR/JxBALB/c)

(madre Mls-l') presentaron respuestas T significativamente menores que los

F l(BALB/ chKR/J ) (madre Mis-1").En el mismo sentido, la reactividad T de los híbridos

Fl(DBA/2xBALB/c) resultó ser menor que la de los híbridos F1(BALB/chBA/ 2).

Estos resultados permiten postular la existencia de una correlación entre presencia

de antígenos Mls-l‘ en la cepa materna y una capacidad disminuida de la cría de generar

respuestas inmunes frente a antígenos convencionales extraños.

Los antígenos Mls fueron definidos originariamente como los únicos antígenos fuera

del complejo mayor de histocompatibilidad capaces de desencadenar una intensa

proliferación en reacciones de cultivo mixto de linfocitos (71). Se determinó que la

frecuencia de células T con capacidad de responder a los determinantes Mls es por lo

menos cinco veces superior que la frecuencia de células que responden a aloantígenos : de

allí su denominación de superantígenos (75). El receptor T de un linfocito está constituido

por 5 elementos variables : Va, Ja, VB, DB y JB (le). Todos ellos contribuyen a la

interacción específica del linfocito T con los antígenos convencionales presentados en el

ll7



contexto de los antígenos mayores de histocompatibilidad. Existen millones de

combinaciones posibles entre cada uno de estos elementos variables, de allí que la

frecuencia de clones específicos para un determinado antígeno convencional sea muy baja

(1:10‘ -l:10°). La utilización de anticuerpos monoclonales específicos contra los elementos

VBpermitió demostrar que la alta frecuencia de clones reactivos para estos superantígenos

(1:5 -l:50) se debe a que los mismos estimulan todos aquellos linfocitos que poseen un

determinado VBindependientemente de los otros elementos variables presentes (69,76-79).

Para cada locus Mls existen alelos estimulatorios, a los que se denomina a y alelos

nulos denominados b (212). El mapeo genético de los loci Mls sugirió que estos

superantígenos podrían estar codificados por distintos provirus MMTV (virus infectivo del

tumor mamario murino) (213). Asimismo, Frankel y col. (214) demostró una perfecta

correlación entre la presencia de Mls-l' y el Mtv-7 en el cromosoma l, entre MIS-2y Mtv­

13 en el cromosoma 4 y entre el MIS-3y el Mtv-6 en el cromosoma 16 . Así, el ligamiento

entre los loci Mls y la mayoría de los provirus endógenos del tumor mamario murino

parecería no deberse al azar, estando este grupo de superantígenos codificados por

retrovirus endógenos.

Ha sido demostrado (76,77), que los superantígenos Mls podían ser capaces de

inducir tolerancia frente a las células responsables de su reconocimiento; así,.aquellas cepas

que expresan Mls-l' no tienen linfocitos T VB 8.1 y VBó en la periferia. La inducción de

tolerancia tendría lugar intratímicamente, por deleción de los clones T reactivos a Mls-l'.

Por otra parte, en individuos adultos, los mecanismos por los cuales se induce tolerancia

frente a Mls extraños parecerían ser distintos: linfocitos de ratones Mls-l" adultos a los que

se les han inyectado células Mls-l' no responden en cultivo frente a ‘Mls-l', aún en

presencia de clones específicos (87). Se ha postulado a la anergia y/o la supresión de clones

reactivos a Mls como mecanismos de tolerancia en individuos adultos (54,87-89,215).

Cualquiera sea el mecanismo a través del cual se establezca la tolerancia a Mls en

un individuo. puede comprenderse que la posesión de determinados alelos Mls sea capaz

de alterar el repertorio 'l' que reconoce a los antígenos convencionales: dada la alta

llll



frecuencia de clones reactivos a estos superantígenos es posible hipotetizar que algunos de

ellos superpondrán con los clones que reconocen específicamente a los antígenos

convencionales.

Resulta difícil sin embargo, relacionar la eliminación de clones T reactivos a estos

superantígenos propios con las diferencias detectadas en este trabajo, ya que los híbridos

F l cuyas cepas parentales difieren a nivel de antígenos Mis-l expresarán finalmente

determinantes Mls l‘, independientemente de si el mismo fue heredado por vía materna o

paterna y como consecuencia los clones T reactivos estarán finalmente inactivados en

ambos híbridos recíprocos. De todos modos, pueden realizarse algunas consideraciones.

