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Resumen

Tradicionalmente se pensaba que las mucosas poseían un sistema inmune propio y
común con pocos puntos de contacto con el resto del sistema inmune. Esto se
fundamentaba en que las mucosas se caracterizan por (l) el predominio de la IgA, (2) la
dificultad de obtener respuesta inmune en las mucosas con una inmunización sistémica y
(3) que con una inmunización por una mucosa es posible dar protección en otras mucosas
distantes.

Con posterioridad, se encontraron varias interacciones entre los tejidos linfoides de las
mucosas y los sistémicos que llevan a pensar que en realidad no hay una clara separación
en dos sistemas inmunes, sino que constituyen una unidad. El fenómeno de la tolerancia
oral, la posibilidad (en algunos casos) de inducir la respuesta inmune sistémica por
inmunización por la vía de las mucosas y el transporte hepatobiliar de IgA polimérica
desde el suero al intestino son ejemplos de esa comunicación.

Otra conexión posible es que la médula ósea reciba células productoras de anticuerpos
luego de una inmunización sistémica. Es bien conocido que en la médula ósea aparecen
células plasmáticas luego de una inmunización sistémica. La médula ósea es el principal
productor de anticuerpos en la respuesta secundaria. Pese a esto, no era claro si una
inmunización por las mucosas podía llevar a que la médula ósea se convierta en
productora de anticuerpos especificos.

En este trabajo efectuarnos inmunizaciones orales (intragástricas e intra-placas de Peyer)
utilizando toxina colérica, uno de los más potentes antígenos y adyuvante por las
mucosas, para observar la cinética de aparición de las células plasmáticas antitoxina en el
intestino, el bazo y la médula ósea. También observamos la respuesta de memoria.

En estas condiciones encontramos que:
o Tanto durante el primado como en la memoria, en la médula ósea aparecen células

plasmáticas y este es el principal órgano productor de anticuerpos destinados a la
circulación sanguínea.

o La médula ósea es, además, el único órgano que mantiene células secretoras de
anticuerpos muchos meses después de la inmunización oral, cuando consideramos
que ya no queda antígeno en el organismo.

o Existe una muy temprana presentación antigénica en el bazo, paralela a la que ocurre
en el intestino.

o La médula ósea posee linfocitos T y B de memoria, aunque el ganglio mesentérico y
el bazo tienen mayor concentración de células de memoria.

Todas estas observaciones contribuyen al mejor conocimiento de la amplia comunicación
entre el llamado sistema inmune de las mucosas y el central y sostienen la idea de la
unidad del sistema inmune.



Summary

Traditionally it was thought that the mucosae had a common immune system with few
meeting points with the rest of the immune system. This was based on that the mucosae
are characterized by (l) the predominance of the lgA, (2) the difficulty to obtain immune
response in the mucosae with a systemic immunization and (3) that with a mucosal
immunization is possible to give protection in other distant mucosae.

Later, several interactions between the mucosal and systemic lymphoid tissues were
found wich led to think that in fact there is no clear separation between the two immune
systems, but that they constitute a unit. The phenomenon of oral tolerance, the possibility
(in some cases) of inducing a systemic immune response by immunization by the route of
the mucosae and hepatobiliar transport of polimeric IgA from serum to intestine are
examples of that communication.

Another possible connection is that the bone marrow receives antibody producing cells
after a systemic immunization. It is well known that in the bone marrow plasma cells
appear afler a systemic immunization. The bone marrow is the main antibody producing
site in the secondary response. In spite of this, it was not clear whether an immunization
by the mucosae could make the bone marrow become a producer of specific antibodies.

In this work we carried out oral immunizations (intragastric and intra-Peyer patches)
using cholera toxin, one of the most powerful antigens and adjuvant by the mucosae, to
observe the kinetics of appearance of the antitoxin plasma cells in the intestine, spleen
and bone marrow. We also observed the memory response.

In these conditions we found that:

o During the priming as well as during the memory, plasma cells appear in the bone
marrow and this is the main organ producing antibodies destined to blood circulation.

o The bone marrow is, in addition, the only organ that maintains antibody secreting
cells many months after oral immunization, when we consider there is no more
antigen left in the organism.

o A very early antigenic presentation in spleen exists, parallel but independent from
what happens in the intestine.

o The bone marrow does have memory T and B cells, although the mesenteríc lymph
node and spleen have greater concentrations of memory cells.

All these observations contribute to the best knowledge of the extensive communication
between the so called mucosal immune system and the central immune system and
support the idea of the unit of the immune system.
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A. EL SISTEMA INMUNE DE LAS MUCOSAS

A.l. Breve reseña con especial énfasis en el intestino

En los vertebrados un gran intercambio de materia y la mayor interacción con

moléculas del ambiente externo se realiza a través de las membranas mucosas. Es un

requerimiento fisiológico que en las mucosas las células expuestas directamente al medio

externo estén vivas y posean barreras más permeables al paso de las moléculas que el

epitelio de la piel, en muchos casos esto no sólo es cierto para moléculas pequeñas como

la absorción de nutrientes sino también para macromoléculas de importancia fisiológica.

Ejemplos son la incorporación de proteínas de la dieta durante la lactancia (l) y de IgG

materna al intestino de ratones neonatos debida a un receptor de Fc (FcRn), heterodímero

de la familia del MHC I (2). Esta barrera menos rígida hace que las mucosas puedan ser

atravesadas por antígenos de naturaleza muy variada como los derivados de los

alimentos, la microbiota residente y los microorganismos patógenos (3).

Para mantener bajo control a los antígenos extraños y los microorganismos

(patógenos o comensales) que pueden ingresar por las superficies de las mucosas como la

cavidad oral, las vías aéreas, el tracto gastrointestinal y el conducto urogenital, las

mucosas cuentan con varios mecanismos de inmunidad innata (4) y con el sistema

inmune adaptativo (5 y 6).

Si tenemos en cuenta el cálculo de que en un humano adulto la superficie de las

mucosas cubren un área de al menos 400 m2, es decir unas 20 veces más que el área que

cubre la piel (5 y 7) no es sorprendente que el tejido linfoide asociado a las mucosas

(MALT) comprenda el más grande compartimento del sistema inmune, con más

presencia de linfocitos que en todas las otras partes del cuerpo juntas (7). Se estima que

un 70-80 % de todas las células productoras de inmunoglobulinas están asociadas a

mucosas y que, aunque en proporciones variables en las distintas especies de mamíferos

(8), en humanos y animales de laboratorio el principal anticuerpo de las mucosas es la

IgA secretoria (SIgA) a diferencia de lo que ocurre en suero donde la IgA es minoritaria

(9). Solamente el intestino produce más masa de SIgA que la producción total de las

otras inmunoglobulinas en el resto del organismo (10). En otras palabras, los anticuerpos
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que actúan en las mucosas son de producción local (l l). También se estima que casi un

60 % de todas las células T del cuerpo están en el intestino delgado (12).

El sistema inmune de las mucosas tiene algunas características propias, entre las

más destacadas señalamos:

(a) El ya mencionado predominio de SIgA (y en menor medida de lgM secretoria,

SIgM).

(b) La ausencia o muy pobre activación de una respuesta inmune específica en las

mucosas cuando se da una inmunización sistémica (l 0 y ll).

(c) Cuando la mayoría de los antígenos no replicantes son inicialmente presentados por

las mucosas, se generan mecanismos que impiden la estimulación de la respuesta inmune

sistémica que se debería observar luego de inocular un posterior desafio antigénico

sistémico, esta no-respuesta específica de antígeno se ha llamado tolerancia oral.

(d) Además, incluso la inmunización intestinal local no se provoca con antígenos

proteicos solubles convencionales introducidos por vía oral (13) y en humanos sanos

normalmente hay poca o ninguna IgA intestinal dirigida contra antígenos de la dieta (14).

La razón general de todo esto es que el sistema inmune en el intestino debe autolimitarse

de modo de no responder a los antígenos de la dieta. Es digno de destacar que en la

condición normal el sistema inmune de las mucosas se comporta frente a los antígenos de

la dieta como si fueran antígenos propios. Además debe mantener a la microbiota normal

en el lumen, sin eliminarla aunque impidiendo su ingreso en el organismo. Sin embargo

en las mucosas debe permanecer la capacidad de dar una vigorosa respuesta inmune que

sea protectora de potenciales patógenos, toxinas u otros antígenos peligrosos que puedan

ingresar.

A estas peculiaridades se le suma un circuito de migración restringido a las

mucosas por parte de los linfocitos que son inducidos por antígeno en las mucosas y que

fue primero estudiado con los linfoblastos IgA+ que abandonan el tejido linfoide

asociado a intestino (GALT) para dirigirse (a modo de retorno) al intestino (15, 16 y

17); observación que luego fue ampliada con la demostración de que las células B IgA+,

las células B de otros isotipos y las células T inducidas en el GALT también participan

de un tránsito linfocitario a mucosas y glándulas exócrinas lejanas (l8 y 19).

Considerando todo esto se construyó el concepto de un Sistema Inmune Común a las

Mucosas que funciona como una red de tejidos y células asociadas a las mucosas
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comunicadas por células con características y afinidades migratorias distintas a las que se

encuentran en los órganos linfáticos sistémicos (20 y 21) y que actúan como efectoras de

la protección inmunológica en mucosas distantes al sitio del MALT donde se indujo la

respuesta.

A.2. Anatomía y fisiología del GALT

A.2.l. Generalidades

La mucosa intestinal es un epitelio simple de células cilíndricas de absorción

(enterocitos o células absortivas) cuya cara apical (que limita con el lumen) posee un

conjunto compacto de microvellosidades cubiertas por una capa de glicocalix y mucus.

En forma aislada aparecen otras como las células caliciformes, secretoras de mucina.

Este epitelio forma una sucesión de vellos estrechamente dispuestos que le confieren una

enorme superficie de absorción. Entre las vellosidades, el epitelio se hunde en criptas en

donde hay células epiteliales proliferantes que dan origen a los enterocitos que van

madurando y desplazándose hacia la punta del vello que es zona de descarnación. Por la

membrana lateral y casi en el extremo apical, los enterocitos están unidos entre sí por un

cinturón de unión estrecha que los rodea por completo y que separa los ambientes

externos e internos como una barrera selectiva.

En las vellosidades, por debajo del epitelio hay un tejido conectivo llamado

lámina propia que mantiene su continuidad por la base de las vellosidades. La lámina

propia intestinal es rica en células inmunocompetentes: linfocitos, macrófagos, células

dendríticas, y está atravesada por vasos sanguíneos y linfáticos eferentes.

Si bien no es una separación absoluta, en el GALT se pueden reconocer regiones

en donde se inicia la respuesta inmune adaptativa (sitios inductores) y regiones en las

cuales las células efectoras generadas ejercen su acción (sitios efectores; Refs. 6 y ll).
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A.2.2. Sitios inductores y efectores

En el intestino, los sitios inductores más relevantes son las placas de Peyer,

órganos con forma de domo constituidos por cúmulos de folículos linfoides de modo

similar a los ganglios linfáticos, aunque a diferencia de estos últimos, las placas de Peyer

carecen de linfáticos aferentes y el tejido linfoide está en contacto directo con un epitelio

asociado a los folículos (EAF) del espesor de una sola célula que los separa de (y los

comunica con) los antígenos del medio externo.

Además en el intestino delgado y grueso hay numerosos agregados linfoides

solitarios y dispersos por la lámina propia. El apéndice es particularmente rico en estos

folículos linfoides y se asume que tiene funciones similares a las placas de Peyer, sin

embargo esta afirmación no ha sido formalmente probada. Por otra parte los vasos

linfáticos que se inician en el intestino se dirigen al ganglio mesentérico de modo que

este recibe las moléculas y células inmunocompetentes que vienen por la linfa desde el

intestino y es un órgano donde también se puede inducir la respuesta inmune local. Al

conjunto de éstos órganos y folículos linfoides asociados al intestino se los conoce como

GALT organizado (3).

Los principales sitios efectores son la lámina propia intestinal, que recibe los

linfocitos T y B que fueron activados en los sitios inductores (o alternativamente fueron

activados in situ), y una rica población de células T del epitelio intestinal que se

desarrolla independientemente de las placas de Peyer: los linfocitos intraepiteliales (IEL).

La lámina propia posee, además de linfocitos, macrófagos y una amplia variedad de

células mieloides y dendríticas, lo que sugiere un rol adicional de tejido inductor. Los

IEL son células T principalmente CD8+ asociadas a un fenotipo citotóxico/supresor o

nulas (CD4’, CD8’) y se distinguen en que muchas poseen receptores de células T (TCR)

de cadenas 7/6, muy infrecuente en otras partes del organismo (22).

A.2.3.Transporte y presentación del antígeno en los sitios inductores

En las placas de Peyer, el EAF posee además de enterocitos unas células que

poseen cortos y espaciados micropliegues (células M) en vez de microvellosidades y la
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capa de glicocálix es más delgada que en el resto del epitelio. Las células M están

especializadas en tomar muestras de antígenos presentes en el contenido intestinal y

entregárselo al tejido linfoide de las placas de Peyer. Estas células son pobres en

lisosomas (a diferencia de los enterocitos) y los antígenos las atraviesan sin sufrir

mayores alteraciones.

Una gran variedad de macromoléculas solubles y particulas (incluyendo

microorganismos) pueden ser transportados por las células M. Sin embargo, para una

incorporación eficiente del antígeno, las células M exhiben cierta selectividad y existen

características específicas de los antígenos que determinan una fácil interacción con las

células M y su transporte al interior de las placas de Peyer. Para las partículas inertes su

tamaño es muy importante (23). En el caso de los microbios, el tipo y estado de los

mismos es determinante, por ejemplo Mycobacteriumparatuberculosis es tomado por las

células M sea que las bacterias se encuentren viables o muertas pero en el caso de Vibrio

cholerae sólo son incorporados y transportados los organismos vivos de cepas que

poseen movilidad (24).

La membrana basolateral de las células M tiene grandes invaginaciones que

forman amplios bolsillos que constituyen sitios putativos de encuentro inicial con el

antígeno y están ocupados por células B, células T CD3+, CD4+ (25) y macrófagos que se

abren paso por la membrana basal (26 y 27).

Se ha propuesto que las células M tienen alguna capacidad de presentar antígenos

sobre la base de que son capaces de expresar MHC Clase II, producir IL-l y que tienen

endosomas ácidos, potencialmente capaces de clivar polipéptidos (28, 29). Sin embargo

la expresión de MHC Clase II en células M es desvaída (30) y además por su limitado

contacto con la mayoría de las células T y como en conejo no se ha podido probar la

existencia de células T en estos bolsillos basolaterales (31), no parece que las células M

sean importantes en la presentación de antígenos a los linfocitos T CD4+ (32).

Tampoco los macrófagos son buenos candidatos a actuar como células

presentadoras en las placas de Peyer, se ha postulado que los macrófagos son pobres

presentadores de antígeno e incluso secretan PGE2 que inhibe la respuesta inmune (33)

en parte al regular negativamente la actividad de las células dendríticas (34).
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Las células B son mejores candidatas como presentadoras de los antígenos que

entregan las células M. Las células B de los bolsillos basolaterales que aparecen como

mejores presentadoras de antígeno son del fenotipo de memoria sIgD’, MHC IIalto(HLA

DR en humanos) ya que expresan o pueden sobreexpresar rápidamente a las moléculas

coestimuladoras CD80, 86 (B7) mejorando la interacción con las células T CD4+ (35), es

decir que actuarían en una etapa de realimentación de la respuesta y menos en el primer

encuentro con el antígeno (primado). Sin embargo, en el caso en que son células B naive

las que presentan antígeno en los bolsillos de las células M, dicha actividad aparece

asociada al fenómeno de tolerancia probablemente debido a que las células B naive no

dan una señal adecuada por las moléculas coestimuladoras CD80, 86, induciendo la

anergia de las células T. Otra posibilidad es que las células B naive que allí se encuentran

actúan como presentadoras cuando se reciben grandes cantidades orales de antígeno, en

dicho caso las células T que reciben la presentación antigénica en determinado momento

expresan CD152 (CTLA-4) y la señal por esta vía induce su apoptosis (tolerancia por

deleción clonal) o anergia (36).

En la actualidad se acepta que las células dendríticas son las principales células

presentadoras durante el primado de la respuesta en el intestino (37). En las placas de

Peyer, la región que está inmediatamente por debajo del EAF es el domo subepitelial

(DSE), un sector rico en células dendríticas principalmente inmaduras y fagocíticas, pero

que estimuladas con TNF-a o vía CD40 maduran y son capaces de presentar antígeno in

vitro (38). Aunque no es posible descartar que las células dendríticas presenten antígeno

a las células T directamente en el DSE; luego de incorporar antígeno, las células

dendríticas migran a la región interfolicular (RIF) de las placas de Peyer rica en células T

(o al ganglio mesentérico) en donde inducen la proliferación de las células T naive

específicas (32).

A su vez las células T específicas activadas son capaces de proveer una señal

coestimuladora vía CD40 a las células B naive sIgD+, sIgM+ que están detectando al

antígeno por sus inmunoglobulinas de superficie, posibilitando la proliferación y la

producción de anticuerpos (39). Poco después las células CD4+ y B específicas activadas

migran a los folículos para desarrollar la reacción de centro germinal que resulta en la

formación de células B de memoria y células destinadas a plasmáticas que conmutaron al

20
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isotipo IgA y se dirigen al ganglio mesentérico o a la lámina propia para su

diferenciación final (40).

Por otro lado, las células T CD8+ naive también son activadas por las células

dendríticas en la RIF, por lo que proliferan y migran a mucosas distantes y otros órganos.

A.2.4. Respuesta de células B, centros germinales

Los centros germinales se inician con el arribo de unos pocos clones de células B

slgD", IgM+,CD38+ (41) y células T CD4+ específicas previamente estimuladas en las

áreas de células T (42). Los folículos linfoides producen una quimiocina CXC (BLC) que

actúa sobre los linfocitos B que expresan el receptor CXCRS (BLR-l) y los atrae (43).

Recientemente el mismo receptor de quimiocina fue reportado para las células T (44).

En paralelo los complejos antígeno-anticuerpo se depositan sobre las células

dendríticas foliculares (FDC). A partir de aquí, la interacción entre las células B

específicas, las FDC con antígeno y las células T colaboradoras originan una enorme

expansión y diversificación de los linfocitos B en ese sitio que se visualiza como el

centro germinal (45 y 46).

En esta etapa las células B modifican la afinidad hacia el antígeno por mecanismos de

hiperrnutación somática sobre los genes VH y VL de inmunoglobulinas y de edición de

receptor de células B (BCR; Refs. 47 y 48). Si las células B exhiben un BCR que une con

alta afinidad al antígeno que se encuentra en las FDC, sobreviven y sus clones son

seleccionados positivamente. Las que pierden afinidad por el antígeno mueren por

apoptosis inducida por Fas (CD95) con rápida activación de caspasa-8 (49). Las señales

coestimuladoras de las FDC incluyen la señal vía receptor de complemento tipo 2 (CRZ;

CDl9/21/8l) que dan los fragmentos de C3 asociados a los complejos inmunes, de otro

modo los complejos inmunes por sí solos son pobres inmunógenos debido a la señal

inhibitoria que se desencadena por el FcyRIIB (50).

Además la descarga de señales de supervivencia requiere de un estrecho contacto

entre las células B y las proyecciones de las FDC, lo que involucra reconocimiento entre

2|
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moléculas de adhesión. El resultado final es que en las células B se mantienen elevados

niveles de una proteína inhibitoria del dominio de muerte asociado a Fas, cFLIPL(39, 49

y Sl).

Las células B que unen eficientemente al antígeno en las FDC del centro

germinal, son capaces de presentarlo en el MHC II a las células T colaboradoras CD4+

con TCR específicos con participación de señales bidireccionales CD40-CD4OL (CD154)

y citoquinas que evitan la apoptosís con expresión de cFLlPL. En contrario, si el linfocito

B no presenta el péptido adecuado a las células T CD4+, tampoco escapa a la apoptosís.

Esta selección elimina la posibilidad de que del centro germinal surjan células B que

produzcan anticuerpos contra antígenos propios (39 y 49).

A.2.5. Respuesta de células T

Las placas de Peyer (al igual que el bazo) poseen similares cantidades de células

T que corresponden al perfil de citoquinas de tipo Th2 (secretoras de IL-S e IL-4) que de

la población Thl (IL-2 e INF-y) durante una inmunización oral (52). Si bien se acepta

que para la activación de las células B se requieren células Th2, en varias ocasiones se

detecta un marcado perfil Thl, inducido por células dendríticas que secretan lL-12 en

respuesta a señales coestimulatorias por CD40 (53, 54), necesario para la activación de

macrófagos y de células T CD8+ citotóxicas.

Ejemplos de inducción de respuesta Thl en intestino han sido frecuentemente

observados en infecciones bacterianas como en el caso de Salmonella ryphimurium (55) y

en la mayoría de las inflamaciones intestinales experimentales o en la enfermedad de

Crhon (56-58). Sin embargo en algunos modelos animales y en la colitis ulcerativa

predomina el camino Th2 (59 y 60). De todos modos en ambos caminos de inducción, el

resultado final es la liberación de las citoquinas proinflamatorias de polimorfonucleares y

macrófagos, IL-l , lL-6, IL-8 y TNFa en la mucosa intestinal (60 y 61).

El inicio de las Th2 por células dendríticas es más oscuro. Las lL-4 e IL-lO

inhiben la producción de lL-12, favoreciendo la inducción de Th2 y al menos una

población de células dendríticas de placas de Peyer puede ser estimulada a producir IL
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lO in vitro (62), aunque otros autores señalan la importancia de IL-6 en ganglios

linfáticos periféricos (63). Recientemente se determinó que las células T natural killer

dependientes de CD1 (NKl.l+) productoras de IL-4 evitan la respuesta celular periférica

cuando se da antígeno por vía oral, lo que podría involucrar un desvío a la respuesta Th2

(64).

A.2.6. Sitios efectores

Las células B y T primadas y activadas en los sitios efectores arriban a la lámina

propia intestinal para ejercer su rol efector y de vigilancia inmunológica. Las células B se

establecen como células plasmáticas secretoras principalmente de SIgA, aunque también

se encuentran células B lgM+, IgD+ indiferenciadas. Muchas células T permanecen como

células de memoria y responden al reencuentro con el antígeno. Como es de esperar esto

depende de una entrada del antígeno a través del epitelio (65) que puede ser presentado

por las células dendríticas maduras MHC II°"° en la lámina propia (66). Además las

células T CD4+ de lámina propia tienen baja proliferación y requieren la señal alternativa

vía CD2 (67), siendo entonces capaces de producir altos niveles de citoquinas (68). El

sentido de esto puede ser aumentar el umbral de respuesta para evitar la activación

debida a antígenos irrelevantes.

Las células T CD8+ de lámina propia son efectoras de la respuesta citotóxica en

infecciones virales locales, como las de rotavirus (69). Por otro lado los linfocitos CD8+

TCRyó+intraepiteliales podrían ser primadas localmente por células epiteliales (70) o por

células dendríticas parcialmente intraepiteliales (71). Durante una infección intestinal el

epitelio secreta citoquinas y quimiocinas de la familia CXC como CXCL8 (IL-8),

CXCLl (GROa), CXCL2 (GROB) y de la familia CC como CCL2 (MCP-l) y CCLS

(RANTES) que dirigen la extravasación de neutrófilos y monocitos al sitio de la

inflamación (72, 73).
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A.2.7. Conmutación al isotipo IgA

Las células T del tipo Th2 activadas residentes en placas de Peyer son capaces de

conducir a las células B específicas, inducidas por antígeno en el mismo órgano, a

conmutar el isotipo de inmunoglobulina hacia la producción de IgA (74, 75). Las células

T que causan la conmutación a IgA son productoras de TGF-B (76, 77); esta citoquina

actúa en las etapas más tempranas de la conmutación de isotipo que involucra el acceso

al gen CHa y la aparición de sus transcriptos de línea germinal (78). Además la

inducción de la conmutación a IgA en las células B requiere de la interacción con células

T vía el CD4O y la señal por unión del antígeno a la IgD del BCR (79, 80).

Las células B sufren la conmutación al isotipo IgA en los centros germinales de

las placas de Peyer, en donde el antígeno relacionado a las FDC brinda una de las señales

necesarias, y emergen de los centros germinales como células B IgA+ en superficie que

proliferan pobremente y' no diferencian localmente a células plasmáticas (81). Para la

diferenciación terminal de las células IgA+ se requiere IL-S (80, 82) e IL-6 (83). Al

menos en humanos, una citoquina necesaria para la secreción de IgA es IL-lO,que evita

la apoptosis al inducir Bel-2 (79, 84). Es común encontrar IL-lO en el particular

microambiente de las placas de Peyer y facilita la aparición de las células T regulatorias.

Para el desarrollo de los IEL TCRylS+es necesaria la señal vía IL-7R (85); en su

ausencia hay deficiencia de IgA (86). Esto parece estar relacionado con la influencia que

tiene el epitelio intestinal en favorecer la formación de las células productoras de TGF-B,

mecanismo efector de la tolerancia oral, lo que habla de una notable economía de los

recursos disponibles en la mucosa.

A.3. lnmunobiología de la SIgA

La SIgA que se encuentra en las secreciones es polimérica (principalmente

dímérica pero también tetramérica) y está asociada a un polipéptido llamado componente

secretorio, porción remanente del receptor de inmunoglobulina polimérica (pIgR) con el

que las células epiteliales (y los hepatocitos en algunas especies) la transportan desde el

tejido a la secreción (9, 87). La SIgA además está unida por puentes disulfuro a un
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polipéptido de unión (cadena J) aunque su función estaría más relacionada a una firme

interacción con el pIgR que a la formación del polímero de lgA (88).

Muchas de las propiedades biológicas de la SIgA se deben a su naturaleza

polimérica y a la porción Fc que tiene abundantes aminoácidos hidrofílicos, una unión

estable (covalente) con el componente secretorio (89) y sitios de N-glicosilación con

residuos terminales de ácido siálico que le confieren carga negativa (90), ocultamiento de

potenciales sitios de clivaje proteolítico e inactivación de tripsina y quimiotripsina (91).

Entre las funciones más conocidas de la SlgA se encuentran:

(a) El combinarse en el lumen y la superficie de las mucosas con antígenos de los

alimentos para impedir su adsorción y con microorganismos para reducir su movilidad e

impedir la adhesión y entrada a las células epiteliales o para neutralizar virus. La

inhibición viral puede deberse al bloqueo de los epitopes que se unen al receptor o a

mecanismos no del todo comprendidos en los que por ejemplo bajas concentraciones de

SIgA o SIgM a la hemaglutinina del virus de la influenza A no evitan la unión pero

inhiben la intemalización o replicación intracelular (92).

(b) Puede combinarse intracelularrnente durante su transporte al lumen con antígenos y

virus que ingresaron a la célula epitelial logrando neutralizarlos (93 y 94), anticuerpos

anti-cápside VP6 de rotavirus (proteína interna del virión) son capaces de neutralizar la

infección durante el ensamblado pero no sobre la partícula viral entera (95).

(c) La unión con el antígeno ya ingresado en la lámina propia de la mucosa permite

excretarlos a través del epitelio por unión al plgR, evitando la entrada de complejos

inmunes peligrosos. Por ejemplo complejos IgAp-virus de Epstein-Bar fueron

transportados de sangre a bilis sin infección de los hepatocitos (96), probablemente este

sea un mecanismo antiflogístico de eliminar complejos. Sin embargo si el camino de

transcitosis por pIgR no está polarizado desde el extremo basolateral (recepción del

complejo inmune) al apical (descarga del antígeno) de la célula epitelial, puede

convertirse en un mecanismo de infección (97).

En los roedores y la mayoría de los mamíferos estudiados hay una sola clase de

lgA pero en humanos hay 2 isotipos. En el intestino delgado, la cavidad buconasal, las
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glándulas mamarias y las lacrimales el 60 % o más de las células productoras de IgA son

del isotipo IgAl, mientras que en intestino grueso las proporciones se invierten, por otro

lado en los bronquios las cantidades son más parejas con mayoría de IgAl (19). La

cadena 0Lde la IgAl posee una extensa zona de bisagra con 13 aminoácidos (con varias

serínas y treoninas) y 5 sitios de O-glicosilación más que la IgA2 (90). La rara secuencia

y el alto grado de glicosilación impide que la zona de la bisagra de la IgAl sea

susceptible a las enzimas proteolíticas tradicionales, sin embargo algunos microbios

comensales o patogénicos poseen proteasas capaces de clivar la región bisagra y evadir la

acción de la SIgAl (los monómeros no suelen dar protección). Estas proteasas son raros

casos de endopeptidasas post-prolina, en muchos casos el péptido diana es un adyacente

inmediato a una cadena lateral de carbohidratos y son excelente ejemplo de evolución

convergente y exquisita especificidad de substrato (98).

La IgA2 (al igual que la IgA murina) carece de esta larga bisagra y es resistente a

la mayoría de estas enzimas. La diferencia de actividad biológica que hay entre ambos

isotipos de IgA permanecen oscuras, se postula que la IgA] tiene mayor flexibilidad y

habilidad para unir antígeno aunque esta hipótesis no ha sido demostrada

experimentalmente (99), por otro lado la IgA2 tiene 2 cadenas más de carbohidratos N

ligados que determinan que la IgA2 sea eliminada más rápidamente por el receptor de

asialoglicoproteína en hepatocitos (100).

En el intestino la inflamación atenta contra el normal funcionamiento del sistema

digestivo y la SIgA está considerada un anticuerpo no inflamatorio. Sin embargo la IgA

monomérica puede conducir varias funciones inflamatorias por intermedio del receptor

mieloide del Fc de la IgA (FcaRI, CD89; Ref. 101). Por otro lado la SIgA estimula la

desgranulación de eosinófllos y basófilos (por un receptor distinto al FcaRI) lo que

estaría relacionado a la inmunidad contra parásitos y a reacciones alérgicas (102). Una

hipótesis postula que en condiciones patológicas, los mediadores de inflamación

permiten la expresión del FcaRI en células de Kupffer de modo que las bacterias que

invaden la circulación sean opsonizadas por IgA del suero y fagocitadas en hígado como

una segunda línea de defensa (inflamatoria) luego de ser superada la barrera de SIgA

(¡01).
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A.4. Células B de tipo l (BI) y anticuerpos SIgA "naturales"

Los linfocitos B1 CD5+ son una población de células B peritoneales

autorenovables capaces de liberar al suero anticuerpos (en su mayoría del tipo IgM)

espontáneamente sin intervención de antígenos propios o externos incluso en ratones

libres de gérmenes, son los llamados anticuerpos naturales. Estos anticuerpos son

polireactivos y poco específicos. Es frecuente que en el suero haya bajos niveles de

anticuerpos naturales que unan una amplia variedad de virus y bacterias aunque

raramente actúan como neutralizantes por lo que se consideraba que no debían hacer

diferencia contra la letalidad de las enfermedades causadas por virus citopáticos,

frecuentemente asociada a la replicación en tejido neuronal. Sin embargo recientemente

se demostró que la IgM natural sérica es capaz de reclutar virus en los órganos linfoides

secundarios disminuyendo los títulos virales en otros órganos como sangre, hígado, riñón

y cerebro (103).

En la lámina propia intestinal, las células B1 generan la aparición de IgM

naturales con elevado entrecruzamiento de especificidades y muchos clones expresan

genes V de inmunoglobulina de línea germinal, aunque sus niveles de secreción pueden

ser aumentados por LPS (104). Las células B1 también son capaces de poblar el intestino

con células plasmáticas que producen una población de SIgA polireactiva con secuencias

predominantes de línea germinal por lo que se los ha considerado parte de los anticuerpos

naturales, sin embargo a diferencia de lo que ocurre en el suero, los ratones libres de

gérmenes carecen de SIgA reactiva contra bacterias comensales y su inducción depende

de la existencia de microbiota residente (105).

Una de las mejores inductoras de estas IgA "naturales" es uno de los principales

(aunque poco conocidos) comensales del intestino: las bacterias filamentosas

segmentadas (BFS, anaerobios obligados, Gram +, segmentados, formadores de esporas

y hasta hace poco no cultivables), que al colonizar con ellas el intestino de ratones libres

de gérmenes indujeron la producción de SIgA "natural" en el GALT a niveles entre el 24

y 63 % de la encontrada en ratones convencionales, sin embargo (y de acuerdo a la

característica de los anticuerpos naturales) menos del 1,4 % de la SIgA total resultó

específica a BSF (106). La explicación de tal actividad podría estar en la interacción

fisica que establecen los filamentos de la BFS y el gangliósido asialo GMI (que provoca
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una reorganización de los filamentos de actina e induce una sobreexpresión del MHC

Clase II) en la membrana de las células epitelíales (106) o a la captura y presentación de

las bacterias comensales por células dendríticas intestinales (107).

