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INTRODUCCION

inmund logos tienden a considerar el sistema

un campo autonomo dentro de 1la

biologia es
a regulacién del crecimiento celular en este
lleve a cabo de manera muy diferente a otros
stemas del organ.smo. También es posible que el

inmune haya tenido que desarrollar mecanismos
regLiadores mucho m4s complejos gque otros sistemas dada la
extraordinaria riqueza de sus unidades celulares dotadas de
individualizados preformados que las capacitan

a un numero practicamente ilimitaco de

posibles antigenos. Esas respuestas parece que deberian, por

1

reguladas tambieén a un nivel clonal, de ah{f ia
complejidad del problema de la inmunoregulacién, probiema que

un lado atafe al ccntrol del crecimiento celular en
general, por otro enfrenta las peculiaridades del sistema

inmune que parecen demandar soluciones con un mayor nivel de

sofisticacion.

Quizds por esto, se tiende a considerar el tema de la

; - . 1
inmunoregulacién de manera aislada Yy desconectada de la

regulacion del crecimiento celular en general, ya Que se




parte de la 1 o e
dea de la posi ialisima que tiene el
sistema 1nmune en e

organismo Y sSobre todg de su

T A -
extraordinaria compleji

SOI0 superada por el sistema

nerviosc ~r all~ PR . 1
- 0s0. Por ello, quizds, tan solo en el sistema i1nmune se

na: co : o X18 NC
i ncebido a existencla de un compartimento celular

separadn con 1} 1S10Nn esheci
separado con la mision especifica de controlar el crecimiento

de las otras celulas de este sistema. ‘
Pacre 1m™e -~ -

28c A 08 grandes esfuerzos invertidos en el tema ~e 1la
inmunoregu'acion, es eésta todavia una de las areas mds

confusas de la inmunologia. Asi, aungue se cumplen 21 afios
del descubrimiento de las células supresoras por Gherscn y
Koendo (1) y a pesar de que se ha atribuido a estas células
la responsabilidad de casi todos los fendmerios de regulacidn
o desregulacidn observados, tanto en el campo experimental
como en la patologia humana, se ha manifestado en 1os ultimos
anos una corriente de escepticismo que ha puesto en cuestioén,
no al fendmeno regulatorio en sf, pero si la axistencia de
células supresoras como una subpoblacién independiente.

~

Fortavoz destacadoc de esta corriente ha sido el profesor G.

b

O

M&1ler gquien en una controvertida editorial del Scandinavian
Journal of Immunology (2) ha sintetizado las inconsistencias
mis importantes del concepto corrientemente aceptado de una

subpoblacién supresora independiente.

Las objeciones aducidas por G. M&ller se refieren a los

que se ha 1lamado l1os c1nco "no" de

siguientes puntos a los
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aspues de st "ocurare
esin, procuraremos describir someramente los
fenbmeno supresor en inmunologia

zontlict iy j ¢
tivos, ocojeto de debate son los

conocen marcadores especificos de

supresoras.,

sta critica de G. , continda siendo vaiida. Las células
T pueden ser cb8* (o en el ratén Lytil, aungue
actualmente se usa mas el marcador equivalente L3T4, y Lyt2)
marcadores de células “"helper” y citotéxicas/supresoras,
respectivamente. Las CD4, a su vez, se dividen en Thl y Th2.
Las primeras producen IL-2 Y gamma-interferon. Las segundas
producen IL-4. Comc veremos se ha considerado que las
supresoras inductoras son cpDa* y las efectoras CD8' pero hay
numerosos ejemplos de circuitos supresores que implican
solamente a una célula CD4 © incluso CD4~ CD8" (3). Ademas,

como vemos, CD8 es compartido por suprecoras y citotdxicas.

2/ Intimamente ligado a la critica anterior esta la rareza

s de células supresoras. Tada et al (4) refieren en

e] Forum sobre supresoras organizagdo por el Instituto Pasteur

haber generado varios clones de células "helper”, todas ellas




L3T4 y e 1
3 ¥ Lyt2 mediante estimulacidn con antigeno + células

pres . ¢ . ‘
presentadoras de antigeno Yy propagacion con IL~2. Algunos de

@

stos 1c 5 G /
SLOS ciones tenian actividad supresora en lugar de helper

5.08 C

m

3 _
lones sclamente producian gamma-interferén pero éste

no daba cuenta de su actividad supresora. La supresidn se

ejercia sobre otros clones T "helper"” y estaba restringida
por H=-2,

ambien refier¢ 1 haber ocbtenido clones CD8' con actividad
suprescora y sin actividad citotdxica. Uno de ellos produce

un factor supresor especifico de antigeno.

A despecho de las afirmaciones anteriores no cesan las
~ontradicciones en el campc de la supresién. Asi, otros
participantes (3) en » aludido Forum del Pasteur reconocen
haber pasado tres afios sin conseguir generar clones
suprescres, habiendo finalmente obtenidc un clon especifico
anti-HGG (gammaglobulina humana). Este clon, que es CD4+ y
dependiente de IL-2, tiene una accién bivalente: “helper”
cuando es transferidc a baja densidad celular, y supresor
inductor in vivo a alta densidad.

Para explicar esto, esos autores recurren a la hipbétesis de
que las células supresoras deben suprimirse entre si per
una densidad critica, de donde resulta la

encima de

dificultad de su cionacidén 1in vitro. Aqui encontramos

suscitado un punto, e] de la densidad 1igada al efecto

supresor, que vamos a tLratar en esta tesis.




un - 1ve |
efecto ambivalente, también dependiente de densidad, h
: a

1dc scri (
C descrito por Loblay y Basten (5). Encontraron que al

transfterir a un ani '
S 8 animal : i
1rradiado numeros progresivamente

s : £ 4
ecientas de células primadas a carrier (donantes primados

A car & '
A carriar. Pag ademas primados a HRC) Junto con un numero

fi1Jo de células primadas a haptenc (donantes primades a DNP-
KLH), habfa una progresiva reduccién en el numero de células
formadoras de placas (PFC) anti-hapteno (testando con DNP-
HGG). La 1inhibicién era antigeno-especifica ya que 1la
respuesta a HRC no estaba inhibida. Explicaciones tFivia]es
como que las céiulas B fueran limitantes fueron excluidas ya
que aumentando éstas no se modificaba el efecto. Al atribuir
dicho efecto a células supresoras, los autores razonan que
existiendo en la poblacién primada a HGG células "helper” Yy
células supresoras para este carrier, el efecto de éstas
Gltimas es dependiente del numero absoluto de ellas, mas que
de la proporcién entre células "helper” y supresoras. Ahora
bién, lo paradéjico es que el donante, teniendo muchas mas
cé&lulas supresoras que las que fueron transferidas al animal
irradiado, sea capaz de montar una respuesta a HGG
(adviertase que también responde a HRC) (como se vera mas
adelante en nuestros experimentos con células B supresoras
también demostramos que e] efecto supresor es dependiente del

numero absoluto de células).

Los autores no pueden explicar esta paradoja, Qque en




cua ' c
lquier caso remite a puntos de vista ocpuestos a) concepto

-~ ] ~
de células supresoras ccmo subpoblacién unica, reminiscentes

de la antigua idea de Que la supresién podia resultar de
‘demasiada ayuda” (6,7).
3/Ausencia de recombinacién del receptor T en células

supresoras.

En el estudio de factores supresores especificos de antigeno
se usaron hibridomas para producir grandes cantidades de esos
factor s. Cuando los genes del receptor T de éstos fueron
analizados se encontrd que, contrariamente a lineas T
"heiper”, no tenfan el gen reccmbinado (8). Esta es otra de
las grandes paradojas que acechan el tema de la supresién,

Posteriormente han aparecido descripciones de gen TcR
recombinado en lineas T supresoras (9,10). En cualguier caso,
puesto que esta recombinacién no es universal, puede pensarse
que no tiene ninguna importancia para la funcidén supresora.
Algunos autores (11) arguyen frente a esto que 10s hibridomas
supresores suelen mantenerse en cultives por periodos largos
por lo que solo un pequefio tanto por ciento de las células
siguen produciendo Tsf Y sstas son las que expresan el
rceptor. Weiner (12) ha demostrado esto pero de nuevo la

particularidad del caso no permite superar la critica de

M&1ler.

De todas formas, se ha visto que factores de una serie de

hibridomas se unian a anticuerpos contra e] receptor T (13).




lLa cadena capaz de unir

antigeno reaccionaba con un

anticuerpo anti-cadena aifa,

mientras que la gue no une

antigeno se une a anticuerpos anti-cadena beta. Green Y Zheng

(11) han obtenido un hibridoma de fenotipo T "helper” con

actividad supresora inductora especifica para un polipeptido

Sintetico. Los péptidos capaces de estimular células T via
T"cR eran también dianas del factor sunmresor. Este factor
llevaba determinantes del TcR. Por ctra parte demostraron que
se pcocdia impedir la traduccién de cadenas TcR con
oligonucleotidos antisentido correspondientes a Va TcR pero
no a VB TcR. Esto es sugestivo de gue Va tenga un papel en la
codificacién de moléculas reguladoras antigeno-especificas,
es decir, factores Ts. Puesto que la estructura quimica de
estos factores es distinta de TcR, el prcducto de este gen
podria ser alteradc a nivel de RNA o proteina. De este modo,
aunque TcR tiene afinidad por antigenc en combinacién con
productos de MHC, algunas moléculas TcR (es decir, TsF)
podrian reconocer al antigeno solo y estas serian las que
formarian los factores reguladores.

Hay Qque subrayar, sin embargo, que este estudio se ha
realizado en un hibridoma supresor inductor de fenotipo T

"helper" y alguno de los participantes en el mencionado Forum

sobre supresoras sostiene gue T, no pueden ser inductoras de

1. ¥y& gue T, tiene un umbral de activacién mas bajo que 'n
]

(14) .Esto enfatiza Jla necesidad de estudiar mejor Jlas




posibles diferencias en activacién de T
;-]

Y. T

h*

En esta Ul
s tima linea es muy importante el trabajo de Krzych

et al (158)
con la proteina betagalactosidasa de E.Coly

Farth
endo la molécula en fragmentos peptidicos demuestran

gque exlisten peptidos que estimulan supresién (o células

supresoras) mientras . otros estimulan ayuda (o células

‘heiper”), distinguiendo por tanto determinantes inductores
de supresidér y determinantes inductores de ayuda. Existen
fragmentos peptidicos que estimulan a 1la Qez células
supresoras y helper, postuldndose que solamente cuando un
fragmento peptidico contiene una combinacién de epitopos para
reconocimiente por T., T, ¥ B dard origen a un efacto
regulador.

4/E1 enigma I-J.

Algunos investigadores (16,17) creyeron haber encontrado en
el antigeno I-J un marcador especifico de células supresoras
T y de factores supresores. E1 gen correspondiente fué
mapeado con los métodos de la genética cldsica en region MHC.
Se produjo, por tanto, un gran revuelo cuando los métodos de
hibridacién molecular demostraron que no existia tal gen en
la regién MHC (18). También se vié, posteriormente, que los
antigenos I-J son expresados en diferentes tipos celulares,

tales como T "helper”, células adherentes no T no B y aigunas

células NK (19,20].

Se han realizado investigaciones para conciliar esos




contradictorios hal

lazgos, de las Que parece deducirse que

I-J st e
estd 1involucrado en e reconocimiento de moléculas

propias para la cooperacidn celular mediada por células T

Anti ibi
cuerpos monoclonales anti-I-J*¥ inhibian la reacciédn de

cultivo linfocitario mixto singeneico y alogénico cuando las
células T respondedoras (pero no las estimuladoras) son

tratadas con el anticuerpo (21). Anticuerpos anti-I-J pueden

inhibir la respuesta proliferativa inducida por antigeno y la
funcién "helper” (22).