Estudios realizados en ratones congénicos BALB.Mls‘l(que solo difieren de la cepa BALB/c

en el la posesión del gen que codifica para los determinantes Mls-l‘) permitieron clarificar

los procesos de eliminación de células T V136reactivas frente a antígenos Mls-l' propios

(216). Se encontró que estas células autorreactivas podían detectarse en el timo durante la

primera semana de vida, alcanzando un máximo de expresión al día 4 post-nacimiento. La

disminución de la expresión de células VBó+ en el timo pudo correlacionarse con su

localización entre los días 4 y 6 en ganglios mesentéricos.

Por otra parte, la capacidad de células esplénicas de inducir la proliferación de

clones T reactivos a Mls-l' sólo comenzaba a registrarse después del día 4 post-nacimiento,

demostrándose que los determinantes Mls comenzarían a expresarse tardíamente,

correlacionando con el momento en que las células reactivas frente a estos determinantes

propios comienzan a desaparecer y/o a ser tolerizadas.

Experimentos realizados en nuestro laboratorio con posterioridad a este trabajo

mostraron que el porcentaje de células T VBó+ autorreactivas en ganglios mesentéricos,

durante la primer semana de vida. es significativamente distinta en los híbridos Fl

recíprocos, resultando entonces influenciada por efectos parentales. El período de

permanencia de estos clones autorreactivos periféricos, en etapas tempranas, podría tener

consecuencias posteriores si se afectaran los circuitos inmunorregulatorios capaces de
interactuar con los mismos.
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Los efectos parentales que influencian la reactividad T del hijo frente a antígenos

convencionales se registraron en combinaciones de cepas que comparten o no los mismos

genes de respuesta inmune, sin embargo no se evidenciaron cuando los híbridos F l

derivaban del cruzamiento de cepas parentales que comparten antígenos Mls-l. Asimismo

existiría una correlación entre la presencia de Mls-l' en la cepa materna y una capacidad

disminuida de generar respuestas inmunes en la cría

Se demuestra así, la existencia de mecanismos capaces de alterar la reactividad T

pre-establecida por la selección de clones realizada por los antígenos mayores de

histocompatibilidad durante la ontogenia: los híbridos Fl recíprocos poseen los mismos

genes de respuesta inmune y sin embargo difieren en su capacidad de respuesta frente a

antígenos convencionales.

Las diferencias inmunorregulatorias observadas entre los híbridos F l recíprocos

podrían en principio derivar de distintos factores: a) herencia citoplasmática; b) diferencias

en la expresión de los antígenos codificados por los genes de respuesta inmune o por

aquellos que codifican a los antígenos Mls (imprinting); c) efectos ambientales derivados

del estrecho contacto matemo-fetal durante la vida intrauterina y d) del amamantamiento.

Si bien no fue posible investigar las tres primeras posibilidades, estudiamos si las

diferencias inmunorregulatorias observadas en los individuos adultos podían detectarse al

nacimiento, tai como ocurre para las diferencias en la regulación de las reacciones

alorreactivas parentales. Con dicho objetivo se regularon reacciones de proliferación T in

vitro frente a citocromo-C con timocitos provenientes de ratones recién nacidos. Se

investigóla capacidad de los híbridos Fl(BALB/chKR/J) y Fl(AKR/JxBALB/c) recién

nacidos de regular el reconocimiento T del citoctomo-C, que como describiéramos sólo es

reconocido en contexto AKR/J que es el haplotipo materno para los híbridos

Fl(AKR/JxBALB/c) y el paterno para los Fl(BALB/chKR/J).

Se observó que los timocitos provenientes de híbridos Fl(BALB/chKR/J) de 24

hs son capaces de suprimir la proliferación T de los híbridos Fl(BALB/chKR/J) adultos

frente al citocromo-C. Por su parte, los timocitos provenientes de híbridos

Fl(AKR/JxBALB/c) de 24 hs también suprimen la proliferación T de los híbridos
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Fl(AKR/JxBALB/c) adultos.

Los mismos resultados se obtuvieron cuando los timocitos neonatales provenientes

de Fl(BALB/chKR/J) y F1(AKR/JxBALB/c) se utilizaron como células reguladoras en

reacciones de HR frente a TNBS presentado en el contexto de la cepa BALB/c.