Ha habido datos contradictorios acerca de si la aparición de SIgA intestinal contra

bacterias comensales es independiente o no de linfocitos T. Por un lado la colonización

de BFS en ratones libres de gérmenes eleva el número de células T activadas CD4+,

CD45RBbaj° en las placas de Peyer y se ha sugerido que las células T TCRyó+ pueden

facilitar la conmutación de isotipo a IgA en centros germinales en el ámbito intestinal

(106 y 108). Sin embargo se ha probado que cepas de ratones deficientes en células T

tienen IgA intestinal y que no se necesitan folículos linfoides organizados con interacción

entre células T y B para encontrar células plasmáticas IgA+ en la lámina propia intestinal

y SIgA que se une a bacterias comensales (105). Además se ha detectado la conmutación

de isotipo a IgA en células B previamente establecidas en la lámina propia, lejos de las

placas de Peyer y estimuladas por el contacto con las células del estroma y un ambiente

de citoquinas adecuado como TGF-B (109).

Tomado todo junto se avizora la existencia de 2 linajes distintos en la respuesta de

SIgA intestinal. Uno el clásico Timo-dependiente con hipermutación somática y

maduración de la afinidad de los anticuerpos que requiere de centros genninales en

folículos linfoides organizados que se observa en infecciones intestinales o en la

respuesta a proteínas solubles administradas junto a toxina colérica que (ver más

adelante) actúa como adyuvante intestinal (105). El otro Timo-independiente derivado de

células Bl que no requiere de folículos organizados, que se expresa como respuesta

normal a la microbiota comensal y que probablemente sea evolutivamente más antiguo

que el sistema inmune adaptativo (105 y 109).

A.5. Tolerancia oral

Son varios los mecanismos que llevan al estado de tolerancia oral y los distintos

modelos experimentales describen situaciones en los que predomina uno de ellos aunque

puede ocurrir que algunos se superpongan en su accionar, de modo que naturalmente

haya caminos alternativos o redundantes que permitan alcanzar el estado de tolerancia
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con mayor eficacia. Además son comunes los resultados contradictorios entre distintos

autores ya que algunos abordajes experimentales podrían derivar en comportamientos no

fisiológicos (110).

Se postula que todas las formas de tolerancia parten de un defecto en la actividad

coestimuladora en el primado, durante la presentación del antígeno. Como las células

epiteliales del intestino (enterocitos) carecen de coestimuladoras CD80/86 (B7.1/2) o tal

vez presentan incorrectamente los péptidos en el MHC II o lo hagan por moléculas no

convencionales del MHC, los enterocitos han sido considerados responsables de la

presentación para la tolerancia oral (7).

Más recientemente la atención ha sido puesta en las células dendríticas

intestinales (32), muchas de las cuales son inmaduras e incapaces de presentar antígeno

eficazmente (7) quizás porque sus bajos niveles de expresión de las moléculas CD80/86

privilegian la interacción con células T CD152+ (CTLA4) de alta afinidad en detrimento

de CD28 (l l 1). En apoyo de esta hipótesis, la expansión in vivo de las células dendríticas

funcionales (CD1 10+,MHC 11+)acentuó y facilitó la inducción del estado tolerante (112).

Algunas subpoblaciones de células dendríticas estarían especializadas en inducir

tolerancia, tanto residentes en placas de Peyer (113) como en el bazo (110). Un pivote

entre la inducción de tolerancia y la respuesta activa parece estar dada en este punto por

la presencia de LPS, capaz de hacer madurar y activar a las células dendríticas

intestinales (112). Por otro lado, células dendríticas tratadas con lL-lO pueden inducir

tolerancia (114).

Otra cuestión es si la presentación del antígeno que conduce a la tolerancia se

localiza en el intestino o fuera del GALT. Tradicionalmente se acepta que con cantidades

suficientes, un antígeno soluble es tomado por el intestino y entra a circulación sanguínea

para inducir la tolerancia en otro sitio; aunque no quedaba claro si para ello se requería

una modificación estructural del antígeno (l lS-l 18). Más recientemente se ha reportado

que bajas dosis de antígeno, también pueden ser presentadas en el bazo dando tolerancia

(l 19) y que la misma se puede inducir en ratones carentes de placas de Peyer (120). Sin

embargo no se ha determinado si el antígeno entra en circulación como molécula soluble

libre o unida a una célula presentadora (l 19 y 121).

29



Introducción

A.5.l. Células T regulatorias

Uno de los mecanismos responsables de la tolerancia oral hacia antígenos T

dependientes solubles consiste en la aparición de células T regulatorias o supresoras que

secretan TGF-B y/o IL-lO (122) y son principalmente del fenotipo CD4+ (123-125), y

capaces de transferir la tolerancia a ratones receptores no tratados (126).

En los primeros momentos de la presentación del antígeno en las placas de Peyer

se detecta una respuesta de perfil Thl estimulada por IL-12 pero pronto la producción de

IFN-y es inhibida con aumento de Th2 (127), lo que permite el desarrollo de las células T

productoras de TGF-B e IL-lO (128), que a su vez desconectan la producción de IL-12

(129). Para que se produzca este desbalance no es necesaria una vigorosa respuesta ThZ

(128, 130 y 131) pero sí el particular microambiente del GALT con células epiteliales y

macrófagos que producen TGF-B (132). Simultáneamente a lo que ocurre en las placas de

Peyer, en la lámina propia intestinal también se observa la aparición temprana de las

células regulatorias, (133).

Las células T CD4+ regulatorias no se ajustan al perfil de Thl ni de Th2 sino que

son colocadas en una categoría distinta dentro de la cual fueron identificadas una

población productora de TGF-B y de cantidades variables de IL-lO llamada Th3 (122,

134)y otra productora de altos niveles de IL-IO llamada células T regulatorias de tipo l

(Trl; Refs. 110 y 135). La tolerancia oral debida a la acción de células T regulatorias es

común en esquemas de ingestión repetitiva de bajas dosis de antígeno (122 y 136).

La hipótesis indica que luego de ser inducidas en el intestino, las células T

regulatorias migran a los tejidos periféricos en donde sus citoquinas impiden la

activación de las células T que encuentren un estímulo antigénico. Como el efecto

inhibitorio de TGF-B o IL-IO no es específico de antígeno, también se puede inhibir la

activación de células T específicas para otro antígeno (distinto) que sea coadministrado

durante el desafio junto al antígeno inductor de los clones regulatorios, este mecanismo

ha sido llamado supresión por proximidad (bystander; Refs. 58, 127 y 137).

Sin embargo se ha criticado que ni la migración de las células T regulatorias

desde el intestino ni la regulación por citoquinas han sido formalmente probadas in vivo y
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una hipótesis alternativa postula que la tolerancia oral se debe a una efectiva reducción

del número de células T específicas en la periferia (l 19).

A.5.2. Células T CD8+supresoras/regulatorias

No hay acuerdo si las células T CD8+ con restricción MHC Clase I son efectoras

de la tolerancia oral para la respuesta de CTL (124 y 138) aunque sí están descriptas

como células supresoras productoras de TGF-B en el intestino (139). Entre las células T

CD8+, las mejores identificadas por su acción directa en la tolerancia oral son las que

expresan TCRyó (140 y 141). Como entre los linfocitos intraepiteliales del intestino hay

gran cantidad con este fenotipo, se asumió que esta población tiene un rol importante en

la tolerancia oral (141-145).

Altemativamente, otros autores señalan que el higado puede participar en la

inducción de la tolerancia oral por acción de las células T TCRylS+de origen extratímico

o de las T CD4+ KK 1.1+(146) y por las células dendríticas hepáticas (147).

A.5.3. Anergia y deleción

Bajo ciertas condiciones experimentales, que comúnmente incluyen la ingestión

de bajas dosis de antígeno, la tolerancia oral fue atribuida a un estado de anergia (136,

148 y 149) o a la deleción clonal periférica de las células T CD4+ específicas en placas de

Peyer (35).

Aunque no se descarta algún rol supresor de las células T anérgicas (150) ni que

las células T inducidas en las placas de Peyer tengan impedida la migración a los sitios

periféricos, causando así la tolerancia (151).
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B. LA TOXINA COLÉRICA, POTENTE ANTÍGENO Y ADYUVANTE ORAL

La regla general es que los antígenos no replicantes T-dependientes fallan en

generar una respuesta inmune cuando son inoculados por las mucosas. Excepciones a la

regla pueden encontrarse en moléculas de origen bacteriano.

Posiblemente el inmunógeno T-dependiente más potente por la vía de las

mucosas sea la toxina colérica de Vibrio cholerae (152-154). Esta enterotoxina es una

proteína de 84 kD compuesta por una subunidad A (CT-A), monómero de 27 kD

portador del dominio responsable de la toxicidad que encaja en el centro de la subunidad

B (CT-B), un homopentámero que forma un anillo con cadenas de 10,5 kD cada una. La

toxina colérica es la causante de las severas diarreas líquidas de los enfermos de cólera

(155). La CT-B se une a la membrana celular por el ubicuo gangliósido GM-l en las

células epiteliales del intestino, en consecuencia la toxina colérica se intemaliza y es

transportada en vesículas (156). La CT-A sufre un corte proteolítico y la reducción de un

puente disulfuro, liberándose un fragmento Al al citosol.

El fragmento Al tiene una actividad enzimática consistente en utilizar NAD+ para

ADP-ribosilar la subunidad Gsude la proteína G. La proteína Gsu-GTP-ADP-ribosa que

se produce tiene impedida la hidrólisis a GDP y queda bloqueada en esta forma que

activa permanentemente a la adenilato ciclasa con el consiguiente aumento de los niveles

de AMPc y la activación de protein quinasa A que a su vez hiperfosforila un canal

iónico: el regulador de conductancia en transmembrana de fibrosis clstica (CFTR), que al

unir ATP se abre permitiendo una masiva salida de Cl‘ por la membrana apical y

concomitante pérdida de agua característica de la enfermedad (157 y 158).

Otros mecanismos que intervienen en la respuesta secretoria por toxina colérica,

involucran mediadores como:

l. Prostaglandina E, molécula inflamatoria que es sintetizada al producirse un aumento

de la traducción del RNAm de ciclooxigenasa 2 (COX-2; Ref. 159) con colaboración de

Factor activador de plaquetas (160);

2. Serotonina, péptido intestinal vasoactivo (VIP) y sustancia P;

moléculas con varias actividades biológicas y que intervienen en la comunicación neuro

inmune (161-163).
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Como inmunógeno por las mucosas, pequeñas cantidades de toxina colérica

inducen una fiJerte respuesta local con SIgA intestinal y también respuesta en el

compartimento sistémico con lgG antitoxina en suero (l3 y 164) evitando inducir

tolerancia (165).

Como adyuvante aumenta en forma drástica la inmunogenicidad de otros

antígenos no relacionados cuando son coadministrados por la vía oral (165-167), aunque

no es eficaz en todos los casos, por ejemplo no induce anticuerpos contra antígenos de la

dieta (168), y no estimula una respuesta policlonal de células B (169).

La toxina colérica activa células T CD4+ con perfil Th2 que facilita la

conmutación a IgA (170), sin embargo su capacidad adyuvante e inductora de IgA no

desmejora con la administración de IL-12, que cambia la respuesta hacia el perfil Thl

(171) y la toxina puede primar tanto una respuesta Thl como Th2 (172 y 173) y

respuesta celular con DTH (174 y 175).

El poder adyuvante de la toxina colérica en el intestino aparece asociado a su

capacidad como inmunógeno (176) y ambas cualidades requieren que se mantenga algo

de la actividad tóxica con inducción de AMPc (177 y 178). Sin embargo la CT-B parece

tener cierta actividad adyuvante per se: la CT-B recombinante más LPS inducen

producción de IL-l en macrófagos (179) y en experimentos con proteínas quimeras

recombinantes en las que se reemplazó el dominio Al por un antígeno no relacionado, se

logró generar respuesta SIgA local e lgG en suero (180).

Recientemente fue reportado un punto de divergencia entre el efecto adyuvante en

mucosas y el sistémico: la respuesta de IgA en mucosas requiere señal vía CTLA-4

(CD152) en las células T, sin embargo (a diferencia de la respuesta humoral en suero) no

dependeria de la señal coestimuladora por CD28 en las células T (181).

A nivel celular la toxina colérica puede actuar en el crucial paso de la

presentación, sobre las células dendríticas (182) y sobre las células epiteliales intestinales

(183 y 184).

33



Introducción

Otras células diana de la toxina colérica en su función de adyuvante pueden ser

los linfocitos T, en los que estimula activación y proliferación de las células específicas

de antígeno (con restricción MHC Clase ll; Refs. 185 y 186), y los linfocitos B, en los

que incrementa los transcriptos de RNA de los genes IgH de línea germinal (187). La

actividad directa de la toxina colérica sobre las células linfoides puede producirse in vivo

por un ingreso directo al subepitelio debido al aumento de la permeabilidad intestinal

para macromoléculas que provoca la misma toxina (188) o por una transcitosis a través

del epitelio (156).

C. EVIDENCIAS DE QUE EL SISTEMA INMUNE DE MUCOSAS NO ES UNA

UNIDAD UNIFORME NI AISLADA

C.l. Compartimentación del MALT

La idea de que hay un Sistema Común de las Mucosas integrado, de modo que los

linfocitos activados en una mucosa migran hasta otras mucosas para darles inmunidad, es

la base de varias vacunas que se han intentado desarrollar (189-192). Sin embargo hay

evidencias de que el patrón migratorio de los linfocitos del MALT no es homogéneo, lo

que determina compartimentos dentro del MALT, de forma tal que un efectivo estado de

inmunidad en las mucosas depende de que la respuesta también sea inducida en otras

regiones como el tejido linfoide asociado a los bronquios (BALT) en las vías aéreas

inferiores y al asociado a la región nasal (NALT) de las vías aéreas y tracto digestivo

superiores y que incluye amígdalas y adenoides (193).

La diferencia más importante en el tráfico linfocitario es la que existe entre las

células inducidas en el GALT y las inducidas en el BALT-NALT. Esta dicotomía se

marca al observar que las células inducidas en las vías aéreas suelen generar pobre

respuesta de anticuerpos SIgA en el intestino, y que los precursores se ubican

preferentemente en los sitios efectores del BALT y del NALT (35). La mejor evidencia

en humanos es la abundancia de células B de memoria IgD+, IgM en superficie que

sufrieron la deleción del gen CHu en las vías aéreas, mucosa nasal, amígdalas y

glándulas salivares y lacrimales, mientras que en el intestino este fenotipo está casi
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ausente (194). Además el porcentaje de células B IgAl+ es mayor al de las B IgA2+ en la

lámina propia del intestino delgado, en la mucosa bronquial y nasal y en las glándulas

lacrimales y mamarias; sin embargo en el intestino grueso las células B IgA2+ son

mayoría. Esto indica cierto grado de compartimentación entre el intestino delgado y el

grueso (195) al menos en casos patológicos (196).

Otro ejemplo es que aunque en las mucosas la IgG es minoritaria, se observa que

en humanos la proporción de células B IgGZ+ sobre las células IgG3+ es mucho más

elevada en el intestino que la que se mide en las vías aéreas superiores (35).

Por otro lado, en ratón una inmunización intranasal provoca la aparición de lgA

específica y células seeretoras de anticuerpos (CSA) de isotipo lgA en el NALT pero

no en intestino y a la inversa, una inmunización intragástrica da lgA específica en el

intestino pero no en los lavados nasales (197).

La expresión de varias combinaciones de moléculas de adhesión y receptores de

quimiocinas en diferentes poblaciones de linfocitos, en combinación con los adecuadas

ligandos en los tejidos receptores (compartimentos), es la causa de que existan los

distintos comportamientos migratorios. Algunas subpoblaciones de linfocitos T y B

primados (los de memoria y los linfoblastos) en las placas de Peyer expresan altos

niveles de las integrinas (14137(CD49d/n.d.) y LFA-l (aLfiz; CD] la/CD18) que permite su

interacción con MAdCAM-l e ICAM-2 (CD102) respectivamente en el endotelio de la

lámina propia intestinal. Por el contrario el endotelio de las vias aéreas y otras mucosas

no poseen MAdCAM-l, en cambio expresan VCAM-l (CD106), de modo que las

subpoblaciones de linfocitos B y T a46¡°"° (B7baj°)de memoria tienen un tráfico

preferencial hacia las mucosas no intestinales aunque hayan sido primados en el GALT

(195 y 198). Además en humanos, luego de una inmunización intranasal aparecen en

circulación una mayoría de células B productoras de anticuerpos (“film (VLA-4;

CD49d/CD29), L-selectinaalto(CD621) potencialmente capaces de poblar tanto intestino

como otras mucosas y ganglios linfáticos (199). Entre las células B de memoria lgA+ en

superficie existe una subpoblación CLA+que por unión a E-selectina (CD62e) se dirigen

a los bronquios y tracto aéreo y digestivo superior (200).
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En cuanto a las quimiocinas que intervienen en el tráfico linfocitario a los sitios

efectores de las mucosas, se sabe que en ratón el ingreso de los linfocitos a4l37°"°a la

lámina propia del intestino es en parte dirigido por la CCL21 (SLC), cuyo receptor

celular es CCR7 (195). Al menos en pacientes alérgicos a alimentos, las células T CD4+,

CD45RO+, 0.4137+de memoria inducidas en las placas de Peyer expresan los receptores

CCR7 y CCR9 cuyas quimiocinas específicas son expresadas por el intestino (CCR9 liga

a la CCL25 o TECK). Estas quimiocinas probablemente también intervengan en el

tráfico linfocitario al pulmón y los bronquios en las alergias (201).

Además la mayoría de los linfocitos de lámina propia e intraepiteliales del

intestino expresan los receptores CXCR3 (que une a la quimiocina CXCLlO o I-TAC

entre otras) y CCRS, cuyos ligandos son CCLS (RANTES) y CCL3/4 (MlPa/B), que

facilitan su permanencia en el intestino (202).

En suma, con los datos obtenidos de animales y humanos se ha propuesto un

modelo de tráfico linfocitario que indica que los linfocitos primados en las placas de

Peyer se dirigen preferencialmente a la lámina propia del intestino delgado y los

estimulados en el apéndice e intestino grueso se establecen en mayor proporción en la

misma mucosa. Los linfocitos primados en el BALTNALT en su mayoria van a los

bronquios, faringe, oído medio y a las glándulas lacrimales, nasales y salivales. Además

los sitios efectores de la glándula mamaria y mucosa urogenital reciben aportes tanto del

GALT como del BALT/NALT (195). Sin embargo se debe tener en cuenta que además

del tráfico preferencial, la presencia del antígeno en los sitios efectores vecinos al lugar

de inducción (primado) de los linfocitos puede

l) causar una inducción in situ de linfocitos naive en mucosas consideradas sólo

efectoras o

2) provocar una mayor retención, proliferación o diferenciación terminal con rescate de

la apoptosis por señales coestimulatorias;

El resultado general sería la mayor acumulación de linfocitos específicos en la mucosa

donde se produjo la inmunización que la observada en las mucosas lejanas, aunque no

necesariamente debida (sólo) al tráfico privilegiado (203).

Estos hechos plantean la necesidad elegir nuevas vias de vacunación por las

mucosas. Una protección más completa en todas las mucosas podria necesitar dos
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inoculaciones, una nasal y otra oral (197). Patógenos que infectan determinadas mucosas

podrían requerir formas de inmunización que den una protección acentuada en esos

sitios. Prototipos de vacunas virales por vía nasal dieron buena protección en cuello

uterino y vagina (204 y 205). Una dosis de refuerzo aplicada en una mucosa lejana al

sitio de vacunación primario puede aumentar la respuesta inmune de la mucosa que

recibe la dosis de refuerzo (206).

Junto a la determinación del mejor sitio para inocular el antígeno, la búsqueda de

nuevas vacunas de mucosas, más efectivas, prácticas y accesibles incluyen una miríada

de diversas metodologías cuya descripción completa excede en mucho el espacio de esta

introducción.

C.2. El sistema inmune de las mucosas como parte del sistema inmune de todo el

organismo

A pesar del modo en que fue concebido, el sistema común de las mucosas

presenta numerosas conexiones con el sistema inmune general y forma parte de él desde

que las bases celulares y moleculares de la respuesta inmune son similares en todos los

tejidos linfoides.

Hace una década predominaba la idea de que los tejidos de las mucosas contenían

su propio sistema inmune local sobre la base de que una inmunización sistémica es

generalmente inefectíva para inducir la respuesta inmune en las mucosas (207, lO y ll).

Con posterioridad se fue acumulando creciente evidencia de que con una inmunización

parenteral (con varios antígenos vacunales replicantes o no y bajo ciertas condiciones) es

posible generar la aparición de CSA de isotipo lgA e IgG en varias mucosas. Aunque los

mecanismos causantes de estos efectos no están bien aclarados, esto obliga a tener en

cuenta también a las rutas de administración sistémicas cuando se quiere determinar cuál

es la que da mejor protección en las mucosas (208).

La comunicación más evidente y mejor estudiada entre el MALT y el resto del

sistema inmune es el ya tratado fenómeno de la tolerancia oral. La mayoría de las

hipótesis explican la tolerancia oral por la activación en el MALT de algunas de las
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células que participan de la respuesta inmune (células dendríticas, células T CD4+,

células Tr, células T CD8+ TCR76+), tras lo cual se dirigen a los órganos sistémicos para

dar tolerancia o son eliminadas evitándose la migración a tejidos que no son mucosas

(migración que ocurriría en situaciones no tolerogénicas).

Como ya se comentó, otros autores postulan que lo que genera tolerancia es el

pasaje de antígeno desde la mucosa al torrente sanguíneo. Como en paralelo se indica que

la supervivencia de las células T depende de una periódica estimulación vía sus TCR; en

este caso la conexión entre el MALT y los otros tejidos linfoides estaría en que los

antígenos de la dieta (y quizás de los microorganismos comensales) juegan un rol más

activo en perfilar el repertorio (de especificidad) de las células T periféricas de lo que

comúnmente se supone (119).

C.3. La producción sistémica de anticuerpos por inmunización oral

Otra conexión entre ambos sistemas incluye a los casos en los que por

inmunización oral o nasal aparece respuesta inmune sistémica (principalmente en el

bazo) con anticuerpos circulantes. Aunque inicialmente los resultados fueron confusos

(209), superado el problema de la baja inmunogenicídad de la mayoría de los antígenos

por la vía de las mucosas (por medio de una adecuada elección del antígeno, o de

acompañar a las vacunas con un adyuvante competente o de dotarlas de un sistema de

descarga eficaz) apareció una buena variedad de experimentos en los que la

inmunización por mucosas produce respuesta inmune protectora humoral y celular en los

compartimentos sistémico y de mucosas (191, 206, 209-212).

Como se dijo antes, en el caso de los linfocitos B activados en el NALT, la

aparición en sangre de una población con fenotipo (14673“,L-selectina“lo justifica el

tráfico linfocitario a los ganglios linfáticos sistémicos (199). Por el lado de los

linfoblastos activados en el GALT, algunos expresan 114133“,LFA-l“"°, L-selectinaim' y

son capaces de transvasar en tejido linfoide sistémico y eventualmente en órganos

inflamados que no son mucosas al detenerse en los endotelios que expresan sus

correspondientes ligandos VCAM-l, ICAM-l/Z y PNAd. En particular una subpoblación

CLA+, CCR4+ puede estar predeterminada a dirigirse a la piel con endotelio E
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alto
selectina y que exhibe la quimiocina CCLl7 (TARC; Ref. 195) al menos en pacientes

alérgicos (20] ).

C.4. La producción de anticuerpos en la médula ósea

C.4.l. La médula ósea como órgano productor de anticuerpos

Al pensar en la médula ósea inmediatamente la asociamos con su función

hematopoyética. Es evidente que la médula ósea roja tiene como principal actividad la

generación de los distintos linajes de las células que una vez maduras constituyen los

elementos de la sangre y parte del tejido linfoide. Es además el único órgano que

conserva esta función después del nacimiento. La médula ósea también posee en

mamíferos una menos conocida pero bien establecida actividad como productor de

anticuerpos luego de una inmunización sistémica. Los indicios de que en la médula ósea

hay anticuerpos se pueden rastrear hasta los albores de la inmunología (213) aunque esos

trabajos pioneros no probaron formalmente que los anticuerpos eran realmente

producidos en la médula ósea misma. Los artículos en los que verdaderamente se prueba

la síntesis de anticuerpos en la médula ósea aparecieron hace varias décadas y en ellos se

midió el aumento de los anticuerpos en los sobrenadantes de cultivos de explantos de

órganos provenientes de conejos inmunizados con la vacuna de la paratifoidea (214) o la

incorporación de glicina-C14en la fracción gamaglobulina y de anticuerpos anti-albúmina

de huevo de gallina (OVA) en cultivos preparados con órganos de cobayos inmunizados

con adyuvante de Freund completo (215). En este último caso se observó que la médula

ósea aporta al organismo mayores cantidades de anticuerpos que el bazo y los ganglios

linfáticos.

Posteriormente surgieron un cúmulo de trabajos que probaron la formación de

grandes cantidades de inmunoglubulinas y de anticuerpos específicos en la médula ósea

en varias especies de vertebrados y que revisados por otros autores concluyeron que la

médula ósea es la principal fuente de inmunoglobulinas del suero en inmunizaciones

sistémicas (216 y 217). De esos trabajos destacamos los que demostraron que también en

humanos la médula ósea es (sin tener en cuenta a las mucosas) el principal sitio de

producción de inmunoglobulinas (218 y 219) y el que observó la formación de placas de

hemólisis debidas a CSA anti-glóbulos rojos de oveja que aparecen en la médula ósea de
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ratones que recibieron 2 ínmunizaciones (216) al punto de superar al bazo después de los

14 días post-inmunización (dpi).

Algunos estudios previos que investigaron a la médula ósea como órgano de

formación de anticuerpos habían dado resultados negativos, en especial para antígenos T

dependientes (217 y 220). Esto se debió a que la médula ósea tiene un período de

inducción más largo y en una inmunización sistémica primaria sin adyuvante solamente

pueden llegar a encontrarse unas pocas CSA en la médula, y esto ocurre recién unas

semanas después de la inmunización (216). En cambio la aparición de CSA en médula

ósea resulta característica de una respuesta secundaria en la cual los blastos activados por

antígeno abandonan el bazo o los ganglios linfáticos correspondientes en las fases

tempranas de la respuesta y migran a la médula ósea en donde se convierten en células

plasmáticas, de modo que una esplenectomía hecha hasta 2 días después de la 2°

inyección evita la aparición de CSA en la médula (221), el mismo momento a partir del

cual se registra un pico de entrada en la médula ósea de blastos que habían incorporado

timidina-H3 (222). En línea con que la respuesta secundaria depende de la existencia de

células de memoria formadas durante el primado, experimentos que combinan la

construcción de parabiontes con parejas de ratones primados que difieren en el alotipo de

cadena pesada yza(locus Igh-l) de ínmunoglobulina con esplenectomía de uno de ellos

demostraron que luego del desafio antigénico ambos miembros del parabionte expresaron

CSA del alotipo del ratón que tiene bazo, indicando que las células B de memoria deben

ser estimuladas en los órganos linfoides periféricos antes de la migración a la médula

ósea (222).

Una eficiente expresión de CSA en médula ósea también depende de la actividad

de células T, como se desprende de la baja cantidad de CSA que hay en médula ósea de

ratones nude atímicos jóvenes (223 y 224) que es acompañada por una mayor proporción

de CSA que expresan el isotipo IgM a expensas del IgA (225). Esta caída en la cantidad

total de CSA de la médula ósea (números absolutos) no se verifica en el bazo ni en los

ganglios (226). Un transplante de timo de neonato bajo la cápsula del riñón de los ratones

nude puede corregir estos defectos aunque la recuperación de las células que contienen

IgG o IgA en médula comienza más tarde que en el bazo (226).
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Otra característica de la aparición de CSA en la médula ósea es que su

contribución al total de CSA (de cualquier especificidad) aumenta con la edad. En

ratones de pocas semanas de vida la contribución de la médula ósea al total de CSA es un

bajo porcentaje, pero alrededor de los 3 meses de edad se convierte en el contribuyente

mayoritario y con el avance de la edad su participación se hace cada vez más importante

(217 y 227).

El incremento de las CSA en la médula ósea concomitante con la edad ocurre

incluso en ratones nude (225) aunque se ve seriamente retrasado (228). Que con el

avance de la edad la médula ósea acumule más CSA y que éste sea un suceso que ocurre

en la respuesta de tipo secundaria ha llevado a postular que los anticuerpos producidos en

médula ósea son un reflejo de los antígenos que el individuo ha encontrado repetidas

veces en el ambiente a lo largo de su vida y a mayor tiempo de vida mayores

probabilidades de que distintos antígenos hagan contacto con él más de una vez (217, 223

y 225). Esta hipótesis se relaciona con que la médula ósea es un órgano con un

microambiente privilegiado para mantener a las CSA ya que la médula de un animal (sea

naive o recientemente inmunizado) libera uno o más factores solubles (no bien

identificados) que sostienen la síntesis de anticuerpos in vitro (229), en cambio en los

ganglios linfáticos los centros gerrninales son de corta duración y se disocian para dar

lugar a la formación de nuevos al estímulo de otros antígenos distintos (230).

Si se utiliza un antígeno replicante como en el caso de una infección aguda con el

virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV), es suficiente con la infección primaria

para obtener CSA antivirus en la médula ósea. La cinética de la respuesta indica que la

aparición de estas células plasmáticas está bastante retrasada con respecto al bazo, sin

embargo las CSA del bazo declinan con la eliminación del virus y a las pocas semanas la

médula ósea se convierte en el principal productor de anticuerpos (231). La presencia de

células plasmáticas antivirus en médula se mantiene por más de l año y explican la

permanencia de los altos títulos de anticuerpos en suero que protegen contra una segunda

infección (231). Similares resultados fueron encontrados en otras infecciones virales

agudas (232 y 233).

Tras una infección viral aguda, la médula ósea también se puebla de linfocitos T

citotóxicos (CTL) que muestran actividad efectora específica y el fenotipo activado
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CD8+, CD18+ (LFA-l) y que pueden permanecer allí hasta l año, de modo similar a lo

que ocurre en el bazo (234) aún sin antígeno (235). Es llamativo que en ratones no

inmunizados la proporción de células CD8+ que expresan el fenotipo activado en la

médula es bastante mayor que la del bazo (234). Además una transferencia de células de

médula ósea de un individuo ínmunizado con distintos microorganismos o toxinas puede

transmitir inmunidad protectora (humoral o mediada por células) en receptores naive

(234) o en pacientes inmunosuprimidos (236). Esto último tiene potencial en clínica ya

que los pacientes sometidos a transplante de médula ósea son severamente

inmunosuprimidos y muchos pueden quedar comprometidos por 1 o más años (237). A

pesar de ello es común eliminar las células T de las médulas óseas donantes para reducir

la severidad de la reacción injerto contra huésped (238), sin embargo estrategias

alternativas están en estudio (239).

Las células T que llegan a médula ósea también incrementan en número a medida

que el individuo envejece pero no por ello pierden actividad de CTL (240). Luego de una

inmunización en ratón las células T específicas CD4+activadas en los órganos periféricos

migran a la médula ósea y, al igual que en el caso de las células B, se ha postulado que el

mayor porcentaje que hay en la médula respecto al bazo y ganglios linfáticos de células

CD4+ que tienen el fenotipo activado/memoria CD44+, CD62L' (L-selectina), se debe a

que en la médula hay una acumulación de células T que son la suma de los distintos

estímulos antigénicos durante la vida del individuo (241).

C.4.2. Las CSA de médula ósea provienen de células B migrantes de los centros

germinales

Ya mencionamos que en una inmunización con un antígeno no replicante las CSA

que aparecen en médula ósea son producto de las células B activadas por antígeno en los

ganglios linfáticos o el bazo durante una respuesta secundaria. Si el antígeno es un virus,

la infección primaria aguda es suficiente para que la médula reciba CSA específicas pero

su cinética de poblamiento está retrasada respecto al bazo. La razón de estos desfasajes es

que los blastos B activados que migran a la médula ósea son desprendimientos de los
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centros germinales que se desarrollan en los órganos linfoides secundarios que drenan el

lugar de inoculación del antígeno (229 y 242).

Las células B de los centros germinales tienen alta avidez por la aglutinina de

maní (PNA) mientras que las células plasmáticas maduras de los ganglios linfáticos y la

mayoría de los linfocitos del conducto torácico y sangre periférica no poseen avidez por

la PNA (243). Tres días después de un desafio secundario, un pico de blastos B

específicos al antígeno y con fenotipo de centro germinal (PNA°"°) atraviesan el

conducto torácico y pasan a sangre (229). La transferencia adoptiva de células de centro

germinal a los 3 días post-desafio (dpd) a receptores naive produce la aparición de grupos

de células PNA“"°que expresan anticuerpos específicos en citoplasma en médula ósea. Si

en vez de transferirlas, las células de centro germinal de 3 o 4 dpd son cultivadas,

sintetizan anticuerpos in vitro. Con células de centro germinal de 7 o lO dpd no se

constatan estos efectos (229, 244).