La expresidn de estas moléculas adopta un patrén muy
complejo, estando influida no solo por genes H-2 sino también
por genes de fondo, resultando al parecer en el
reconocimiento de Ia asociado a productos de IgV,. Como todos
los aene ‘ue participan en el reconocimiento de lo propio
&ste tiene una gran plasticidad, dependiendo su expresién del
ambiente timico encontrado en la ontogénesis. Esto quizéas
explica que aparezca ligado a regién H-2 aunque no se halle
fisicamente en esa regién (21).

5/No se han identificado genes que codifiquen para factores
supresores ant{geno-especificos.

A este argumento, Tos defensores del punto de vista
tradicional sobre las supresoras oponen un razonamiento

circular, a saber, cuando estos genes sean descubiertos este

argumento sera superfluo.




A continu ' 3
acion vamos a describir los pPrincipales aspectos de

la fenomenologia de la supresion

1.2 SUPRESION INESPECIFIC/ POR CELULAS T

7
Celulas T supresoras pueden ser activadas policlonalmente
por diversos medics: mitdgenos T como concanavalina A
(23),fitohemaglutinina (24), reaccidn de cultive linfocitario
mixto (25), o inclusc se ha descrito que se generan tras
simple cultivo in vitro (26).

Estas células inhiben la respuesta a mitégenos, antigenos o
la reaccidén de cultivo linfocitaric mixto de manera no
restringida por MHC, excepto quizds las generadas por cultivo
linfocitario mixto (27).

Knab y Jeannet (28) estudiaron supresion inducida por Con A
utilizando un tiempo corto (16 horas) de incubacién in vitro
en presencia de ConA Yy transferencia a cultivos Qque eran
estimulados de nuevo con ConA. Este disefic experimental es
similar al que nosotros hemos utilizado en algunos
experimentos en un sistema B existiendo también ciertas
semejanzas en 10§ resultados. En su caso, las células

preincubadas sin ConA potencian la respuesta 1o que no ocurre

en nuestros experimentos empleando estimulacién con LPS. Sin

embargo, hay Qque sefflalar que cuando se compara esta

potenciacion 2 la causada por cédlulas frescas (no




preinc /
ubadas) se observa de hecho una respuesta disminuida

en ' '

los cultivos conteniendo células preincubadas io gque es
o 1 1
similar a lo observado POr nosotros. En concordancia también
con nuestros resultados estd su observaciédn de que el efecto

supresor es resistente a irradiacién.

Un resultado colateral de este trabajo es que la respuesta

de las células no aumenta por el simple hecho de ser
preincubadas como habian comunicado %resnihan y Jasin (29)
y que Jles llevdé a postular Jla existencia de células
supresoras de vida corta. Esta contradiccién podria deberse
simplemente al tiempo de preincubacidn, quizds excesivamente
corto para detectar este efecto.

Podemos clasificar también dentro de este apartado la
supresién lograda a través de la activacién de células T
autoreactivas. Con el método estandar de estimulacidén con
antigeno y células presentadoras y propagacién en IL-2 usado
nara generar clones "helper", aparecen ocasionalmente clones
gque se mantienen por simple estimulacidén con células
singeneicas irradiadas , por tanto son autoreactivos. Uno de
estos clonos es MS202 (30). Este clon tiene una intensa
actividad estimulatoria para células B y T singeneicas en
ausencia de antigeno. No presenta, en cambio, capacidad para
estimular a céluias B o T alogénicas. Su fenotipo es L3T4,
Ly2-, I-J¥, y su elemento de restriccion es I-A*. La inyeccion

intraperitoneal de 107 células de este clono Jjuntoc con




anti
genoc suprimia la respuesta primaria y secundaria a este

antigeno o a otros antigenos distintos. Se vié que el

mecanismo de supresidén era a través de la induccién de

celulas supresoras ya que las células esplénicas obtenidas de

los animales asi tratados transferidas a ctros cultivos

tenian efecto supresor inespecifico pero restringido por MHC.
La supresién es mediada por c*lulas T, Ly1", L3T4, Ly2°,
negativas para alelos Ia* e I-J*. Cuando céluias Ts inducidas
por MS202 en Fi1 se afaden a células parentales B (C3H o B6)
primadas a DNP y a células "helper” F1 primadas a carrier
(KLH) se suprime la respuesta de las células B de C3H (MS202
fué inducido en C3H) pero no la respuesta de B6. Por
supuesto, 1as céiulas "helper” F) colaboran
satisfactoriamente con cualquiera de las B parentales.

Cuando se usan T "helper” primadas a carrier (KLH) obtenidas
de quimeras F1->C3H ¥y F1->B6 y son cocultivadas con células
B Fi nrimadas a DNP Tlas "helper" quiméricas colaboran
iguaimente bién con células B que codominantemente expresan
ambos alelos de clase II parentales. Cuando a esta mezcla se
afiade Ts de F1 se suprime la respuesta de F1 B + T "helper’
restringida por H-2" procedente de F1 C3H mientras Ts son
incapaces de suprimir 1a respuesta inducida por T "helper” de
Esto cemuestra gue 1a célula diana de 1a

la quimera F1 B6.

supresidn es la célula T “helper" restringida por MHC (30).

Este es uno de los circuitos supresores mas simples descritos




n ' '
ducidas por MS202 son asimismo autoreactivas. Con todo no

es

1neludible la necesidad de postular una célula supresora

independiente para explicar estos resultados. En efecto

podria o ri 1 ] ‘ 1079
currir que la activacion adinional proporcionada por

nuevas ceélulas activadas aRadidas al cul:ivo generara una

sefial negativa (este efecto seria particularmente vigoroso si
28as células "supresoras” afadidas fueran también
autoreactivas con 1o que darian 1lugar a una especie de
respuesta secundaria al ser transferidas). Un mecanismo de
este tipo seria posible si las sedales "helper” quedaran
rapidamente saturadas mientras las supresoras, tal vez
generadas por las propias células "helper” actuaran en
proporcién directa al numero absoluto de céiulas y el factor
supresor tuviera un efecto acumulativo. En otras palabras si
en las células T existiera un mecanismo supresor dependiente
de densidad anadlogo al que hemos demostrado en esta tesis
para células B. Hay que puntualizar, de todas formas, que
para que una hipétesis como esta Gltima diera razén de la
restriccién H-2 de este tipo de supresién deberia cumplirse
el requisito de que las células transferidas fueran
autoreactivas gracias a lo cual experimentarian al ser
afadidas al cultivo una activacién adicional que resultaria
la supresion dependeria del

en supresién. De este modo

reconocimiento de productos H-2.




1.3 SUPRESION ESPECIFICA DE 'CARRIER

E1 i ' 5 >
efecto carrier se caracteriza porque los animales

primados con un conjugado hapteno-carrier, p. ej. DNP-BGG

daran una respuesta secundaria al hapteno S son
reestimuiados con el mismo conjugado hapteno-carrier pero no
81 son reestimulados con el mismec hapteno en un ‘carrier’
diferente. Cuando se estudia el efecto "carrier” en un
sistema adoptivo, esto es, un animal irradiado (usado como
tubo de ensayo) al que se transfieren células primadas a
hapteno y células primadas a carrier separadamente, se
comprueba que el efecto “carrier” puede ser soslayado. El
animal puede montar una respuesta al hapteno administrado en
un "carrier” diferente, siempre que se transfieran células

primadas a este "carrier’ a ese animal ademds de las células

primadas a hapteno.
1.4 SUPRESION DE LA RESPUESTA A CONJUGADO HAPTENO-CARRIER.

Loblay et al (31) transfirieron células de ratones primados
separadamente a HGG y a DNP-KLH a recipientes singeneicos

irradiados (5x10‘ céjulas de cada tipo) Estos fueron

inmunizados con DNP-HGG Yy, de acuerdo con las reglas del

efecto carrier, se produce una respuesta anti-DNP que seé

midié 7 dias mas tarde en células asplénicas.




] a i

las cé) ima i
ulas primadas a DNP-KLH Y a HGG (separadamente)

cél 3 '
ulas de ratones que habian sido inmunizados 7-14 dias

an wil e
tes con HGG precipitada con alumina y geérmenes bordetella

pertusis (2x10%). E1 numero de <cé&lulas de este tipo

transferidas fué 25x10°. En este GUltimo grupo se observé una
supresion de la respuesta a DNP del 80%. La supresién es
mediada por células T y es especifica de “carrier". Estos
investigadores concluyeron que células T supresoras fueron

generadas en paralelo con células T "helper”.

1.5 SUPRESION SECUNDARIA DE LA RESPUESTA A CONJUGADO HAPTENO-

CARRIER

Los animales inmunizados con HGG precipitada con alumina y
bordetella pertusis recibieron 4 & mas semanas después HGG
deagregada intraperitoneal (previamente habian demostrado
que en esta forma HGG induce oreferentemente células

supresoras). cuando se transfieren células de animales asi

tratados a animales preparados segun las condiciones del

experimento anterior frecipientes que reciben célules

primadas a hapteno y células primadas A2 carrier), la




supresj
presidtn es mayor y mas rapida que la causada por

transf ' H j
erencia de céluias esplénicas de animales que habian
§1do tratados Unicamente con HGG precipitada con alimina. Es

decir 1 ' '
A ‘a supresién tiene las caracteristicas de una

res ' y
puesta secundaria. Segun esos autores este experimento

demuestra la existencia de células de memoria supresoras,

En este Ultimo experimento, se wusan para transferir a
controles ceélulas primadas a carrier de animales que
sclamente reciben la segunda inyeccién inmunizante, es decir,
HGG deagregada intraperitoneal 3 dias antes de transferencia.
E1l grupo control estd formado por animales irradiados que
reciben, aparte de las células primadas a hapteno y de las
células primadas a carrier (5x10% células primadas a DNP y
5x10%° cé&lulas primadas a HGG), numeros progresivamente
rrecientes de células de animales inyectados con dHGG 3 dias
antes y otro grupo recibe todo 1o anterior excepto que estas
4ltimas céluias transferidas lo son de animales tratados con
aHGG y 4 & mas semanas después con dHGG. En estos 1n1timos se

observa, como hemos dicho, supresién con las caracteristicas

de una respuesta secundaria. Curiosamente, en lcs controles

empieza a aparecer supresién tambien tal como se va

aumentando el numero de células (de animales tratados con

dHGG transferidas).

Este hecho puede verse retrospectivamente como ejemplo de

una de 1las paradojas observadas en la fenomenologia de la
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presumiblemente, contiene células "helper" y células

supresoras, los efectos supresores se hacen predominantes

cuando la concentracién celular aumenta.

LOos mismos autores ofrecieron, posteriormente (5), un ejemplo
mas claro, de esta paradoja. Animales irradiados fueron
inyectados con 5x10% céluias esplénicas primadas a DNP-KLH
Junto con numeros crecientes de células de animales primados
a HGG que habian sido primados también a !IRC. Los animales
irradiados fueron entonces inmunizados con DNP-HGG,
midiéndose la respuesta 7 dias mds tarde. Se vidé que la
respuesta anti-DNP era progresivamente inhibida al aumentar
el nimero de células primadas a carrier transferidas mientras
que la respuesta a HRC alcanzaba un tope maximo y se
astabilizaba. E1 efecto era, pues, antfgeno-especifico. De
nuevo cncontramos un efecto supresor dependiente de densidad
y/o exceso de ayuda ya que las numerosas células "helper”
especificas de HGG deberan agruparse junto a las células B
anti-DNP. Loblay y Basten se ven forzados a admitir que dado
que el cociente "helper’:supresoras en la poblacién carrier-
especffica transferida debe m.tenerse constante, 1la

supresién depende del numero absoluto de células supresoras

transferidas y no en la relacién "helper’-supresoras.