No pudimos detectar al nacimiento diferencias inmunorregulatorias actuantes sobre

el reconocimiento T de antígenos convencionales: los ratones recién nacidos son capaces

de suprimir las respuestas T de híbridos recíprocos frente a antígenos presentados en un

mismo contexto sea éste heredado por vía materna o paterna. Estos resultados permitieron

hipotetizar que las diferencias registradas en individuos adultos se generarían -al menos en

parte - en etapas posteriores al nacimiento.

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio permitieron demostrar que la

lactancia es capaz de modificar la capacidad de células esplénicas de inducir la proliferación

T en reacciones de CMLS (188,189).

La ausencia de diferencias inmunorregulatorias en los híbridos recién nacidos

sumado al hecho de que el amamantamiento es capaz de modificar la reactividad T en

reacciones en las que se involucra el reconocimiento normal de antígenos de

histocompatibilídad propios nos condujo a investigar el efecto del amamantamiento sobre

la reactividad T frente a antígenos convencionales.

lnvestigamos entonces el papel de la lactancia en las diferencias registradas. Para

ello, híbridos F1(BALB/chKR/J) y Fl(AKR/JxBALB/c) se amamantaron con nodrizas

de la cepa paterna: F1(BALB/c.v(Al(R/JMK“,J y Fl(AKR/JxBALB/c)m,1",c. Se determinó

la respuesta de los híbridos amamantantados normalmente y de aquellos amamantados por

nodrizas de la cepa paterna en reacciones de HR frente a TNBS presentado en contexto

BALB/c y AKR/J. Pudimos demostrar que el amamantamiento es capaz de modificar la

reactividad T de los híbridos Fl frente a TNBS: los híbridos Fl(AKR/JxBALB/c)

amamantados por nodrizas de la cepa paterna BALB/c mostraron niveles de

hipersensibilidad retardada similares a los registrados en los híbridos Fl(BALB/chKR/.I),

mientrasque el amamantamiento de los híbridosFl(BALB/chKR/J) por nodrizasAKR/J
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fue capaz de disminuir los niveles de HR a valores semejantes a los obtenidos para los

híbridos Fl(AKR/JxBALB/c)

Los mismos resultados se obtuvieron cuando el antígeno fue presentado en el

contexto de los antígenos de histocompatibilidad de la cepa AKR/J.

En cuanto al modelo experimental utilizado para evaluar el rol de la lactancia, se

debe señalar que el amamantamiento con nodrizas de la cepa paterna podria inducir

reacciones de GvH en la cría (163). En este sentido, hemos detectado en algunos casos una

leve y transitoria pérdida de peso. Sin embargo, si se considera que el nivel de respuesta

en los híbridos amamantados por nodrizas de la cepa paterna es semejante a la de los

híbridos normales y que las alteraciones registradas son de sentido opuesto en cada uno de

los miembros del par recíproco, es difícil aceptar que dichas alteraciones surjan como

consecuencia de reacciones de GvH.

Los resultados sugieren entonces que la lactancia jugaría un rol central en la

generación de las diferencias inmunorregulatorias registradas entre los híbridos F1

recíprocos, siendo capaz de modificar la respuesta T de la cría frente a antígenos

convencionales, presentados en asociación tanto con antígenos de histocompatibilidad

heredados de la madre cuanto del padre.

Estos últimos resultados nos llevaron a plantear una hipótesis que permitiera asociar

a las alteraciones inducidas por la lactancia con la presencia de antígenos Mls en la cepa

materna, ya que las crías de madres Mls-l' mostraban una disminución de la capacidad de

respuesta T frente a antígenos convencionales.

Ya ha sido descripto que impactos antigénicos en etapas tempranas de la ontogenia

son capaces de inducir alteraciones permanentes en el sistema inmune, incluyendo la

inducción de tolerancia hacia antígenos mayores de histocompatibilidad. La introducción

prematura de linfocitos y de macrófagos provenientes de individuos adultos es también

capaz de influenciar el desarrollo del sistema inmune inhibiendo por ej., la actividad

supresora característica del recién nacido (145,217).
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Dado que las células de calostro y leche serían capaces de entrar en la circulación

del recién nacido (182), postulamos que la exposición prematura frente a antígenos Mls

podria modificar el repertorio T de los mismos, ya que estos antígenos serian capaces de

interaccionar con células T autorreactivas.