Por otra parte las células B de centro germinal son CD62L' (L-selectina) por lo

que no es de esperar que retomen a los ganglios, y además las células troncales (slem) de

médula ósea que durante un transplante vuelven a médula también son PNA“"°, es decir

que ambos tipos de células podrían ligar el mismo receptor de unión de la médula ósea

(229).

C.4.3. El tráfico (homíng) linfocitario hacia la médula ósea

Las moléculas responsables del tráfico predeterminado hacia la médula ósea no

han sido claramente identificadas. Como los blastos B que dejan los centros germinales y

las células productoras de anticuerpos que se establecen en la médula ósea unen la PNA,

hace varios años fue propuesto que las células que migran a la médula ósea exponen un

ligando glicosilado con grupos terminales galactosil-N-acetil-galactosil (el hidrato de

carbono que une la PNA) que sería el responsable de dirigir el tránsito a la médula ósea

(242). Esta propuesta resulta un poco simplista ya que son varias las proteínas de

membrana capaces de unir PNA, una de las más importantes es una forma de CD44

incompletamente sialilada y las células plasmáticas residentes en médula ósea de

distintos pacientes con mieloma múltiple muestran una clara diferencia en el perfil de
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proteínas que unen PNA entre sí y que algunas células plasmáticas de pacientes no tienen

una forma de CD44 que ligue PNA (245). De todos modos CD44 se encuentra en células

plasmáticas normales de médula (246) y puede jugar un rol principal en su tráfico

(homing).

Otra candidata es la integrina a4Bl ya que es expresada por las células

plasmáticas normales de médula ósea humana aunque es dudoso que su ligando VCAM

l se encuentre en el endotelio de la médula y la unión es a la fibronectina de estroma, es

decir que el rol de (1461 puede ser permitir la permanencia en ese tejido después de

producido el trasvasamiento (247).

Más recientemente se demostró que CD22 puede intervenir en el tráfico

linfocitario hacia la médula ósea. CD22 es una proteína de transmembrana especifica de

células B que funciona como un regulador negativo de su señalización pero también

reconoce ácido siálico en glicanos de células diana. Usando una forma recombinante

soluble del receptor (CD22-Fc) se determinó que los ligandos para CD22 están

expresados en células del endotelio sinusoidal de la médula ósea murina pero no en otros

tejidos. Ratones tratados con CD22-Fc o con anticuerpo anti-CD22 redujeron en un 50 %

las células B maduras recirculantes en médula ósea sin afectar su número en el bazo

(248). Se ha observado que en el proceso de tránsito la médula ósea produce un

quimioatrayente para las células B que se desprenden de los centros germinales (242),

que podría ser CXCL12 (SDF-l), una quimiocina expresada por la médula ósea, la pulpa

roja del bazo y los cordones medulares de ganglios linfáticos cuyo correspondiente

receptor, CXCR4, es expresado por las células plasmáticas (249).

C.4.4. La producción de anticuerpos en la médula ósea por inmunización oral

El caso de la aparición de CSA en la médula ósea por inmunización oral es

particular porque por muchos años ha habido un vacio experimental que impidió echar

luz a la cuestión de si por una inmunización por la vía de las mucosas la médula ósea

recibe CSA, como lo hace cuando se aplica una inmunización sistémica.
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Al momento en que nosotros iniciamos nuestros experimentos, había virtualmente

un único trabajo que estudiaba la importancia de la médula ósea en la producción de

anticuerpos específicos IgA en el transcurso de una inmunización por las mucosas con

antígenos T-dependientes no replicantes (Alley, CD y col. 1986; Ref. 250), pese a que el

tráfico de células B precursoras de IgA estimuladas en el GALT podía sospecharse

porque los cultivos de médula ósea resultan en una gran producción de IgA (251-253).

Esto último no descarta la posibilidad de que la médula ósea posea un ambiente que

favorezca una tardía diferenciación con conmutación al isotipo IgA que no ocurre en

otros sitios sistémicos, aunque la observación de que los ratones libres de gérmenes

tienen un déficit de células IgA+ en la médula ósea sostiene la hipótesis de la conexión

GALT-médula ósea (227).

Investigar el modo en que con una inmunización oral aparecen CSA específicas

en la médula ósea y el bazo es de obvia importancia para el desarrollo de vacunas por las

mucosas que brinden protección sistémica sostenida en el tiempo. En el citado trabajo de

Alley, CD y col. (250) se utilizan glóbulos rojos de oveja y sólo observan CSA IgA anti

glóbulos rojos luego de administrar el antígeno por vía oral en forma crónica.

En el presente trabajo, nosotros aprovechamos la gran capacidad de la toxina

colérica como antígeno en las mucosas para estudiar cómo una respuesta inmune iniciada

en el GALT (con una o pocas dosis de antígeno) se integra en la respuesta inmune de

anticuerpos a nivel celular, para lo cual nos fijamos los objetivos que se detallan a

continuación.



OBJETIVOS



Para evaluar al GALT como parte integrante de todo el Sistema Inmune durante

una inmunización en la mucosa intestinal proponemos:

l) Investigar a la médula ósea como órgano productor de anticuerpos.

2) Determinar la cinética de aparición de CSA especificas en médula ósea, bazo y

GALT.

3) Estudiar el origen y la dinámica poblacional de las CSA del bazo.

4) Analizar el rol de la médula ósea en la respuesta de memoria.

5) Evaluar los mecanismos celulares que mantienen a largo plazo la producción

de anticuerpos.



MATERIALES Y MÉTODOS. ,



Materiales y métodos

D.l. Animales:

Para los estudios cinéticos de aparición de anticuerpos y CSA específicos se

emplearon ratas Wistar exocriadas provenientes de la colonia del Bioterio de la Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales, UBA.

Para los experimentos de transferencia de células de órganos linfoides fueron

utilizadas ratas endocriadas Wistar WHAK/Hok con certificado de salubridad para

gérmenes específicos del Bioterio de la Facultad de Veterinaria de la UNLP, La Plata, cepa

originaria del Jackson Laboratory (Bar Harbor, EEUU).

Todos los animales fueron mantenidos con fotopen'odo constante de doce horas de

luz por día en ambiente con temperatura de entre 18 °C y 24 °C, con disponibilidad de agua

y alimento ad libilum durante todo el período de duración de los experimentos. El alimento

balanceado usado (Cooperación para rata y ratón, Cooperativas Agrícolas Argentinas)

poseía proteína bruta (mínimo) 23 %, extracto etéreo (mínimo) 5 %, fibra cruda (máximo) 6

%, minerales totales (máximo) 10 %, Calcio 1,3 %, Fósforo (disponible) 0,8 %, humedad

(máxima) 12 %.

D.2. Esguemas experimentales de inmunización:

D.2.l. lnmunización intra-placas de Peyer (ipP):

Ratas Wistar hembras de 8 o 35 semanas de edad, en grupos de 4 a 6 animales

fiJeron inoculadas con 20 pg de toxina colérica purificada de Vibrio cholerae (Sigma

Chemical C0, St. Louis) mediante inyección ipP. Distintos conjuntos de animales fueron

sacrificados a la primera, segunda o tercera semana post-inoculación. Se prepararon,

individualmente de cada rata, suspensiones celulares de placas de Peyer, ganglio

mesentérico, bazo y médula ósea.

D.2.2. Una, dos o tres dosis por vía intragástrica (ig):

Se formaron tres grupos de 4 a 6 ratas Wistar hembras de 8 semanas de edad. Un

grupo de animales fue inoculado con 20 ug de toxina colérica. Otro lote de ratas recibió dos
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administraciones de 20 ug de toxina colérica cada una con un intervalo de una semana entre

una y otra dosis. El tercer conjunto de animales fue inmunizado con tres dosis de 20 pg de

toxina colérica cada una a intervalos semanales entre cada intubación.

Todos los grupos fueron sacrificados a las dos semanas posteriores a la última dosis

recibida.

Se obtuvieron suspensiones celulares individuales para cada rata de placas de Peyer,

ganglio mesentérico, bazo y médula ósea.

D.2.3.Cinética de los primeros días dela respuesta hacia una dosis ig:

Ratas Wistar de entre 8 y 12 semanas de edad fueron inmunizadas por vía oral con

una dosis de 20 ug de toxina colérica. En grupos de 4 a 6 animales, las ratas fueron

sangradas a blanco a los 2, 5, 7 y ll dpi. De cada animal se obtuvo el suero, se extrajo

fluido intestinal y se prepararon suspensiones celulares individuales de placas de Peyer,

ganglio mesentérico, bazo y lámina propia de intestino delgado.

Parte de este esquema experimental también file empleado para realizar cultivos

primarios de órganos linfoides como se explicará más adelante.

D.2.4.Respuesta anamnésica en una inmunización oral:

Ratas de 8 semanas de edad, en grupos de cuatro animales, recibieron una primera

inmunización de 20 ug de toxina colérica por vía ig. Tres meses después les fiJe

administrado un desafio consistente en otros 20 ug de toxina colérica por la misma vía.

A los 2 y 5 dpi se obtuvo suero y fluido intestinal de cada rata y se prepararon

suspensiones celulares de las placas de Peyer, ganglio mesentérico, bazo y lámina propia de

intestino delgado de cada individuo.

D.2.5. Cinética de la respuesta a largo plazo luego de tres dosis ig:

Ratas de ocho semanas de edad fueron inmunizadas con tres dosis de 20 ug de

toxina colérica cada una por la ruta oral con intervalos de una semana entre una dosis y la

siguiente. De lotes de 4 a 6 animales a los 7, 21, 60, 90, 150, 240 y 300 dpi se obtuvo fluido
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intestinal y suero en cada rata y se realizaron suspensiones celulares individuales de placas

de Peyer, ganglio mesentérico, bazo y médula ósea.

D.2.6. Respuesta anamnésica luego de tres dosis ig:

Grupos de 4 a 6 animales fueron primados con tres dosis de toxina colérica de igual

modo que en el punto 5. Ocho meses después de la última inmunización se les inoculó un

desafio de 20 ug de toxina colérica por la vía ig. A los 3 y 5 dpd se colectó fluido intestinal

y se extrajeron células de los mismos órganos señalados en el punto 5.

D.2.7. Inmunizaciones ig en ratas a las que se les extirpó el bazo:

A ratas de 16 semanas de edad se les extirpó el bazo, como controles se emplearon

ratas que no sufrieron la extirpación. Veinte días después de la esplenectomla recibieron 2

inmunizaciones ig de 20 ug de toxina colérica cada una con intervalo de 7 días entre dosis.

A los 21 días luego de la última inoculación se obtuvo suero de cada rata y se realizaron

suspensiones celulares de médula ósea, ganglio mesentérico y (en los controles) bazo.

D.2.8.Estudios de transferencia adoptiva de memoria:

Dos ratas Wistar WHAK/I-lok endocriadas de doce semanas de edad fueron

inmunizadas con tres dosis de 20 ug de toxina colérica cada una mediante intubación ig con

intervalos semanales entre cada inoculación.

Luego de 10 meses estos animales fueron sacrificados para ser empleados como

dadores de células. Se extrajo el ganglio mesentérico, bazo y médula ósea de los dadores y

se preparó para cada órgano una suspensión celular común de todos los dadores, en una

fracción de estas células se determinó la cantidad de CSA antitoxina.

Por otro lado distintas cantidades de células de cada órgano fueron transferidas a

receptores singeneicos no inmunizados de once semanas de edad por inyección intravenosa

en la vena lateral de la cola.

Como se explica más adelante, a una fracción de las suspensiones celulares de bazo

y médula ósea les fueron removidos los linfocitos T por inmunocitoadherencia (panm'ng)

empleando anticuerpo monoclonal anti-CD3 (clon 64.18, Pharmingen, San Diego). A otras
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fracciones de las mismas suspensiones celulares se les separaron los linfocitos B por

inmunocitoadherencia con anticuerpo monoclonal anti-CD45RA (clon OX33, Pharmingen).

Las suspensiones celulares a las que se les quitaron las células B o las células T

fiJeron transferidas a receptores singeneicos por inoculación intravenosa.

Los animales receptores fueron desafiados por la vía oral con dos dosis de 20 ug de

toxina colérica cada una al segrmdo y cuarto días posteriores a la transferencia. A los seis

días luego del último desafio, de los animales receptores se obtuvo el fluido intestinal y se

prepararon suspensiones celulares individuales de ganglio mesentérico, bazo y médula ósea

NOTA: En todos los experimentos, en las suspensiones celulares que se obtuvieron de los

órganos extraídos o de los cultivos realizados, se investigó la cantidad de CSA antitoxina

colérica mediante la técnica de ELISA spot (ELISPOT).

Previo a la extracción de los órganos a las ratas siempre se les extrajo sangre para obtener

muestras de suero. Los niveles de anticuerpos antitoxina presentes en las muestras de suero

y fluido intestinal de cada rata se determinaron mediante ELISA.

D.3. Administración de antígeno:

D.3.]. Inoculaeión ipP:

Las ratas fueron ayunadas (pero con acceso libre al agua de bebida)

aproximadamente durante 18 horas y anestesiadas profundamente con éter etílico. Se

trabajó con instrumental estéril y en área desinfectada se colocó al animal sobre una tabla

quirúrgica, se le limpió el abdomen con etanol 96° grado farmacéutico o con Povidona

yodada lO %, lauril sulfato de sodio 0,2 % (Difexon PVPI, Andreu). Tomando la pared

abdominal en su línea media con una pinza para microdisección, se le hizo una incisión de

entre 10 y 15 mm con una tijera recta de microdisección hasta llegar a la cavidad peritoneal.

Con una pinza de punta curva sin diente se extrajeron delicadamente asas del

intestino delgado localizando las placas de Peyer hasta exponer cinco de ellas. Se inocularon

2 o 3 ul en cada placa de Peyer (según su tamaño) de una solución 2 ¡ig/ul de toxina
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colérica purificada en 0,05 M de buffer Tris.HCl pH 7,5 hasta llegar a un inóculo de 20 ug

de toxina por animal. La inyección ipP se realizó con una microjeringa de 10 ul con aguja

de punta biselada calibre 26s (Hamilton Co. Reno).

Finalmente se introdujo el intestino nuevamente en la cavidad peritoneal y se

suturaron independientemente la musculatura abdominal y la piel con sutura de seda tamaño

5-0, aguja curva de 20 mm con punta redonda.

D.3.2. Inoculación ig:

Se empleó sonda para alimentación nasogástrica de prematuros, flexible, siliconada

de 1,4 mm de diámetro (Tipo K-35, Koler) o un catéter tipo Tom Cat 3'/z Fr. (Sovereing,

Sherwood Medical) semirígido, con punta roma y apertura lateral.

Las ratas fueron ayunadas durante 18 horas para disminuir la acidez estomacal y

permanecieron con libre acceso al agua de bebida. El tubo fue pasado hasta el estómago y

no fue necesaria mordaza bucal.

Mediante una jeringa que se conectó a la sonda se descargó l ml de una solución de

20 ug/ml de toxina colérica diluida en PBS, 3 % bicarbonato de sodio para neutralizar el pH

ácido del estómago.

D.4. Extracción de fluido intestinal:

Las ratas fueron ayunadas durante 16 a 20 horas previas a la extracción pero con

ingestión de agua libre. Luego de ser sacrificadas por sangrado a blanco se diseccionó el

intestino delgado entero, excepto la porción de duodeno próxima al estómago que contiene

la apertura del conducto biliar, y se lo enjuagó en PBS frío para eliminar restos de sangre.

Se lo cortó transversalmente en dos mitades que se depositaron en una placa de Petri con

PBS frio. Todo el procedimiento se llevó a cabo trabajando sobre hielo y con todas las

soluciones previamente enfriadas en hielo.
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Para extraer el contenido intestinal e inhibir su actividad proteolítica se adaptó un

procedimiento ya descripto (254). Se hicieron pasar 2 ml de una solución 50 mM EDTA,

0,1 mg/ml inhibidor de tripsina de soja (Sigma Chemical Co.) por la luz intestinal de cada

mitad de intestino. Para ello se tomó la solución inhibidora de a un rnililitro con pipeta de

transferencia de polietileno con bulbo incluido, la punta de la pipeta se introdujo en uno de

los extremos del intestino y se descargó la solución en el interior haciendo vaciar todo su

contenido dentro de un tubo cónico de centrífuga de 15 ml.

Luego de colectado el contenido de todo el intestino se le agregaron 20 ul de

solución lOOmM de PMSF (Fluoruro de Fenilmetilsulfonilo, Sigma) en etanol como

inhibidor de proteasas y 100 pl de suero fetal bovino (SFB; Gibco BRL) como sustrato

alternativo de alguna potencial actividad proteolítica remanente. Se homogeneizó la muestra

y se centrifugó 5 minutos a 10.000 r.p.m. Se recuperó el sobrenadante, al que se le

agregaron otros 20 ul de solución de PMSF y 100 ul de SFB. Se mezcló, alicuotó y congeló

rápidamente a —20°C hasta el instante de usarla.

D.5. Preparación de suspensiones celulares de órganos linfáticos

En todos los casos las ratas, con ayuno de alimento pero no de líquido, fueron

anestesiadas por inhalación de vapores de éter etílico y muertas por sangrado a blanco

mediante punción cardíaca. La extracción de sangre se realizó sin anticoagulantes para

recuperar muestras de suero.

Se limpió el abdomen con etanol 96° y se dísecaron los órganos de interés. En todos

los casos se trabajó sobre hielo y con las soluciones enfriadas.

D.5.l. Células de placas de Peyer:

Se tomaron los intestinos luego de la extracción de fluido intestinal. En los

experimentos en los que no se recuperó el contenido del intestino simplemente se lo enjuagó

previamente en buffer citrato-fosfato.
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Examinando bajo lupa se localizaron las placas de Peyer y se las separó del intestino

cortándolas con tijera para microdisección curva. Se incubaron las placas en 1 o 2 ml de

buffer citrato-fosfato, 1 mM ditíotreitol durante 3 minutos a temperatura ambiente agitando

vigorosamente para fluidificar el mucus como se describió previamente (255). Aún sin

disgregar, las placas de Peyer se lavaron 5 veces con buffer citrato-fosfato y fueron

colocadas sobre una malla de acero inoxidable que se apoyaba sobre una placa de Petri,

manteniéndolas húmedas con medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco), suplementado con 5 %

de SFB. Con un émbolo de jeringa de 3 o 5 cc se las disgregó, forzando a las células

desprendidas a atravesar la malla. Se tamizó agregando constantemente medio de cultivo

para evitar que se seque el tejido y recuperar la mayor cantidad de células.

La suspensión celular cruda fue pasada a través de una columna rellena con 1 cc de

lana de nylon previamente embebida en el medio de cultivo para eliminar restos de tejidos y

material agrumado.

El eluido con células fire diluido al medio con buffer citrato-fosfato, se centrifugó S

minutos a 2000 rpm y las células se resuspendieron en buffer. La suspensión celular se lavó

dos veces con medio de cultivo, resuspendiendo finalmente en medio con lO % SFB. Se

calculó la concentración celular diluyendo una alícuota en solución de Turk (violeta de

genciana en ácido acético al 3 %) y contando en hemocitómetro (cámara de Neubauer) o

contando el número de células viables por el método de exclusión del azul tripán.

D.5.2.Células dela lámina propia del intestino delgado:

Luego de extraido el fluido intestinal y removidas las placas de Peyer se utilizó una

modificación de una técnica publicada por otros autores (256). El intestino embebido en

buffer citrato-fosfato frío se extendió sobre una toalla de papel y se lo abrió

longitudinalmente por la línea del mesenterio cortando con tijera recta para microdisección.

Se sumergieron las partes en buffer citrato-fosfato dentro de una placa de Petri de lO cm de

diámetro y con una pinza se las sacudió con energía para desprender los restos de contenido

intestinal. Además se separó todo el tejido adiposo adyacente.
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Los tejidos fueron incubados 3 minutos con agitación en lO ml de buffer citrato

fosfato, l mM ditiotreitol a temperatura ambiente en un vaso de precipitados para

desprender el mucus.

Se los lavó dos veces con citrato-fosfato en placas de Petri sobre hielo y luego se

incubó en lO ml de buffer citrato-fosfato, 1,5 % albúmina de suero bovino (BSA) durante

12 minutos a 37 °C con agitación moderada en vaso de precipitados. Luego los tejidos

fueron pasados a un tubo cónico de centrífuga de 50 ml y se los "vortexeó" vigorosamente

por 30 segundos para desprender el epitelio. Posteriormente el resto del intestino fue

transferido a placas de Petri y lavado allí dos veces con citrato-fosfato sobre hielo. Se

cortaron los segmentos de intestino en pequeños trozos (l o 2 mm de lado).

Los trozos de tejido fueron colocados sobre una malla de acero inoxidable y se los

mantuvo mojados con citrato-fosfato. Con el émbolo de una jeringa de 3 o 5 cc se disgregó

el tejido forzando el desprendimiento de células y a que estas atraviesen el tamiz, agregando

abundante y constantemente buffer para que el tejido no se seque y facilitar la recuperación

celular. La suspensión celular se colectó en un vaso de precipitados de 50 ml colocado

debajo de la malla de acero y sobre hielo.

Para eliminar restos de tejidos y células muertas, la suspensión celular obtenida fue

pasada a través de una columna rellena con 5 cc de lana de nylon previamente humedecida

en buffer citrato-fosfato frío. Se recogió el eluido en tubos cónicos de 15 ml y se centrifugó

7 minutos a 2000 r.p.m. para luego resuspender en l ml de citrato-fosfato, 1,5 % BSA. Si la

suspensión poseía restos de tejidos o grumos se la pasaba por segunda vez a través de una

columna con 1,5 cc de lana de nylon previamente embebida en medio de cultivo RPMI

1640, 5 % SFB fi'ío. El eluido de células se centrifugó 3 minutos a 2000 r.p.m. y se

resuspendió en 1 ml de medio de cultivo. Para desechar fibras que se depositan en el fondo

del tubo, se dejó decantar 3 o 4 minutos y se pasó el sobrenadante a otro tubo. Se lavó por

centrifugación resuspendiendo finalmente en medio RPMI 1640, lO % SFB. Se cuantificó la

viabilidad celular por exclusión del azul tripán.
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D.5.3. Células de ganglio mesentérico:

Al abrir el abdomen y antes de remover el intestino, se desplegó un poco el

mesenterio en la zona del extremo del ileon cercana al colon. Cortando con tijera de

microdisección se extirpó la cadena ganglionar que está incluida en la delgada lámina que

forma el mesenterio.

Se colocó el conjunto del ganglio mesentérico en una placa de Petri con medio de

cultivo RPMI 1640 suplementado con lO % SFB. Con pinza y tijera de microdisección se

cortó y eliminó toda la grasa visible que rodea los ganglios linfáticos.

Se colocaron los ganglios sobre una malla de acero inoxidable con medio de cultivo.

Los ganglios fueron disgregados presionando con el émbolo de una jeringa de 3 o 5 cc. Las

células que fueron separadas se recolectaron en una placa de Petri. La suspensión celular fue

filtrada en una columna con l cc de lana de nylon previamente hurnedecida con medio de

cultivo frío para retener restos de tejidos y células muertas. El eluido de células se

centrífugó 3 minutos a 2000 r.p.m. Se lavaron las células dos veces y resuspendieron en l

ml de RPMI 1640, 10 % SFB. Se contó la concentración celular en hemocitómetro (cámara

de Neubauer) a partir de una suspensión preparada en solución de Turk o, para cuantificar

células viables, por exclusión del azul tripán.

D.5.4. Células de bazo:

Se disecó el bazo entero y se lo colocó con 4 ml de medio de cultivo RPMl 1640, S

% SFB en una placa de Petri de 5 cm de diámetro sobre hielo. Se perfundió el bazo con 2-3

ml de medio de cultivo usando una jeringa de 3 o 5 ml con aguja calibre 21G (0,8 mm). En

ocasiones, para facilitar el desprendimiento de células, se cortaron los extremos del bazo y

presionó suavemente con el émbolo de una jeringa en las zonas donde se había inyectado

medio de cultivo. Cuando el órgano se vació de una cantidad elevada de células, se tomaron

las células liberadas con una pipeta de transferencia plástica con bulbo y se las colocó en

tubos de Kahn. Para eliminar grumos o restos de tejidos, el contenido de los tubos decantó 3

o 4 minutos en hielo en posición vertical y se pasó el sobrenadante a otro tubo, eliminando

esos restos. Se centrifugó 5 minutos a 2000 r.p.m. y se descartó el sobrenadante.
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Para lisar los eritrocitos, el pellet de células fue resuspendido en l o 2 ml de una

solución 0,017 M Tris.HCl, 0,144 M NH4Cl pH 7,2 a temperatura ambiente y se incubó 4

minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente de cumplido el tiempo los tubos fueron

inundados con medio de cultivo frío y centrifiJgados 5 minutos a 2000 r.p.m. Las células

fueron lavadas dos veces por centrifugación con medio de cultivo. Si se formaban grumos

de restos celulares, se los removía con la punta de una pipeta Pasteur.

La resuspensión final se realizó en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con

10 % SFB. La concentración celular se calculó en hemocitómetro (cámara de Neubauer)

diluyendo una alícuota en solución de Turk o se contó el número de células viables por el

método de exclusión del azul tripán.

D.5.5.Células dela médula ósea del fémur:

Se desinfectó la piel de una pata trasera con etanol 96°. La piel fue cortada y

separada de los músculos de la pata con tijera de microdisección. Se separó el fémur de la

musculatura cortando a ésta al ras del hueso. Las articulaciones con la tibia y la cadera

fueron cortadas con una tijera fuerte. El hueso fire colocado dentro de PBS frío en una placa

de Petri sobre hielo. Con una pinza fuerte se desgarró el cartílago de la articulación con la

tibia, separándolo del fémur. El fémur fue enjuagado en PBS y con una tijera fuerte o alicate

se cortaron las epífisis de ambos extremos exponiendo la médula ósea.

El fémur fue colocado en otra placa de Petri con 3 o 4 ml de medio de cultivo RPMI

1640, 5 % SFB sobre hielo y se vació la médula haciendo pasar medio de cultivo desde uno

de los extremos abiertos del hueso hacia el otro con una jen'nga de 3 o 5 cc con aguja calibre

21G, de modo similar a un método descripto (250). La operación fue repetida hasta vaciar

toda la médula. Se disgregó la médula ósea en el medio de cultivo aspirándola y

descargándola sobre la placa de Petri con la misma jeringa varias veces.

La suspensión celular fue colocada en un tubo de Kahn, se dejó decantar 3 o 4

minutos. Si decantaron grumos, se pasó la suspensión a otro tubo. Se centrifugó 5 minutos a

2000 r.p.m. y se descartó el sobrenadante. El pellet de células fue resuspendido y se incubó

en l ml de solución Tris.l-ICl/ NH4Cl pl-l 7,2 durante 4 minutos para lisar los eritrocitos.
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Inmediatamente de cumplido el tiempo, el tubo fue inundado con medio de cultivo y se

centrifugó 5 minutos a 2000 r.p.m. Se lavaron las células y la suspensión celular se ajustó a

una determinada concentración trabajando de igual modo al descripto para células de bazo.

D.6. Ensa o de ELISA s ot LISPOT ara cuantificar CSA anti-toxina colérica

El método de ELISPOT permite enumerar en forma individual a las CSA presentes

en una muestra mediante una técnica inmunoenzimática sobre fase sólida por la cual los

lugares donde estaban decantadas las células secretoras se revelan como puntos (spots) de

depósito de un colorante insoluble. La siguiente es una adaptación realizada en nuestro

laboratorio por Juan Fló basada en la técnica original (257 y 258) y su modificación para

cólera (259 y 260).

Para evitar la acumulación de células en la periferia de los pocillos de placas de

cultivo, debido al menisco que forma el líquido contra las paredes (efecto de borde) y que

provoca una disminución de la sensibilidad, se utilizaron las tapas de las placas de cultivo

de 24 pocillos de poliestireno (261) que poseen rebordes muy bajos que definen áreas

circulares que se corresponden con la boca de los pocillos de la placa de cultivo (Coming

Glass Works, Corning NY).

Cada una de las áreas de las tapas de las placas de cultivo fueron cubiertas con 200

ul de una solución de 6 ug/ml de monosialo-gangliósido GMl (Sigma Chemical Co.) en

PBS y se dejó adhiriendo toda la noche a temperatura ambiente en cámara húmeda.

Al día siguiente se enjuagaron las tapas tres veces con PBS, se volcó el líquido y se

cubrieron las áreas con toxina colérica purificada (Sigma) a una concentración de 6 ug/ml

diluida en PBS. Se utilizaron 170 ul por cada área y se incubó toda la noche a 4 °C en

cámara húmeda. Se efectuaron controles sin antígeno.

Luego se lavó la placa tres veces con PBS y se bloquearon los sitios libres de unión

a proteínas cubriendo las tapas con medio de cultivo RPMI 1640, lO % SFB, incubando 2

horas en cámara húmeda a 37 °C.
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Paralelamente se fiJeron preparando distintas concentraciones de cada una de las

suspensiones celulares a analizar para que al menos una de las concentraciones pueda entrar

en el rango de lectura óptimo (entre 20 y 150 spots) para permitir el conteo y minimizar los

errores. Normalmente se hicieron diluciones seriadas al medio o al quinto, el rango de

concentraciones a preparar fue determinado por experimentos previos.

En cuanto estas suspensiones estuvieron preparadas, se volcó el medio de cultivo

bloqueante y se sembraron las distintas áreas con 130 ul de las suspensiones celulares

correspondientes. Se incubó en atmósfera con 5 % C02, 100 % humedad en incubadora

bien nivelada y a 37 °C durante 6 horas.

Durante este tiempo las CSA específicas liberaron anticuerpos antitoxina los que se

unieron a las moléculas de antígeno que estaban adheridas a la placa en el punto donde se

encontraba depositada cada célula plasmática y sus adyacencias.

Cumplido el plazo de incubación se eliminaron las células mediante seis lavados con

PBS, 0,05 % Tween 20 intercalando entre ellos 2 lavados con agua destilada, 0,05 % Tween

20 durante 30 segundos cada uno para provocar la ruptura por shock osmótico de las células

más adheridas.

Las placas fueron incubadas toda la noche a 4 °C en cámara húmeda con 110 pl por

área con los correspondientes anticuerpos (IgG) policlonales fabricados en cabra,

específicos para el isotipo de inmunoglobulina de rata que se deseó revelar y purificados por

afinidad:

Anticuerpos anti-cadena y de lgG de rata (cat. R5130, Sigma).

Anticuerpos anti-cadena a de IgA de rata (cat. Al 10- 102A, Bethyl Laboratories

Inc.).

Anticuerpos anti-cadena u de IgM de rata (cat. 55739, Organon Tecknika, Cappel

Division).

Cada uno de estos antisueros fire diluido en PBS-Tween en una proporción que fue

determinada por experimentos de titulación previos, eligiendo la mayor dilución que aún

revela la mayor cantidad de puntos específicos con buena intensidad y mínima coloración

de fondo.
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Se lavó cinco veces con PBS-Tween para eliminar el anticuerpo no unido.

Se incubó 2 horas a temperatura ambiente en cámara húmeda con llO ul de

anticuerpos hechos en conejo anti-IgG (cadenas H y L) de cabra, purificados por afinidad y

conjugados con peroxidasa de rabanito (cat. 611620, Zymed Laboratories Inc. San

Francisco) diluido en PBS- Tween. La dilución de trabajo fue determinada por titulaciones

previas con los mismos criterios empleados para los anticuerpos anti-inmunoglobulinas de

rata.

Se lavó cinco veces con PBS-Tween.

Los puntos de producto coloreado insoluble (debidos a los anticuerpos secretados

por las células que se buscan cuantificar) fueron desarrollados cubriendo con solución de

sustrato revelador (160 pl/área) que consiste en una solución al l % en agar noble (Difco

Laboratories) con 0,8 myml para-fenilendiamina (PPD, Sigma), 0,1 % v/v peróxido de

hidrógeno 30 vol.(Parafarm, Droguería Saporiti) diluidos en PBS. Para ello se contó con

una solución al 2 % de agar en PBS, fundido y llevado a 45 °C en baño termoestabilizado.

En el instante de usarla se preparó una solución de l,6 mg/ml de PPD en PBS a 45 °C en

baño a la que se le agregó el H202 tal que dio una solución 0,2 % v/v. Inmediatamente se

mezclaron l vol. del agar con l vol. de sustrato y con ella se cubrieron las áreas descriptas.