1.6 SUPRESION ALOTIPICA E IDIOTIPICA.




Cuando un ratén

F1 recién nacido es inyectado con anticuerpo

contra 1nmunoglobulina de uno de los tipos parentales, la
"

produccién de ese tipo de inmunoglobulinas se suprime y

persiste suprimida hasta la edad adulta 12).
S1 células esplénicas de ratones F1 normales y F! suorimidos
soOn conjuntamente inyectadas en un recipiente irradiado se
producira supresién alotipica 1o que demuestra que la
pcbiacidn suprimida impide a la poblacién normal l1a expresién
de uno de.ﬁos alotipos. E1 grupo de Herzenberg demostré que
la supresién alotipica estaba mediada por células T (33).

Benaroch y Bordenave (24) han conseguido inducir supresioén
alotipica por medio de c¢élulas T con actividad anti-
alotipica. La educacién de las células T se realizé por
inyeccién i.v. de 1linfocitos autdlogos recubiertos con
alotipo. También se ha conseguido inyectando ratones hibridos
formados por cruce de cepas Igh congénicas con células T de
una de las cepas parentales. Ratcnes recién nacidos I1gh*/®
recipieron células T de Balb\c o BCB, AIESS Igh®,
produciendose supresién de IgG2a® en una cierta proporcion de
ratones. Si los donantes de células T eran sensibilizados

: ; b
previamente con esplenocitos singeneicos acoplados a IgG2a

o con células B de una cepa Ighb, entonces se producia

supresion alotipica en el 100% de 1os casos. También era

i e b/b
posible producirla por este procedimiento en ratones Igh™".




Se vi10 que dos células T eran necesa-ias

con fenotipos CD4+

CD8- y CD4- CD8+ (35). La supresién puede ser revertida por

tratamiento con un monoclonal de rata anti1-CD8 lo que

demuestra: 1/ que los linfocitos de fenotipo CD8+ son

esenciales para mantener la supresion y 2/ que la supresion

no se debe a deleccidn clonal de células B productoras de

~ 4] 1
IgG2a”. Tras la cancelacién de la supresién, 1lama la

atencién el alto nivel subsecuente de IgG2a® (alrededor de
0,5 mg/ml de suero).

Al contrario que en muchos otros tipds de supresidén, la
inhibicién de produccidén de 1gG2a® es completa. No se ha
conseguido producir similar supresidén de otros isotipos como
IgM®, IgG2b® o IgA®, 1o que es sorprendente sobre todo en ei
caso de I1gG2b® ya que hay gran homologia entre los genes
corraespondientes a I1gG2a® e I1gG2b®. En este sistema no se sabe
si las células que mantienen la supresion son originales del
donante o del recipiente. Pcr ultimo, existe la posibilidad,
dada la exclusividad del fendmeno, circunscrito a IgG2a que
s- trate de una reacciédn fortuita, resuitante de reaccion

cruzada con una funcidn T desconocida.

1.7 SUPRESION IDIOTIPICA.

Un animal puede ser tratado con un anticuerpo anti-idiotipo

a rajz de lo cual cuando ese animal haga una respuesta contra




un anti ‘
ntigeno determinado, los anticuerpos correspondientes a

ese antigeno portadores de] 1diotipo en cuestidn estaréan

ausentes.

Este ferndmeno esti mediado también por células T

supresoras.

1.8 SUPRESION ANTIGENO-ESPECIFICA.

En el sistema NP, Weinberger et al demostraron por primera
vez la existencia cde dos poblaciones de células T supresoras
que aparecian tras inmunizacién por via i.v. con células
singeneicas acopladas al hapteno NP. Tres dias antes de esta
inyeccién los animales eran pretratados con ciclofosfamida.
Siete dias después de dicha inmunizacién ambas poblaciones
coexisten en el bazo de los animales inmunizados. Para
ponerlas de manifiesto, los esplenocitos eran transferidos a
recipientes "naive” que, a centinuacién eran inmunizados con
NP-BCG en CFA. Seis dias después se media respuesta de
sensibilidad cutdnea (SC) de estos animaies tras inyeccidn de
NP-BSA en PBS. La inhibicién causada por la transferencia de
células esplénicas tclerizadas (asi se 11aman también las de
los animales que han sufrido el procedimiento descrito
conducente a la aparicién de actividad supresora) se detecta

al comparar la respuesta CS de estos animales con la de

aouellos que han recibido células esplénicas procedentes de

animales a los Qque no se iryecté NP acoplado a células




singeneicas.

Este protocolo detecta 1o Que se conoce como supresiédn de

fase inductora, ya que las células supresoras son

transferidas antes de "primar". E] protocolo para deteccién

de fase efectora es idéntico excepto que las células

tolerizadas son transferidas 6 dias mas tarde, inmediatamente

antes de la segunda inyeccién de NP (antigen-challenge).

Se observé que las células responsables de la supresién eran
células T y que habia dos subpoblaciones que actuaban en cada
una de estas fases. La Ts1 o Ts,, asi llamada por actuar en
fase inductora, adheria a placas de plastico recubiertas de
antigeno NP. La Ts2 o Ts, actua en fase efectora y adhiaere a2
placas recubiertas de idiotipo, es decir, es antiidiotipica.
La administracién de ciclofosfamida (20 mg/kg) antes de la
inyeccién de céiulas acopladas a hapteno impide la aparicién
de actividad supresora en bazo. La inyeccién aislada de
céiulas Tsi1 no incita por si sola la formacidn de células
Is,. 51n embargo se observa aparicién de actividad supresora
oefectora cuando se dan células Ts, Jjunto a celulas
singeneicas-NP. Weinberger et al(36) deducen de este hecho
que en presencia de células singeneicas-NP, la poblacién Ts1
induce a una célula resisterite a ciclofosfamida a madurar Yy
manifestar actividad supresora efectora. De esta forma empezé

a establecerse la existencia de interacciones secuenciales en

el mecanismo de supresién, 10 Qque se conoce como circuito




supresor.,

1.9 FACTOR SUPRESOR TS1 (TsF1). su CAPACIDAD DE INDUCCION DE

CELULAS TS2.

- - , ‘
E1l grupo anteriormente citado ha preparado (37) hibridomas

T monoclonales correspondientes a las distintas poblacicnes

supresoras. E1 hibridoma B6-29, procedente de la cepa C57/B1/6
(H-2°,Igh®) y los hibridomas CKB-17 y CKB-~39, procedentes de
CKB (H-2%,Igh°) fueron preparados hibridando células NP-
especificas de dichas cepas con células tumorales BW5147.

Los sobrenadantes de estos hibridomas fueron inyectados
i.v.(0,3-0,4m1) durante 4 dias a animales primados con NP-0O-
Su. 6 dias después se les inoculd NP-O-Su por via subcutdnea
y se midié respuesta CS. Los animales control recibieron
sobrenadante de BW5147. Se demostré que los sobrenadantes de
estos hibridomas son capaces de suprimir la respuesta CS
cuando se dan en fase inductora. La actividad supresora era
absorbida por columnas anti-idiotipo, anti-IJ y por antigeno
NP. La absorcién era especifica ya que columnas anti-IJ®
absorbian factor procedente de B6 mientras que columnas anti-
1J* absorbian factores derivados de CKB. Cuando los factores

se daban en fase efectora (el dia de "challenge" con antigeno

o un dia antes) no habia supresion.

Por otra parte, si se transferian células esplénicas de

animales primados a NP que habian recibido los sobrenadantes




a ani '
nimales primados 6 dias antes qgue a continuacién eran de

nuevo 1noculados con NP para provocar respuesta CS
’

obtenia inhibicién de esta

se
respuesta. Esta 1inhibicién,

producida en fase efectora, demostraba que los sobrenadantes

habian inducido células supresoras efectoras T7s2.0 (37).

Paralelamente, el factor TsF1 puede generar células Ts
[ ]

cuando se da al comienzo de un cultivo in vitro a células

esplénicas estimuladas con NP-carrier.

1.10 RESTRICCIONES GENETICAS DEL FACTOR SUPRESOR INDUCTOR
1sF1.

E1l uso de factores permite estudiar restricciones genéticas
en el circuito supresor que son imposibles de determinar
usando células a causa del efecto alogénico superpuesto.
Los sobrenadantes o factores TsFi1 inducian supresién en
animales singeneicos con la cepa de la que deriva el factor
o bien en animales incompatibles en regién H-2 pero
compatibles en regién Igh. Asf, B6-29 TsF1 derivado de B6
(H-2°,Igh®) suprime a B6 o a B10.BR (H-2*,Igh") mientras CKB-
17 y CKB-39 derivados de CKB (H-2%,1gh®) suprimen a CKB Yy
B10.BR pero no al Igh congénico C3H (H-2%,I1gh’) (38). Otros
experimentos permitieron delimitar la necesidad de homologia
Igh a la region Igh-V (38).

Se vié que la aparente restriccién por Igh de la funcidén de
TsF1 era una restriccién pseudogenética ya que este factor

podia funcionar en recipientes incompatibles en Igh generando




células Ts,. Sin embargo, para observar la actividad

supresora de las células Ts, éstas deben ser transferidas de

nuevo a una cepa compatible en Igh con la cepa que produjo el

factor. Asi, sobrenadantes de CKB-17 y CKB-39 dados a Igh-

incompatible pero H-2 compatible C3H (H-2%,Ighi) fallan en

suprimir la respuesta, pero cuando esplenocitos de C3H que

han recibido estos sobrenadantes son transferidos a
recipientes CKB (H-2%,Igh®) o B10.BR (H-2%,1gh®) durante fase
efectora, se produce supresién. No ocurre, sin embargo,
supresion cuando son transferidos a ratones singeneicos C3H.
La restriccién pseudogenética parece reflejar un requisito
de homologia entre células supresoras de 2° orden, portadoras
de receptores anti-idiotipicos y otra poblacién Ts3 que
funciona maAs tards en el circuito supresor. La interaccioén
entre Ts, ¥ Ts3 no solamente estd restringida por Igh como
reflejan los anteriores experimentos sino también por H-2.
Asi, las células Ts, inducidas en C3H (M-2%,1gh‘) no funcionan
al ser transferidas a B6 o CWB (H-2°,Igh®). Ademéds, cuando
CKB-17 o ~KB-39 fueron dados a C57B1/6 (H-2°,1gh®) para
generar células Ts,, la actividad supresora solo se observoé

cuando las células Ts, fueron transferidas a H-2 e Igh-

compatible c57B1/6° (38)

1.11 CELULAS PRESENTADORAS DE FACTCR TsF1.

Los experimentos anteriores indican que la restricciéon Igh




est ' j ‘
4 determinada por e} genotipo Igh del donante de TsF1 )

o

Que suglere que las células Ts?2 son especificas para

q : .
eterminantes de la regidn de unién al antigeno de tipo

1diotipico controlados por Igh y presentes en TsF1 mientras

que la restriccién H-2 de la célula Ts2 estd determinada por

el genotipo del huesped (recipiente), no por el donante de

TsF1. Esto condujo a la hipbétesis, confirmada mas tarde, de

que la restricciédn H-2 de Ts2 es debida a que las células del
huesped o recipiente de factor TsF1 son las que presentan
dicho factor.