Se ha descripto la existencia de un superantígeno probablemente codificado por el

MMTV que es transmitido a través de la leche materna y sería capaz de causar deleción

de los clones T VBl4+ (218). En nuestro laboratorio, utilizando un modelo experimental

en el que ratones BALB/c (Mls-l") son amamantadas con nodrizas Fl Mls-la hemos

demostrado que la lactancia también sería capaz de inducir la deleción clonal de células T

VBó+;CD4+. Ambas observaciones apoyan la hipótesis sostenida.

Es sabido que el reconocimiento T de los antígenos Mls ocurre en forma no

restringida. Por lo tanto, aunque los antígenos Mis estuvieran únicamente presentados por

las células maternas, las células autorreactivas de los híbridos Fl restringidas tanto por los

AMH maternos cuanto paternos, deberían verse afectadas. Esta consideración concuerda

con el hecho de que las alteraciones en la reactividad T frente a antígenos convencionales

ocurre tanto en el contexto de los AMH de origen materno cuanto paterno.

El conjunto de los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo muestra la

existencia de influencias parentales que afectan los niveles de control del reconocimiento

alorreactivo de los antígenos de histocompatibilidad propios y el reconocimiento restringido

de antígenos convencionales extraños.

Los efectos parentales que afectan la regulación del reconocimiento alorreactivo de

antígenos de histocompatibilidad propios detectados ya al nacimiento, determinan

variaciones en la duración del período de supresión natural dependientes del origen

materno o paterno de los antígenos de histocompatibilidad propios hacia los que se dirige

el ataque alorreactivo parental.

La desaparición de la actividad supresora natural correlaciona con la aparición de

células con actividad contrasupresora. Dicha actividad se detecta al nacimiento cuando se
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regula la reactividad paterna anti-materna y demora su aparición ontogenética cuando actúa

sobre la reactividad materna anti-paterna.

En el individuo adulto se detectan también influencias parentales, que incluirían la

presencia -en el bazo- de células con fenotipo CD8+, capaces de disminuir la reactividad

T materna anti-paterna. Estas influencias parentales podn'an derivarse de aquellas

registradas al nacimiento, si bien no puede descartarse una posterior influencia del

amamantamiento.

Las influencias parentales que afectan el reconocimiento T de antígenos

convencionalesestarían fundamentalmente mediados por el amamantamiento. Estos efectos

están asociados con la presencia de superantígenos Mls-l en la cepa materna e incluyen

alteraciones en la actividad de células T CD8+ con actividad supresora del reconocimiento

T de antígenos convencionales.

La variabilidad de la respuesta inmune constituye un factor de fundamental impor­

tancia en la sobrevida de las poblaciones de cría libre ya que determina un aumento de la

probabilidad de que al menos un grupo de individuos sea capaz de defenderse exitosamente

frente a cada uno de los agentes patógenos a los que debieran enfrentarse.

Actualmente se conoce que durante la ontogenia el sistema inmune "aprende" a se­

leccionar las células útiles, abandonar las inútiles y eliminar las peligrosas. Este aprendizaje

que comprende procesos de reconocimiento, eliminación y/o inactivación, sumado a fínisi­

mos mecanismos de control - que actúan sobre las células seleccionadas- constituyen meca­

nismos de reaseguro de la variabilidad de la respuesta inmune.

Los efectos parentales aquí descriptos constituirían asimismo, mecanismos alternati­

vos capaces de agregar un nuevo nivel de variabilidad a la respuesta inmune de la pobla­
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RESUMEN



A lo largo de este trabajo se investigó la existencia de influencias parentales sobre

el sistema inmune del hijo. Como modelo experimental se utilizaron híbridos Fl recíprocos.

Estos pares de híbridos derivan del cruzamiento de las mismas cepas parentales pero

difieren entre sí en cual de las dos cepas es la materna. Este modelo permite evidenciar las

consecuencias que tiene sobre el sistema inmune la derivación materna o paterna de un

mismo pool génico. Se evaluó asimismo, el efecto de la lactancia, amamantando a dichos

híbridos con nodrizas de la cepa paterna.