Las placas se mantuvieron en oscuridad entre 10 y 15 minutos mientras se

depositaban los cristales oscuros del producto de la reacción enzimática formando puntos

visibles.

La reacción se detuvo sumergiendo en agua las placas unos minutos y al mismo

tiempo se fueron contabilizando los puntos, en algunos casos con la ayuda de una lupa

compuesta de bajo aumento (6X o 12X) y los datos fueron ajustados a números de CSA

específicos (cada una formadora de un punto) por cada 107células nucleadas.

La especificidad del ensayo fiJe determinada con experimentos previos en los que se

ensayó la capacidad de células de bazo provenientes de animales inmunizados y no

inmunizados con toxina colérica de formar puntos en las placas cubiertas con la toxina o
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con seroalbúmina bovina o sin antígeno. Solamente las células de las ratas inmunizadas

probadas en las placas cubiertas con toxina colérica dieron resultados positivos, mientras

que las pruebas hechas con células de animales no inmunizados o en placas cubiertas con

BSA fueron negativas.

Para validar cada experimento, células de bazo de un control positivo fueron

ensayadas en cada placa.

D.6.l. Cálculo del número total de CSA antitoxina por órgano

Para estimar las cantidades totales de CSA antitoxina de cada isotipo que tienen los

órganos (número absoluto) es necesario conocer la cantidad total de células que poseen los

órganos estudiados. Para ello, en algunos casos, la preparación de las suspenciones celulares

se realizó en forma exhaustiva hasta vaciar completamente de tejido linfoide a los órganos y

se contó la cantidad total de células nucleadas de cada uno.

En el caso de la médula ósea esta operación se hizo con un fémur. Mediante

experimentos de incorporación de F659,Deenen y col. (262) demostraron que en la rata un

fémur representa el 9 % del total de la médula ósea de un individuo. Nosotros usamos esta

información para calcular la cantidad total de células de toda la médula ósea a partir del

número total de células de un solo fémur.

D.7. Ensayo de ELISA para determinar los nivelesde anticuemos anti-toxina colérica

Para evaluar la presencia de anticuerpos anti-toxina colérica en las muesüas de suero

y fluido intestinal se realizó un ensayo de ELISA con modificaciones a uno descripto por

Lycke (255, 259 y 263).

A placas de microtitulación para ELISA de 96 pocillos de poliestireno con fondo

plano (Corning, Corning Costar Co.) se les agregó 100 ul en cada pocillo de una solución 3

pg/ml de monosialo-gangliósido GMl (Sigma) en PBS y se dejó adsorber toda la noche a

temperatura ambiente en cámara húmeda.
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Luego de lavar cuatro veces con PBS, se cubrió con 100 ul por pocillo de toxina

colérica purificada (Sigma) diluida a 3 ug/ml en PBS. Se incubó toda la noche a 4 °C en

cámara húmeda. Se prepararon algunos pocillos sin toxina colérica como controles.

Se volcó el antígeno y agregó 200 ul por pocillo de leche descremada en polvo

(Molico, Nestlé S.A.) al 8 % en PBS y se incubó 2 horas a 37 °C en cámara húmeda para

bloquear los sitios de unión a proteínas aún libres.

Se lavó 5 veces con PBS, 0,05 % Tween 20.

Se sembraron 100 ul de las diluciones de las muestras de suero y fluido intestinal en

PBS-Tween. Las muestras de fluido intestinal fueron previamente centrifugadas 5 minutos a

10.000 r.p.m. y se analizaron a las diluciones iniciales de 1/5 y 1/50. Los sueros fueron

analizados a las diluciones iniciales de 1/25 y 1/500 para las muestras débiles y a las

diluciones 1/100 y l/10.000 para las muestras fuertes. A partir de esas diluciones se

efectuaron series de diluciones al medio en la placa. Cada muestra fue también probada en

pocillos sin antígeno adherido.

Las muestras fueron incubadas l hora a 37 °C en cámara húmeda. Luego se lavaron

las placas cinco veces con PBS- Tween.

Las distintas clases de anticuerpos antitoxina fueron detectadas agregando 100 ul

por pocillo de los antisueros específicos hechos en cabra contra los correspondientes

isotipos de rata y purificados por afinidad. Es decir que se usaron los mismos anticuerpos

anti-cadenas y, a o u de inmunoglobulina de rata ya descriptos en la técnica de ELISPOT,

aunque ahora fueron diluidos en PBS-Tween a las concentraciones que se determinaron en

titulaciones previas con la técnica de ELISA, eligiendo la mayor dilución que aún dio el

título máximo en muestras positivas y mínimos inespecíficos a las mismas diluciones

analizadas.

Se incubó l hora a 37 °C en cámara húmeda y luego se lavó cinco veces con PBS

Tween.
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Se colocaron 100 ul por pocillo de inmunoglobulina de conejo anti-IgG (molécula

entera) de cabra, purificada por afinidad y conjugada con peroxidasa de rabanito (cat.

A5420, Sigma) diluida en PBS-Tween a la concentración previamente determinada por

ensayos en damero, eligiendo la mayor dilución de conjugado que aún permitió detectar el

máximo título de un suero antitoxina con niveles mínimos de señal inespecíflca.

Se incubó l hora a 37 °C en cámara húmeda y se lavó cinco veces con PBS-Tween.

Se colocaron 100 ul por pocillo de la solución del sustrato consistente en l mg/ml de

o-fenilendiamina (OPD, Sigma), 0,05 % v/v peróxido de hidrógeno 30 vol. en buffer citrato

fosfato pH 5,0 preparados en el momento de usar.

Las placas fueron mantenidas entre lO y 15 minutos a temperatura ambiente en

oscuridad y se detuvo la reacción agregando 50 pl/pocillo de SO4I-Iz2 N. Se midió la

densidad óptica (DO) a 492 nm en un lector de placas (Modelo 980, Metrolab).

Los niveles de antitoxina de las muestras de sueros y fluidos intestinales fueron

expresados como unidades arbitrarias de ELISA tomadas como la recíproca de la última

dilución de la muestra que tiene una densidad óptica por encima del punto de corte. El punto

de corte se fijó en 0,2 de absorbancia por encima de la señal de fondo (blancos sin antígeno

adsorbido al soporte). Experimentos previos en nuestro laboratorio mostraron que en las

curvas dosis-respuesta de ELISA de un número elevado de ratas normales la media de

absorbancia más 3 veces el desvío stande nunca supera el valor de 0,2 de DO a diluciones

en los que los sueros de animales inmunizados siempre mostraron una absorbancia mayor a

ese valor (263).

En cada experimento se corrió una muestra positiva de referencia y controles

normales no inmunizados.
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D.8. Cultivos primarios de células de órganos linfáticos

Para preparar cultivos de células de los órganos que se estudiaron se procedió a

disecar estos órganos trabajando en condiciones de esterilidad. Las suspensiones celulares

se prepararon como se describe arriba excepto que se trabajó con normas de esterilidad y el

proceso se llevó a cabo en una campana de flujo laminar estéril.

Se sembraron 3.106 células de los órganos individuales en un volumen de l ml en

placas de cultivo de 24 pocillos por triplicado y en medio de cultivo RPMI 1640

suplementado con lO % SFB, 25 mM l-lepes (ácido N-2-hidroxi-etilpiperazina -N'-2

etanosulfónico), 2 mM l-glutamina, 0,05 mM 2-mercaptoetanol, 100 U/ml penicilina y 100

pgml estreptomicina. En paralelo se efectuaron controles de proliferación positiva

agregando al medio l pg/ml de Concanavalina A.

Los cultivos fiJeron incubados durante 4 días a 37 °C con atmósfera de 5 % C02,

100 % de humedad.

Finalizado el período de cultivo se cosecharon las células resuspendiéndolas con

pipeta. Se las lavó por centrifugación con medio de cultivo. Se calculó el número de células

viables por el método de exclusión del azul tripán y se prepararon concentraciones celulares

adecuadas para investigar la presencia de CSA antitoxina por ELISPOT.

D.8.]. Cultivos con bloqueo dela presentación antigénica via el MHC clase Il

Algunos cultivos de células de bazo se realizaron con la presencia o ausencia de

cantidades inhibitorias de anticuerpo monoclonal anti-antígeno la de rata del CMI-l Clase lI

(clon MRC OX-6, Seralab).

D.8.2. Cultivos en ausencia de células adherentes

Otros experimentos fueron efectuados previa eliminación de las células adherentes.

Para ello se colocaron 2.107 células de las suspensiones individuales enteras en placas de
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Petri para cultivos de tejidos de poliestireno (Corning) de 5 cm de diámetro en medio de

cultivo completo. Se incubó 2 horas a 37 °C con 5 % C02.

Siempre cuidando las condiciones de esterilidad se recuperaron delicadamente las

células que no se adhirieron y se ajustó la concentración celular para proceder al cultivo de

4 días de igual modo que con las suspensiones celulares enteras.

D.9. Eliminación de células B o T por inmunocitoadherencia Manning)

Basados en métodos clásicos para separación de poblaciones de linfocitos (264

266.), placas de Petri de lO cm de diámetro de poliestireno grado bacteriológico (Falcon)

fiieron cubiertas con 4 ml de anticuerpos de cabra anti-IgG (cadenas H y L) de ratón

purificado por afinidad (cat. F7340, Acurate) a una concentración de 25 pg/ml en buffer

carbonato-bicarbonato pH 9,6. Para poder cubrir con ese volumen, primero se extendieron

en toda la superficie de la placa (que debe estar en una superficie horizontal bien nivelada)

15 ml de la solución de anticuerpos, delicadamente y sin inclinar la placa se extrajeron por

pipeteo ll ml de la solución cuidando de que no se corte la película de líquido, este

volumen que se quitó se utilizó en otras placas. Se dejó absorber el anticuerpo 2 horas a

temperatura ambiente.

Luego se recuperó la dilución del anticuerpo (sirve para varios usos) y se enjuagó la

placa cuatro veces con PBS. Se volcó el buffer y se agregó medio de cultivo RPMI 1640, lO

% SFB para bloquear los sitios de unión a proteinas aún libres. Se incubó al menos 30

minutos a temperatura ambiente.

Paralelamente, células provenientes de las suspensiones de bazo o médula ósea de

las ratas dadoras en los experimentos de transferencia adoptiva fueron marcadas con

anticuerpo monoclonal anti-CD3 (clon G4.18, Phan'ningen) o anti-CD45RA (clon OX33,

Phanningen) para señalar a las células T y B respectivamente. Las cantidades de

monoclonales usadas (que fueron evaluadas por experiencias previas) se diluyeron en medio

de cultivo con 10 % SFB y la marcación se incubó 20 minutos a O°C.
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Luego de lavar las células 2 veces con medio de cultivo, se sembraron 5.107 células

en cada placa de Petri (que poseían adsorbido el anticuerpo anti-IgG de ratón) y se dejaron

adhiriendo 90 minutos a 4 °C en 4 ml de medio de cultivo con lO % SFB. A los 45 minutos

las placas fueron agitadas muy suavemente.

Se colectó la fracción de células no adheridas inclinando un poco la placa y

aspirando el líquido sin provocar reflujo. Suavemente se agregaron varias gotas de medio

sobre la superficie inclinada para producir un leve arrastre de las células no adheridas y se

volvió a aspirar el medio cuidando de no desprender las células adheridas. Se calculó la

concentración celular obtenida contando en un hemocitómetro una dilución de células en

solución de Turk y se concentraron por centn'fugación y resuspensión en un menor volumen

de medio de cultivo para inyectarlas en los receptores singeneicos.

Se reservaron alícuotas de los distintos tratamientos para evaluar el grado de

contaminación por citometría de flujo.

Como la mayoría (aproximadamente el 90 %) de las células nucleadas de bazo son

linfocitos, a las fracciones a las que se les eliminaron los linfocitos T las llamamos "fracción

de células B" e inversamente a las suspenciones a las que se les separaron los linfocitos B

las llamamos "fracción de células T". Por otra parte debido a que solamente alrededor de un

20 % de las células nucleadas de médula ósea son linfoides a las poblaciones que fueron

depletadas de linfocitos T o B se las denominó "fracción sin células B o T" respectivamente.

D.10. Esplenectomías

Las ratas fueron ayunadas aproximadamente durante 18 horas manteniendo el libre

acceso al agua para beber. Cada animal fue anestesiado profundamente con éter etílico y se

le desinfectó el abdomen con Povidona iodada (Difexon PVPL). Trabajando con

instrumental estéril se realizó una laparotomía en la parte izquierda del abdomen y por ella

se extrajo el bazo. Se cortó la lámina de tejido conectivo que se une al bazo cuidando de no

cortar vasos sanguíneos importantes. Con sutura de seda tamaño 5-0 en aguja curva se

practicó un nudo en la zona del mesenterio atravesada por la arteria y la vena esplénica de
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modo de interrumpir la circulación del bazo. Para extirpar el bazo se cortó el tejido que

quedó enUe la cápsula y el nudo realizado.

Para terminar se introdujo en la cavidad peritoneal el tejido que asomaba fuera del

abdomen y se suturaron por separado la musculatura del abdomen y la piel con similar aguja

y sutura.

D.ll. Cuantificación de poblaciones celulares por citometría de flujo

D.ll.l. Análisis de linfocitosT y B en médula ósea de rata adulta:

Se prepararon suspensiones celulares de médula ósea de ratas de l año de edad

como se describió arriba. Una alícuota conteniendo 106células fue resuspendida en 30 ul de

anticuerpo monoclonal anti-CD3 (clon G4.l8 Pharmingen) o anti-CD45RA o A/B (clon

OX33, Pharmingen) diluidos en RPMI 1640, 5 % SFB a la concentración determinada en

una titulación previa. Se incubó por 30 minutos sobre hielo. Como controles negativos

algunas células fueron tratadas con anticuerpos del mismo isotipo pero sin especificidad

reconocida (Pharmingen).

Las células fueron lavadas por centrifugación 3 veces con PBS.

Se resuspendieron las células en 30 ul de la fracción F(ab')2 de IgG de cabra anti

IgG de ratón conjugada con isotiocianato de fluoresceina (FITC) que no presenta

cruzamiento con IgG de rata (cat.55512, Cappel) a una dilución previamente determinada

por titulación en damero. Se incubó 30 minutos sobre hielo.

Se eliminó el anticuerpo no unido lavando 3 veces con PBS.

Todas las muestras fueron resuspendidas en l ml de PBS y analizadas por citometria

de flujo en un FACScan (Becton Dickinson) del Servicio de Inmunogenética del Hospital

de Clínicas Gral. José de San Martín, UBA.
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El análisis de la población de linfocitos se realizó a partir de la típica región que, por

tamaño y granulosidad, determinan en el gráfico de dispersión de luz lateral versus luz

frontal.

D.ll.2. Análisis de contaminación con linfocitos T o B en las poblaciones depletadas

por inmunocitoadherencia:

Se resuspendíeron 2.106 células, provenientes del tratamiento de depleción descripto

más arriba, en 30 pl anticuerpo monoclonal anti-CD45RA o anti-CD3 diluido a un grado

determinado por ensayos previos en medio RPMI 1640, 5 % SFB.

Se incubó durante 20 minutos en hielo y luego se lavó dos veces con medio de

cultivo.

Se resuspendíeron las células en 30 pl de la fracción F(ab')2 de inmunoglobulina de

cabra anti-IgG de ratón conjugada con FITC que no cruza con rata (Cappel) diluida en

RPMI 1640, 5 % SFB a una concentración previamente determinada por titulación en

damero.

Se incubó 20 minutos en hielo y se lavó 2 veces con medio de cultivo. Las células

fueron resuspendidas en l ml de PBS y analizadas por citometria de flujo.

D.12. Determinación de la permanencia de compleios antígeno-anticuerpo en órganos

linfáticos secundarios

Se buscó determinar si los complejos antígeno-anticuerpo permanecen en los

órganos linfáticos por medio de un estudio que indica si los anticuerpos circulantes están

ejerciendo un control negativo sobre la producción de novo de anticuerpos.

Ratas Wístar WHAK/Hok fueron inmunizadas con toxina cole’ricapor la ruta ig. En

el intervalo de 12 meses se realizaron varios sangrados exploratorios para medir la caída del

titulo de anticuerpos antitoxina en la circulación. A los 12 meses los titulos de los
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anticuerpos declinaron aproximadamente un logaritmo y a ese tiempo se sometió a los

animales a un severo sangrado hasta extraer entre un 35 y 45 % de la volemia del animal. Se

consideró que una rata tiene 65 ml de sangre por Kg de peso (267).

Para realizar estos sangrados se practicó punción cardíaca con jeringas de 10 cc y

aguja calibre 210 bajo anestesia de vapores de éter etílico. Altemativamente se anestesió a

los animales hasta un plano profundo por casi l hora con una inyección intraperitoneal de

1,05 ml/Kg de una mezcla de 40 mg/ml Ketamina (Holliday-Scott S.A.), 5 mg/ml de

Xilacina (Rompun®, Bayer), y luego se cortó el extremo de la cola y repetidas veces se

apretó con los dedos pulgar e índice la base de la cola deslizando los dedos hasta la punta de

la cola manteniendo siempre la presión de modo de facilitar un lento sangrado por varios

minutos. Para reponer electrolitos en todos los casos se inyectaron 6-7 ml de Solución

Fisiológica de ClNa en forma intraperitoneal o subcutánea. Se trabajó en una sala a 30 °C

hasta que los animales despertaron de la anestesia.

Cinco días después se tomaron muestras de suero y las ratas fueron sacrificadas. Se

analizó la cantidad de IgG antitoxina por ELISA en los sueros de los sangrados masivos y

en los del día del sacrificio.

D.l3. Análisis estadístico

Se hicieron comparaciones estadísticas no paramétricas de 2 muestras provenientes

de distintos tratamientos usando la prueba U de Mann-Whitney y la prueba de Wilcoxon

para 2 muestras (268 y 269). Se consideraron con diferencias significativas las

comparaciones con P< 0,05. Se aplicó transformación logaritmica a los títulos de

anticuerpos obtenidos por ELISA para poder comparar las medias de 2 muestras diferentes.
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D.l4. MEDIOS, BUFFERS Y OTRAS SOLUCIONES

Buffer Fosfato Salino segg'n Dulbecco 1PBS)'

Cloruro de potasio 0,2 gr
Fosfato monobásico de potasio, anhidro 0,2 gr
Cloruro de sodio 8,0 gr
Fosfato dibásico de sodio, anhidro 1,15 gr
pH a temperatura ambiente 7,5 i 0,3
Agua destilada c.s.p. l litro.

l. Dulbecco R y Vogt M. 1957. J. Exp. Med.106: [67-69.

Medio de cultivo RPM] 1640 de Moor y col.2

Como desarrollaron Moore y col., completado con el agregado de:
Bicarbonato de sodio 2,0 gr/l
HEPES (N-[2-Hidroxietil]piperazina

N'-[ácido 2-etanosulfónico] 5,96 gr/l
l-Glutamina 0,3 gr/l
Penicilina G 100.000 U/l

Estreptomicina, sulfato 0,1 g/l.

Para lavados de suspensiones celulares y tinciones de inmunofluorescencia se suplementó
con:

Suero fetal bovino (SFB) 50 ml/l.

Para ELISPOT, cultivos de células ypanning se suplementó con:
SFB 100 ml/l.

Para cultivos de linfocitos se agregó además:
2-Mercaptoetanol para llegar a una concentración de 0,05 mM.

2. Moore GE, Gemer RE y Franklin HA. ¡967. JAMA, ¡99:519-24.
Moore GE y Kitamura H. 1968. NY State Journal of Medicine. 68:2054-60.
Moore GE y Woods LK. 1976. Tissue Culture Association Manual. 3:503-8.

Soluciónde bicarbonato para inoculaciónintragástrica

Bicarbonato de sodio 3 gr
PBS c.s.p. lOOml.



EDTA-Inhibidor de trigsina

EDTA (ácido etilendiarnino tetraacético) 1,46 gr
Inhibidor de Tripsina de Soja, tipo I-S 10 mg
Agua destilada c.s.p. 100 ml.

Primero solubilizar el EDTA y ajustar a pH 6 con NaOH diluido,
luego disolver el inhibidor de tripsina.

PMSF 100 mM

PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 17,42 gr
etanol 96 grados 100 ml.

Solucionespara preparar suspensiones celulares

Buffer Citrato-Fosfato

Citrato trisódico, dihidrato 14,70 gr
Cloruro de sodio 5,6] gr
Fosfato monobásico de potasio, anhidro 1,089 gr
Fosfato dibásico de sodio, anhidro 0,795 gr
Cloruro de potasio 0,1 12 gr
Agua destilada c.s.p. 1 litro
Verificar y ajustar a pH 7,2 -_|-0,3.

Buffer Citrato-Fosfato-Ditioueitol (DTI)

Ditiotreitol 0,154 gr
Buffer citrato-fosfato c.s.p. l litro.

Buffer Citrato-Fosfato-BSA

Albúmina de suero bovina, fracción V 15 gr
Buffer citrato-fosfato c.s.p. l litro.

Azul Tripán para recuento de viabilidad de células3

Azul tripán 40 mg
Cloruro de sodio 850 mg
Agua destilada c.s.p. 100 ml.



Solución de Turk para recuento de leucocitos3

Acido acético glacial 3 ml
Violeta de genciana 0,01 gr
Agua destilada c.s.p. 100 ml.

Solución para lisis de eritocitos3

Solución A: Cloruro de amonio, anhidro 8,3 gr
Agua destilada c.s.p. l litro.

Solución B: Tris base (Tris(hidroximeti|)aminometano)20,6gr
disolver en 900 ml de agua destilada
ajustar a pH 7,65 con HCI l M
llevar con agua destilada a l litro.

Solución de üabajo (0,14 M Nl-I4Cl;0,017 M Tris.HCl):
Solución A 90 ml
Solución B lO ml
Verificar y ajustar a pH 7,2 con HC].

3. Mishell BB y Shiigi SM Eds. ¡980. Selected Methods in Cellular lmmunology. Freeman WH y Co. San
Francisco.

Pannin

Buffer Carbonato-Bicarbonato 0,05 M para adsorción al mliestireno

Carbonato de sodio, anhidro 1,59 gr
Bicarbonato de sodio 2,93 gr
Agua destilada c.s.p. l litro
Ajustar a pH 9,6.

ELISA 1 ELISPOT

PBS-Tween

Tween 20 (Monolauratode
políoxietilen sorbitan) 0,5 ml
PBS c.s.p. l litro.

Agua-Tween

Tween 20 0,5 ml
Agua destilada c.s.p. l litro.



Solución de Sustrato Revelador para ELISPOT

Gel de Agar: Agar grado electroforétíco
o para inmunodifusíón 2 gr
PBS c.s.p. 100ml.

Minutos antes del revelado fundir el Gel de Agar y mantenerlo a 47 °C.
Al momento de revelar preparar:
Solución de PPD: para-Fenilendiamina 160 mg

PBS entibiado a 47 °C c.s.p. 100 ml.

ahora mezclar l volumen de Gel de Agar
l volumen de Solución de PPD

H202 30 vol. para llegar a concentración 0,1 % v/v.

Buffer Citrato-Fosfato pH 5,0 para revelar ELISA

Solución A: Acido cítrico, anhidro 19,2 gr
Agua destilada c.s.p. 1 litro.

Solución B: Fosfato díbásico de sodio, anhidro 28,4 gr
Agua destilada c.s.p. l litro.

luego mezclar Solución A 243 ml
Solución B 257 ml

Agua destilada c.s.p. l litro
verificar y ajustar a pH 5,0.

Sustrato para ELISA

Disolver y mezclar en el instante de usar:

orto-Fenilendiamina (OPD) 100 mg
Buffer citrato-fosfato pH 5,0 c.s.p. 100 ml
H202 30 vol. para llegar a concentración 0,05 % v/v.
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Resulrados

E.l. CSA ANTITOXINA EN MEDULA OSEA POR INMUNIZACION EN LA

MUCOSA INTESTINAL

E.l.l. Rápida aparición y acumulación de CSA antitoxina en médula ósea luego de

inmunizacíones intragásticas

Para investigar si una o más inmunizaciones orales con 20 pg de toxina colérica son

capaces de provocar la aparición de CSA específicas en médula ósea y para establecer si

luego de uno o más reestímulos la cantidad de CSA antitoxina alojadas en este órgano se

incrementa preferencialmente respecto a otros órganos linfoides (como ocurre durante una

inmunización sistémica) las ratas fueron inmunizadas en principio con una dosis de toxina

colérica por la vía ig o con dos o tres dosis del antígeno a intervalos semanales.

A las dos semanas siguientes a una inmunización con una única dosis de toxina

colérica se encontró que en médula ósea y bazo había bajas cantidades de CSA antitoxina

de isotípo lgA o IgG por millón de células nucleadas. En cambio un importante número de

CSA especificas fue detectado en el ganglio mesentérico para las dos clases de

inmunoglobulinas estudiadas (Figura l).

Luego de haber inoculado dos dosis de toxina colérica el número de CSA antitoxina

de isotípo IgG o lgA por millón de células en médula ósea y placas de Peyer sufrió un

incremento de cinco veces respecto a los valores observados en animales que recibieron

sólo una dosis de antígeno, mientras que para el ganglio mesentérico y el bazo dicho

incremento fue de tres veces. Los resultados obtenidos luego de administrar tres dosis de

toxina colérica no fueron diferentes de aquellos del esquema de dos dosis de antígeno. En

todos los experimentos el ganglio mesentérico fue el órgano que expresó el mayor número

de CSA antitoxina de isotípo IgG o lgA por millón de células.

Con el objeto de analizar si en la médula ósea se produjo una localización

preferencial de las CSA antitoxina del isotípo lgA en comparación a los otros tejidos

linfoides considerados, fue calculada para cada órgano la proporción
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Número de CSA antitoxina
de isotipo IgG/106 células

encontrándose que en la médula ósea esta proporción fue significativamente mayor que

para bazo y ganglio mesentérico en cualquiera de los esquemas de inmunización con una,

dos o tres dosis de antígeno (Figura 2).

Por ser un dato más representativo de la contribución relativa de cada órgano al total

de las CSA antitoxina en todo el organismo se calculó el número absoluto de CSA

antitoxina de clase IgA o IgG por órgano. Con una sola dosis de antígeno la médula ósea

pronto se convirtió en el principal órgano que contiene CSA antitoxina de isotipo IgA. Este

predominio se acentuó luego de dos o tres dosis de toxina colérica (Figura 3). En cuanto a

las CSA que sintetizan el isotipo IgG, luego de una única inoculación de antígeno el ganglio

mesentérico fue el órgano que más CSA específicas contiene. Con dos inmunizaciones la

médula ósea y el ganglio mesentérico alojaron similares cantidades de CSA antitoxina de

clase IgG pero tras una tercera dosis de antígeno la médula ósea pasó a ser el órgano

principal.

E.l.2. Una única inmunización directa en las placas de Peyer genera CSA antitoxina

en médula ósea

Para apoyar la idea de que en los experimentos anteriores la respuesta de CSA

antitoxina observada se debe a una estimulación local del GALT provocada por la

administración ig de antígeno se procedió a inyectar ratas Wistar exocriadas con 20 ug de

toxina colérica por vía ipP para asegurar que el antígeno alcance el GALT en forma directa.

Al trabajar con ratas de 8 semanas de edad se observó que a la primer semana

posterior a la inmunización ya fue posible detectar, aunque en bajas cantidades, CSA

antitoxina en médula ósea y había similar número de CSA del isotipo IgA y del IgG. En

placas de Peyer y en mayor medida en ganglio mesentérico y bazo se encontraron mayores

cantidades de CSA antitoxina por millón de células nucleadas que en médula ósea y en

estos casos el número de CSA antitoxina de clase IgG por millón de células fue superior al
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Figura 1.
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2
Número de dosis de toxina colérica

Número de CSA antitoxina de ¡sotipo lgA (A) o lgG (B) por millón de células

nucleadas. Ratas de 8 semanas de edad fueron inoculadas por la vla intragástrica con

1, 2 o 3 dosis de toxina colérica con intervalos de una semana entre cada dosis para los

individuos que recibieron más de una inoculación. Se cuantificó el número de CSA

antitoxina para cada órgano a los 15 dlas después de la última inoculación, empleando

la técnica de ELISPOT. En todos los casos las barras expresan las medias más los

errores estándar (ES) mostrados como lineas. El tamaño de los grupos experimentales

(n) fue de 4 a 6 animales.
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Figura 2.
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0.0

Número de dosis de TC

Proporción de CSA antitoxina de isotipo lgA sobre CSA antitoxina de isotipo IgG.

Las ratas fueron inoculadas por Ia via ig con 1, 2, o 3 dosis de toxina colérica en los días

0, 7 y 14. Para cada caso se calculó el número de CSA antitoxina en la médula ósea,

bazo y ganglio mesentérico a los 15 dias después de Ia última dosis de antígeno.

Medias i ES (n = 4 o 6).

* P< 0,001; ** P< 0,01; *** P< 0,05 al comparar el bazo y el ganglio mesentérico

contra la médula ósea por la prueba U de Mann-Whitney.
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Figura 3.
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Cantidad de CSA antitoxina por órgano en las placas de Peyer, ganglio

V mesentérico, bazo y médula ósea. Ratas de 8 semanas de edad fueron inoculadas
‘ con entre 1 a 3 dosis de toxina colérica en forma ig y sacrificadas a los 15 dias luego de

la última dosis. Para calcular el número de células de la médula ósea se consideró que

un fémur de rata posee el 9 % del total de la médula ósea del individuo. En cada barra

(CSA de isotipo lgA o lgG), el segmento correspondiente a alguno de los órganos

(placas de Peyer, ganglio mesentérico, bazo o médula ósea) representa la media del
número total de CSA.
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Figura 4.
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Número de CSA antitoxina de isotlpo lgA (A) o lgG (B) por millón de células

nucleadas luego de una inmunización intra-placas de Peyer. Ratas de 8 semanas de

edad fueron inoculadas con toxina colérica al día 0 en lotes de 4 o 6 animales que fueron

sacrificados a los días 7. 14 o 21 para cuantificar las CSA lgA o lgG en cada órgano

estudiado. Los resultados se expresan como medias :t ES.
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número de CSA antitoxina de clase lgA por millón de células (Figura 4).

A la segunda semana posterior a la inmunización en el bazo y en la médula ósea se

detectó un incremento de dos veces en el número de CSA por millón de células tanto para

las de isotipo IgG como para las de lgA, mientras que no se registró tan alto aumento en el

número de CSA especificas en placas de Peyer ni en ganglio mesentérico.

A la tercer semana post-inmunización comenzó la disminución de las CSA en los

órganos linfoides estudiados. Nuevamente el ganglio mesentérico file el órgano con mayor

número de CSA antitoxina por millón de células nucleadas.

E.l.3. La aparición de células plasmáticas en médula ósea no decae con la edad

Para evaluar si la importancia de la médula ósea como lugar de sintesis de

anticuerpos antitoxina varía con la edad se repitió la inmunización ipP pero ahora en ratas

de 35 semanas de edad. Se determinó que a esta edad en médula ósea, ganglio mesentérico

y bazo los números de CSA específicos fueron mayores a los observados en ratas de 8

semanas de edad para las dos clases de inmunoglobulínas estudiadas (Figura 4 vs Figura S).

Por otra parte mientras que en la médula ósea la mayor cantidad de CSA antitoxina se

observó a la tercer semana post-inmunización, en placas de Peyer, ganglio mesentérico y

bazo los números de CSA antitoxina alcanzaron un máximo a la segunda semana post

inmunización (Figura 5). También se observó que la médula ósea posee una mayor cantidad

de CSA antitoxina por millón de células que las placas de Peyer, tanto para las CSA de lgA

como para las de lgG. Además el ganglio mesentérico, seguido por el bazo, es el órgano

que en el pico de la respuesta expresa el mayor número de CSA específicas del isotipo IgG

o lgA por millón de células nucleadas.

Para analizar si la contribución relativa de la médula ósea al total de las CSA

antitoxina de clase lgA se modifica con la edad se calcularon, en las ratas de 8 y 35 semanas

de edad, las proporciones del
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Figura 5.
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Cantidad de CSA antitoxina de isotipo IgA (A) e IgG (B) por millón de células

nucleadas en ratas de 35 semanas de edad luego de una inmunización ipP. Las

ratas fueron inoculadas con toxina coléríca en el día 0 en grupos de 4 a 6 animales y

sacrificadas a los días 14 o 21 para determinar las CSA IgA e IgG en los órganos
estudiados. Medias :t ES.
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Número de CSA antitoxina de isotipo IgA
en médula ósea

Número de CSA antitoxina de isotipo IgA
en el bazo

resultando que no surgieron diferencias significativas del valor de esta proporción entre
animales de las dos edades estudiadas (Tabla I).