Los siguientes experimentos (38) confirman esta hipétesis:
TsF{ de origen en CKB (H-2¥) soluble o pulsado en células
presentadoras fué inyectado en (BBxC3H)F1 (H-2°/H-2%). Las
células Ts2 de estos hibridos generadas por TsFi soluble
suprimen respuestas a NP-O-Su en C5781/6 (H-2°) o en B10.BR
(H-2%). No suprimen a terceros lo que no parece deberse a
rechazo ya que la respuesta se mide a las 24 horas. Ademés
la misma poblacién F1 suprime a recipientes parentales
capaces de reconocar determinantes alogénicos H-2. Las
células Ts2 inducidas por TsF1 de CKB pulsado en células de
36%xC3H también suprimen a cualquiera de 1los recipientes
parentales, pero cuando las TsZ son generadas por TsF1 de
CKB pulsado en células parentales C57B1/8 (H-2°) solamente
supresién en recipientes H-2°.La misma

pueden causar

poblacion de (B6xC3)F1 Ts? era incapaz de suprimir a




recipientes B10.BR (H-2%).

A '
a 1nversa, cuando los ratones F1 fueron inyectados con

TsF1 pulsado en células de B10.BR, las células Ts?2 generadas

podian funcionar en cepa H-2%B10.BR pero no en cepas H-2°

Dentro del complejo H-2 otros experimentos permiten

circunscribir la restriccién a la regién I-J. Asi, cuando se
generan células Ts2 en B6A F1 (H-2°/H-2%) por inyecciodn de
TsF1 de CKB pulsado en B6A F1, 3R 6 5R, se comprueba que: 1/
las Ts2 generadas por TsF1 pulsado en B6A F1 funcionan en
cepas H-2° o H-2%. 2/ Ts2 generadas por TsF1 pulsado en 3R
solo funcionan en cepas H-2°. 3/ Las Ts2 inducidas por TsF1
pulsadec en 5R solo funcionan en cepas H-2%, Por lo tanto, el
fenotipo I-J de las células usadas para presentar TsF1
determina la restriccién genética de la poblacién Ts2. El
genotipo H-2 de 1la fuente de TsF1 no influencia la
restriccién. Se infiere también de estos experimentos que 103
heterozigotos H-2 tienen la capacidad de generar dos
poblaciones Ts2.

Las células presentadoras de factor son células adherentes
que expresan I-J (aunque los autores que las describen

refieren que solamente en 4 de 7 experimentos observaron

alguna evidencia de lisis usando un suero anti-I-J (39).

1.12 FACTOR SUPRESOR TS2 Y CELULAS Ts2.

Hemos visto antes Qque en la poblacién Ts2 se reconocieron




receptores anti-idiotipicos. Esto permitid (37) purificar

esta poblacién por adherencia a placas revestidas con

1diotipo,en este caso anti-NP Yy posteriormente fusionar

esta

poblacidén con timoma BW5147. Los clones producidos se

testaron con anti-IJ, seleccionandose los clones productores

de factores supresores que,por tanto, corresponden a la

poblacién Ts2. Los sobrenadantes de estos hibridomas inhiben
la respuesta de sensibilidad de contacto de modo antigeno
especifico. Mientras 1los factores TsiF inhiben si se
administran en la fase de induccién (el dia antes o el dia de
"priming”’, los Ts2F inhiben cuardo se dan en fase efectora
(el dia de "challenge con antigeno o el dia anterior).

Otra diferencia 1importante entre TsiF y Ts2F es que el
primero es capaz de inducir l. aparicién de células Te2 (para
demostrarlo se inyectan 0,4m1 de TsiF durante 4 dias a
ratones no primados y en dia 6 se transfieren 4x10’
esplenocitos de estos ratones a recipientes singeneicos
primados con NP). LoOS sobrenadantes de hibridomas conteniendo
Ts2F no inducen una sucesiva poblacion supresora cuando se
testan de este modo (37).

También es interesante sefialar la diferencia existente entre
estos factores respecto a su efecto inhibidor sobre células
formadoras de placas (PFC) in vitro. Ts1F inhibe este tipo de

respuestas cuando se aflade al comienzo (dias 0,1) del cultivo

in vitro (40). Al parecer actua a traves de la induccién de




orden 2 ' ' ‘
en,Ts2, inhiben si se aRaden al final del cultivo pero

sol ‘
10 s1 previamente han pasado por un periodo de subcultivo

N vitro de unos 4 dias. Este subcultivo debe redlizarss an
presencia de Ts1F si el an.mal no ha sido tolerizado (no ha
recibido células singeneicas-hapteno) o no ha recibido TsiF
(40). S1 el animal ha sido sometido a tratamientos inductcres
de células Ts2 parece ser que el subcultivo in vitro en
ausencia de Tsl1F es necesario para permitir la maduracién y
diferenciacidén de estas células (41).

Una de las paradojas mas notables del modeio de circuito
supresor NP sobre la que,a titulo perscnal, deseo l1lamar la
atencién lo constituye el hecho de que aunque TsiF tiere
capacidad para inhibir respuesta PFC dado en fase inductora
mediante generacién de células Ts2, y a pesar de gue éstas
Gltimas también son capaces de inhibir respuesta PFC al ser
afladidas en fase efectora, no se haya descrito similar efecto
supresor mediado directamente por Ts2F. Este efecto deberia
producirse si comc se supone Ts2F es e! mediador de las
acciones de las células Ts2. Un efecto inhibidor de 1la
respuesta PFC in vitro en fase efectora se ha comprobado en
g1 caso de Ts3F (40).

Es impcrtante resaltar que la supresioén de células formadoras

da placas afecta de modo casi exclusivo a las células B

positivas para idiotipo. Asi, aunque el porcentaje de células




B 1diotipo positivas se redujo de 50% a 6% en ratones

i ; e i
nmunizados a NP-Ficol recipientes de células supresoras. la

magnitud total de la respuesta no se afactd

significativamente (42). Por 1o tanto se puede ' “lar de otro

tipo de supresién no especifica afectando a clones idiotipo
negativos que se desenmascara al inhibirse los clones

idiotipo positivos. Este fenAmeno podria deberse a
competencia por células T "helper” entra ambos tipos de
clonos tal como sugieren estos autores pero a ia vista de
hallazgos d¢ otros autores sobre la existencia de supresién

mediada por células B este fendmeroc puede constituir un buen

ejemplo de la existencia de este tipo de supresién.

1.13 MARCADORES DE Ts2F.

Los fastures Ts2F son depleccionados de actividad supresora
por paso por columnas anti-IJ especificas para la cepa
productora del factor. Asimismo columnas idiotipo absorbian

la actividad supresora (37).

1.14 RESTRICCION GENETICA DE Ts2F.

Estos factores estéan restringidos tanto por genes H-2 como
por genes Igh. Asi, factores procedentes de CKB (H-2%,1gh®)
suprimen a cepas CKB o B10.BR (H—2“,Ighb) pero no suprimen a
la cepa Igh congénica C3H (H-2%,Igh’) o a 1a H-2 congénica CWB

intra H-2 de esta

(H-2%,1Igh®). Cuando se realizé un mapeo




restriccién se v

16 que la region responsable era 1a I-J (37)

1.15 CELULAS PRESENTADCRAS DE Ts2F Y REETRICCION GENETICA DE
SU FUNCION

La actividad funcional de Ts2F depende de su presentacién

por células accesorias. El papel de las células accesorias

en el tipo de restriccién genética exhibido por Ts2F ha sido
aclarado por Usui et al (43). Estos autores pulsaron Ts2F de
origen B6 (H-2°,Igh®) o CKB (H-2%,Igh®) en células 3R (I-J°),
5R (I-J%) o BBA(F1) (I-J*,1-J%). Las células pulsadas (4x107)
fueron transfaridas i.v. inmediatamente antes de "challenge"
con antigeno a recipientes 3R 6 5R previamente primados a NP,
Se observé que el Ts2F de 86 pulsado en 3R funciona tanto en
3R como en 5R. Fn cambio si es pulsado en 5R no funciona ni
en 3R ni en 5R. Cuando es pulsado en B6A(F1) funciona en
ambos. A la inversa el originado en CKB funciona cuando es
pulsado en 5R tanto en 3R como en 5R. Se pudo concluir que se
requiere homologia en region I-J entre la célula origen del
Ts2F (o el Ts2F) y la célula presentadora de este factor. En
segundo lugar, se comprueba que no existe requisito de
homologia entre 1la célula presentadora de Ts2F ¢ los
recipientes en que se desarrollan las fases siguientes de la
supresién (donantes de células Ts3). Una vez la restriccion
I-J es satisfecha entre Ts2F y su célula presentadora, ésta

ultima puede suprimir a recipientes I-J incompatibles.




Par ' 1t
a analizar el sitio de rest-icciéon Igh se disedd e

siguente experimento: B6 (I-J%,Ight) Y 81 Igh congéni
) co

HF.I n ) }
gh” (I-J°,Igh") fueron primados con NP-0O-Su. Después de

5 dias esto '
§ ratones recibieron 4x10’ células B6 o B6.Igh"

Pulsadas con Ts2F de origen BS o con sobrenadante contro]
BW. E1 Ts2F usado es, pcr tanto, idéntico a las células
presentadoras de ambas cepas en regién I-J pero distinto en
region Igh de la cepa B6.Igh". De esta forma si existiera un
reguisito de 1dentidad en ambas regiones, las células de
B6.Igh" pulsadas con TsZF.de B6 no funcicnarian en ninguna
de las dos cepas. Lo que ocurrié fué que células de B6.Igh"
pulsadas con Ts2F de B6 funcionaron en la cepa B6 pero no en
la B86.Igh". Esto demuestra Qque se requiere homologia Igh
entre la célula productora del factor y 1la célula
respon.edora (no con la célula presentadcra ya que B6.Igh"
puede presentar el factor de origen B6 a B6). Experimentos
adicioné1es mostraron que dentro de Igh la restriccion pcdia
circunscribirse a la regién Igh-V.