Hemos podido demostrar la existencia de influencias parentales que afectan A) la

regulación del reconocimiento T alorreactivo parental de antígenos de histocompatibilidad

propios y B) el reconocimiento restringido de antígenos convencionales

A) En lo que respecta a la regulación del reconocimiento T alorreactivo parental hemos

determinado:

l) la existencia de efectos parentales que influencian la capacidad de las células esplénicas

de los individuos adultos de estimular la proliferación de células T parentales en reacciones

de CMLA; la proliferación de células T es significativamente menor cuando media el

reconocimiento de antígenos de histocompatibilidad de origen paterno

2) las diferencias en la capacidad estimulatoria son eliminadas cuando las poblaciones

estimuladoras son pretratadas con anticuerpo monoclonal anti-CD8 más complemento,

sugiriendo que estarían involucradas diferencias a nivel de las células T CDS+ con

actividad supresora

3) las influencias parentales registradas en individuos adultos podrían derivarse de aquéllas

detectadas al nacimiento. En efecto, hemos demostrado que:

a) los timocitos provenientes de los ratones Fl recién nacidos difieren en su capacidad de

regular las reacciones de GvH parentales dirigidas hacia antígenos de histocompatibilidad
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propios. Al nacimiento, los timocitos provenientes de híbridos F1 de 24 hs son capaces de

suprimir las reacciones de GvH maternas anti-paternas pero no las paternas anti-maternas

b) esta capacidad diferencial de regular las reacciones de GvH parentales no se registra en

los timocitos fetales: los timocitos provenientes de híbridos F l de 18 días de gestación,

suprímían tanto las reacciones de GvH maternas anti-paternas cuanto las paternas anti­

maternas

c) el amamantamiento no intervendría en la pérdida de la capacidad supresora de la

reactividad paterna anti-materna

d) la ausencia de actividad supresora actuante sobre reacciones de GvH paternas anti­

maternas correlaciona con la presencia en el timo de células con actividad contrasupresora,

actividad que se retrasa hasta el día 4 cuando regula la alorreactividad materna anti-paterna

e) las células con actividad contrasupresora actuante sobre el reconocimiento alorreactivo

parental muestran el fenotipo característico de las células efectoras del circuito

contrasupresor.SonLyt-1+,CD4+,CD8-y adherentesa

B) Los efectos parentales que alteran la reactividad T frente a antígenos convencionales

extraños se detectan utilizando distintos antígenos y distintas técnicas: ensayos in vivo de

sensibilidad de contacto frente a DNBF y de HvG frente al antígeno H-Y de macho y

ensayos in vitro, utilizando la técnica de proliferación T frente a OVA y Citocromo-C.

l) Estas influencias parentales:

a) se registraron en combinaciones de cepas que difieren a nivel de antígenos mayores y

menores de histocompatibilidad y en una combinación de cepas parentales que sólo difiere

a nivel de antígenos menores de histocompatibilidad

b) no pudieron detectarse en combinaciones de cepas que comparten antígenos Mls-l

c) se eliminan cuando las poblaciones respondedoras al antígeno convencional se pretratan

con anticuerpo monoclonal anti-CDS más complemento

2) cuando se estudió la eventual participación de los superantígenos Mls, se observó una

[26



correlación entre la presencia de antígenos MIs-l" en la cepa materna y una disminución

de la reactividad 'l‘ en la descendencia de dichas madres

3) las influencias parentales que afectan la reactividad 'l‘ restringida de antígenos

convencionales no pudieron detectarse al nacimiento

4) el amamantamiento estaria centralmente involucrado en la generación de las influencias

descriptas.

Se ha demostrado que desde el nacimiento pueden detectarse influencias parentales

que afectan la regulación del reconocimiento de alta afinidad de antígenos de

histocompatibilidad propios, mientras que aquellas que influencian la capacidad de regular

el reconocimiento restringido de antígenos convencionales extraños se adquiere en etapas

posteriores y estarían mediadas por la lactancia: estos hechos parecerían indicar que los

mecanismos involucrados son múltiples.

Los efectos parentales aqui descriptos agregan un nivel de variabilidad mayor a la

reactividad T que la conferida por los genes de respuesta inmune, variabilidad necesaria

para la sobrevida de las poblaciones de cría libre.
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ABREV I ATURAS



AMH

cit-C

CMH

CMLA

CMLS

CS

e.v.

GVH

HR

HvG

Mls

OVA

SC.

Antígenos mayores de histocompatihilidad

Citocromo-C

Complejo mayor de histocompatibilidad

Cultivo mixto de linfocitos alogeneico

Cultivo mixto de linfocitos singeneico

Contrasupresión

endovenosa

lnjerto contra huésped

Hipersensibilidad retardada

Huésped contra injerto

lnterleuquina
Sistema menor de estimulación línfocitaria

Ovalbúmina

subcutánea

Mi .u
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