Tabla I. Proporción del número de CSA antitoxina en la médula ósea sobre las CSA en el
bazo para los isotipos lgA o lg .'

CSA en médula ósea / CSA en bazo b

tiempo dela Edad de las ratas utilizadas
determinación

lsotipo de las CSA (dei) 8 semanas 35 semanas

lgA 14 02810,16 0,181014

21 0,216 i 0,074 0,31 :1:0,25

lgG 14 0,22 i 0,13 0,112 i 0,053

21 0,177 i 0,042 0,30 i 0,22

'Ratas de 8 o 35 semanas de edad fueron inmunizadas con toxina colérica ipP y sacrificadas a los
14 o 21dpi para determinar la cantidad de CSA como en las figuras 4 y 5.
bMedias i desvío standard (DS).

Además tampoco se encontraron diferencias en la proporción de

Número de CSA antitoxina de isotipo lgG
en médula ósea

Número de CSA antitoxina de isotipo IgG
en el bazo

cuando las dos edades fiJeron comparadas, probablemente debido al tamaño y alta varianza

de las muestras.

Sin embargo la razón

Número de CSA antitoxina de isotipo IgA
en médula osea

Número de CSA antitoxina de isotipo lgA
en placas de Peyer
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en ratas de 8 semanas de edad fue significativamente menor que en ratas de 35 semanas.

También la razón

Número de CSA antitoxina de isotipo lgG
en médula ósea

Número de CSA antitoxina de isotipo lgG
en placas de Peyer

fue menor en las ratas de 8 semanas que en las ratas de 35 semanas de edad. Estas

diferencias fueron encontradas en 2 experimentos independientes (Tabla II) e indican que la

aparición de células plasmáticas en médula ósea luego de una inmunización intestinal no

decae con la edad.

Tabla II. Variación con la edad de la proporción del número de CSA antitoxina en la
médula ósea sobre las CSA en las placas de Pezer para los isotims IEAo lgG.’

CSA en médula ósea /CSA en placas de Peler b

Edad de las ratas utilizadas

Experimento lsotipo de las CSA 8 semanas 35 semanas Significancia ‘

l lgA 0,72 i 0,42 3,2 i 1,7 P< 0,0]

lgG 0.76 i 0,50 ¡,86 i 0,59 P = 0.025

ll lgA 0,89 :t 0,35 3,43 :t 0,82 P< 0,01

lgG 1,25 i 0,49 5,85 :t 0,92 P< 0,0]

'Ratas de 8 o 35 semanas de edad fiJeron inmunizadas con toxina colérica ipP y sacrificadas a los l4
dpi para determinar la cantidad de CSA antitoxina de isotipo lgA o lgG en la médula ósea y en las
placas de Peyer.
l’Medias d: DS.

cPrueba de Wilcoxon para 2 muestras y prueba U de Mann-Whitney.

E.l.4. La médula ósea tiende a acumular CSA del isotipo IgA luego de una

inmunización ¡EP

Cuando se buscó establecer si en la médula ósea hay una localización preferencial

(con respecto a los otros órganos estudiados) de las CSA antitoxina que expresan el isotipo

IgA, se puso atención a la proporción
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que se establece en cada órgano para cada una de las dos edades bajo estudio. Esta

proporción fue, en la médula ósea, significativamente mayor que en el ganglio mesentérico

o el bazo para ratas de 35 y 8 semanas de edad (Figura 6).

Para tener una medida representativa de la contribución relativa de cada órgano al

total de CSA antitoxina se calculó el número absoluto de CSA antitoxina por órgano. Se

observó que en los experimentos con ratas de 35 semanas de edad, a los 21 dpi la médula

ósea se ha convertido en el órgano que más CSA específicas de los isotipos lgA e lgG

alberga (sin tener en cuenta el intestino; Figura 7). En la misma situación se encontró la

médula ósea a los l4 dpi en los experimentos realizados con ratas de 8 semanas de edad y a

los 21 dpi la médula ósea también prevaleció en el mantenimiento de CSA antitoxina de

clase lgA aunque compartió este papel principal con el bazo respecto a alojar células

plasmáticas antitoxina de clase IgG.

E.2. EN LA ETAPA MAS TEMPRANA DE LA INMUNIZCION ORAL CON

TOXINA COLERICA SE PRODUCE UNA PRESENTACION DIRECTA EN EL

BAZO

E.2.l. En el bazo se produce la más rápida aparición de CSA con una inmunización

oral y esta rápida respuesta es rica en IgM

Conociendo que con una única dosis de toxina colérica por vía ig ya era posible

detectar células plasmáticas específicas incluso en médula ósea, se quiso averiguar qué tan

temprano aparecen las CSA antitoxina en el organismo de los animales inmunizados y

cuales son los órganos involucrados en la inducción primaria de la respuesta inmune de

anticuerpos.

En el corto plazo de 48 horas posteriores a la inmunización oral no se detectaron
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Figura 6.
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Proporción de CSA antitoxina de isotipo lgA sobre CSA antitoxina de ¡sotipo lgG

en ratas de 8 y 35 semanas de edad. Los animales fueron inoculados ipP con toxina

colérica en el día 0 y sacrificados a los 14 dpi para calcular los números de CSA

antitoxina en la médula ósea, bazo y ganglio mesentéríco. Medias t ES.

* P< 0,001; ** P< 0,01; *** P<0,05 al comparar el bazo y el ganglio mesentérico

contra la médula ósea con la prueba de U de Mann-Whitney.
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co, bazo y médula ósea.

a los valores medios (n = 4 o 6) encontrados en ias placas de Peyer, ganglio mesentéri

como barras) en los dias 7. 14 o 21. Los segmentos dentro de cada barra corresponden

inmunizadas en el día 0 y se midió el número de CSA de isotipo lgA e IgG (expresados

toxina colérica. Ratas de 8 semanas de edad (A)y de 35 semanas de edad (B) fueron
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CSA antitoxina ni en ganglio mesentérico ni en placas de Peyer pero si aparecieron en el

bazo. De las CSA específicas halladas, el 45 % expresaron el isotipo lgG y un 40 % el IgM,

el isotipo IgA fue expresado sólo por el 15 % de ellas (Figura 8).

Transcurridos 5 días de la inmunización el bazo continuó siendo el órgano que aloja

la mayor cantidad de CSA antitoxina por millón de células nucleadas pero ya se encontró

un pequeño número de CSA antitoxina por millón de células en ganglio mesentérico. El 27

% de las CSA antitoxina del bazo sintetiza el isotipo IgM mientras que dicho isotipo es casi

inexistente en ganglio mesentérico. También se encontraron unas pocas CSA antitoxina de

clase IgA en la lámina propia del intestino delgado.

A la semana post-inoculación se detectó un brusco incremento en el número de

CSA antitoxina por millón de células en el ganglio mesentérico, en particular las que

expresan el isotipo IgA e lgG alcanzan los valores medidos en bazo debido a que aunque en

este último órgano también se produjo un incremento del número de CSA respecto a las

cantidades encontradas a los 5 dpi éste no fue tan marcado. Sin embargo respecto a las CSA

antitoxina de isotipo IgM el bazo continuó exhibiendo la mayor cantidad. Además bajas

cantidades de células plasmáticas antitoxina de la clase IgA o lgG fueron observadas en

placas de Peyer. En la lámina propia del intestino delgado se evidenció un aumento muy

notable del número de CSA específicas del isotipo IgA.

Pasados ll días de la inmunización se midió un nuevo importante aumento del

número de CSA antitoxina en todos los órganos estudiados, aunque ahora restringido a las

células que expresan las clases lgG o IgA. A este tiempo el ganglio mesentérico superó al

bazo en el número de CSA antitoxina de isotipo lgG o IgA por millón de células aunque

esto no ocurrió con las CSA específicas que sintetizan clase IgM. En las placas de Peyer se

detectó un incremento de cinco veces en la cantidad de CSA antitoxina del isotipo IgA o

IgG pero no se encontraron células plasmáticas específicas de clase IgM. Por otra parte el

órgano que evidenció mayor cantidad de CSA antitoxina de isotipo IgA por millón de

células nucleadas fue la lámina propia del intestino delgado.
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Días posteriores al primado

Número de CSA anti-toxina colérica luego de un primado vía ig. Ratas de 8

semanas de edad fueron inoculadas con toxina colérica ai día 0 y por grupos de entre 4

y 6 animales se les extrajeron los órganos a los días 2, 5, 7 (A, B y D) u 11 (A. C y E)

para determinar la cantidad de CSA de isotipo lgM (A), lgG (B y C) e lgA (D y E) por

cada 107células nucleadas en las placas de Peyer. ganglio mesentérico, bazo y lámina

propia intestinal. Medias :t ES.
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E.2.2. La cinética de anticuerpos antitoxina en suero y fluido intestinal sigue en forma

coherente a la aparición de CSA

A las 48 horas siguientes a la inmunización no se detectaron anticuerpos antitoxina

ni en suero ni en fluido intestinal (Figura 9).

El análisis de la cinética de la respuesta de anticuerpos antitoxina liberados al suero

demostró que para el isotipo IgM al quinto dpi hubo niveles relevantes de anticuerpos

específicos en siete de entre nueve animales estudiados. A los siete dpi se encontró que

todos los individuos expresan IgM específica y a mayores niveles de respuesta. Pero al

undécimo día ya se midió una ligera retracción de las cantidades relativas de anticuerpos

antitoxina de clase IgM.

En cuanto a los primeros días de desarrollo de la respuesta de anticuerpos antitoxina

que corresponden a la clase IgG en suero, a los cinco dpi se observó que solamente tres de

nueve animales investigados mostraron niveles de anticuerpos especificos por encima de la

señal de fondo de los individuos controles sin inmunizar. Al séptimo y undécimo días se

detectó un marcado incremento de los valores de la antitoxina de isotipo IgG.

Con la cinética de la respuesta de anticuerpos antitoxina de isotipo IgA que

aparecieron en los lavados intestinales se determinó que a los cinco dpi sólo tres de entre

nueve ratas imnunizadas tuvieron niveles detectables de antitoxina de este isotipo. En el

séptimo día se encontró que la cantidad de anticuerpos específicos sufrió un intenso

aumento. Al undécimo dpi se midió un incremento de tres veces en los valores de

anticuerpos antitoxina de isotipo IgA respecto a las cantidades registradas a los siete días en

el fluido intestinal.

E.2.3. Los precursores de CSA antitoxina aparecen en bazo antes gue en ganglio

mesentérico luego de la inmunización por vía ig

Debido a que a las 48 horas posteriores a una única inmunización con toxina

colérica por vía ig no fiJeron detectadas CSA antitoxina en el ganglio mesentérico y
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Figura 9.
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IgA en el fluido intestinal (B) luego del primado oral. Grupos de seis ratas de 8
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tomaron muestras del suero y del fluido intestinal en ios días 2, 5, 7 y 11 para cuantificar

los anticuerpos especificos por la técnica del ELISA.Medias i ES.
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conociendo que cuando se inmuniza por esta vía, por un lado hay diferenciación local a

CSA y por otro lado los linfocitos B estimulados en las placas de Peyer migran al ganglio

mesentérico, se planteó la cuestión si las células B respondedoras a la toxina colérica

provenientes de las placas de Peyer aún no migraron hacia el ganglio mesentérico a las 48

horas de la administración del antígeno o si ya se encuentran en el ganglio mesentérico pero

todavía no alcanzaron el grado final de maduración y por ese motivo no se detectaron CSA

específicas a ese tiempo.

Para responder a esta cuestión se prepararon cultivos con las suspensiones celulares

del bazo de ratas de l y 2 dpi y con células del ganglio mesentérico de ratas inmunizadas 48

horas antes con una dosis ig de toxina colérica. Luego de cuatro días de cultivo las células

fueron recuperadas y se evaluó la presencia de CSA antitoxina por ELISPOT (Figura 10).

En los cultivos del ganglio mesentérico apareció una población de CSA específica que

presentaron una distribución de isotipo con mayoría de IgG (65 % de las células) seguida de

lgA (35 %). En cambio a partir de células de bazo fueron observadas muchas CSA

antitoxina que expresaron el isotipo lgM. Además las cantidades de CSA antitoxina por

millón de células fiJeron mayores que en los cultivos de ganglio mesentérico. Estos

resultados indican que a las 24 horas de la inmunización ig en el bazo ya se encuentran los

elementos necesarios para la aparición de células plasmáticas antitoxina.

E.2.4. Presentación in situ en el bazo luego de la inmunización oral con toxina colérica

El hecho de encontrar en los cultivos de bazo una alta proporción de CSA antitoxina

del isotipo lgM podría deberse a que en este órgano se produce una presentación in situ de

la toxina colérica. Para investigar esta hipótesis las suspensiones celulares de bazo, ganglio

mesentérico y placas de Peyer de animales inmunizados l o 2 días antes con una dosis oral

de toxina colérica fueron cultivadas durante cuatro días en presencia de anticuerpo

monoclonal anti-antígeno la de clase II del MHC de rata, en cantidades inhibitorias de la

presentación antigénica. Posteriormente se contaron las CSA específicas que se formaron.

Sorprendentemente en los cultivos de bazo se detectó una disminución significativa

en el número de CSA antitoxina por millón de células para los tres isotipos de inmunoglo
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Se utilizó la prueba U de Mann-Whitney, * P< 0.001; ** P< 0,01.

Medias :t ES.

de cultivo se determinó la cantidad de CSA especlficas de clase lgG, lgA e IgM.
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bulinas estudiados en comparación a los cultivos que no recibieron AcM anti-Ia (Figura

10). La magnitud del descenso fue tal que las cantidades de CSA específicas al término de

los cultivos casi alcanzaron los valores existentes antes del cultivo.

Además interesantemente una caída similar de las cantidades de CSA fue

determinada en los cultivos de placas de Peyer en presencia de ACM anti-Ia pero eso no

ocurrió en los cultivos de células de ganglio mesentérico. Estos resultados sostienen la idea

de que una presentación local sucede en el bazo.

Altemativamente se repitió el experimento de cultivos con células de bazo y ganglio

mesentérico provenientes de ratas inmunizadas 24 y 48 horas antes con una dosis oral de

toxina colérica pero ahora las suspensiones celulares fueron depuradas de las células

adherentes previo a la incubación de 4 dias y finalmente se cuantificaron las CSA

específicas que se formaron. Si bien se encontró una ligera disminución en la cantidad de

CSA antitoxina de los isotipos IgG e lgA por millón de células en los cultivos de ganglio

mesentérico que carecen de células adherentes respecto a los cultivos completos del mismo

órgano esta diferencia no resultó significativa (Figura ll). Pero en los cultivos de bazo sí

aparecieron disminuciones significativas del número de CSA antitoxina en los depletados

de células adherentes en comparación a los cultivos enteros del mismo órgano. Estas

diferencias fueron más marcadas en las CSA del isotipo lgM y también fueron detectadas

en las secretoras de IgG.

Tomado todo junto las evidencias sostienen la hipótesis de que en el bazo se

desarrolla una presentación in situ luego de una inmunización oral con toxina colérica y que

genera células plasmáticas que liberan anticuerpos circulantes antes que las células

emigrantes del GALT lleguen al ganglio mesentérico. Esta rápida comunicación entre el

bazo y la mucosa intestinal ha sido una novedad inesperada.

E.2.5. El bazo no es un eslabón en la cadena de eventos gue llevan a la aparición de

CSA en médula ósea pero sí es sitio de paso al ganglio mesentérico

En los primeros días de la inmunización oral se encontraron CSA antitoxina en el
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Figura 11.
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Número de CSA antitoxina en cultivos primarios del ganglio mesentérico (GM)y

bazo (Bz) de ratas primadas 2 días antes. Grupos de cuatro a seis ratas de entre 8 y

12 semanas de edad fueron inmunizados con toxina colérica en forma ig y con

posterioridad se prepararon cultivosde 3x106células lpocillocon suspensiones celulares

enteras de los órganos o con la fracción que resultó de eliminar las células adherentes

(s/Ad). Luego de 4 dias de incubación se determinaron las cantidades de CSA antitoxina

de isotipo IgG, lgA e lgM. Medias :t ES. Se empleó la prueba U de Mann-Whitney

* P< 0,01; ** P< 0,05.
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bazo y parte de ellas se debieron a una presentación directa en este órgano. Esto nos llevó a

investigar si las células plasmáticas que aparecen en el bazo migran a la médula ósea. Es

decir que se quiso ver cómo la falta de bazo puede alterar las cantidades de CSA que

aparecen en médula y ganglio mesentérico luego de la inmunización oral.

Con dicho fin, a un grupo de ratas les fueron extirpados los bazos y luego

inmunizadas. Tres semanas después de la 2a dosis los números de CSA que aparecieron en

la médula ósea y el ganglio mesentérico fueron comparados contra los controles que no

sufrieron la esplenectomía.

En médula ósea los números de CSA antitoxina de isotipo lgG (que aparecieron

luego de la inmunización) fueron significativamente mayores en los animales que carecían

de bazo en comparación a las ratas no operadas (Tabla III). Las CSA de isotipo lgA que

aparecieron en médula ósea mostraron una tendencia a estar en mayor cantidad en las ratas

sin bazo que en los controles, pero no podemos tomar a este aparente aumento como

significativo (p = 0,1).

Tabla III. Cantidad de CSA antitoxina de isotipo lgG e lgA en la médula ósea y el
ganglio mesentérico de ratas que sufrieron la esplenectomía en forma previa a la
inmunización.‘

Número de CSA antitoxina / ¡0‘scélulasb

Organo Esplenectomla l_g_G l_g_A

Médula ósea Sl 28 i ¡2° 12 i 6°

NO 12 :t 7° 5 i 5'

Ganglio mesentérico sr 26 i 21" ¡2 :l:5

NO 94 i 7od ¡o :t 4

'Ratas de 16 semanas de edad a las que se les extirpó el bazo o controles que conservan el bazo,
recibieron dos inmunizaciones ig (veinte dias después de la esplenectomla) con un intervalo de 7
dias entre dosis. A los 2| dias después de la última inoculación se determinó el número de CSA
especificas de isotipo lgG e lgA por cada l06 células nucleadas en médula ósea y ganglio
mesentérico.
l’Medias :l:DS de lotes de S animales.

Comparación con la prueba U de Mann-Whitney
‘P = 0,04 “P = 0,02 'P = o,¡ (no significativo).

Por otro lado el ganglio mesentérico de las ratas que no poseían bazo sufrió una
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pérdida significativa de CSA antitoxina de isotipo IgG, sin embargo los números de CSA

de isotipo IgA en ganglio mesentérico fueron similares con ambos tratamientos.

Además los títulos de anticuerpos antitoxina de clase IgG en suero fueron similares

en los animales a los que se les extirpó el bazo y en los controles (medias del logaritmo de

los títulos: 4,6 y 4,4 respectivamente).

Estos resultados muestran que (al menos para las células de isotipo IgG) la médula

ósea recibe mayor cantidad de CSA específicas si el individuo no posee bazo. Es decir que

en ausencia de bazo, las células que migran desde el intestino no encuentran el bazo y la

médula ósea actuaría como órgano sustituto que tiende a compensar el defecto. [a

producción de anticuerpos en médula ósea no depende de las CSA que se originan en bazo.

Interesantemente en ganglio mesentérico parece haber una onda de poblamiento de

CSA de clase IgG originada desde el bazo, que se refleja en una caída de las cantidades de

dichas CSA en las operadas. Que el bazo y el ganglio mesentérico sean órganos con baja

proporción de CSA de clase IgA puede ser la causa de que estos efectos sean de poca

importancia y no se los detecte al analizar lo que pasa con el isotipo IgA.

E.3. RESPUESTA DE MEMORIA EN EL GALT Y EN EL BAZO

E.3.l. La respuesta secundaria en el GALT posee las características de la memoria

clásica: mayor rapidez y expansión

Habiéndose observado que luego de una única inmunización oral con toxina

colérica el bazo file el primer órgano en el que apareció respuesta de células B antitoxina se

quiso conocer como se establece la respuesta temprana ante una nueva dosis cuando ya se

han alojado células de memoria en el GALT. Con dicha finalidad, a ratas que fueron

primadas oralmente con toxina colérica 3 meses antes se les inoculó un desafio antigénico

de toxina por la misma vía y a los 2 y 5 dpi se investigó la presencia de CSA antitoxina en

los órganos de interés.
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A los dos dpd se observó que, a diferencia de lo ocurrido durante el primado,

aparecieron similares cantidades de CSA antitoxina por millón de células nucleadas en el

ganglio mesente'rico y en el bazo para los isotipos IgA e IgG (Figura 12). Además se

detectaron niveles bajos de CSA antitoxina de los isotipos IgG e IgA en placas de Peyer. En

la lámina propia del intestino delgado aparecieron cantidades de CSA antitoxina de isotipo

IgA por millón de células similares a las de las CSA específicas de clase IgG de bazo y

ganglio. Esto último es muy diferente a lo ocum'do en el primado, en donde recién

comenzaban a aparecer CSA en lámina propia a los 5 dpi.

A los cinco días siguientes al desafio resaltó un explosivo aumento del número de

CSA antitoxina de los isotipos IgA e IgG por millón de células en todos los órganos

estudiados (Figura 13). Las placas de Peyer y el ganglio mesentérico tuvieron un aumento

de entre 25 y 50 veces respecto a las cantidades registradas a los 2 dpd. En particular para

las placas de Peyer es llamativa la diferencia entre el contenido de CSA específicas por

millón de células a los 5 dpd y al observado a ese mismo tiempo luego del primado, cuando

todavía no aparecía respuesta. El bazo presentó un aumento de alrededor de 20 veces en la

cantidad de CSA antitoxina de clase IgG o IgA en comparación a los niveles hallados a los

2 dpd. Además la lámina propia del intestino delgado exhibió un aumento de

aproximadamente 10 veces para las CSA antitoxina de isotipo IgA por millón de células

entre los dos tiempos considerados.

Estos datos indican que hay una respuesta inmune de memoria inducida en las

placas de Peyer y tal vez en parte en el ganglio mesentérico. Además es probable que luego

del primado, células de memoria se hayan distribuido por la lámina propia y responden allí

al desafio antigénico. Aunque la aparición de CSA antitoxina en el bazo a los 2 dpd podría

también deberse en parte a una presentación in situ.

E.3.2. Presentación in situ de la toxina colérica en el bazo durante un desafío oral

Para averiguar si en la respuesta de memoria oral el bazo vuelve a tener

presentación local de la toxina colérica, nuevamente se realizaron cultivos de células de

bazo pero ahora a partir de ratas inmunizadas por vía ig con 2 dosis de toxina colérica y un
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Figura 12.
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Número de CSA antitoxina a los 2 días posteriores al desafío luego de una

inmunización oral. Grupos de cuatro ratas de 8 semanas de edad fueron primados con

toxina colérica via ig y desafiadas con ei antígeno 3 meses después (cuando ya no se

detectan CSA) por la misma via. Dos dias después del desafio se investigó la cantidad

de CSA antiioxina de isotipo IgG e IgA en las placas de Peyer (PP), bazo (Bz) y lámina

propia intestinal (LP) por la técnica de ELISPOT. Medias i ES.
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Figura 13.
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Número de CSA antitoxina a los 5 días posteriores al desafío luego de una

inmunización oral. Ratas de 8 semanas de edad (en grupos de 4) fueron primadas con

toxina colérica vía ig y desafiadas con el antígeno por la misma vIa 3 meses después.

Cinco días después del desafío se investigó la cantidad de CSA antitoxina de isotipo IgG

e lgA en las placas de Peyer (PP), bazo (Bz) y lámina propia intestinal (LP) por
ELISPOT. Medias :t ES.
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intervalo de 90 días entre dosis. Los cultivos fueron hechos a las 48 horas de dada la 2"

dosis de toxina y en presencia o ausencia de ACM anti-antígeno Ia de Clase II del MHC de

rata.

Se detectó una marcada disminución del número de CSA antitoxina de clase IgM en

los cultivos de bazo con ACM anti-Ia en comparación a los controles (Figura 14). A pesar

de que también apareció una caída significativa de la cantidad de CSA específicas de

isotipo IgG en los cultivos tratados con AcM anti-Clase II, este descenso no fue tan brusco

como en los mismos experimentos que estudiaron la presentación durante el primado

(Figuras lO vs. 14). Además no surgieron diferencias significativas entre los números de las

células plasmáticas antitoxina de clase IgA provenientes de los cultivos con o sin

tratamiento.

E.3.3. La cinética de los anticueggos antitoxina en suero e intestino va en paralelo con

la de CSA

Cuando se investigó la aparición de anticuerpos antitoxina en muestras de sueros de

los animales tratados con el desafio de antígeno luego de 3 meses del primado se encontró

que a los dos dpd había una reducida cantidad de anticuerpos específicos de la clase IgM e

IgG (Figura 15A). Pero a los 5 dpd se produjo un gran incremento en los niveles de

anticuerpos antitoxina, especialmente para los de isotipo IgM en los que el aumento

observado fue de 9 veces los valores medidos a los 2 dpd. Para los anticuerpos específicos

de isotipo IgG dicho incremento fue de cuatro veces y media.

Un fenómeno similar se descubrió en los fluidos intestinales de estos experimentos

para los anticuerpos antitoxina de clase IgA, en donde los niveles a los 5 dpd fueron

alrededor de 20 veces superiores a las cantidades encontradas a los 2 dpd (Figura lSB).

Este perfil de incremento de anticuerpos antitoxina en suero y fluido intestinal está

de acuerdo con los incrementos en los números de CSA antitoxina de clase IgA o IgG por

millón de células del GALT y del bazo observados entre el segundo y quinto dpd.
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Figura 14.
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Número de CSA antitoxina en cultivos primarios de bazo (Bz) de ratas primadas y

posteriormente desafiadas con toxina colérica en forma oral. Dos grupos de cuatro

ratas de entre 8 y 12 semanas de edad fueron inmunizados y desafiados (en ambos

casos por via ig) 3 meses después. A los 2 dias de inoculados los desafíos se

prepararon cultivos con células de bazo en presencia (+ anti-la) o ausencia de

anticuerpo monoclonal anti-Ia (MHC Clase Il; clon 0X6). Luego de 4 dias de cultivo se

determinó la cantidad de CSA de isotipo lgG, IgAe lgM. Medias :t ES.

Se utilizó la prueba u de Mann-Whitney * P< 0,05; ** P< 0,01.
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Unidades ELISAantitoxina a los 2 y 5 días posteriores a un desafio oral. Grupos de

cuatro ratas fueron inmunizados con toxina coiérica en forma ¡g y a' los 3 meses

desafiados con el antígeno por la misma via. Los niveles de anticuerpos antitoxina de

isotipo IgM e igG en el suero (A) e IgG en el fluido intestinal (B) fueron determinados por

ELISAen los dias 2 y 5 post-desafío. Medias i ES.
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E.4. IMPORTANCIA FUNDAMENTAL DE LA MEDULA OSEA PARA

MANTENER LA INMUNIDAD A NIVEL SISTEMICO CON UNA

INMUNIZACION ORAL

E.4.l. La médula ósea es el único óggano sistémico gue sintetiza anticuemos a largo

plazo luego de una inmunización oral

Habiendo encontrado que luego de inmunizar con tres dosis de toxina colérica por

vía oral la médula ósea se convirtió en el principal contribuyente de anticuerpos antitoxina

del suero a la 2“ semana posterior a la última inmunización, se quiso averiguar si esta

condición se mantiene durante los meses siguientes y cómo crece y decae la respuesta

inmune a lo largo del tiempo. Para responder a estas preguntas, se repitió el esquema de

inmunización con tres dosis de toxina colérica por vía ig y se analizó por ELISPOT a

distintos tiempos la cantidad de CSA específicas en los diferentes órganos.

En las placas de Peyer se encontraron CSA antitoxina para las dos clases de

inmunoglobulinas estudiadas (lgG e IgA) sólo hasta la tercer semana post-inmunización

(Figuras 16 y 17). Desde los dos meses en adelante ya no fueron detectadas CSA

específicas en este órgano.

Para los demás órganos las cantidades de CSA antitoxina del isotipo IgG variaron

como se describe (Figura 16). El bazo sufrió un marcado descenso a partir de los 21 dpi que

continuó hasta los cinco meses siguientes a la última dosis de antígeno cuando ya no se

detectaron células plasmáticas específicas. El ganglio mesentérico se mantuvo hasta la

tercer semana como el órgano con mayor cantidad de CSA antitoxina por millón de células,

pero estos valores están en descenso y también a los cinco meses dejaron de observarse

estas CSA en este órgano. La médula ósea no fue el órgano con mayor cantidad de CSA

antitoxina por millón de células durante las primeras semanas, pero conservó su nivel por

tres meses. Al quinto mes siguiente a la inmunización si bien hubo una importante

disminución en los niveles de linfocitos que secretan antitoxina, la médula ósea pasó a ser

el único órgano que secreta IgG antitoxina hacia el suero y esta actividad se mantuvo al

menos durante diez meses después de la inmunización.
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Análisis cinético de la frecuencia de CSAantitoxina de lsotipo IgGen las placas de

Peyer, ganglio mesentérico, bazo y médula ósea luego de una inmunización oral.

Las ratas (en lotes de 3 a 6 animales para cada punto de Ia cinética) fueron primadas

con 3 dosis ig de toxina colérica con intervalos de una semana entre cada dosis. El

número de CSA IgG antitoxina de cada órgano fue determinado por ELISPOT a varios

intervalos de tiempo post-inmunización. El dia de la última inoculación de antígeno fue

tomado como el dla 0 del experimento. Medias :t ES.
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Figura 17.
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Análisis cinético de la frecuencia de CSAantitoxina de isotipo IgAen las placas de

Peyer, ganglio mesentérico, bazo y médula ósea luego de una inmunización oral.

Las ratas (en lotes de 3 a 6 animales para cada punto de la cinética) fueron primadas

con 3 dosis ig de toxina colérica, con intervalos de una semana, y luego se determinó el

número de CSA lgA antitoxina de cada órgano por ELlSPOT a varios intervalos de

tiempo post-inmunización. El dla de la última inoculación de antígeno fue tomado como

el día 0 del experimento. Medias i ES.
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La cinética del número de CSA antitoxina de isotipo lgA en los distintos órganos

fue la siguiente (Figura 17). En bazo a las 3 semanas post-inmunización se observó un serio

descenso en el número de CSA antitoxina, lo que no ocurrió en ganglio mesentérico ni en

médula ósea. Esta disminución en bazo fue progresiva y a los cinco meses ya no se

detectaron células con esta especificidad. En el ganglio mesentérico el comienzo del

descenso en los niveles de CSA antitoxina se observó a los sesenta dpi y a los ciento

cincuenta días ya estaba concluido. Por el contrario el análisis en la médula ósea indicó que

sus niveles de células plasmáticas antitoxina se mantuvieron elevados hasta los noventa

días siguientes a la inmunización y aunque a los cinco meses sufrió una disminución

significativa en las cantidades de CSA específicas, se convirtió a estos tiempos en el único

órgano que todavía posee dicha actividad. El último tiempo investigado fue a los diez

meses siguientes al primado y hasta alli se encontraron CSA antitoxina de clase IgA en

médula ósea.

Estos resultados indican que la médula ósea es el órgano responsable de producir

anticuerpos a nivel sistémico durante períodos de tiempo prolongados aún en una

inmunización oral.

E.4.2. La médula ósea es el principal órgano gue produce anticueggos circulantes

luego de una inmunización oral

Para tener una medida del grado de compromiso que expresa el tejido linfoide de

los órganos analizados, en la respuesta inmune humoral en nuestro modelo de inmunización

se debe tener en cuenta la proporción de linfocitos maduros en cada órgano. Es bien

conocido que aproximadamente el noventa por ciento de las células nucleadas extraídas del

ganglio mesentérico y del bazo son linfocitos. Para establecer los valores en médula ósea en

algunos experimentos, alícuotas de suspenciones de células de médula ósea, teñidas por

inmuno-fluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales anti-CD3 o anti-CD45RA de

rata para marcar los linfocitos T y B respectivamente, fueron analizadas por citometn'a de

flujo y se observó que sólo alrededor del ocho por ciento de las células nucleadas extraídas

fueron linfocitos maduros; ya que un 20 % de las células nucleadas correspondió por

tamaño y granulosidad a la población de linfocitos y de ella alrededor del 20 % fueron
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linfocitos T (CDT) y otro 20 % linfocitos B maduros (CD45RA‘; Figura 18).

Sobre la base de estos hechos si se calcula la frecuencia de CSA antitoxina por

millón de linfocitos maduros, ésta es superior en la médula ósea a todos los tiempos

estudiados (datos no mostrados). Esto significa que en la médula ósea la proporción de

linfocitos involucrados en sintetizar anticuerpos específicos es, en nuestro modelo

experimental, mayor que la de ganglio mesentérico y bazo aún en las primeras semanas de

la cinética de la respuesta humoral.