Los resultados muestran qgue la restriccién IJ implica
interacciones con una poblacion accesoria que precenta Ts2F
en tanto gque la restriccién Igh de Ts2F aparece
presumiblemente dirigida a receptores idiotipicos expresados
en la poblacién Ts3. Esto implica que dos pasos son

necesarios en la activacién de Ts3 mediada por Ts2F: en

primer lugar Ts2F debe unirse a las células accesorias
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Las celulas accesorijas

han unido
) activarian a las células T83 via
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PC Qque es restringida por

TELULAS PRESENTADOURAS.
celulas adherentes eran suficientes para
Ts2F. Por el contrario, 107 células no
capaces de 1nducir supresién.
adherentes pueden contener macréfagos y células
3x10° células dendriticas no eran capaces de

sentar el

f.ctor mientras 8x1J* macréfagos lo presentaban
cazmente.
célu'as adherentes an resistentes a tratamiento con
i-theta y complemento.
que se habia dado 100mg/kg de ciclofosfamida

.ntes de la preparacién de la poblacién esplénica

? dias antes no eran capaces de

_La irradiacién (500R) inmediatamente

Tg?F también deterioraba 1a funcién de

identificado una tercera poblacidn en

Estos 1nvestigadores mezclaron

-~ i -+
CIrcul v
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€lulas de ganglio 1infatico (LN) de animales primados a NP

6 dias antes a células tolerizadas (supresoras) o a células

-::V ~ _QT 3 P 3 e i - -
control La mezcla era transferida a recipientes "najve"

Sur-\ n ~ o ", \ J - 9
'geénei1cos via 1.v. a 'os que se administraba 1 hora después

NP-0-Su en pata trasera parz ‘*estar respuesta CS,. Las células

LN preinmunes tratadas con suefo ncrmal de ratén o con suero
anti-IJ y complemento, transferidas junto a células copire!
eran capaces de producir niveles altos de respuesta CS a NP,
Esta respuesta era abolida cuand. estas células se inyectaban

celulas tolerizadas. Las células tolerizadas, sin
embargo, no suprimiar a las de gangiio 1infdtico si éstas
eran tratadas previamente a la mezcla cocn suero anti-IJ y
coemplemento. Ademds se vid que si se afadia a la mezcla de
4x107 céiulas LN preinmunes tratacas con anti-IJ + C y 4x107
células tolerizadas, 1x10° células LN preinmunes no tratadas,
se reccnstituia el afecto supresor. No habia reconstitucién
cuando éstas ultimas eran tratadas con suero anti-theta + C.
De acuerdo con los autores citados esto demostraba que una
poblacidén presente en gariglio linfatico es necesaria para que
ce manifieste la actividad supresora de las ¢ .ias Ts2. Esta
migvs célula, 1lamads Ts3, es de linaje T y porta

L - .
determinantes IJ. Por otra parte, esta célu'a requiere para

cumplir su cometido una doble fuente de estimulacién: debe

ser primada con antigeno ¥ ademas recibir una sefial

procedente de 1a c&lula Ts2,
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con suero anti-IJ + las cé
C, las células Ts2 son incapaces
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suprimir la respuesta. Esto significa, que como es e] caso

en resp o | 5 '
espuestas CS, una poblacién IJ positiva presente en la

blaci

A ’ —
Cn respondedcra es necesaria para que tenga lugar la

nducica por T2, Experimentos de
reconstitucicn permitieron demostrar que esta poblacién debs
haber si1do primada con antigeno, es una célula T y adhiere a
hapteno NP, siendo inactivada por suero anti-idiotipico + C,
es decir, porta determinantes idiotipicos. Los mismos autores
demcstraron gue es Lyt 17, Lyt 2'. Esto proporcicna una
importante distincién con la célula Ts1 que también posee

determinantes idiotipicos pero que es de fenotipo Lyt 1°.

1.18 SENSIBILIDAD DE Ts3 A CICLOFOSFAMIDA (CY).

Se inmunizaron ratones a dia 0 con NP-O-Su y 1 dia mads tarde
se les administraron 50 & 20 mgs de CY o suero salino a
controles. E1 dia 6 recibieron cé1u1as‘to1erwzadas a NP o
bien células control, testandose a continuacién (1 hora
después) respuesta CS. La respuesta no se influia por la
administracién de CY. sin embargo, las células supresoras

podian abolir la respuesta en ratcnes a los que no se habla

dado CY perc no en ios que recibieron CY.

Las células oreinmunes LN capaces de reconstituir actividad




supresora c » ge est 1
p 4 careclan de esta abilidad tras tratamienco con CY

1.19

RESTRICCION GENETICA DE LA INTERACCION Ts2-Ts3,

Par: o
ara evaluarla, ratones 1nmunizados a NP y tratados en dia

4

con CY, recibieron por via i.v.

celulas Ts2 junto a células

183 (ceélulas de ganglio 1linfatico) de diferentes cepas de

et . : ‘
ratones. La reconstitucidn de actividad supresora requeria

homologia en genes H-2 e Igh.

1.20 FACTOR 143 {(Ts3F).

Se han obtenido hibridomas secretores correspondientes a la
poblacidén Ts3 (46). E]1 sobrenadante de hibridcma B6-Ts3-8 es
uno de ellos y fué estudiado por Sherr et al (40). Este
factor inhibe PFC anti-NP cuando se arade en fase efectora
de un cultive in vitro. Tanto TsiF como Ts3F inhiben cuando
se afladen en fase inductora pero solamente Ts3F inhibe en
fase efectora. In vivo, er cambio, en respuestas CS, Ts3F es
operativo sclamente en fase efectora. Al igual que Ts1F, Ts3F
une antigenc y porta determinantes IJ. S “istinguen por su
cinética de inhibicién asi como por la propiedad de Ts1F de
inducir células Ts2 in vivo o in vitro. Por otra parte, Ts3F
pero no TsiF es capaz de irhibir a células respondedoras

t,ratadas con suero anti-IJ + C. Este tratamiento elimina l1as

poblaciones efectoras Ts? y Ts3. Ademéds, Ts3F puede suprimir

ja respuesta de células B directamente ya que es efectivo en




elimi [ !
inar respuesta frente a antigeno timc-1ndependiente NP-

BA en cultivos respondedores tratados con anti-theta + ¢

Cat 1
ESLD Sugiere que este factor es la molécula efectora de)

circurto supresor NP aunque no excluye la posibilidad de que

ung celula aceptora sea requerida para unir el factor y

manifestacién de actividaa supresora. Esta, evidentemente, no
L

« L.

gxpresaria determinantes IJ o Thy 1.2

1.21 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE Ts3F.

Tras pasar el sobrenadante de B6-Ts3-8 por una columna NP-
BSA y elucién acida se obtiene el factor purificado. Este se
reduce con 5mM DTT (ditiotreitol). Parte de este vueive a
pasarse por el inmunoabscrbente. La parte que ahora se une
contiene contiene la cadena antignno-especifica que por si
sola es incapaz de producir supresién. Reconstituida con el
filtrado, que contiene la cadena portadora de determinantes
IJ, se recupera la actividad supresora (40).

1.22 RESTRICCIC 'ES GENETICAS DE Ts3rF.

La restriccién IJ ocurre entre Ts3F y las células acopladas
a haoteno.

Las caracteristicas de la restriccion genetica exhibida por
este factor fueron principalmente dilucidadas por Aoki et al
(47) en respuestas CS. Estos autores median respuestas de

sensibilidad cutanea usando como antigeno final subcuténeo

células singeneicas acopladas a hapteno NP en ratones




previamente primados con NEP=O=S1 . La preparacion células

hapteno 1nduce tumefaccidn especifica (solo en animales

primados con hapteno)l. R ] ] -
) atones hibridos B6A (F1) (IJ%/14%)

eran primados y tratados con ciclofosfamida 24 horas después

{ :J'jl ’."‘ ; AV o r gam Y
mg/kg) para evitar generacién de células Ts3. Para la

obtencidén de respuesta CS (fase de ‘challenge”) se usaba

preparacion de células-hapteno ace las cepas B6A (F1), 23R
(IJ°) o 5R (IJ*). Todas =llas producian tumefaccién. Las
respuestas 1nducidas por B6A-NP podian ser inhibidas dando
Ts3F de origen B6 (IJP) o de origen CKB (IJX). Las inducidas
por 3R-NP scolamente eran inhibidas por Ts3F de origen IJ°,
Las inducidas por 5R solamente por Ts3F de origen IJK. Esto
sugeria que: 1/ la restriccién IJ tiene lugar entre la célula
presentadora de hapteno y el Ts3F, y 2/ antigeno ¥
determinantes IJ deben ser reconccidos en la misma célula.
La restriccién Igh ocurre entre Ts3F vy el recipiente,

En un protocolo experimental similar al anterior se usaron
ratones Igh congénicos B6 y B.C-8. Cada uno de ellos recibid
como iyeccidn subcutanea desencadenante NP acoplado a células
singeneicas o del otro grupo Yy Ts3F de or.gen B6 o control.

La actividad supresora del factor se observaba solamente en

recipientes B6 (tanto si CS era provocada por NP-B6 como si

1o era por NP-B.C-8). Ninguna de ambas respuestas podia ser

inhibida en recipientes _C-8. Esto demostraba que la

restriccion Igh tenia lugar entre Ts3F y el racipiente aunqgue




no cono S
C ocemos la naturaleza de las células de]
cel recipiente

responsables &
s €S de dicha restriccién. Otros experi t
mentos

permitieron delimit 1
i tar la el control o
contro e restriccién Igh
a Igh~
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ABILIDAD DE Ts3F PARA MEDIAR SUPRESION INESPECIFICA

Se demuestra que Ts3F es capaz de mediar supresion
inespecifica administrando Ts3F a B10.BR (H-2%) primado con
B6 (M-2°) (respuesta alogénica) y midiendo CS tras inocular
subcutaneamente células B6 solas o© acopladas a NP. La
administracién del factor especifico para NP previene la
respuesta alogenica, la cual no se afecta en el caso de que

se use comc antigeno células B6 no acopladas.

1.24 SENSIBILIDAD A LA CICLOFOSFAMIDA DE LA CELULA ACOPLADA

A HAPTENO (CELULA PRESENTADORA)

5i los dadores de células que subsecuentemente son acopladas
a hateno NP, son previamente tratados con ciclofosfamida (2
dias antes, 20mg/kg) se impide la interaccidén de esas células

con Ts3F de forma que dste no puede llevar a cabo su efecto

$in embargo este tratamiento no interfiere con la

supresor.

respuesta CS. Para explicar esta diferencia los autores




postulan 1la existencia de una poblacidén presantadora de

hapteno no sensible a

ciclofosfamida operativa en la

respuesta CS y otra poblacién presentadora sensible a

-1~ = 3 \ [
ciclofosfamida y que es responsable de la supresiédn. (

Otras

explicaciones alternativas, distintas de 1a propuesta por

eslos autores y gue no presuponen la existencia de células
1ndependientes para las vias respondedora Yy supresora son
1gualmente plausibles. E1 efecto de la ciclofosfamida podria
Timitarse a impedir la expresidn de los determinantes IJ pero
no los Ia en una célula capaz de activar simultdneamente
ambos circuitos. Podria distinguirse entre estas
posibilidades separando las células presentadoras marcadas

con anti-Ia o anti-IJ en un "cell sorter” antes y después de

tratamiento zon ciclofosfamida).

1.25 PRECISIONES SOBRE ALGUNAS IRREGULARIDADES EN EL TIPO DE

RESTRICCION GENETICA DE Ts3F.

La restriccién por Igh demostrada en respuestas de
sensibilidad de contacto no parece tener un paralelismo en

el sistema PFC 1in vitro (48). También, como veremos mas

adelante, cuando se usa Ts3F para armar a la célula T
aceptora no hay restriccion Igh (49)

1.26 COMENTARIO SOBRE EL PAPEL DE LAS DIFERENTES CELULAS




PRESENTADORAS DE FACTOR (FPC) O PRESENTADORAS DE ANTIGENO Y

SU INFLUENCIA EN EL TIPO DE RESTRICCION GENETICA.

En la revisién de Benacerra< (E0) sobre 21 circuito supresor

NP se postula un modelo en el que las células presentadoras

A ¢ 3
de factor actuan secuencialmente operando como soporte de)

factor correspondiente en su acciédn en cadena. Ts2F es

presentado por una célula que debe ser homéloga con Ts2F en
region IJ. No es imprescindible, en cambio, la homologia IJ
entre Tsi1F y la célula presentadora de este factor, sino que
la especificidad IJ de esta ultima determina el tipo de
rectriccién IJ subsecuente, es decir, las siguientes células
del circuito supresor deberdn encajar (ser homélogas) con el
IJ de esta primera célula presentadora.

En dicha revisién se postula también una célula presentadora
de factor Ts3. Sin embargo, no se aporta en la documentacién
revisada evidencia experimental que avale la existencia de
esta célula. Ademas, los experimentos mencionados
anteriormente muestran que la restriccion IJ de Ts3F ocurre
entre este factor y una célula presentadora de antigeno (no
de factor) mientras gque la célula responsable de la

restriccién Igh no ha podido ser determinada.