Con el fin de determinar la contribución relativa de cada órgano al total de CSA

antitoxina que liberan anticuerpos hacia la circulación sistémica (tomado como el número

total de células plasmáticas antitoxina que se encuentran en cada uno de los órganos

estudiados) se debieron calcular los números absolutos de CSA específicas de isotipo IgG e

IgA en cada órgano como se describe en el punto D.6.l de Materiales y Métodos.

Los números absolutos de CSA antitoxina de isotipo IgG para cada órgano

demostraron que a los siete dpi el bazo (con una media de 68x103 CSA/órgano) y la médula

ósea (con 71x103 CSA/órgano) fueron los que poseían mayor cantidad de estas células

(Figura 19A), participando con el 41 % y 43 % respectivamente del total de las CSA que

secretan anticuerpos antitoxina hacia la circulación sistémica. Por su parte el ganglio

mesentérico contribuyó con el 16 % del total. Transcurridos 21 días de la inmunización en

el bazo se cuantificaron 12x103CSA/órgano, lo que indica que allí decreció marcadamente

la cantidad de células plasmáticas específicas, pasando a ser su participación al total de sólo

el 16 %, similar a los valores del ganglio mesentérico. La médula ósea en cambio aumentó

su aporte al total de CSA antitoxina que, con 50x103 CSA/órgano, es ahora de un 68 %. A

los 2 meses de la inmunización la médula ósea ya tenía el 80 % de todas las CSA antitoxina

de isotipo IgG del total de órganos bajo estudio y más adelante es el único órgano que

produce anticuerpos circulantes.

Efectuando el mismo análisis con las CSA antitoxina de isotipo IgA, a los 7 dpi la

médula ósea ya tenía la mayor cantidad de células plasmáticas específicas con una media de

37x103 CSA/órgano lo que constituye el 63 % del total de células que vierten anticuerpos

antitoxina de este isotipo a la circulación (Figura 19B). Mientras que el bazo le siguió con
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Análisis de linfocitos T y B de la médula ósea en ratas de un año de edad.

Las células de la médula ósea fueron preparadas de la misma forma que para los

otros experimentos como se describe en Materiales y métodos. Para el análisis de

células, el portal (R1) fue fijado sobre la fracción linfoidea por su tamaño

(dispersión frontal de luz o fon/vardscater) y granulosidad (dispersión lateral o side

scatter). La región R1 contuvo el 20 % de todas las células nucleadas. Alrededor

del 20 % de las células de esa región corresponde a células T (CD3°"°)y otro 20

% son células B (CD45RA’"°). Se analizaron 10000 células por su patrón de

fluorescencia para cada muestra en un citómetro FACScan° (Becton-Dickinson).
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Figura 19.
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CSAlgAantitoxinax10'3porórgano

Análisis clnétlco del número total de CSA antitoxina en el gangllo mesentérlco,

bazo y médula ósea luego de una lnmunlzaclón oral. Las ratas (en lotes de 3 a 6

animales para cada punto de la cinética) fueron primadas con 3 dosis ig de toxina

colérica con intervalos semanales y luego se calculó Ia cantidad de CSA de isotipo lgG

(A) e IgA (B) en cada órgano. Se consideró que un fémur de rata contiene el 9 % del

total de Ia médula ósea del organismo (ver Maten‘alesy métodos). Medias :t ES
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un total de 17x103 CSA y luego el ganglio mesentérico con 4,6x103 CSA totales, es decir

que contienen respectivamente el 29 % y el 8 % del total. A los 21 dpi la médula ósea pasó

a poseer el 81 % del total de plasmocitos antitoxina con 47x103 CSA/órgano, mientras que

el bazo y el ganglio mesentérico sólo contribuyeron con el 12 % y el 7 % respectivamente al

total de CSA específicas. Este predominio de la médula ósea se acentuó a mayores pen'odos

post-imnunización. En todos los casos la contribución de las placas de Peyer al total de

CSA antitoxina de los isotipos IgA o IgG fue igual o menor al 0,2 %.

E.4.3. La médula ósea mantiene a largo plazo la acumulación preferencial de CSA de

clasely;

Al igual que en los experimentos con inmunización ipP o con una a tres dosis de toxina

colérica ig, se quiere ahora determinar si en médula ósea existe una localización

preferencial de las CSA antitoxina de isotipo IgA con relación al resto de los órganos

estudiados. Con este fin para cada órgano se calcularon las proporciones número de CSA

antitoxina de isotipo IgA por millón de células sobre número de CSA antitoxina de isotipo

IgG por millón de células a lo largo del tiempo.

A los 7 dpi la razón CSA IgA/CSA IgG en médula ósea fue aproximadamente de

0,5 un valor significativamente mayor (P< 0,01) a los encontrados en bazo y ganglio

mesentérico que tienen medias de 0,25 y 0,17 respectivamente (Figura 20). Luego de tres

semanas en médula ósea esta proporción fue 1,0 mientras que los valores de bazo y ganglio

mesentérico continuaron siendo significativamente menores (P<0,01). Más tarde si bien los

valores medios de dicho cociente en bazo y ganglio aumentaron hasta un índice de entre 0,5

y 0,62 aún se mantienen las diferencias significativas con los niveles expresados en médula

ósea (P<0,05). Con posterioridad la médula ósea mantiene el cociente CSA IgA/CSA IgG

en valores medios de alrededor de 0,9 más allá del tiempo en que fueron detectadas CSA

específicas en bazo y ganglio mesentérico.
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Figura 20.
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Proporción de CSA antitoxina de ¡sotipo lgA por CSA antltoxina de isotipo IgG en

la médula ósea. bazo y ganglio mesentérlco de ratas primadas con 3 dosis orales

de toxina colérica. La razón lgA/lgG fue monitoreada a varios intervalos de tiempo. El

dia de la última inoculación del antígeno fue tomado como el dia 0 del experimento.

Medias i ES. Se utilizó la prueba U de Mann-Whitney para comparar los valores de Ia

médula ósea contra los valores del bazo,

* P< 0.01; ** P< 0,05.
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E.4.4. Los anticuerpos antitoxina en suero y lavado intestinal permanecieron por

largo plazo con una inmunización ig

Durante los experimentos efectuados para estudiar la cinética de las CSA antitoxina

a largo plazo también se tomaron muestras de suero y de lavado intestinal para observar

cómo es la cinética de la respuesta de anticuerpos en la circulación sistémica y en la mucosa

intestinal mediante la técnica de ELISA.

En suero se estudiaron las cantidades de IgG antitoxina encontrándose niveles

máximos durante las primeras semanas post-inmunización (Figura 21A), seguido por un

continuo descenso en los valores de anticuerpos, destacándose a los 90 días una caída de

alrededor de S veces respecto a los niveles de las primeras semanas y a los 230 dpi se

encontraron niveles 50 veces menores a los primeros. Sin embargo diez meses después del

primado todavía fue posible detectar bajos títulos de IgG antitoxina.

En fluido intestinal se estudiaron las cantidades de IgA antitoxina en fimción del tiempo

encontrándose un perfil de respuesta similar al de IgG específica en suero (Figura 21B). En

efecto, a la segunda y tercer semana post-inmunización se detectaron los niveles máximos.

Ya a los 60 días se encontró un tercio de los valores de anticuerpos de las primeras semanas

y a los l50 días se verifica otra caída que alcanza niveles 40 veces menores a los máximos.

Hasta los 230 días siguientes a la inmunización se detectaron anticuerpos IgA antitoxina.

Esta persistencia de los anticuerpos específicos en suero y fluido intestinal está de

acuerdo con la permanencia de CSA antitoxina detectadas a largo plazo.
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Figura 21.
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Análisis cinético de anticuerpos antitoxina de isotipo lgG en el suero (A) y de

isotipo lgA en el fluido intestinal (f. i. ; B). Lotes de entre tres y seis ratas fueron

primados con 3 dosis orales de toxina colérica con intervalos semanales y luego se

determinaron los niveles de anticuerpos a varios intervalos de tiempo por la técnica de

ELISA. Se tomó el dia 0 como aquel de ia última inmunización. Medias :t ES.
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E.5. LA MEDULA OSEA ES ORGANO CLAVE PARA EL MANTENIMIENTO DE

LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS PERO NO PARA LA INDUCCION DE LA

RESPUESTA DE MEMORIA

E.5.l. La memoria cuando el único óggano sistémico con CSA es la médula ósea:

rápida activación del ganglio mesentérico

Conociendo que luego de varios meses de una inmunización con tres dosis orales de

toxina colérica las CSA antitoxina quedan restringidas a la médula ósea, se buscó averiguar

cuales son los órganos de esta etapa en donde se generan los primeros eventos de una

respuesta de memoria luego de una dosis de desafio de antígeno.

Para ello ratas inmunizadas con tres dosis de toxina colérica diez meses antes fueron

inoculadas con una dosis ig de toxina colérica como desafio y sacrificadas a los dos, tres o

cinco dpd. Al segundo dpd solamente la médula ósea presentó CSA antitoxina y en

cantidades que no superaron los valores encontrados en animales que no recibieron el

desafío (Figura 22).

Al tercer día siguiente al desafío el ganglio mesentérico file el órgano que expresó

mayor cantidad de CSA antitoxina de isotipo IgG e IgA por millón de células nucleadas,

con medias de 7.300 y 9.500 respectivamente (Figura 22). Aunque con valores muy

inferiores a los del ganglio mesentérico, la médula ósea exhibió un incremento en los

números de CSA específicas de los isotipos IgG e IgA por millón de células (medias de

1.700 y 1.100 respectivamente). Por su parte el bazo presentó cantidades de CSA antitoxina

de isotipo IgG e IgA parecidas a las de médula ósea.

En el quinto dpd el ganglio mesentérico continuó siendo el órgano que posee

mayores números de CSA antitoxina, con 71.000 CSA de isotipo IgG y 34.000 CSA de

isotipo IgA por millón de células, lo que significa incrementos aproximados de 3,5 y 10

veces respectivamente con relación a los niveles hallados al tercer día. En médula ósea el

contenido de CSA antitoxina de isotipo IgG e IgA aumentó veinte veces con relación a las

cantidades encontradas a los 3 dpi, lo que resultó en un acercamiento a los valores del

ganglio mesentérico. El bazo exhibió un aumento de 30 veces respecto a los 3 dpi en las
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Figura 22.
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Ei desafío oral con toxina colérica resulta en un rápido aumento de la frecuencia

de CSA antitoxina en el ganglio mesentérico y la médula ósea. Las ratas fueron

primadas con tres dosis oraies de toxina y 10 meses después fueron desafiadas con una

dosis orai del antígeno. La cantidad de CSA de isotipo IgG (A) e lgA (B) a los 0, 2, 3 y 5

dias después del desafio fue determinada para cada órgano por ELiSPOT. A los 2 dias

post-desafío no se observaron diferencias entre las ratas control únicamente primadas

(día O)y las ratas desafiadas y sólo ia médula ósea mostró valores superiores al limite

de detección (3 CSA/107céiuias). Se utilizaroncuatro ratas para cada punto experimen
tal. Medias i ES.
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CSA antitoxina de isotipo IgG y un incremento de 12 veces de los niveles de 3 dpi en las

CSA de clase IgA. En las placas de Peyer el contenido de CSA antitoxina de isotipo IgG

aumentó solamente casi 7 veces y para las de isotipo IgA 12 veces entre los 3 y 5 dpi.

El hecho de que el ganglio mesentérico tenía los más altos valores de CSA

antitoxina/106 células a los 3 dpi pero que entre los 3 y 5 dpi no sostuvo un incremento tan

alto como los que experimentaron médula ósea y bazo parece indicar que la respuesta de

memoria (medida por la aparición de CSA antitoxina) se expresó al principio en ganglio

mesentérico pero luego se expandió rápidamente a otros órganos.

E.5.2. La médula ósea es el principal contribuyente de anticuerpos circulantes durante

la respuesta de memoria ante un desafio oral

Nuevamente, como en casos anteriores, para establecer la contribución relativa de

CSA antitoxina de cada órgano al organismo entero fueron calculados los números

absolutos de estas células para cada órgano.

A los tres dpd la médula ósea expresó cantidades algo mayores de CSA antitoxina

de clase IgG totales que el ganglio mesentérico (Figura 23) pero para las CSA antitoxina de

clase IgA los números absolutos fueron similares para ambos órganos.

A los cinco dpd la médula ósea contenía la mayoría de las CSA antitoxina de clase

IgG con 740x103 CSA (Figura 23A), en segundo orden apareció el bazo con 260x103 CSA

antitoxina seguido del ganglio mesentérico que contuvo 140x103 células plasmáticas

específicas. La importancia de la médula ósea es aún más notable cuando se examinan las

CSA antitoxina de clase IgA (Figura 23B), ya que con 490x103 CSA específicas representa

el 75 % del total de los cuatro órganos estudiados, mientras que en el bazo fueron

cuantificadas 92x103 CSA antitoxina y en el ganglio mesentérico 69x103 CSA especificas.

En todos los casos las cantidades absolutas de CSA antitoxina en las placas de

Peyer fueron inferiores al l % de la suma total de los cuatro órganos analizados.
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Figura 23
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El desafío oral con una dosis de toxina colérica indica que la médula ósea se

mantiene como el órgano con el mayor número total de CSA. Grupos de cuatro ratas

cada uno fueron primados con 3 dosis de toxina colérica y desafiados 10 meses

después con el antígeno por ia misma via. A ios 0, 2, 3 y 5 dias post-desafio se

determinó la cantidad total de CSA antitoxina de isotipo lgG (A) e IgA (B) en el ganglio

mesentérico. bazo y médula ósea. A los 0 y 2 dias post-desafio sólo la médula ósea

mostró valores superiores al limite de detección. Medias zi:ES.
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La médula ósea se convirtió en el principal órgano que posee CSA antitoxina

capaces de secretar anticuerpos que van a circulación durante la respuesta de memoria para

un desafio intragástrico.

E.5.3. Los títulos de anticuerpos antitoxina de la respuesta de memoria están en línea

con la aparición de las CSA

Para evaluar el aumento de anticuerpos antitoxina en los primeros días de la

respuesta de memoria, a los animales primados con 3 dosis de toxina y desafiados lO meses

después con una nueva dosis ig de toxina colérica se les extrajeron muestras de suero y

fluido intestinal.

En suero, a los dos dpd no se encontraron niveles de anticuerpos de clase IgG

antitoxina superiores a los detectados en muestras previas al desafio (día 0; Figura 24A).

Pero a los tres dpd se observó un importante aumento de las cantidades de anticuerpos

específicos, este incremento continuó avanzando y al quinto dpd los valores de anticuerpos

de clase IgG específicos en suero fiJeron notablemente superiores.

En los lavados intestinales la cinética de aparición de anticuerpos antitoxina es

similar a la del suero, a los dos días siguientes al desafio aún no se detectó incremento de

los anticuerpos de clase IgA específicos y a partir del tercer dpd comenzó el rápido aumento

en los títulos de IgA antitoxina (Figura 24B).

Estos resultados están en armonía con la cinética de aparición de las CSA antitoxina

del mismo experimento de respuesta anamnésica y siguen un comportamiento similar al de

respuesta de anticuerpos de memoria cuando las ratas fueron primadas con una única dosis

de toxina colérica por vía ig (Figura 15).
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Figura 24.
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Análisis cinético de los anticuerpos antitoxina de ¡sotipos lgG en el suero (A)e IgA

en el f. i. (B) después de un desafío oral. Las ratas (en lotes de 4 animales) fueron

primadas con 3 dosis ig de toxina colérica y desafiadas con el antígeno 10 meses

después por la misma via. A los 0, 2, 3 y 5 dias luego del desafio se midieron los niveles

de anticuerpos por ELISA.Medias i ES.
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E.5.4. Ensayos de transferencia adoptiva: ganglio mesentérico y bazo poseen los

mayores números de células de memoria

Habiéndose encontrado que cuando se inmuniza por la ruta de las mucosas, la

médula ósea es el sitio que conserva por más tiempo a las CSA en actividad y que después

de un desafio antigénico también juega el rol más importante en la síntesis de anticuerpos

circulantes, se buscó averiguar si la médula ósea posee un papel destacado en albergar

células de memoria con nuestro modelo de inmunización.

Para ello ratas Wistar endocriadas fueron primadas con tres dosis de toxina colérica

por inoculación ig para ser empleadas como donantes en experimentos de transferencia

adoptiva de células. Luego de diez meses, cuando la presencia de CSA antitoxina ha

decaído considerablemente, se prepararon suspensiones celulares de bazo, ganglio

mesentérico y médula ósea que fueron transferidas por separado a animales receptores

singeneicos mediante inyección intravenosa. Las ratas receptoras fueron desafiadas con dos

dosis de toxina colérica por intubación ig al segundo y cuarto días luego de la transferencia.

En el décimo día posterior a la transferencia los receptores fueron sacrificados, se

obtuvieron muestras de suero y lavado intestinal y suspensiones celulares de bazo, ganglio

mesentérico y médula ósea.

La mayor respuesta anamnésica se encontró en los animales que recibieron

transferencia de células de bazo y ganglio mesentérico. Los niveles más elevados de lgG

antitoxina en suero e IgA antitoxina en lavado intestinal fueron detectados en las ratas que

recibieron 20x107 células de bazo de dador inmune (Tabla IV), cuando la cantidad de

células transferidas fue de sólo 5x107 los títulos de los anticuerpos específicos en suero y

fluido intestinal decrecieron considerablemente indicando que el fenómeno de transferencia

de memoria fue dosis-dependiente. Por otro lado al transferir 5x107 células de ganglio

mesentérico el incremento de los niveles de antitoxina fue (en promedio) 20 veces mayor

para la IgG de suero y 10 veces para la IgA intestinal respecto de los controles sin transferir.

Estos resultados fueron superiores a los detectados en las ratas que fueron transferidas con

igual cantidad de células de bazo que tuvieron aumentos medios de 4,2 veces para la lgG

antitoxina sérica y de 3,4 veces para la IgA específica intestinal sobre los controles que no

recibieron transferencia.



Tabla IV. Transferencia adoptiva dela memoria antitoxina luegode una inmunizaciónoral.
Influencia del órgano y del número de células en la activación de la respuesta de anticuerpos.‘

Número de Titulos de lgG Incremento Títulos de lgA Incremento de
Organo de células antitoxina en de antitoxina antitoxina en antitoxina en

origen de las células transferidas suero en suero fluido intestinal fluido intestinal

Ganglio mesentérico 5.107 4500 i 2526 20 65 :t 64 9,5

Bazo 5.107 933 :t 6]] 4,2 23 :l: lS 3,4

20.107 19200 i 9050 87 320 :t 80 47

Médula ósea 10.107 400 :t ¡20 ¡,8 5 :t 2 0,73

20.107 24oou131 ll 25:l:2| 3,7

Controles - 220 i 109 l 6,8 :l:4,4 l

'Diferentes cantidades de células de ganglio mesentérico, bazo o médula ósea, provenientes de animales
primados con toxina colérica por la vla oral con lO meses de anterioridad, fiJeron transferidas a ratas
singeneicas. Como controles se emplearon animales que no recibieron transferencia de células. Las ratas
receptoras y controles fueron desafiadas con toxina colérica en los dias 2 y 3 posteriores a la transferencia y
se valoraron los niveles de anticuerpos antitoxina de isotipo lgG en suero e lgA en fluido intestinal al dla lO.
hMedia i DS de la media.

Los animales que recibieron transferencia de células de médula ósea expresaron una

respuesta humoral de mucho menor tamaño hacia los desafios antigénicos que los

transferidos con cantidades comparables de células de bazo y ganglio mesentérico. Para

emular a los titulos de los anticuerpos obtenidos en animales que recibieron 5x107 células

de bazo fue necesario transferir casi cuatro veces más células de médula ósea (Tabla IV).

Analizando los títulos de anticuerpos de clase IgG en suero e IgA en lavado intestinal de

ratas receptoras de células de médula ósea, se observó que aqui también la transferencia de

memoria fue dosis-dependiente aunque nuevamente la relación no fiJe lineal.

Para estudiar donde se localizan las CSA antitoxina de la respuesta de memoria

posterior a la transferencia de células de órganos linfoides, las CSA especificas

provenientes del ganglio mesentérico, el bazo y la médula ósea del receptor fiJcron

cuantificadas por ELISPOT.

En concordancia con lo observado al analizar los niveles de anticuerpos, las

mayores cantidades de CSA antitoxina fueron observadas en los animales que recibieron

transferencias de células de ganglio mesentérico o bazo. En estos dos casos se produjo una
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tendencia a una mayor acumulación de CSA antitoxina en el ganglio mesentérico y la

médula ósea que en el bazo (Tabla V). Cuando se transfirieron 20x107 células de médula

ósea se encontró que las CSA antitoxina provocadas por el desafio antigénico tendieron a

aparecer en mayor medida en el ganglio mesentérico que en la médula ósea o el bazo.

Estos resultados indican que aunque la médula ósea permanece como único órgano

sistémico que mantiene CSA varios meses después de una inmunización oral y es el que

más CSA contiene luego de un desafio antigénico, no es el que posee mayor cantidad de

células de memoria por millón de células. El ganglio mesentérico y el bazo son los órganos

donde se encuentran los mayores números de células de memoria antitoxina (sin tener en

cuenta las mucosas) luego de la inmunización ig. Esto está de acuerdo con los experimentos

en los cuales, luego del desafío oral, es en el ganglio mesentérico donde la respuesta de

memoria se despierta más rápidamente (Figura 22).

Tabla V. Transferencia adoptiva dela memoria antitoxina luegode una inmunización oral.
Influencia del órgano y del número de células transferidas en la activación de la respuesta de células
secretoras de antitoxina.‘

CSA antitoxina / 10’ células en h

. Ganglio mesentérico Bazo Médula óseaOrgano de Numero de
origen de células ¡gc ¡gA ¡gc ¡gA ¡gc lgA
las células transferidas

Gang“? 5.107 l42i74 87i26 98il7 53il| 3l5il| 267i28
mesentérico

532° 5.107 ¡sun “21:35 96:l:¡4 67:l:10 l47i35 |02i25

20.107 845i576 565i372 310i ¡60 188177 786i l36 778i34l

“¿Ídu'a 10.107 36:l:23 24a ¡3 33:l:2] 23122 34:l:20 24115sea
20.107 7S:l:l9 |08i39 46i12 28i6 48zk20 42i4

Controles - lZilS lli8 55:4 |0i8 9i5 9i7

'Diferentes cantidades de células de ganglio mesentérico, bazo o médula ósea, provenientes de animales
primados con toxina colérica por la vla oral con l0 meses de anterioridad, fueron transferidas a ratas
singeneicas. Como controles se emplearon ratas que no recibieron transferencia de células. Las ratas
receptoras fueron desafiadas con toxina colérica en los dias 2 y 3 posteriores a la transferencia y se
determinaron los números de CSA antitoxina de isotipo lgG e lgA en ganglio mesentérico, bazo y médula
ósea al dla lO.
hMedias :l:DS de la media.
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Habiendo conseguido estas evidencias buscamos determinar si las células de

memoria del bazo y del ganglio mesentérico coexisten con la permanencia de antígeno.

Otros autores observaron que cuando a unos animales inmunizados se les extrajo un gran

volumen de sangre, luego de unos dias la cantidad de anticuerpos en sangre creció por

encima de los valores que el individuo tenía antes de ser sangrado y esto se explica porque

al disminuir los anticuerpos circulantes queda disponible antígeno (que se conservaba en los

complejos antígeno-anticuerpo en los ganglios) para reactivar células de memoria que

proliferan y se transforman en células plasmáticas (270). Nosotros intentamos reproducir

esos experimentos de sangrados severos en nuestro modelo de inmunización oral con toxina

colérica en ratas. Los animales sufrieron la sangría masiva 12 meses luego de la

inmunización y 5 días después se determinó la cantidad de anticuerpos en suero, no se

encontró aumento respecto a los títulos de anticuerpos que las ratas tenian el día de la

sangría masiva. En otras palabras no detectamos indicios de la presencia de toxina colérica

en los individuos (Figura 25).

E.5.5. El conjunto de células de memoria contiene células B y T

El siguiente paso buscó determinar si las células de memoria generadas luego de la

inmunización oral con toxina colérica y que fueron localizadas en la médula ósea son

linfocitos B y/o linfocitos T. Con tal objetivo se repitieron los experimentos de

transferencia adoptiva con células de bazo y médula ósea pero ahora, en el momento previo

a la inoculación al receptor, fueron eliminadas las células B o las células T de las

suspensiones celulares a transferir por medio de la técnica de inmunocitoadherencia

(panning) negativa. Como antes, los animales receptores fueron desafiados con dos dosis

orales de toxina colérica y sacrificados a los diez días de haber recibido la transferencia para

estudiar la respuesta anamnésica.

El análisis de las cantidades de CSA antitoxina de isotipo IgG indicó que no

aparecieron diferencias sustanciales cuando se transfirieron células B o T de bazo en el

ganglio mesentérico ni en el bazo ni en la médula ósea de los receptores (Tabla Vl). El

mismo resultado se notó al analizar las cantidades de CSA antitoxina del isotipo lgA. Entre

las ratas que recibieron una inoculación de células de médula ósea carentes de células B o T
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Figura 25.
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Dias posteriores al sangrado

Titulos de los antlcuerpos IgGantltoxlna séricos antes y después de un sangrado

severo en ratas lnmunlzadas por via Ig. Siete ratas fueron inmunizadas con toxina

colérica y luego de 12 meses (cuando los niveles de anticuerpos hablan decrecido en

forma marcada). se les aplicó un sangrado de entre el 35 y 45 % de su volemia. Se

determinaron los titulos de anticuerpos en alicuotas de suero obtenidas al momento de

efectuar el sangrado severo (dia 0) y 5 dias despues. Se aplicó transformación

logarltmica a los valores de los titulos. la comparación de las 2 muestras por la prueba

de Wilcoxon no arrojó diferencias significativas (P>0.1). Medias i ES.
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tampoco se presentaron diferencias importantes en ninguno de los órganos estudiados en la

cantidad de las CSA antitoxina del isotipo IgG generadas luego del desafio. La misma

observación se efectuó para las CSA antitoxina del isotipo lgA. De nuevo el tamaño de la

respuesta fue más pequeño cuando se transfirieron cantidades proporcionales de células de

médula ósea que de bazo.

Por otro lado los niveles de anticuerpos antitoxina encontrados en suero y fluido

intestinal de estos experimentos son consistentes con los números de CSA específicas

hallados (Tabla VII). En efecto, las ratas receptoras de células B o T de bazo no tuvieron

diferencias destacables entre sí en los títulos de anticuerpos específicos de IgG sérica ni de

IgA intestinal. Cuando se estudiaron los valores de anticuerpos antitoxina en las ratas que

recibieron una inoculación de células de médula ósea libre de células T o B no surgieron

diferencias en los títulos de lgG antitoxina en suero, aunque en el caso de la IgA de fluido

intestinal, los niveles detectados en los receptores de células de médula ósea sin células B

no superaron los de los controles sin transferir. Nuevamente el tamaño de la respuesta

anamnésica de transferencia (medida ahora por niveles de anticuerpos específicos en suero

y fluido intestinal) fue más pequeño en los animales transferidos con células de médula

ósea que de bazo, es decir que se necesitarian transferir muchas más células de médula ósea

para desarrollar una respuesta idéntica a la del bazo.

Estos resultados indican que la población de células de memoria que se encontró en

la médula ósea (y también la observada en el bazo) es fenotípicamente heterogénea y

consiste de células B y células T. La ausencia de uno de estos tipos de células no anuló la

expresión funcional del fenómeno de la memoria inmunológica, aunque como era de

esperar varios de los parámetros estudiados disminuyeron.



Tabla Vl. Transferencia adoptiva por células T o B de la memoria antitoxina luego de una
inmunización oral.‘

CSA antitoxina / 107células ene

OÏigen y Número de Ganglio mesentérico Bazo Médula 6883
tipo de células
células transferidas lgG lgA lgG lgA lgG lgABazo,

células B

Bam 4.107 l64i50 34i7 39:l:16 23il7 693251 SHSI
células T

MOSÍ" 15.107 58i36 ¡sus 36i18 5214 29H 34H
células 'l‘b

MOsinb ¡“07 “¿40 ¡sin 20:l:8 24122 38ill 2619
células B

Controles - l6i15 93:8 l0i4 l7i8 9i5 8,6i7

'Ratas primadas con toxina colérica por la via oral lO meses antes del experimento, fueron usadas como
donantes de células de bazo y medula ósea (MO). Se separaron las células B o T por inmunoadherencia
negativa y se las transfirió a receptores singeneicos, los que fueron desafiados con toxina colérica en los dias
2 y 3 posteriores a la transferencia. Como controles se emplearon ratas que no recibieron transferencia de
células.

l’Debido a que la fracción de linfocitos pequeños en la médula es menor al 20% del total de células, nos refe
rimos a la fracción resultante de eliminar las células B o T como "MO sin células T" o "MO sin celulas B".

cEl número de CSA antitoxina en el ganglio mesentérico, bazo y médula ósea fiie determinado al décimo día
de la transferencia. Resultados expresados como la media :t DS de la media.



Tabla VII. Transferencia adoptiva por células T o B de la memoria antitoxina luego de una
inmunización oral. Activación de la producción de anticuerpos antitoxina de isotipo lgG en suero e lgA
en fluido intestinal durante una respuesta de memoria adoptiva.‘

Número de Títulos de lgG Incremento de Titulos de lgA Incremento de
Origen y tipo células antitoxina en antitoxinas en antitoxina en antitoxinas endecélulastransferidassueroc s_u_eroW

Bazo, 4_¡o7 ¡ooo :l:600 3,6 4o i ¡5 5,9células B

Bazo, 4_¡07 ¡200 i 400 4,3 60 :t 20 3,3células T

MO sin'células ¡5-¡07 600 i 200 2'] 22 :l: |7 3,2

MO sig'celulas ¡5_¡07 600 i 200 2,] 7,5 :l:2,5 l,|

Controles — 280 :t 77 l 6,8 :t 4,4 l

'Ratas primadas con toxina colérica por la via oral lO meses antes del experimento, fueron usadas como
donantes de células de bazo y medula ósea (MO). Se separaron las células B o T por inmunoadherencia
negativa y se las transfirió a receptores singeneicos, los que fueron desafiados con toxina colérica en los dias
2 y 3 posteriores a la transferencia. Como controles se emplearon ratas que no recibieron transferencia de
células.

l’Debido a que la fracción de linfocitos pequeños en la médula es menor al 20% del total de células, nos refe
rimos a la fracción resultante de eliminar las células B o T como "MO sin células T" o "MO sin células B".

‘El título de anticuerpos en suero y fluido intestinal fue determinado a partir de muestras tomadas al décimo
dia de la transferencia. Resultados expresados como la media i DS de la media.
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F. LA MÉDULA ÓSEA Y LA RESPUESTA INMUNE DE MUCOSAS

Desde su descripción el MALT fue concebido como un sistema inmune bastante

cerrado y con poca interacción con el resto del sistema inmune. Este concepto tomaba

cuerpo al encontrarse que (l) una inmunización sistémica no induce una respuesta

inmune en las mucosas y, a la inversa, una mucosa puede tener resistencia a una

infección local en ausencia de reacción inmune sistémica, (2) la prominencia de la IgA en

las mucosas, cuando esta inmunoglobulina es pobre en otros tejidos linfoides, (3) el ciclo

de la ruta de migración celular que cumplen los linfoblastos que recibieron la inducción

antigénica en una mucosa y llevan inmunidad a muchas mucosas distantes (271).

Sin embargo esta visión no es correcta desde que son conocidos también desde

hace tiempo otros fenómenos que relacionan a las mucosas con otros órganos de la

inmunidad. Uno de los más conocidos es la rápida translocación de IgA polimérica del

suero hacia la bilis para luego ser vertida al duodeno que es un mecanismo mediado por

el componente secretorio y que realizan los hepatocitos. Este proceso es muy eficiente en

rata y algo menos en ratón aunque en humanos el camino de transporte hepatobiliar es un

fenómeno de poca importancia ya que sus hepatocitos no expresan componente

secretorio y este receptor sólo es detectado en el epitelio del conducto biliar (272).

Otro nexo es el de la tolerancia oral, que consiste en el estado de ausencia de

respuesta inmune sistémica hacia un antígeno específico que fue primero administrado

por el tubo digestivo. Es un fenómeno en el cual, para cualquiera de los mecanismos que

lo causan, puede haber una comunicación entre las mucosas y el resto del organismo

(273).

En este trabajo nosotros encontramos otras conexiones entre el GALT y el resto

del sistema inmune durante una inmunización oral.

l. La médula ósea como órgano de producción de anticuerpos durante la etapa tardía de

la respuesta.

2. Al menos en el caso de la toxina colérica, la inmunización por vía oral provoca una

presentación de antígeno en el bazo.

3. Hay generación de células de memoria que pueden ser detectadas en órganos

sistémicos.
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4. Se puede provocar una respuesta de memoria a nivel sistémico.

De la producción de anticuerpos en la médula ósea (el 1° de los puntos recién

señalados) ya dijimos que es una clásica función de este órgano para inmunizaciones

sistémicas sin embargo no ha sido bien descripta cuando los antígenos son administrados

por vía de las mucosas. En este caso sólo hay pocos trabajos que encaran el problema.

Pese a esto, en una primera aproximación, dos hechos permitían suponer que la médula

ósea es importante en la respuesta inmune inducida desde las mucosas: (l) cultivos de

médula ósea producen gran cantidad de IgA, cuando la IgA cs una inmunoglobulina

minoritaria en suero y órganos linfáticos no relacionados a mucosas pero principal en las

mucosas y (2) en la médula ósea de ratones libres de gérmenes estas células están en

déficit, lo que sugiere que muchas de ellas están dirigidas hacia antígenos del ambiente

que penetran principalmente a través de las mucosas (225, 227 y 253).

F.l. La médula ósea, principal productor parenteral de anticuerpos por
inmunización en el intestino

En nuestro trabajo, utilizando toxina colérica fueron encontradas CSA antitoxina

en la médula ósea con sólo l dosis por intubación intragástrica, aunque una 2° y 3‘ dosis

oral mejoró la detección (Figura l). La más directa inyección intra-placas de Peyer

provocó una actividad similar a la que surgió con 2 dosis intragástricas, tanto en ratas

jóvenes como en adultos de mayor edad (Figuras 4 y 5). Hasta estos experimentos no

había precedentes de la aparición de CSA en la médula ósea con esquemas de

inmunización oral tan cortos y solamente una publicación daba cuenta de la presencia de

células plasmáticas en la médula ósea luego de una inmunización intragástrica. En el

único artículo que, con anterioridad a nuestros experimentos, se logró demostrar la

actividad de CSA de isotipo IgA en la médula ósea contra un antígeno oral, se emplearon

glóbulos rojos de oveja y fueron necesarias 20 dosis orales durante 10 semanas.

Altemativamente los mismos autores consiguieron un resultado similar con l4 o 28 dosis

orales en días consecutivos por la ruta oral seguidas de un desafio sistémico (250). Ese

informe coincide con nuestros datos en que ambos indican que en el GALT se indujeron

inmunoblastos que expresan IgA y fueron responsables iniciales de la producción de IgA

específica en la médula ósea.
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Pero el esquema de muchas dosis en pocos días por la vía intestinal de Alley y

col. provocó carencia de respuesta sistémica en una cepa de ratón expresada por muy

pequeños números de CSA en el bazo. Al emplear toxina colérica, además de lograr una

respuesta inmune en la médula ósea con pocas dosis orales, evitamos activar los

mecanismos de tolerancia oral, por la propia naturaleza del antígeno y porque no

debemos recurrir a esquemas prolongados o crónicos de administración oral.

En el caso de 3 dosis orales observamos que, aunque luego de 2 o 3 meses los

niveles de anticuerpos antitoxina colérica en suero descendieron significativamente, se

logró una detección positiva al menos a los lO meses lo que indica que es posible

conseguir una respuesta a largo plazo (Figura 21). Cuando se buscó cuales eran los

órganos responsables de mantener estos anticuerpos en suero durante tanto tiempo se vio

que únicamente la médula ósea conservaba CSA específicos (de clase IgA o IgG) luego

de los 90 dpi (Figuras 16 y 17).

En cuanto a las primeras semanas de inmunización, si medimos la concentración

de CSA como el número encontrado por cada 107 células nucleadas se observa que el

ganglio mesentérico es el que más posee, y el bazo tiene niveles comparables a los de la

médula ósea (Figuras l). De todos modos cabe plantear que en el bazo el 90 % de las

células nucleadas son linfocitos maduros en cambio en la médula ósea, por su carácter de

órgano hematopoyético, sólo alrededor del 8 % de las células nucleadas son linfocitos

maduros capaces de ser efectores de la respuesta inmune y no más del l % de las células

son células plasmáticas (274). Con esto en cuenta nuestros resultados señalan que una

parte muy importante de los linfocitos medulares en capacidad de secretar anticuerpos

está dedicada a la respuesta antitoxina.

La conexión de la mucosa intestinal con la médula ósea parece estar en la

migración de células activadas desde los órganos linfoides secundarios locales,

comenzando en placas de Peyer y atravesando el ganglio mesentérico con notable

producción de CSA. Este proceso es similar al que sucede durante una inmunización en

un tejido que no es mucosa cuando la producción de anticuerpos en la médula ósea se

alcanza luego de producida la captura y presentación de antígeno con proliferación de

linfocitos B específicos en el ganglio linfático correspondiente (221, 222, 229 y 242).
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Según nuestros datos, la médula ósea es por mucha diferencia el principal órgano

que contiene la mayor cantidad de CSA antitoxina al calcular por órgano entero luego de

3 dosis orales. Para evaluar la contribución real de anticuerpos que un órgano hace al

organismo debemos tomarlo como un todo. En el caso de la médula ósea roja de una rata

adulta, este es un tejido que está presente en la mayoría de los huesos así que para

efectuar el cálculo por órgano entero empleamos la corrección mencionada en Materiales

y Métodos. Unicamente a los tempranos 7 y 15 dpi, y para células que expresan el isotipo

lgG, pudieron detectarse en el bazo o el ganglio mesentérico números comparables a los

de la médula (Figuras 3 y 19). Esto es válido para los órganos que pueden secretar

anticuerpos a la circulación ya que no tomamos en consideración la lámina propia de las

mucosas que, por su extensión, podrían poseer grandes cantidades de CSA específicas

aunque el destino de estos anticuerpos es la secreción.

F.2. La médula ósea como órgano del sistema inmune asociado a mucosas

Se sabe que a medida que envejecen, los ratones sufren una pérdida de células B

con inmunoglobulina en citoplasma en las placas de Peyer, mientras que la médula ósea

aumenta su importancia como productor de anticuerpos (especialmente del isotipo lgA;

Refs. 223 y 227). En línea con aquellos reportes, nosotros encontramos que el tamaño de

la respuesta en la médula ósea de ratas de 35 semanas fue mayor que en las de 8 semanas

(Figuras 5A vs 4A y Figuras 5B vs 4B). Esta respuesta más elevada en los animales de

mayor edad también apareció en el bazo y el ganglio mesentérico. Pero para las placas de

Peyer no hubo tal aumento y en cambio la respuesta aquí fue breve y ya no se detectó a

los 21 dpi. Estos resultados son compatibles con la hipótesis de que en edades avanzadas

la médula ósea puede ser reservorio de células B productoras de lgA e lgG específicas

para antígenos que se introducen por las mucosas. Como en la médula ósea la población

de CSA se mantiene por largos períodos, los anticuerpos producidos podrían dar

protección contra reinfecciones intestinales aunque la respuesta inmune local sea ya

ineficiente en reaccionar activamente contra nuevos antígenos.

En ratas, un mecanismo fisiológicamente relevante para descargar IgA en el

lumen intestinal es el camino hepatobiliar, ya que los hepatocitos expresan altos niveles

de receptor de inmunoglobulina polimérica, captan la IgA polimérica (IgAp) circulante y
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la transfieren como IgA secretoria (275-277) y también se ha informado que IgA

originada en hígado puede seguir esta ruta (278).

Si bien en humanos el camino hepatobiliar no está bien desarrollado (279 y 280),

varios tejidos linfoides sintetizan IgA monomérica (IgAm) e IgAp (281). En particular,

la médula ósea humana es la principal fuente de IgA en suero (251,. 282 y 283) y casi el

30 % de las células plasmáticas IgA+ expresan IgAp (entre un 50-70 % de las células

lgA2+ y un 20-24 % de las IgAl+). Además la producción de IgAp aumenta mucho en

cultivos estimulados con mitógeno de Phytolacca (Pokeweed, PWM) y aparentemente

una única CSA IgA+puede producir tanto IgAp como IgAm (281).

Extrapolando estos datos, nosotros postulamos que la médula ósea de rata

sintetiza IgA, y esta puede hacer una importante contribución directa al tubo intestinal

(mediante la transferencia hepática) para mantener la protección contra antígenos durante

un desafio o una reinfección local.

Ha sido sugerido que una acumulación de CSA como la que nosotros

encontramos en la médula ósea podría servir como reservorio de células B que

mantengan la memoria de anticuerpos IgA en las mucosas al, eventualmente, reentrar en

circulación y repoblar el MALT (250). El hecho que la mayoría de los anticuerpos IgG e

lgA sintetizados en la médula ósea están dirigidos a antígenos ambientales (217 y 225)

junto a la pérdida de células B en las placas de Peyer con el avance de la edad (284) y el

incremento de estas células en la médula ósea (223 y 227) han servido para sugerir esta

hipótesis. Sin embargo no hay evidencia directa de tal migración y la opinión general es

que una vez que las CSA han llegado al punto final de maduración ya no migran.

Además nuestros datos no sostienen esto, ya que no vemos que la médula ósea sea un

lugar preferencial para alojar células de memoria.

F.3. Migración de células B a médula ósea

Nuestros experimentos muestran que además del arribo de CSA a la médula ósea

existe allí un tráfico preferencial de células que expresan la clase IgA, ya que la
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proporción CSA lgA/CSA IgG es marcadamente mayor en la medula ósea con respecto

al bazo (Figuras 6 y 20). Este hecho refuerza la hipótesis de que la médula ósea

contribuye a mantener la inmunidad en las mucosas. Además entre la la y 2“ dosis oral

hay un incremento de 5 veces en los números de CSA de clase lgG e IgA en la médula

ósea (Figura l), mientras que en los otros órganos el aumento es de 3 veces. Lo que

sugiere que (al igual que en la inmunización sistémica) la producción de anticuerpos en

la médula se demora al principio pero luego queda bien establecida (Figura 3).

Las moléculas de adhesión responsables del homing de inmunoblastos

provenientes de mucosas hacia la médula ósea no han sido claramente identificadas. En

el caso de los blastos B que se originan en los ganglios linfáticos periféricos y luego se

establecen en la médula ósea, ya se mencionó que una forma particularmente glicosilada

de CD44 presente en los linfocitos sea la que dirige la migración a la médula (245 y 246)

pero no hay datos de si este marcador se expresa en el caso de los linfocitos activados en

las mucosas.

El homing de una célula a un órgano es un proceso complejo e involucra varios

pasos que se desencadenan en secuencia, así que cuando se dice que una molécula (y su

ligando) es la responsable de este fenómeno más correcto es considerarla parte de la serie

de eventos.

En el caso de la mucosa intestinal se ha propuesto que los linfocitos que expresan

en membrana la molécula (1451 sean los que se dirigen a la médula ósea y a tejidos no

intestinales (247, 285 y 286).

Pero otras líneas de investigación apuntan al marcador 0L4B7como responsable

del tráfico a la médula ósea, en particular para las células que producen lgA (285 y 287).

También CD22 puede estar involucrado en la acumulación de células plasmáticas en la

médula ósea (248).

En el proceso de tráfico se ha observado que la médula ósea produce la

quimiocina CXCLlZ (SDF-l) capaz de atraer a los línfoblastos B (249).
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G. PRESENTACIÓN DIRECTA DE LA TOXINA COLÉRICA EN BAZO POR

ADMINISTRACIÓN ORAL

Nuestros experimentos de inmunización intestinal mostraron que el primer órgano

donde aparecen CSA anti-toxina colérica en la respuesta primaria fue el bazo, con

resultado positivo a los 2 dpi (Figura 8). Este es el primer trabajo que describió una

aparición tan temprana de células plasmáticas en el bazo con una inoculación oral. Como

además a ese corto tiempo en el bazo hay una alta proporción de CSA que expresan clase

IgM, pensamos que células B naive recibieron una estimulación antigénica directamente

en este órgano.

Luego de una administración intestinal de toxina colérica se origina una respuesta

inmune en la mucosa intestinal con producción de IgG antitoxina en el bazo por un

mecanismo dependiente de IL-4 (288). La explicación comúnmente aceptada es que tanto

la respuesta en el GALT como la del bazo provienen de una estimulación en las placas de

Peyer. Idea apoyada en que cultivos de células de placas de Peyer con toxina colérica

sintetizan antitoxina de isotipo IgA e IgG en cantidades similares (13) y en que

precursores de células B específicas aparecen en las placas de Peyer luego de la ingestión

de toxina colérica (289). Aunque recientemente ha sido publicado que la mayoría de las

células lgA+ de lámina propia intestinal sufren conmutación de isotipo en ese mismo

tejido y a partir de precursores IgM+ que cambian con mayor preferencia por el isotipo

IgA del que lo hacen los precursores de placas de Peyer (109).

Por esto resultó inesperado que se encuentren primero CSA antitoxina en el bazo

en nuestros experimentos. Sin embargo se ha observado en ratas que luego de una dosis

de refuerzo de toxoide colérico intra-duodeno o intra-yeyuno, todavía a los 2 dpi no hubo

incremento de células específicas de antígeno en los linfocitos circulantes del conducto

torácico (153 y 290). Estos reportes no son compatibles con la explicación de que las

células B específicas más tempranas que a nosotros nos aparecen en el bazo provengan

de una activación en las placas de Peyer.

Nuestros resultados de cultivos celulares a 1 o 2 días luego del primado refuerzan

la hipótesis de estimulación directa en el bazo. IgM fue el isotipo más expresado por las

CSA provenientes de cultivos de bazo, aunque detectamos cantidades muy simulares de
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CSA de isotipo IgA (Figura lO). Un patrón similar se produjo en cultivos de células de

placas de Peyer, pero no en el ganglio mesentérico.

Cuando realizamos los cultivos (l) habiendo eliminado previamente las células

adherentes o (2) en presencia de anticuerpos monoclonales anti-Ia, para impedir la

presentación in vitro, las cantidades de CSA generadas a partir de células del bazo se

redujeron significativamente (Figuras 10 y ll). Esto confirma que hay una presentación

de antígeno en el bazo. La caída más marcada se produjo en las células plasmáticas que

sintetizan IgM, lo que indica que la presentación in situ también la observamos en las

placas de Peyer como era de esperar mientras que no parece ocurrir en el ganglio

mesentérico (Figuras lO y l l).

Debemos considerar de qué forma llega el antígeno al bazo. Nosotros

determinamos que hay presentación antigénica en el bazo al impedir la presentación de

péptidos de la toxina en el MHC de Clase II hacia células T específicas, sin embargo la

primera señal de activación de los linfocitos B específicos, que hace posible su

diferenciación a CSA, es la unión del antígeno soluble (sin digestión previa) a la

inmunoglubulina de superficie. Por esto sostenemos que la aparición tan temprana de

CSA en el bazo se debe a la llegada de toxina colérica soluble a este órgano. Además la

toxina colérica sobrante puede formar complejos inmunes con los primeros anticuerpos

disponibles y depositarse sobre las células dendríticas foliculares (FDC) del bazo.

El bazo capta antígenos en sangre, así que la toxina debe alcanzar la circulación

para llegar a este órgano, otros autores que observaron activación temprana de células T

específicas en bazo al administrar otra proteína (citocromo c) también postularon una

entrada del antígeno a la corriente sanguínea (119). En el caso particular de la toxina

colérica se sabe que tiene la capacidad de incrementar la permeabilidad del intestino al

menos para macromoléculas (188), facilitándose el ingreso en la corriente sanguínea

desde el intestino. De modo complementario parte de la toxina colérica inoculada puede

ser endocitada en la lámina propia del intestino (107) y/o en las placas de Peyer por

células dendríticas que migran a órganos linfoides y presentan antígeno (Sl y 291). La

presentación de antígeno por células dendríticas en bazo es clave para la colaboración de

las células T a la respuesta de anticuerpos y explica que en los cultivos de células de bazo

con anti-Ia MHC Clase II, la disminución de CSA sea más profunda que la que
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observamos en los cultivos sin células adherentes (Figura lO vs ll). En nuestro modelo

experimental las células dendríticas podrían llegar al bazo por pasaje directo del intestino

a la circulación sanguínea, apoya esta posibilidad que en sangre se han hallado células

dendríticas maduras y se ha propuesto que son células en camino al bazo o nódulos

linfáticos (292 y 293).

A diferencia de lo que ocurre en las placas de Peyer y el bazo, en nuestros

cultivos de 1 y 2 dpi no observamos presentación del antígeno en el ganglio mesentérico.

Sin embargo esto no quita que la haya pocos días después; se sabe que el ganglio

mesentérico recibe células dendríticas con antígeno luego de algunos días de la

inmunización oral (66, 294 y 295) y que por ser el colector natural de la línfa en el

intestino también debe recibir antígeno libre. Además por interacción con los primeros

anticuerpos que se encuentran, se depositan complejos antígeno-anticuerpo en las FDC

del ganglio mesentérico lo que permite ciclos de presentación y activación de las células

B.

G.1. Poblamiento del ganglio mesentérico pero no de la médula ósea por las CSA

originadas en el bazo

Nuestros trabajos de inmunización oral en ratas a las que se les había extirpado el

bazo mostraron que la aparición de CSA en la médula ósea no depende de la generación

de células plasmáticas en el bazo. Incluso el bazo se comporta como un competidor de la

médula en captar CSA provenientes del GALT ya que en su ausencia la cantidad de CSA

en la médula ósea aumenta (Tabla III). Veamos que no todas las CSA que detectamos en

el bazo pueden justificarse por la presentación antigénica local a células naive y, en

coincidencia a nuestra observación, células de placas de Peyer transferidas por inyección

endovenosa a otros ratones desarrollaron altas cantidades de células IgG+ en el bazo

(109).

Esto confirma que las células plasmáticas establecidas en la médula ósea

provienen de una migración directa del GALT.
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De modo interesante vemos que los linfoblastos que son inducidos en el bazo sí

pueden poblar el ganglio mesentérico, es decir que el bazo colabora con el intestino al

aumentar la producción de anticuerpos en el ganglio que recibe el drenaje linfático

intestinal durante los primeros días de la respuesta inmune. Es posible que esta migración

de células productoras de anticuerpos de bazo también ocurra hacia otros ganglios

linfáticos.

H. IgA ANTITOXINA EN LA MUCOSA INTESTINAL

En los casos de los antígenos que resulten inmunogénicos por la vía oral, está

postulado que ésta es la más efectiva ruta para provocar la inmunidad en el intestino y tal

vez en otras superficies mucosas (lO y ll). Basándose en que pacientes que se

recuperaron de infecciones intestinales como las causadas por V. cholerae y E. coli

enterotoxigéníca mantuvieron protección contra una reinfección con el mismo organismo

por años (296 y 297), múltiples esfuerzos se han realizado para desarrollar vacunas orales

que reproduzcan estos niveles de protección (189-191).

Nuestros experimentos con una dosis intragástrica indicaron que CSA específicas

de clase IgA se establecieron en la lámina propia intestinal al 7° dpi en coincidencia con

la detección de IgA antitoxina en los lavados intestinales (Figuras 8D y 9B). Este tiempo

para la aparición de la respuesta local con una dosis de primado es coherente con la más

rápida respuesta secundaria a toxina colérica por vía intestinal que fue detectada desde

los 2 dpd en nuestros experimentos (Figura 12) y a tiempos más cortos aún según otros

autores (164) y queda bien establecida a los 5-10 dpd (Figura 13; Refs. 153, 298 y 299).

La cinética de primado en la lámina propia que nosotros observamos, es acorde

con el clásico camino de migración de linfocitos a partir de la inducción en las placas de

Peyer (15, 300 y 301) para finalmente depositarse en la mucosa intestinal como células

efectoras (302 y 303). Sin embargo un estudio reciente indica que el switch al isotipo IgA

y la diferenciación a células plasmáticas se producen directamente en la lámina propia

del intestino (109), esta maduración en áreas del intestino sin tejido linfoide organizado,
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en donde probablemente no ocurre una eficiente maduración de afinidad de los

anticuerpos, tal vez corresponda a un mecanismo más primitivo de inmunidad.

l. LA CUESTIÓN DE LAs CÉLULAS PLASMÁTICAS DETECTADAS A

LARGO PLAZO

En nuestros experimentos encontramos que un antígeno no replicante

administrado en forma intragástrica es capaz de provocar una respuesta de anticuerpos

sistémica de larga duración que está asociada con una sostenida presencia de células

plasmáticas específicas en la médula ósea (Figuras 16, 17 y 21). La correlación entre la

presencia de anticuerpos y de las células plasmáticas que los originan, varios meses

después de la inmunización era esperada, ya que es sabido que la vida media de las

inmunoglobulinas libres es corta y (aunque variable entre las distintas subclases) no

mayor a tres semanas (304-306).

Además, la cinética de aparición de las CSA específicas en nuestro modelo de

mucosas resultó similar a la de las inmunizaciones sistémicas.

La “memoria de anticuerpos”, es decir la persistencia de anticuerpos secretados

en mucosas o circulantes son parte de la primera línea de defensa que la respuesta

adaptativa prepara para una reinfección de microorganismos patógenos. Muchas

infecciones virales y vacunas, basadas en virus atenuados o en toxoides, que confieren

inmunidad protectora por tiempos prolongados, causan anticuerpos circulantes que

pueden ser detectados por muchos años según ha sido revisado (307).

Es pertinente hacernos algunas preguntas cruciales acerca de cómo se mantiene la

permanente sintesis de anticuerpos que observamos en nuestros estudios:

¿Las células plasmáticas que secretan los anticuerpos son de corta o de larga vida?

Si son de corta vida, ¿cómo se generan las nuevas a lo largo del tiempo?

¿Es necesario que el antígeno persista a largo plazo para formar nuevas células

plasmáticas?

l4l



Discusión

¿Qué presiones evolutivas han enfrentado las especies durante la evolución del sistema

inmune?

A continuación mencionamos las hipótesis propuestas para contestar estas

preguntas y discutimos cuales son los mecanismos que estarían causando los resultados

que nosotros observamos.

Hace pocos años y en forma simultanea a nuestros experimentos han aparecido

trabajos de otros autores que han abierto una polémica en tomo de a qué se debe la

prolongada producción de anticuerpos. Especialmente los artículos que sostienen la

supervivencia de las CSA por largos períodos de tiempo no habían aparecido cuando

nosotros iniciamos los experimentos y nuestro modelo puede encajar en esta hipótesis.

[.1. "Memoria de anticuerpos" dependiente de antígeno

Pese a su importancia los mecanismos que mantienen la continua formación de

anticuerpos no están completamente entendidos y son motivo de discusión. Hasta hace

unos años la amplia mayoría de los modelos aceptados postulaba que la larga duración de

anticuerpos en suero requería continua proliferación y diferenciación de las células B de

memoria hacia células plasmáticas secretoras de anticuerpos (45, 308-31 l).

Estos modelos se basan en los datos existentes acerca de la vida media de las

células plasmáticas que indicaban que esta era de unos pocos días o a lo sumo unas pocas

semanas, tiempo en el que las células plasmáticas marcadas con H3 desaparecen de los

nódulos linfáticos drenantes luego de una inmunización (312-317). Un rápido

empobrecimiento cuantitativo de estas células requiere un repoblamiento a partir de las

células B de memoria con el fin de sustentar la respuesta humoral en marcha. Un factor

clave de estas teorías es la necesidad de que el antígeno esté presente con capacidad

inmunogénica para la repetida estimulación de las células B de memoria. La gran

mayoría de los trabajos que las sostienen consisten en estudios de la respuesta inmune a

infecciones o a antígenos que fueron inoculados con adyuvantes que causan efecto

depósito, es decir modelos donde la replicación nunca puede descartarse del todo o al

menos que tienden a la conservación del antígeno.

l42



Discusión

En cambio nuestro modelo experimental es un antígeno no replicante, introducido

al organismo por la mucosa intestinal (un ambiente hostil a la permanencia inalterada de

las proteínas) y sin adyuvante que provoque efecto depósito. En estas condiciones es

aplicable solamente uno de los mecanismos dependientes de antígeno para explicar la

producción de anticuerpos a largo plazo: la retención de complejos antígeno

anticuerpo en la superficie de las FDC.

Esta teoría ha sido bien caracterizada y es ampliamente aceptada. Los complejos

inmunes conservados sobre las FDC actúan en la respuesta secundaria como reservorios

del antígeno y se postula que a medida que los niveles de anticuerpos específicos

circulantes declinan, las FDC pueden liberar o exponer más antígeno (de los complejos

antígeno-anticuerpo en los que se iría reduciendo la proporción de anticuerpos) que ahora

pueden estimular a las células B de memoria para que repueblen a la declinante

población de células plasmáticas (45, 318-321).

Evidencias que sostienen la importancia del antígeno retenido en las FDC y su rol

en el mantenimiento de los anticuerpos circulantes son:

l. La mayor concentración de las células formadoras de anticuerpos ocurre por una

elevada proliferación en los ganglios linfáticos que poseen centros germinales (322) con

gran cantidad de células dendríticas foliculares asociadas a antígeno. Estos ganglios son

los que drenan el sitio donde fue inoculado el antígeno (270).

2. Ratones inyectados en la pata trasera a los que se les extirpó el ganglio linfático

popliteo sufrieron un marcado descenso de los anticuerpos específicos en suero (323)

3. Una cinética de eliminación de antígeno durante una inmunización muestra que la gran

mayoría del antígeno inoculado es eliminado en los primeros 3 días, pero luego la

degradación de la fracción remanente en los ganglios linfáticos es mucho más lenta con

una vida media promedio de 8 semanas (324)

4. En animales inmunizados a los que luego de unos meses se les practicó un severo

sangrado para disminuir bruscamente la cantidad de anticuerpos circulantes se observó

que luego de unos días los niveles de anticuerpos en sangre superaban a los que había en

el momento del sangrado (270).
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Para intentar verificar este fenómeno en nuestro modelo experimental, ratas

inmunizadas por la vía oral un año antes fueron sometidas a un sangrado muy importante

pero (excepto por un animal) los resultados no mostraron un aumento de los niveles de

anticuerpos antitoxina en suero (Figura 25). Este resultado está en contra de la idea que la

producción de anticuerpos permanece por reestímulo de antígeno conservado en las FDC.

Es posible que hayamos dejado pasar demasiado tiempo y bajar mucho los niveles de

anticuerpos en sangre para hacer el experimento.

No podemos dejar de mencionar otros mecanismos descriptos que explican la

producción de anticuerpos a largo plazo de un modo dependiente de antígeno:

a) Repetida exposición por contacto con fuentes externas del antígeno

b) Infección crónica ligera de microorganismos que sobreviven en el huésped en forma

asintomática.

c) Reacción cruzada con antígenos propios del huésped o del medio ambiente.

d) Redes idiotípicas.

El primero (a) es muy común en la naturaleza pero no se aplica a las controladas

condiciones de nuestros experimentos. El segundo (b) también es muy frecuente en la

naturaleza y en estudios en los que se produjo una infección aguda con virus replicante

(325 y 326), pero tampoco sirve para nuestro modelo de inmunización con toxina

colérica por la vía intragástrica.

Por otro lado, las hipótesis (c) y (d) plantean mecanismos potencialmente capaces

de evocar una prolongada producción de anticuerpos (327 y 328). Sólo en algunos casos

concretos ha sido posible justificar la continua producción de anticuerpos por reacción

cruzada de antígenos que (al ser similares) imitan al antígeno usado en el primado (321).

Recientemente se ha señalado que subsiguientes inducciones de antígenos no

relacionados pueden estar involucradas. Nuevas respuestas inmunes provocan (a modo de

colaboración por proximidad) la activación policlonal de células B de memoria y su

maduración a células plasmáticas (329). En cuanto a la hipótesis que propone la

intervención de redes idiotípicas, está apoyada en pocas evidencias que permitan admitir

que es un mecanismo relevante en el estado fisiológico normal (321).
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L2. Crítica a la hipótesis de la persistencia del antígeno

La idea de la persistencia del antígeno como complejo en las FDC es un concepto

muy difundido, sin embargo presenta algunos puntos sin resolver. Como se postula que

el antígeno es retenido sobre las FDC por gran espacio de tiempo, el tiempo de vida de

estas células pasa a ser otro factor a considerar, es decir que supone que las FDC que

retienen el antígeno también se conservan por largo plazo, sin embargo no hay una

medición de los tiempos de vida de estas células más allá de los estudios de Tew y

Mandel (324) de microscopía electrónica. También hay un cálculo que estima que, al

menos en humanos, las moléculas de antígeno que permanecen retenidas sobre las FDC

no son suficientes para durar varios años (307).

Otro asunto poco claro es el del antígeno consumido en cada ciclo de

proliferación y diferenciación de las células B, ya que se requiere el auxilio de células T

y para estimular a estas se necesita la presentación de péptidos (producto de la

incorporación y procesamiento del antígeno) en el CMH Clase II. Si los ciclos de pérdida

y renovación de la población de las células plasmáticas son breves, el consumo de

antígeno (aparte de la tasa de decaimiento del antígeno nativo mismo) sería un factor

limitante de la permanencia de anticuerpos por mucho tiempo.

También se ha observado que luego de unas semanas la maduración de la afinidad

de los anticuerpos (consecuencia de la mutación somática) se detiene, esto es difícil de

explicar cuando se postula que hay presencia de antígeno en los folículos que provocan la

estimulación intermitente de las células B (321).

Como ya se dijo, hasta hace poco la evidencia experimental señalaba que las

células plasmáticas vivían pocos días y esto marcó el rumbo a las hipótesis dependientes

del antígeno para explicar la continuidad temporal en la síntesis de anticuerpos. Pero

aquellos trabajos fueron realizados durante los primeros días de la respuesta inmune y

ahora se sabe que en ese período hay una rápida división celular seguida de gran muerte

por apoptosis de las células que por hiperrnutación clonal forman anticuerpos que_no

reconocen al antígeno (330 y 331). Luego no se pueden trasladar directamente los

tiempos de vida de las CSA así medidos a las células que se pueden observar mucho más

tarde, ya que luego de ese período inicial la población remanente será más longeva.
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Además los mencionados estudios midieron la duración de las células plasmáticas

solamente en el bazo y los ganglios linfáticos y no examinaron la médula ósea, que

(repetimos) es donde se encuentra la gran mayoría de las células plasmáticas meses

después de la inmunización. Sólo en uno de esos trabajos se observó la tasa de

renovación de las células plasmáticas en la médula ósea al medir cómo incorporan una

administración continua de timidina-H3 durante 10 días y concluyeron que el promedio

de vida de las células plasmáticas en la médula ósea es aproximadamente diez veces

mayor que en el bazo (317). Además se sabe que la médula ósea no retiene antígeno

(332), así que si hay una continua renovación de CSA esta no se origina en la médula

ósea.

L3. "Memoria de anticuemos" independiente de antígeno

Por nuestros resultados y los de otros autores pensamos que la duradera

producción de anticuerpos que detectamos en la médula ósea en nuestro trabajo no se

explica solamente por la conservación de antígeno en las FDC. Recientemente creciente

evidencia, fundamentalmente originada en 2 líneas de trabajo que surgieron en paralelo

con nuestras investigaciones, sostiene la teoría de que las células plasmáticas pueden

tener una larga vida sin participación del antígeno. En coincidencia con nuestro trabajo

estas se encuentran en la médula ósea. La ventaja de nuestro modelo es que no usamos

virus replicante ni administramos el antígeno de manera que se formen depósitos

artificiales de antígeno como ocurre en los trabajos de otros autores

Manz y col (333) investigaron la sobrevida de las células plasmáticas en la

médula ósea en una respuesta secundaria hacia ovoalbúmina (OVA). Por estudios de

incorporación de BrdU en las células plasmáticas que secretan anticuerpos anti-OVA

encontraron que las CSA se forman en los primeros 2 meses y luego permanecen casi

inalteradas por más de 90 días y sin incorporación de nuevas células plasmáticas.

Además determinaron que las células plasmáticas rápidamente adquieren un fenotipo con

baja expresión de MHC Clase II y de inmunoglobulina en superficie, tomándolas no

reactivas al antígeno (334).
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En paralelo otro grupo independiente empleó un modelo de infección aguda con

el virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV) que en ratones provoca una vigorosa

respuesta inmune que elimina al virus del organismo en 2 semanas (231, 235 y 335).

Concluyeron que algunas células plasmáticas sobreviven más de 240 días luego de su

formación (336 y 337).

Tomando todo junto esto demuestra que las CSA que permanecen luego de las

primeras semanas, se alojan principalmente en la médula ósea donde pueden mantenerse

funcionales por largos períodos de tiempo sin intervención del antígeno. Como nosotros

pensamos que ocurre cuando inmunizamos por la mucosa intestinal con toxina colérica.