1.27 DIFERENCIAS ENTRE DETERMINANTES IJ.

i T células
Las interacciones mediadas por IJ entre sélulas Y

presentadoras de antigeno (APC) O de factor (FPC) sugieren




que estas distintas células deben poseer determinantes IJ

diferentes vy complementarios. Schrader (81) fué el primero

en postular gue. losg anticuerpos usados bpara detectar

decerminantes IJ contendrian también anticuerpos anti-

1dictipicos contra las especificidades presentes en

anticuerpos anti-I1J. De esta forma, estos anticuerpos no

permiten distinguir células portadoras de determinantes Id
de celulas que expresan receptores idiotipicos anti IJ propio
(anti-self 1J). Kawasaki et al (52) consideran que los

determinantes en células Ts representan receptores para el IJ

propio presente en macréfagos singeneicos (APC,FPC). A estas

Ultimas moléculas las denominan moiéculas interactivas IJ (IJ
interacting molecules) y a las primeras, propias de células
T, determinantes del receptor (receptor determinants). Estos
autores prepararon anticuerpos monoclonales anti-Ts-IJ* y
ant1-Ts-IJ%. Después prepararon anticuerpos anti-idiotipo i
y anti-idiotipo I1J9 (dirigidos contra epitonos presentes en
anticuerpos anti-Ts). Con estos Gltimos anticuerpos trataban
las células adherentes que habian de ser usadas para
acoplarles hapteno NP vy posteriormente inyectadas s.c. con
objeto de inducir células Ts3. A los 6 gias, células de
ganglio linfatico de los ratones asi tratadcs eran
transferidac a recipientes singeneicos previamente primados

con NP-0-Su y tratados con CY (para depleccionar de células

' ' S idas esos
Tss). A fin de activar las células Ts2 transferida




ratones recibieron también Ts2F s

ratones que recibian

7 1 ~ 1
T82F Jjunto con células Tsa manifestaban supresién Sin

embargo, el tratamiento de las celulas presentadoras de

ant i :
antigeno antes de acoplamiento a éste con suero anti-idiotipo

I o 1J? impide la aparicién de supresidn en las respectivas
cepas de ratones. Esto demuestra que el tratamiento de las
APC con anti-idiotipo IJ impide la induccién de células Ts3.
LO mismo ocurre cuando se usa una l!linea de macréfago que
expresa 1J como APC,

En otro experimento células adherentes recibieron tratamienty
con este antisuero o no antes de ser acopladas a hapteno y
ser inyectadas i.v. a recipientes singeneicos. A los 5-6 dias
las células esplénicas cde éstos fueron transferidas a nuevos
recipientes singeneicos via i.v. los cuales recibieron 1 hora
después antigeno por via s.c. para determinar respuesta de
sensibilidad cutanea. Este protocolo detecta la induccién de
células Ts1, observandose que el tratamiento aludido con
anti-idiotipo IJ impide la induccién de éstas.

Finalmente se demostré que el tratamiento con este antisuero
de células adherentes antes de ser pulsadas con factor Ts1
evita la activacién de células Tsz normalmente causada por
este procedimiento. Estos hallazgos permiten concluir que

tanto las células presentadnras de antigeno [necesarias para

1.duccién de Tsl ¥y Ts3 como las células nresentadoras de TsiF

poseen determinantes IJ de tipo idiotipico (complementario O




im 1
agen en espejo de 10s presentes en celulas Ts)

También s ‘
@ V10 en el curso de estos experimentos que los

react i - ]
tivos anti-Ia no interferian con induccién de células

is.

1.23 OTRAS CELULAS DEL CIRCUITO SUPRESOR.

La comparacion del factor TsF3 del sistema NP con TsF Fel
sistema picryl-oxazolona demostré la equivalencia de estos
factores y su comun operatividad a través de una nueva célula
T, llamada célula T aceptora.

Incubando fatores supresores de uno u otro sistema con
células T de nddulos 1inf4dticos y bazo de ratones inmunizados
a oxazolona, purificadas por fibra de nylon (nylon wool) ¥y
mezclando las células asi armadas (T aceptoras) con células
presentadcoras de hapteno (células singeneicas-hapteno), se
produce un inhibidor inespecffico. Cuando células inmunes se
incuban en el scbreradante conteniendo este inhibidor s@
tornan incapaces de transferir pasivamente sensibilidad de
contacto. Si se arma a la célula T aceptora con una mezcla de
ambos TsF su actividad puede ser inducida con @i hapteno
mixto NP-oxazolona dado junto a una fuente de moléculas IJ.
Para que se produzca liberacién del inhibidor se requiere
identidad a nivel H-2 entre las células presentadoras de

haptenc y 1a cepa origen del factor. No influia, en cambio,

la ausencia de identidad entre estas células en regién Igh.




En estos experimentos (49) se uséd amente Balb/c como

fuente de células T aceptoras Balb/c es H-29, Igh® distinto

en ambas regiones tanto a las células presentadoras de

hapteno como a la cepa origen del factor por 1lo que el

fenotipo de la célula aceptora es irrelevante.

La accidén in vivo de Ts3F si est4 restringida por Igh, al

contrario de la accidén via T aceptora. Por otra parte las

celulas T aceptoras son ineficaces tanto si proceden de un

animal timectomizado, lo que es 1égico por tratarse de
celulas T, como si proceden de un animal tratado con
ciclofosfamida (200mg/kg, 2 dias antes de inmunizaci*n) lo
cual es dificil de explicar ya gue en experimentos in v vo
anteriormente descritos Ts3F podia inhibir a ratones tratados
con ciclofosfamida (esta se consideraba que actuaba en una
secuencia anterior a Ts3F impidiendo la activacién de la
célula Ts3). Asherson {49) atribuye esta contradiccién a las
diferentes dcsis de ciclofosfamida usadas en estos
experimentos o bien al v.0 1in vivo de un mecanismo
alternativo en esta fase final del circuit- supresor a través
de] macr“fago, de modo que la inectivacién de la célula T
aceptora no implicaria desapar ‘~i1én de la actividad
supresora.

La ausencia de una via unica bien definida en el circuito
rntos débiles de este modelc, ya queé

suprescr es uno de los pu

l1a multiplicidad de vias supresoras postuladas hace pensar




ue 1gun 1¢ S
q algu ios de OS$ pasos caracterizados experimentalmente

sean artefactos in vitro. Esto no BOFia Soffirerdents scbre

todo si consideramos que en otros sistemas e]
. o 2 - - ]

SUpresor es muy simplie (como mas adelante veremos). En est

mismo modelo, Asherson apunta que aunque Tsi y Te2 formar

parte del circuito supresor, es probable que existan otr

QLros

procedimientos para activar a las células Ts3. En particular

la necesidad de Ts2 anti-idiotipicas puede se- soslayada si

hay suficiente antigeno para activar Ts3. De modo similar,

este autor =xplica la discrepancia en cuanto a restriccidén
genética gque ocurre cua .0 se inyecta Ts3F in vivo o cuando
se usa este para arn.r a la T aceptora: en el primer caso la
restriccidén es por IJ y por mientras que 2n el ulitimo nc
hay restriccién por Igh. Puesto que la restric.ion por Igh se
atribu; a interacciones idiotipo-antiidiotipo, este autor
cree que al haber usado células-haptenc para detectar células
T aceptoras no hay necesidad de reacciones anti-idiotipicas
lo que no seria el aso in vivo cuando la cantidad de

ant. ,eno Huede ser limitante.

1.29 SUPRES )N E IDIOTIPOS.
Como vemos la interaccién idiotipu-antiidiotipo estd

p resién. Por
intimamente entrelazada con el mecanismo de supresic

ello vamos a examinar brevemente este CO ;apto.

'tigéniccs
Los anticuerpos contienen determinantes antigéni
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as idenas pesadas de

pos. Se hallan presentes en
una especie

en cambio, son producto de

pueden ser diferentes

expresan codominantemente pero

una de las formas parentales.
1be el nombre de exclusién alélica.

determinar.ces privatives de determinadas
anticuerpo. Se identifican pcocr la produccién de
contra otro anticuerpo que estaba dirigido & un
determinado tras absorber con determinantes
Los determinantes reconocidos por
]1an generalmente en el sitio de union
sin embargo, se hallan
siempre se impide la unién idiotipc-

el primer anticuerpo con antigeno.
determinado antigeno suele dar lugar
-nos que difieren ligeramente en el
antigeno, en algunas cepas de ratones se
o predominante. Puesto que aste
de una cepa e€n respuesta a
en cuestiébn es un rasgo

son 1lamados mayores G (ablicos.

gran relevancia en conexién con el
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enomeno de supresién inmune ya que segun la teoria del
) =h=h 4SRN i & - 3

network de Jerne 1la respuesta nmune estsi regulada por una

idiotipos vy Sntitdiotipcs. Eskon

comprueba en e]

supresion antigeno especific don < S
~19elNl 8specitica donhde las distintas

CIFCUIto supresor portan secuencialmente

1diotipicos, antiidiotipicos, y de nuevo
campo mucho menos estudiado de la supresién B
la idea de que las células B supresoras
corresponden 2 la subpoblacién que secreta anticuerpos
capaces de reconocer a inmunoglobulinas de membrana de otras
2lulas B. Este punto serd discutido mads adelante.
papel de los idiotipos en la supresidn mediada por
ce ulas T como 'a abilidad, exclusiva de las células T
supresoras de unirse a antigeno directamente sin necesidad
de reconocimiento asociativo con productos del CMH ,
sugirieron que celula usaban inmunoglobulinas como
receptor de membrana. Sin embargo esta hipétesis ha sido
refutada ya que el examen del receptor T gue ha podido ser
aislado no revela 1dentidad con inmunogiobulinas. Ademds, el
andlisis de numerosas lineas e hibricomas T positivos para
idiotipo demostré la ausencia Ge recombinacién de genes de
inmuncglobulinas.
Una cuestién importante es

i ¢ ‘.\f :
mismo repertorio de determinantes 14101
il |1 | |' %3




inmunogliobul inas. Este nrobhlama <
3 . e L proclema se Sist i
E sistema NP.