Un estudio estadístico en humanos demostró que no hay correlación entre títulos

de anticuerpos en suero y las correspondientes células de memoria en la circulación

sanguínea (338), lo que está de acuerdo con la hipótesis de que la persistencia a largo

plazo de anticuerpos circulantes se debe a células plasmáticas de larga vida y no a

continua diferenciación de células B de memoria.

L4. Críticas a la hipótesis de la independencia del antígeno

A los estudios que midieron largos tiempos de vida para las CSA contra LCMV

se les ha cuestionado que miden anticuerpos anti-nucleoproteína que unen una variedad

de sitios antigénicos (dan reacción cruzada con otras cepas) con afinidades variables

(339). Mejor hubiera sido medir anticuerpos neutralizantes que son los que protegen en

infecciones virales, no dan reacción cruzada pero decaen rápidamente (340).

Experimentos de transferencia adoptiva de linfocitos de ratones inoculados con el

virus de la estomatitis vesicular (VSV) hacia ratones naive mostraron que las células

plasmáticas que forman anticuerpos neutralizantes no se mantienen por muchos días a

menos que se inocule antígeno (341). Es decir que el antígeno fue necesario para sostener

la respuesta neutralizante.

Como en los trabajos que usaron el modelo de LCMV para probar que las células

plasmáticas tienen un período de vida largo (337) los animales fueron irradiados para
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eliminar células de memoria, también se ha objetado que este tratamiento provoca una

estimulación no fisiológica y que en combinación con una posible supervivencia del

virus replicante al momento de la irradiación (342) pudo haber reestimulado la formación

de nuevas CSA (341).

Por nuestra parte tenemos una objeción a los trabajos que contra-argumentan con

experimentos de transferencia de células plasmáticas de ratones inoculados con VSV a

ratones naive para asignar corta vida a estas células (341). Las células plasmáticas son

células especializadas en un único objetivo, fabricar anticuerpos. Se alojan en los tejidos

y recién allí adquieren su morfología final, son sésiles, no circulantes. Son también

células lábiles, cuando en nuestro laboratorio hacemos el ensayo de ELISPOT se debe

tener gran cuidado de no destruirlas, hacer la suspensión celular con delicadeza y no

resuspender bruscamente si se quieren obtener resultados. Consideramos que obtener

células plasmáticas en suspensión, inyectarlas por vía intravenosa y esperar que circulen

hasta trasvasar y volver a establecerse en un tejido es un proceso poco fisiológico en el

que pueden perderse la mayor parte de ellas. No es frecuente encontrarse en la

bibliografía con experimentos de transferencia de células plasmáticas ya maduras.

1.5.Las células plasmáticas de larga vida

Como se ve, hoy día no hay consenso definitivo por la longevidad de las células

plasmáticas. Muchos de los argumentos que se oponen a la idea de que alguna población

de CSA sea de larga vida son objeciones metodológicas, algunas más potentes que otras

en particular con los estudios que usan virus infectivo como antígeno. Además los

mencionados trabajos de Manz y col. (333 y 334), si bien se basan en una técnica

trabajosa desarrollada por ellos mismos, que no fue repetida por otros, no han sido

seriamente criticados y su antígeno es simplemente OVA (aunque con adyuvante).

Nosotros también empleamos un antígeno no replicante, la toxina colérica, y

nuestro trabajo es el único en donde el antígeno no recibe un trato que impida su

degradación: es inoculado sin adyuvante que provoque efecto depósito y por una vía con

un ambiente marcadamente desnaturalizante y proteolítico (el intestino) y aún así

encontramos CSA en la médula ósea casi un año después de la inmunización. Si bien no

hemos hecho un seguimiento de la duración de la toxina colérica en las ratas
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inmunizadas, a nuestro criterio es improbable que la toxina administrada en estas

condiciones permanezca tanto tiempo en algún órgano linfoide de los animales.

En nuestra opinión, en nuestros experimentos se manifiesta la expresión de

células plasmáticas de larga vida, sobre todo cuando hay indicios de que el antígeno ya

ha desaparecido. Como ya dijimos, en la inmunización intragástrica hay una rápida

presentación directa en el bazo y el antígeno que no es consumido al principio forma

complejos inmunes que se alojan sobre las FDC. También sabemos que, pese a que

todavía no detectamos presentación antigénica en el ganglio mesentérico a los 2 dpi, por

las caracteristicas inmunogénicas de la toxina y la ruta de inmunización elegida debe

llegar antígeno al ganglio mesentérico y depositarse como complejos inmunes sobre las

FDC. Sin embargo nuestros resultados indican que el antígeno no permanece por muchos

meses ya que fallamos en detectarlo cuando, por sangrados severos I año después de la

inmunización, quisimos observar el aumento de los anticuerpos circulantes debido a la

activación de nuevos ciclos de proliferación y diferenciación en CSA producida por

antígeno disponible de los complejos inmunes en las FDC. Esta es nuestra interpretación

a la luz de nuestras investigaciones y las de otros autores que prueban razonablemente la

existencia de las células plasmáticas longevas.

Lo que sí puede ser cuestionado, con la evidencia experimental disponible es que

los anticuerpos que fabrican estas CSA de larga vida podrían no ser neutralizantes y

cumplirían otra función en una etapa más avanzada de la infección como ser opsonizar y

acelerar la respuesta secundaria.

En el caso de la toxina colérica o de otra proteína soluble es dificil que en la

médula ósea no haya formación de anticuerpos antitoxina neutralizantes aún mucho

después de la inmunización, ya que los epitopes efectores de la toxicidad están expuestos

durante la inmunización y como inmunógenos se comportan igual que los otros epitopes,

más allá de que algunos sean más inmunodominantes que otros.

Un modelo basado en la existencia de células plasmáticas de larga vida ofrece una

explicación satisfactoria para muchos casos como el nuestro en los que se ha informado

permanencia de anticuerpos a largo plazo.
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1.6.El sentido evolutivo de las células plasmáticas de larga vida

Si como indican nuestros resultados y los de otros autores, las células plasmáticas

pueden vivir un año o más en roedores, la protección que brindan es al menos la mitad de

la vida del animal. De lo que ocurre en humanos no tenemos datos pero pensamos que los

anticuerpos que se encuentran décadas después de la inmunización con antígenos no

replicantes se deben a CSA longevas. Eventualmente por reacción cruzada o por

activación policlonal (329), las células B de memoria se pueden convertir en nuevas CSA

y así la población permanece durante una porción significativa de la vida del individuo.

Con un enfoque evolutivo decirnos que los mecanismos inmunes que mejoran la

supervivencia del individuo durante su vida fértil y la de sus crías se imponen al ser

seleccionados positivamente a través de las generaciones. Esto resalta la importancia de

la persistencia de las células efectoras de la inmunidad. La misma idea puede ser aplicada

a la evolución humana cuando el promedio de vida no superaba la etapa fértil de las

personas y así una protección que dure aproximadamente 2 décadas podía significar

cubrir todo el resto de la vida de ese individuo.

Se ha reportado que la tasa de decaimiento de las células plasmáticas no muestra

variaciones esenciales entre ratones jóvenes y ratones viejos, es decir que su tiempo de

vida no se afecta con el envejecimiento (337). Pero por, otra parte está bien establecido

que la capacidad de generar nuevas respuestas inmunes empeora mucho en edades

avanzadas. La permanencia de CSA en la etapa senil, que se hayan originado años atrás

cuando el individuo poseía eficientes mecanismos inductores de la respuesta inmune,

podría dar protección humoral pese a que luego el individuo en la vejez perdió capacidad

inductora de la inmunidad.

En la naturaleza la mayoría de los patógenos que enfrenta un individuo acceden

por las mucosas, lo que provoca una importante presión selectiva en la población. Es de

esperar que en la evolución hayan prosperado mecanismos que combatan esta presión.

En la vida fetal de algunas especies, la lgG materna puede atravesar placenta e

inmunizar pasivamente al feto. También el calostro y la leche materna poseen IgA

secretoria, IgA, lgG e IgM con especificidad a los antígenos que la madre había
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encontrado en el ambiente (sobre todo por las mucosas; Refs. 343 y 344), que transfieren

protección al lactante contra patógenos ambientales, impidiendo la adhesión al epitelio

intestinal del huésped y formando complejos que facilitan su desalojo del intestino (345).

Si el encuentro de la madre con el antígeno ocurrió muy en el pasado, resultará más

importante para la protección contra una infección del neonato la persistencia de células

efectoras en la madre (que transfieren los anticuerpos a modo de inmunización pasiva)

que la presencia de células de memoria que no se transfieren y que requieren un tiempo

de espera para que el sistema inmune de la madre detecte la reinfección y se reinicie la

proliferación y diferenciación en células plasmáticas que sinteticen los anticuerpos que

recién ahora podrán ir a parar a la cría. Apoya esto y tiene el mismo sentido evolutivo el

hecho que en general las hembras tienen títulos de anticuerpos más elevados (lo que

podría redunda: en un mantenimiento a más largo plazo de los niveles de anticuerpos) y

mayores incidencias de autoinmunidad que los machos.

De nuevo, un enfoque evolutivo aumenta la relevancia de las CSA de larga vida,

que al brindar mejor protección y supervivencia de las crías, son un carácter que fue

seleccionado positivamente en la evolución.

Por otro lado el microambiente de un tejido debe ser crítico para regular la

longevidad de las CSA. Como órgano hematopoyético, el microambiente que ofrece la

médula ósea es, luego de la vida fetal, distinto a cualquier órgano con una rica fuente de

factores de crecimiento y citoquinas. Las CSA permanecen en un medio estable al

amparo de los cambios que ocurren en los folículos linfoides periféricos con la

desaparición de los viejos centros germinales y formación de nuevas reacciones de

centros germinales cuando surgen otros estímulos antigénicos.

J. LA MEMORIA B EN LA INMUNIZACIÓN ORAL

La memoria es una marca distintiva de la inmunidad adaptativa por la cual tras un

desafio posterior con el antígeno que originariamente había efectuado la inmunización se

produce un gran incremento de los niveles de anticuerpos (comúnmente más intenso que

el de la primera respuesta) causado por una cinética de producción de anticuerpos que se
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activa mucho más rápido y con alta expresión del isotipo lgG y, en el caso de las

mucosas, IgA (Figuras l y 4). Esta rápida y potente respuesta de la memoria brinda mejor

protección contra una nueva invasión del antígeno.

En nuestros experimentos de primado con una dosis de toxina colérica por la vía

intestinal y desafio antigénico 3 meses después por la misma ruta, observamos la rapidez

de la respuesta anamnésica cuando a los dos días ya detectamos CSA específicas en

ganglio mesentérico en cantidades ligeramente superiores a las del bazo (Figura 12).

Además también aparecieron cantidades detectables de las CSA antitoxina en las placas

de Peyer, cosa que no ocurrió durante la inmunización primaria. Como en los días

siguientes el gran incremento del número de células plasmáticas es al unísono y bastante

parejo en todos los órganos linfoides estudiados (Figura 13), sostenemos que nuestros

resultados indican que la respuesta de memoria fue inducida principalmente en las placas

de Peyer y luego migró. Apoya esta hipótesis que los niveles de CSA de clase IgA que

encontramos en nuestros cultivos de células de bazo realizados en presencia de

anticuerpos anti-Ia se mantienen inalterados, aunque estos mismos ensayos también

muestran una presentación de antígeno en este órgano debido a que hay bajas

significativas en las cantidades de CSA de los isotipos lgG e lgM que se corresponden

con la estimulación directa a bazo que ya destacamos en la respuesta primaria para la

toxina colérica y la confirman (Figura 14).

En estos experimentos, nosotros encontramos también que la rápida respuesta de

memoria B aparece en la lamina propia intestinal, representando una activación in situ de

células de memoria que yacen en la mucosa del intestino, lo que coincide con otros

autores que encontraron respuesta de IgA antitoxina en lámina propia a las 16 horas del

refuerzo, un tiempo demasiado corto para recibir células reclutadas de placas de Peyer o

ganglio mesentérico (164), mecanismo que actúa tiempo después según observaciones

que detectaron que el pasaje de células específicas de toxoide colérico por el conducto

torácico no comienza antes de 2 días después del desafio intestinal (153 y 290).

Cuando nosotros repetimos el desafio oral de toxina colérica luego de lO meses

en ratas primadas con 3 dosis intragástricas seguimos detectando memoria B pero ahora

fallamos en detectar células plasmáticas a tiempos tan cortos en placas de Peyer (Figuras

12 y 13 vs Figura 22). Una pérdida parecida (aunque no completa) en la actividad de
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memoria B a muy largo plazo en placas de Peyer, pero no en otros órganos, ha sido

informada por Lycke y Holmgren (299).

También detectamos una cantidad mucho más elevada de CSA antitoxina a los 5

dpi en el ganglio mesentérico en nuestros desafios a 10 meses que en el desafio al 3crmes

mientras que en el bazo las diferencias no fueron tan marcadas. Esto puede estar

relacionado con la ausencia de expresión de células plasmáticas en las placas de Peyer

que nos aparece al estudiar la memoria a los 10 meses (Figura 22 vs Figuras 12 y 13), lo

que también puede estar reflejando una pérdida en la capacidad de capturar y presentar

antígeno en las placas de Peyer o a un defecto en la formación de sus centros germinales.

La consecuencia es que el ganglio mesentérico pase a ser la primera estación de

presentación e inducción de la respuesta inmune o al menos el primer sitio donde se

completa la diferenciación a CSA (346), resultando en la mayor acumulación de CSA en

el ganglio mesentérico observada en la memoria a los 10 meses en comparación a los 3

meses, cuando las placas de Peyer contienen más CSA.

Los resultados aquí presentados nos permiten ver que en los desafios a los 10

meses la médula ósea (cuando se la considera como órgano entero) ejerce el rol principal

en la secreción de anticuerpos sistémicos a los 5 días posteriores al desafio oral (Figura

23). La migración de células B estimuladas desde el GALT hacia la médula ósea ocurre

sólo un poco más rápido que lo descripto por otros autores con células activadas en

ganglios sistémicos (231 y 244).

La larga duración de la memoria ha sido clásicamente asignada a la generación de

células B de memoria de larga vida que sobreviven como linfocitos pequeños

recirculantes en un estado inactivo (347 y 348). Concepto sostenido por ensayos de

administración continua de timidina-[H3] (349 y 350) y por experimentos de

transferencia adoptiva de células de memoria a receptores naive, en donde en los

animales que permanecían vírgenes la memoria perduraba algunos meses (aunque si los

animales receptores recibían antígeno la memoria se mantenía por más tiempo; Refs.

351-353).

Basados en esos conocimientos y en otras investigaciones se pensó que las células

de memoria de larga duración revierten a un estado de células en reposo y no se dividen.
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Sin embargo en las células de memoria de ratón varios marcadores difieren del fenotipo

naive (354).

Pero el tema de la no división celular y la reversión al fenotipo naive en las

células B de memoria a largo plazo llevó al conflictivo problema de sí estas células

requieren continuo contacto con antígeno persistente en cantidades residuales (355).

Cuando se repitieron los estudios de transferencia de células de memoria a

receptores naive en condiciones más controladas resultó que se necesitaba antígeno para

que (proliferación mediante) la memoria no se pierda en pocas semanas (356),

modificando el dogma original.

Sin embargo poco después (con un fenotipo más definido de las células B de

memoria) se encontró que las células de memoria son de larga vida y tienen pocas

divisiones celulares (348). Los mecanismos de la memoria inmunológica han sido muy

estudiados y discutidos en inmunizaciones sistémicas (31 l).

Recientemente un estudio en el modelo de infección con VSV (341) y otro en

ratones transgénicos en los que se puede inducir un switch genético irreversible en

cadena H de inmunoglobulina para generar células B de memoria con una especificidad

hacia un antígeno que nunca fue inoculado en el organismo (357) confirman que las

células B de memoria persisten varios meses con independencia del reconocimiento

antigénico.

Como ya discutimos, en nuestra opinión existen células plasmáticas que viven

mucho tiempo, así que el antígeno no es imprescindible para una larga duración de la

protección por anticuerpos. Los autores que sostienen que las células plasmáticas son de

corta vida también deben proponer que hay un pasaje de memoria a CSA por sucesivas

reestimulaciones del antígeno específico o uno de reactividad cruzada, piensan que las

células de memoria no pueden estar eximidas de los procesos de selección que ocurren

para mantener la homeostasis debido a la continua entrada de células formadas de novo y

a las expansiones clonales durante la respuesta inmune. Nosotros pensamos que para

mantener una eficiente homeostasis no es imprescindible que sólo sobrevivan las células

B de memoria que reciben una señal por su BCR, estamos de acuerdo con un planteo ya
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efectuado (358) que parte de considerar que en el ámbito evolutivo lo esperado es que se

seleccione la estrategia de dinámica celular que ofrezca la mayor diversidad de repertorio

de región V de inmunoglobulina en células B periféricas en reposo; pero también

creemos que es de esperar que se hayan seleccionado maneras de contribuir a la

protección bastante tiempo después que haya desaparecido el antígeno del organismo.

Estos mecanismos, complementarios son:

1. La supervivencia de las CSA y

2. La sobrevida de las células de memoria.

Además las células naive recién formadas y las de memoria tardía pueden estar en

compartimentos separados: recirculantes por linfa y en folículos de órganos linfoides las

primeras, y en parte recirculantes y en parte en zona marginal o acumuladas en médula

ósea (que no tiene drenaje linfático) las otras, de forma tal que la expansión de una de las

poblaciones no afecte a la otra. También parece haber una distinta compartimentación

con la edad (359). Se sabe que en humanos la médula ósea fetal es muy rica en

precursores y células B inmaduras pero en la del adulto predominan las B maduras (360)

y algo parecido ocurre en ratones (223).

J.l. Los órganos de la memoria B en la inmunización oral con toxina colérica

Para evaluar en cuáles órganos se encuentran las células B de memoria antitoxina,

realizamos experimentos de transferencia de células de animales inmunizados a

receptores naive. Una ventaja de nuestros experimentos es que efectuamos transferencia

adoptiva sobre ratas normales no irradiadas previamente y así evitamos proliferaciones

que no se darían fisiológicamente y persistencia artificial. En un organismo intacto la

renovación y selección de células inmunocompetentes está bajo estricto control (361), en

cambio después de reducir marcadamente la cantidad de linfocitos (por irradiación o con

drogas citostáticas o tóxicas), los que persisten o son transferidos desde otro organismo

muestran mayores persistencias y tasas de renovación muy aumentadas gracias a

mecanismos que tienden a subsanar las pérdidas sufridas y completar los nichos vacíos

(361 y 362). Por otro lado, la muerte celular causada por radiación puede liberar

moléculas que causan estímulos inflamatorios inespecíficos en las células productoras de

anticuerpos (341). De modo más general, los estudios de dinámica poblacional de células
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B mostraron grandes diferencias en los resultados entre laboratorios que usaron distintas

técnicas experimentales (361-365).

Por esto buscamos las condiciones que menos alteraciones fisiológicas

provoquen, así al detectar actividad de memoria es muy probable que verdaderamente

ocurra como un fenómeno normal en un individuo. En contra es posible que nuestras

transferencias hayan sido poco eficientes y que hayamos subestimado el tamaño de la

respuesta de las células B de memoria en estos experimentos.

Cuando por transferencia adoptiva de células de la médula ósea, el ganglio

mesentérico o el bazo de animales primados a receptores no inmunizados con

anterioridad, buscamos encontrar qué órganos transmiten mejor la respuesta anamnésica,

encontramos que basados en los incrementos de anticuerpos antitoxina en suero y lavado

intestinal del huésped (Tabla IV), el ganglio mesentérico y el bazo fueron eficientes

transmisores de la memoria pero la médula ósea no lo fue. Creemos que parte de este

déficit se debe al bajo porcentaje de linfocitos que hay en la médula ósea incluyendo a

una pobre presencia de células T CD4+.

Lo mismo se detectó analizando la cantidad de CSA en los órganos del huésped

luego del desafio (Tabla V). La médula ósea posibilitó sólo una baja respuesta

anamnésica en órganos del receptor, aunque en el ganglio mesentérico la cantidad de

CSA parece un poco mayor al resto.

Por su parte, la adopción de células del ganglio mesentérico o del bazo

inmunizados tuvo como destino principal el ganglio mesente’rico y la médula ósea del

receptor. Parece que el bazo del animal primado contiene abundantes células de memoria

pero que al ser transferidas no se dirigen de preferencia al bazo del receptor. Algunos

autores han propuesto que la acumulación de células B de memoria en órganos linfoides

está relacionada con la existencia de pequeñas cantidades de antígeno persistente sobre

las FDC (366). Sin embargo en base a que no hubo evidencias de la permanencia de

antígeno en los órganos linfoides cuando hicimos sangrados severos en animales

inmunizados l año antes (Figura 25) y a que tenemos una marcada caída de las CSA en

la médula ósea y desaparición de las CSA en el bazo y el ganglio mesentérico a partir de

los 150 dpi (Figura 19), no parece que en nuestro caso la permanencia de células B de
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memoria en los órganos linfoides se deba a que estos poseen antígeno. En el mejor de los

casos, las células de memoria se podrían haber acumulado en los órganos cuando habia

antígeno y luego simplemente permanecieron allí. Los órganos de destino a los que se

dirigen las células de memoria transferidas están predeterminados por el patrón de

moléculas de adhesión y receptores de quimiocinas que poseen las células en el momento

en que se obtienen de los órganos de los dadores.

Estas células B de memoria no son efectores directos de la inmunidad, su función

es permitir la respuesta aumentada y acelerada característica de la respuesta de memoria

debido a 2 propiedades: (1) exhiben receptores de mayor afinidad y umbrales de

activación menores a las naive y (2) el pool celular específico para ese antígeno está

vastamente expandido en comparación al que estaba disponible en la respuesta primaria

(310 y 354).

J.2. Rol de la médula ósea en la respuesta de memoria por desafío oral

Ya vimos que la médula ósea es el principal órgano que recibe CSA antitoxina

luego de una inmunización oral y el único que retiene por largos períodos de tiempo CSA

que producen anticuerpos que salen a circulación. Además vemos que en la respuesta de

memoria provocada por un desafio oral es el órgano sistémico que recibe la mayor

cantidad de CSA antitoxina desde los 5 dpd (Figura 23), aunque no resultó ser un órgano

principal para la conservación las células B de memoria, véase que tuvimos que transferir

4 veces más células de médula ósea para obtener un nivel de respuesta más o menos

comparable al conseguido con transferencia de células del ganglio mesentérico o del

bazo (Tablas IV y V). Es decir que el principal papel que tiene la médula ósea durante la

respuesta de memoria parece ser secretar anticuerpos que al circular por todo el

organismo dan protección sistémica y, de entre ellos, la IgAp puede ser introducida a las

mucosas para la protección local; una función similar a la que posee durante la respuesta

primaria que ya se ha discutido; interesantemente encontramos que luego de la

transferencia de células de memoria, ahora también la médula ósea obtuvo la mayor

proporción de CSA IgA/CSA lgG antitoxina (Tabla V).
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Pese a que en la médula ósea la cantidad relativa de células de memoria es

modesta, si consideramos que sobre el total de células, la fracción de células linfoides

maduras en la médula ósea es menor a la del bazo (aún en la rata adulta), entonces los

números de células B de memoria por millón de linfocitos maduros son más comparables

y podemos decir que las células B de memoria no son una parte menor o secundaria de la

población de linfocitos maduros en la médula ósea.

En nuestra opinión estas células de memoria son una reserva que posee el

individuo y en ocasiones pueden volver a la circulación como centinelas que

eventualmente serán activados por antígeno en otros tejidos linfoides. Otros autores

proponen que en la misma médula ósea puede haber estímulo antigénico sobre las células

B de memoria con diferenciación a CSA por un mecanismo distinto al de la reacción de

centro germinal (341), nosotros creemos que justamente por carecer la médula ósea de

trama de FDC y de circulación linfática este mecanismo (de existir) es secundario.

Cuando nosotros iniciamos nuestro trabajo no había consenso general de que en

médula ósea se depositan células B de memoria ya que algunos autores fallaron en

detectarlas con pruebas funcionales (337 y 367). Aunque la médula ósea humana posee

células B con un fenotipo que claramente corresponde a células de memoria que

previamente sufrieron diferenciación somática de las inmunoglobulinas y se ha sugerido

que tal vez este no sea el sitio de destino final de las células de memoria (368).

Posteriormente con un modelo de infección aguda viral se determinó que en médula ósea

hay células B de memoria de larga vida en ausencia de antígeno, aunque el que se

diferencien a CSA es estrictamente dependiente de antígeno y de células T CD4+

colaboradoras (341).

J.3. Memoria de células B y T en el modelo de mucosas

En nuestros experimentos estudiamos la memoria B por su capacidad de derivar

en CSA de IgG e IgA, es decir que pasaron por la conmutación de isotipo de

inmunoglobulina y aumentaron su afinidad por mecanismos de hipermutación somática

de las regiones V de cadenas L y H. Esta estricta delimitación en el estudio de las células

B de memoria ha sido aceptada y remarcada por varios autores (40, 354, 356, 364 y 369).
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Además el concepto de asociar memoria B con conmutación de isotipo se reforzó con la

ausencia o baja frecuencia de mutaciones somáticas en la región V de cadena L de

inmunoglobulina que aparecen en las células B IgD+ naíve (370-372). Sin embargo

debemos decir que al mismo tiempo en que nosotros hacíamos nuestro trabajo ha surgido

literatura que informa de la existencia de células B de memoria que no han pasado por la

típica conmutación de isotipo, las que cambian de isotipo recién al detectar el desafío

(368, 373-375) y que aún así acumulan mutaciones somáticas en las regiones variables de

los genes de inmunoglobulinas, por lo que se las ha considerado de memoria (40, 376

381).

En nuestro modelo de rata nosotros no hemos realizado experimentos que

detecten directamente poblaciones de memoria por el isotipo que expresan en su BCR,

pero el estudio de aparición de anticuerpos antitoxina séricos en respuesta al desafio con

toxina colérica en el 3er mes post-inmunización mostró que los titulos de lgM fueron

pequeños comparados a los de IgG (Figura 15A) y los cultivos de bazo resultaron en

poca diferenciación de CSA de isotipo IgM (Figura l4), lo que indica que si en rata

hubiese una importante población de células B de memoria IgM‘, luego de la

reestimulación antigénica esta población genera CSA que sufren conmutación de isotipo

antes de secretar anticuerpos.

Por otra parte, los estudios que nosotros realizamos a partir de ratas inmunizadas

oralmente y con transferencia adoptiva de células de bazo y médula ósea, que fueron

previamente privadas de linfocitos B o de linfocitos T, hacia receptores naive,

demuestran que a la respuesta de memoria contribuyen tanto las células B como las

células T para generar nuevas CSA al desafio con toxina colérica. Resultados que

coinciden con la dependencia de células T para la producción de anticuerpos

neutralizantes en la respuesta de memoria observada por otros autores (341).

Estos resultados difieren con los de un artículo de otros autores que describen que

la memoria para fabricar anticuerpos contra el desafio se debe a linfocitos B, sin

intervención de células T (382). Sin embargo está bien establecido que el primado en

mucosas con varios antígenos T-dependientes induce una onda de T colaboradoras por

conducto torácico (383), una fuerte inmunidad humoral debida a fenotipo Th2 (384) y la

respuesta generada por un desafío intestinal requiere células B y T de memoria
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específicas (18, 173 y 385). Así es dificil pensar por qué no se requieren células T de

memoria que ayuden en la respuesta B de memoria al inmunizar con toxina colérica en

aquellos experimentos y sí en los nuestros. Probablemente influyan las especies usadas,

los protocolos de inmunización y los modos de eliminar las poblaciones T y B en cada

caso.

J.4. El aporte fisiológico de dos mecanismos

Uno de los principales mecanismos que permiten la existencia de anticuerpos por

mucho tiempo son las CSA de larga vida. Otra forma es la continua o intermitente

activación de células B de memoria para que se diferencien a células plasmáticas. La

contribución relativa de cada uno de estos mecanismos al mantenimiento de los niveles

totales de anticuerpos circulantes es aún materia de debate (386).

Dentro de los modelos de reactivación de las células de memoria, el más aceptado

en la actualidad es el debido a la presencia de antígeno en los complejos inmunes sobre

las FDC. Nuevos ciclos de presentación del antígeno están bajo el control de

retroalimentación por los anticuerpos circulantes. En nuestro modelo experimental, los

complejos inmunes de toxina colérica se deben establecer en el bazo (Figuras lO y l l) y

en el ganglio mesentérico (por ser una inoculación ig; Ref. 387).

Nuestras observaciones muestran que las cantidades de anticuerpos antitoxina van

decayendo luego de 60 dpi pero se pueden detectar al menos por 300 días. Pensamos que

en los primeros meses de la inmunización, además de las células plasmáticas de larga

vida, una parte no bien determinada de estos anticuerpos es mantenida por activación de

células B de memoria en el bazo y el ganglio mesentérico debido a que en esta etapa hay

toxina colérica retenida en los complejos antígeno-anticuerpo de sus FDC.

Como resultado de estos ciclos de proliferación y diferenciación de células B de

memoria también se generan nuevas células de memoria para reponer las que se han

consumido y posibilitar un nuevo ciclo de proliferación y diferenciación. Esto ocurre

hasta que se haya agotado el antígeno en las FDC, luego la producción de anticuerpos

depende únicamente de las células plasmáticas de larga vida en la médula ósea. En

nuestros experimentos esto podria ocurrir alrededor de los 150 dpi cuando hay una



Discusión

marcada caída de los títulos de anticuerpos en el suero (Figura 21), aunque después de

los 90 días ya no observamos CSA en el ganglio mesentérico ni en el bazo (Figuras 16 y

l7) todavía podría haber una producción residual de CSA que antes de acumularse en

cantidades que puedan ser detectables con nuestra técnica, migran a la médula ósea.

No tenemos forma directa de asegurar cuanto contribuyen al total de los

anticuerpos las células plasmáticas de larga vida y cuanto el mecanismo de

reestimulación de las células de memoria mientras hay antígeno disponible, pero parece

útil señalar que después de los 150 días las CSA en médula ósea caen a una 1/4 parte de

las cantidades que había a los 90 dpi (Figura 16 y 17). Sin embargo notamos que luego

de los 150 dpi, la pendiente de la caída se vuelve a hacer más lenta. Suponemos que este

escalón que se observa en los gráficos de los títulos de anticuerpos y números de CSA en

función del tiempo es un reflejo del momento en que desaparece el antígeno del

organismo.

En un enfoque utilitario, opinamos que no es conveniente diseñar vacunas en las

que no esté contemplada alguna forma de prolongada persistencia del antígeno como

algunos autores han sugerido (388), debido a que la pérdida en la producción de

anticuerpos parece notable cuando falta el antígeno.

Finalmente debemos señalar que pese a que la reestimulación de células B de

memoria por antígeno que persiste en complejos antígeno-anticuerpo sobre las FDC es

un paradigma ampliamente aceptado (309 y 310), en ratones genéticamente deficientes o

con centros gerrninales desorganizados hay transformación a células plasmáticas en

médula ósea (389 y 390), maduración de la afinidad (391-393) y conmutación de isotipo

(394). También bajo ciertas condiciones es posible encontrar formación de algunas

células B de memoria en ausencia de FDC y centros gerrninales organizados (386). No

sabemos si en alguna medida estos mecanismos secundarios son funcionales en animales

normales y si en nuestros experimentos son en parte responsables de la aparición de

células de memoria en la médula ósea.
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Con una o pocas dosis de toxina colérica administrada en forma oral es posible inducir

una respuesta inmune humoral sistémica de larga duración.

La médula ósea es el principal productor de anticuerpos circulantes y el único órgano que

contiene cantidades detectables de CSA muchos meses después de la inmunización oral.

Sostenemos que una parte mayoritaria de los anticuerpos producidos en la médula ósea

son el reflejo de los antígenos que el individuo encontró a través de las mucosas en el

transcurso de su vida.

En nuestro modelo de inmunización oral con toxina colérica ocurre una muy temprana

presentación antigénica directa en el bazo, independiente de la que ocurre en el GALT.

Apoyamos la teoría de la existencia de células plasmáticas de larga vida. Esto explica que

se observen CSA casi un año después de la inmunización, cuando no encontramos

evidencias de que quede antígeno en el organismo.

La médula ósea es el principal productor de anticuerpos circulantes durante la respuesta

de memoria por inmunización oral.

Es posible transferir memoria inmunológica con células de la médula ósea, aunque el

ganglio mesentérico y el bazo poseen mayor concentración de células de memoria.

En nuestro modelo, la memoria inmunológica está constituida por linfocitos B y T y

ambos contribuyen a la producción de anticuerpos luego de un desafío oral.

Nuestros resultados contribuyen a sostener el concepto de que si bien el sistema inmune

posee compartimentos, existe una amplia comunicación entre estos y no hay sistemas

separados.

Bis/fair”)¿una? _ /JW
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