Para ello se purificaron células adrerencia
. s ! .

plastico recubierto con: as anticuerpos anti-NP® purificados

por afinidad b/ anticuerpo moroclona] ant1-NP de clase IgM

(alotipe Igh®) cadena ligera 1lambda 1, ¢/

el mismo
monoclonal con cadena ligera lambda 2 d/ el mismo con cadena
l1gera kappa.
Los Uerpos cc¢ cadenas ligeras lambda 1 y lambda 2
expresapbar el mismc gen V, pero diferentes genes JooLas
células asi separadas fueron testadas para supresion
resultando que la supresién fué detectada en )la poblacién
adherente a anticuerpo anti-NP® y a anticuerpc monoclonal
con cadena ligera lambda 2 y en menor proporcion en la
poblaciédn no adherente a este ultimc. Esto demostraba que la
ién Ts2 es heterogénea con una fraccion mayor capaz de
idiotipo presente en el monoclonal con lambda 2.
de lambda 1 expresa &} idiotipo NPP
comparte V. ¥ determinantes

menores con el monoclonal con lambdz 2. Por tanto

onocern shHlo una fraccién menor de 1cs determinantes

1 ‘minantes
presentes en suero, €s decir, los determ

las células T estan relaci.nados pero no son

as células B (50).
T expresan

iaterrogante es por qué las células




1diotipos similares o

e}

relacionados a los de las células B

sin us ' ¢
isar genes de inmunoglobulinas. Se ha adelantado la

hipdtesis de que |
5 sus 1 ot - 1c )8
S 1diotipos estdn dictados por el ambiente

igh presente duras ] gl
t urante ei desarroile, de manera similar a como

el timo ensedAa a las células T el tipo de restricciones

geneticas con productos del CMH que exhibiran en la época

adulta. Esta hipdtesis se ha testado en el sistema ABA
(azobenzenearsonato) que como @1 sistema NP exhibe un
supresor con 1nteracc'én secuencial entre células
idiotipicas y antiidiotipicas.
En primer lugar  (53) se hizo aque Jlas células T 58
desarrollaran en ausencia de células B y sus productos. esto
se consiguiéd por inyeccién repetida desde el nacimiento de
antisuero de conejo anti-IgM de ratén. Este tratamiento
elimina células B con Ig de membrana, abole la respuesta a
deprime los niveles séricos de Ig.
rsi1 o factores Tsi procedentes de animales asf
lar en inducir supresién en ratones singeneices
A su vez células Tsi o factores Ts! de animales
no tratados carecen de afecto supresor en 10s tratados.
Un hallazge inesperado fue que los anima'es tratados

desarrollan su propio repertorio idiotipico. Asi, TsiF de

ratones tratados suprimia respuesta ABA en ratones

singeneicos tratadcs y tambien en algunas cepas Igh

congénicas. La supresion era antigenc gspecifica pero no




sujeta a restricciédn H-2.
E n ] " ~ s [ e | 1 - &
a cepa C.aL-20 | 3 respuesta anti1-ABA presenta

predominantemente e) tgictipo  CRI(A) un componente

pinoritario ocon TQIoLyEn CRI G0 ) En Ts1F de C.AL=201 Za
expresa solo el idiotipo predominante CRI(A) sin gue se haya
detectado el CRI(C). En cambio Ts1F de Ralb/c exhibe idiotipo
CRI(C). Pues bien, en los ratones tratados con anti-IgM de
una U otra cepa se produce un cambio al idiotipc minoritario
(predominante en la otra cepa).

Otra manera de abordar este problema consistié en trarisferir
celulas T de animales adultos a animales irradiados 1Igh
congénicos. Se reconstituyeron ratones congénicos Igh—1b con
células T de B6 Igh-1". Los factores Ts1 derivados de los
animales reconstituidos pueden suprimir tanto en donantes
singeneicos Igh-1" como en ratones congénicos Igh-1® pero no
en cepas Ign-1*. Puesto que Tsi1F producido en los ratcones
quiméricos tiene funcionalidad dual se rostula que dos TsiF
son producidos por las células T del donante B6 Igh-1" y que
estas contienen dos poblaciones distintas: una que retiene su

restriccién Igh-1" y otra representativa de una poblacidn no

= ; Lk
expandida precursora de la que muestra la restricciénlgh-1".

Sin embargo, e! mecanismo por el que las células T reconocen

nuevos elamentos de restriccidén no se conoce. Es probable que

sea debido a ia presencla de células B o de sus prcductos
- -

LA

3 iracta (53).
pero toagavia carecemos de prueba exper1ment31 d




MACROFAGOS Y SUPRESION.

La actividad supresora de los macréfagos ha sido puesta en

8N numerosos sistemas. En sistemas que miden

-~ 1~

-1totoxicidad contra lineas xenogénicas in vitro se vié p.

la eliminacién de las células adherentes a plastico
ccasionaba un aumento de la actividad citotéxica (54) lo que
se atribuyo a supresién de la fase sensibilizante por
macroéfagos. También la actividad citotdxica inducida in vitro
contra una linea alogénica mediada por células T se encontré
que aumentaba tras eliminacidén de la poblacidn total (linfos
de sangre periférica humana) de las células adherentes a
T o de vidrio (55). Las condiciones del experimento
sugerian que las <células supresoras se generaban durarte
cultivo in vitro y efectivamente, células mantenidas en
cultivo y afadidas a los cultivos respancdedores eran
supresoras. No inhibian s previamente eran deplecicnadas de
células adherentes a plastico o fraccionedas por columnas de
nylon. Las céluias recuperadas de las columnas de nylon (tras
ser retenidas por ellas) si eran 1inhibitorias: podian

suprimir a la poblacién total pero no a una poblacidén a su

ez deplecionada de células adherentes a nylon, aungue si a

una poblacidn deplecionada solamente de células adherentes a




plastico. Esto suglere, gue en este

Sislema, son necesarias

aE o i PRSI
dos celulas supresoras, una Par =Ce ser un macréfagoc por su
"t “ | A

ad S ~ 1
adherencia a plastico, 1a otra no fagocitica, no adherente a

plastico pero si adherente a fibra de nylon

Revisando la literatura cobre supresidn causada por

encontrade un nuevo ejemplo de 1lo que
lamar paradoja de la densidau a la que nos hemos
anterjormente (5). Laughter et al (56) trabajando
MLR en humanos encuenitran que hay una proporcién
"tre células respondedoras y células estimulantes. En
condiciones de su experimento se situd el numero Sptimmo
de células estimulantes en 2x10°. Por supuesto, las células
estimulantes =ran irradiadas. Si se aumentaba el numero de
células irradiadas afadidas hasta 8x10°, tanto si estas eran
autdlogas con las respondedoras como con las estimulantes,
disminuia la incorporacién de timidina inducida por MLR. Si
esas células afladidas provenian de una poblaciédn pasada por
fibra de vidrio o por Sephadex-G10, o tratada con
cicloheximida, no habia inhibicién. Hoy sabemos que 1os dos
primeros tratamientos no solo depleccicnan de macréfagos sino
también de células activadas.
se ha reconocido actividad supresora a muchas moléculas
derivadas de macréfagos. Estas incluyen: prostaglandinas
(§7). 10ones oxigeno reactivos (58) y una variedad de factores

bhién caracterizados bioquimicamente producidos en




respuesta a 1rus, m sE
a a v S, Miccbacterias y otrc
“tet Yy 0Lros estimulos (59,60
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L.a reaccidon 10 2S0S :
A UNO de esous estimulos, paredes bacterianas de

A e 300
\ Se asocla al posterior desarrollo de

-

YO 3 2 +r + o - 1
[ artritis ratas. En el complejo de reacciones que

ALAr - Y or Tun ¢ -
Farecen conjuntamente hay una depresién de la respuesta

Tony R .
imune evidenciada por la 1inhibicién de ia respuesta de

-~ A& T

-

..‘,“‘ - pn | A 1~
ulas esplenicas de estos animales a mitégenos ConA y PHA

Jjue se detecta ya a las 18 horas de la inyeccién de paredes
La separacion de las células adnerentes de

esplénica restituye el nivel normal de

respuesta, 1o cual resulta paradéjico ya que en los controles
1sminuye la respuesta puesto Qque ia respuesta a esos
itdgenos requiere la presencia de células accesorias. Las
células adherentes de ratas asi inyectadas cocultivadas con
no adherentes de controles suprimen la respuesta (no se testd
el efecto de las células no adherentes). La supresién era
transferida por sobrenadantes. Se demostrd que TGF-B, que es
capaz de inhibir proliferacién de timocitos dependiente de
IL-1, era responsable de la supresion ya que anticuerpos
contra esa molécula blogueaban la actividad supresora de los
sobrenadantes. NO tenian efecto bloqueante e] tratamiento de
los sobrenadantes con indometacina, superoxidodismutasa y/o
que contrarrestan la aczién de PGE, o de radicales

3~*geraﬁfespectwvamente, los cuales también son inducidos por

estimulaciédn de macréfagos con paredes bacterianas. Sin




embargc Icu '
go, el anticuerpo anti-TGF-3 no blogueaba totalmente

aun a alta

concentrac o] - /9
tracidén la actividad supresora por lo que

otros factores s es
Ores supresores deben, ademéds, estar involucrados

M. I - - .
uchas otras enfermedades inflamatorias, como artritis

reumatoide (62,63), lepra (64) tuberculosis exhiben

TNMUN C 1
unidad celular deprimida que, a veces se ha atribuido a

una poblacién adherente (65).

CELULAS B SUPRESORAS.

sabe con certeza que la funcién "helper” corre a cargo de
células T, quizds por ello se asume gue todos los fendmenos
de inmuncoreagulacién dependen también de células T. No es
extrafo, por lo tanto, que la gran mayoria de trabajos sobre
supresién hayan girado en torno a células T. Mucha menos
atencidn se ha prestado a la supresién mediada por células B.
Sin embargo, células B supresoras han sido demostradas en una

gran variedad de situaciones que revisaremos a continuacidén.

Supresiéon mediada por ijineas celulares B.

La observacién clinica sugiere la existencia de supresion

mediada por tumores linfoides. Asi p. ej. se ha descrito

hwpogammaglobu1inem1a en pacientes con mieloma,

' ' ] S 1 & rénica
macroglobulinemia, 1infomas malignos ¥ leucemia cro

(66,67). ENn mononucleosis infecciosa se observa, en cambio,
( ,67).




nipergammaglobulinemia (68) pero esto puede deberse a ]
) que e

v1rus S ~ e
de Epstein-Bar, agente causal de MI, es un activador

% = 1 .
on | . v . A e & ‘]

5@ ha observ 1
1 Observado agammaglobulinemia (69). Hay comunicacicnes
-]

‘ndicando un aumento de actividad supresora en sangre

~ 4 F s " - -
'tferica de pacientes con linfomas malignos B (70), e
’

casos benignos de MI (71,72).

2
Klein han estudiado la capacidad de una serie de
lineas de 1linfomas B y lineas B transformadas por EBV
(Burkitt) para inducir supresién in vitro (73). Encontraron
que todas esas lineas pero no las 1ineas de leucemia mieloide
HL-60 y K562 1inhibian 1la respuesta en PFC de células
esplénicas normales estimuladas con pokeweer mitogen (PWM).
Células singenicas o alogénicas eran igualmente inhibidas.
Segun ellos, la inhibicion era debida en parte a factores
solubles supresores y en parte a 'a induccién de células T
supresoras por cocultivo con las lineas tumorales. Debe
seflalarse que la 1inhibicién por células T parece menos
potente gue la debida a tumores. Ademas algunos controles de
células T no inducidas por tumores también tenian un ligero
efecto supresor. NO se aclara por otra parte en esta

~omunicacién si estas cé&lulas T contrcl han sido mantenidas

in vitro durante el mismo tiempn que las células en cocultivo
con el tumor 10 gue teniendo ern cuenta comunicaciones que

describen aparicion de células T supraesoras por simple




o ) .
cUlitiveo n vitre puede ser importante.

< _
@ ha visto que lineas linfoides establecidas - vitro

proaucen una s-rie de sustancias similares a algunos

mediadores de 1nmunidad celular producidos por linfocitos

normales. Estos incluyen factor inhibidor de la migracién de

macrofagos, Tinfotoxina, factor quimiotéctico y 'skin-

reactive factor® (74-77). Esas sustancias no actuan
directamente sobre linfocitos. Otros mediadores solubles se
sabe que modifican y/o regulan la respuesta inmune {(78).
Algunas lineas linfoides producen una substancia/s capaces
de 1inhibir sintesis de DNA en linfocitos estimulados con
mitogenos (79-83). Por otra parte, estimulacién del
crecimiento de linfocitos por sobrenadantes de lineas
linfoides en crecimiento también puede ocurrir.,

Vesole et al (84) estudiaron una serie de 1linfomas Qque
secretaban en cultivo factores inhibidores y factores
mitogénicos y potenciadores de la respuesta a otros
mitégenos. Cuando se usaba sobrenadante completo ambos
efectos podian anularse mutuamente y asi quedar enmascarados.
Ambas actividades pudieron ser separadas por fraccionamiento
en Sephadex G-100. Llama 1a atencién en este trabajo que la
linea Raji no secrete factores inhibidores ya Qque en un
trabajo de Tsukuda y Klein (73) se demuestra que zélulas

irradiadas de este tumor tienen capacidad supresora.




Supresién irducida por fitohemaglutinina ( PHA) y
concanavalina A (conA) en lineas de leucemia linfocitica

cronica B y en linfocitos B.

Farkas et al han demostrado que células B supresoras podian

@' generadas per estimulaciédn de linfocitos B purificados

a partir de sangre periférica humana con PHA-P o conA. Estas

celulas B inhibian reaccién de cultivo linfocitario mixto y

=
iy

s1s de DNA 1nducida por PHA en célulus esplénicas (85).

)
(=

osteriormente (86) los mismos autores mostraron que cédlulas
B supresoras aparecizan estimulando con PHA-P o conA in vitro
células de leucemia linfocitica crénica. Ambos mitdégenos
debian ser usados a alta concentracién (conA a 50-100 ug/ml).
Se testéd inhibicidn de la respuesta MLR (reaccidén de cultivo
citario mixto), aunque cebe advertirse que las células
oras eran alogénicas tanto a las células respondedoras
las estimuladoras. También se testé inhibicion de
de DNA inducida por PHA en cultivos de células
esplénicas que asimismo estaba inhibida aunque en grado menor
que MLR.
Se observé también gue las células E de leucemia iinfocitica
crénica, que no mostraban actividad supresora cuando ésta se
testaba al ser extraidas 1as células, antes de cultivo,
aiquirian capacidad supresora tras un tienpo de cultive. En

7 de 9 1laron esta capacidad a l1as 2 semanas de
de !
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abilidad para
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proliferar ya que las céluias que permanecieron

vivas en los cultiw : ] f
C cUitivos pero sin proliferar no actuaban como

uprescras., s ceél ic
S Las celulas B leucémicas exhibian mitosis y

; _ .

lasticas pero no dife 2nciacidédn a celulas

plasmaticas. En este caso la inhibicién se testd también
una respuesta MLR siendo las células supresoras

alogénicas a respondedoras y estimuladoras.

Supresién inducida por linfoguinas que actuan scbre células

B

La prcduccién de anticuerpos por los linfocitos B reqguiere
el concurso de actividad accesoria Qque es mediada por
linfoquinas (IL-1 producida por macréfagos y otras producidas
por linfocitos T en un principio designadas T cell replacing
factor (TRE 1),

Linfocitos B de ratones atimicos ("nude”) montan una
respuesta en PFC muy debil frente a eritrocitos de cordero
(SRBC). Las PFC producidas se incrementan al aRadir a las
células B estimuladas por antigeno TRF o [IL-1. Este
incremento es mucho mas notable al afadir a la vez ambas
(87) E1 hecho de que TRF tenia un efecto

;1nfoQu"§l"\aS \ ).

cinergistico mayor si era afadido a las 40 horas de iniciado

- 1
el cultivo hizo pensar gd'e TRF se inactivaba durante el




CHlIEIVO 1n vitro. Aud obsar 2
©. A1, se observa que afadiendo IL-1

TRF simultaneamente o bién

ROl as |

5

anti1-SRL 3l d1as 4 y 5 hay un madximo de PFC

on TRE afladido en dia 2. |La adicién en

Pico en 1 dia, mientras la adicién en iempo Q0 & a s

hor " 1 'S |
noras no camblia la cinetica perc resulta en menor numero

PEC (87 ).

110 método <e aRawir TRF 2 tiempo O y después en

e (i B O

loert y Hoffmann demostraron gque no se potenciaba la
respuesta de modo equiparable al que tenia lugar al zhadir
TRF unicamente en dia 2. Por 1o tantoc la presinciédn de que el
efecto sinergistice disminuia por ina:t vacié- de TRF durante
el cultivo era 1njustif1cabie. Estos autores examinaron
entonces la posibilidad de que TRF, IL-1 o una combinacién de
ndujeran células supresoras durar .e l0s 2 primeros
culEivo.

esplénicas de ratones atimicos rueron 1ncubadas con
linfoquinas durante 2 dias, lavadas Yy affadidas & n
cultivo de células esplénicas de ratones atimicos frescas
que eran estimuladas por SRBC y linfoguinas en condiciones
dptimas (IL-1 en di= O Yy TRF en dia 2). La preincubacion de
células esplénicas con una combinacién de IL-7 ¥ 'RF pero no
con cualquiera de estas linfoguinas aisladas di6 origen a la

aparicién de células supresoras, evidenciadas por

capacidad de inhibir PFC de los cultivos ‘rescos. El anali1sis




1P1CO mostrd g 5 A
st jue se trataba de celulas B Supresoras

T empo en ue estoe ae P
que estos estudios fueron realizados se sabia

Que TRF no era un componente puro. Se sabia que contenia

'intogquinas (actualmente se sabe que son IL-4 v

A

Gracias 'a existencia de hibridomas que secretar
"se el efecto cenerador de células supre .oras
na viendose que era incapaz de generarlas.
sobrenadante de una linea celular gque secreta
ialmente IL-£) si1 era capaz, segun estos autores,
celulas supresoras.
uina a la que se ha atribuido capacidad de
células B supresoras es IL-4. Estudiando la
de celulas 8 activadas, inducida por IL-4 y
1 (89) observaron que, en general, IL-2
mds altos de incorporacién de timidina gue
> era gue la respuesta de células preactivadas
SAC) a estas dos Jlinfoquinas, dadas
conjuntamente, era menor que la respuesta a IL-2 soia (con
al que las linfoquinas se den a concentraciones optimas).
Los cultivos contenian > 95% células B y células T apenas
detectables.

Cuando los blastos B, obtenidos por preincubacién con anti-

AC (staphilococus aureus strain Cowan) eran tratados

L~

durante otras 24 horas con © s8in IL-4 (recombinante) Y

entonces recult vados durante otras 72 horag con 1L-2,
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erecto del tratamiento con IL-4,
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ormal de respuesta. Sin embargo, la adiciédn de

durante 8 s
ante este segundo periodo de cultivo reducia 1la

E to v S~ a1 p e :
t i ue e] efecto inhibidor reguiere de una accién
combinada de I.-4 con otra sefial suministrada en el proceso

de activacién por anti-IgM o SAC.

El hecho de que la preincubacién con IL-4 de blastos B sea
efectiva en reducir respuesta prcliferativa sugiere que su
accidén estd mediada por células supresoras ya que tras el
periodo de preincubacidén la suspensidn celular es lavada y
posteriormente se afdade uUnicamente IL-2. Por otra parte, los
experimentos usando linfocitos B en reposo muestran que §i
bién IL-4 no tiene efecto supresor en estas condiciones, si
1o tiene cuando en el segundo periodo de cultivo se afade una
sefal activadora adecuada (anti-IgM). Entonces la supresién

ocurre inmediatamente, lo gque sugiere gque no se requiere un

periodo de expans?in del "pool"” de células supresoras.

Un hallazgo adicional interesante en este sistema es que IL-

4 (o las células supresoras inducidas por IL-4) suprime

Unicamente ia proliferacién celular pero no la diferenciacion




1 ~Adiie e -
la preducciédn de ANtIcuerpos no esta deprimida). Finalmente

hay que C | S ylac
ay que decir gue la subpoblacién B susceptible a la accién

Las células CD25 no preliferan en

respuesta a IL-4, IL-2 o una combinacién de ambas (89).

Supresidn inducida por LPS y fendmeno de inhibicién

dependiente de densidad en células ecplénicas e: timuladas
por LPS.

Hoffmann et al (90) observaron gue LP3 dado simulténeamente
con el antigeno eritrocitos de cordero (SRBC) estimulaba la
produccioén de anticuerpos anti-SRBC en cultivos de células
espléiiicas procedentes de ratones timectomizados & irradiados
¢ de ratones atimicos (nude) pero deprimia la respuesta a
SRBC en cultivos de esplenocitos procedentes de ratones
normales. La adicién de LPS después de administrar el
antigeno potencia la respuesta pero solo si LPS no ha sido
administrado previamente. Esta diferencia de comportamiento
segln hubiera o no células T presentes en el cultivo les hizo
pensar que LPS interferia con la cooperacién T-B, bién
haciendo a las células B incapaces de recibir sefiales
"helper" de las céliulas T, bieén impidiendo la asociacién de
componentes celulares que cooperan en 1a respuesta a SRBC.

M4ds tarde el mismo grupo describié la induccién de células

supresoras B inducidas por LPS (91) con 19 que

' os
retrospectivamente puede darse a Ssus anteriores hallazg
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una interpretacién distinta de 1a cfrecida en sy dia. En

efecto, no parece legitimo

implicar a las células T (o a 1a

cooperaciéon T-B) por el hecho de que no se obtenga supresién

en ratones atimicos Ya due SREC s un antigeno timo-

dependiente. La posible supresién de la respuesta a esta

clase de antigenos no puede detectarse en ratones atimicos ya

solamente puedan originar una spuesta policlonal,

'nducida por LPS, frente a esos antigenos. Por otra

21a en las grdficas que esa respuesta policional

a SRBC era mercr gue la respuesta especifica de los ratones
normales 1inducida por el antigeno solo. Esto podria deberse
a una mayor eficacia de la estimulaciédn de células B a Liavés
de la accién de células T "helper” gque a través del estimulo
suministrado por LPS, pero podria igualmente deberse a la
presencia simultanea en Jlos cultivos de esplenocitos de
ratones atimicos de celulas supresoras y células
proliferantes. En este Ultimo caso, las células supresoras B

inhibirian directamente a otras células B sin intervencidén de

calulas T,




pPrincipal objetivo de esta

tesis ha sido demostrar 1a

realidad de un circuito s
18 utn ocircuito sSupresor constituido por ceiulas B
3 or ceéit S

vadas de forma polic g
rma policlonal que inhiben 1la respuesta

1ferativa de otras célu]
de otras células B o de las propias céluias B
,l\"\. S E1l L = L @ .
adas. El agente usado para activar policlonalmente ha
1sacarido de Escherichia Coli (LPS), Hasta 1la

«

iemostrado que las células B supresoras inducidas
2N la respuesta de células esplénicas totales a
eritrocitos de cordero (SRBC) pero no se ha
la propia respuesta proliferativa inducida por
susceptible de 1nhibicién por estas células.
1ocen bi1én las condiciones que favorecen la

de estas células. E)l papei de algunos factores,

1dad de cultivo, es por el momento oscuro. En una
comunicacion (91), la produccién de anticuerpos frente a SRBC
fué 1incrementada o 1inhibida por LPS dependiendo de 1la
oncentraciédn de cultivo y de la cepa de ratédn usada. En las
cepas con baja respuesta a LPS, éste mitégeno estimulaba la
respuesta de los cultivos sembrados a baja densidad, pero el

aumento de la concentracion de cultivo determinaba cue LPS

actuara inhibiendo la respuesta.

La existencia de una relacién inversa entre concentrac 6n de

magnitud de la respuesta a LPS habia s1dc

caltive "y

reconocida anteriormente (92) aunque la significacién de aste
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ticuerpos cuando se computaban por ce 11
or celula

Se \ () ¢ 2r s 3 @ C S m
embrada eran menores en cultiy oS embra
Q sSef agdos a 1AYQOr

concentracion. Aungue explicaciones
: -rw - I - i | s | N = - 1
Sumo de nutrientes en los cultivos mayor concentracié
- i hAPE | i 10!‘1

de contacto podrian dar cuenta de este fendémeno,
va posibilidad era que las células B supresoras

les del mismo. Por supuesto se requeriria

supresoras B fueran capaces de 1inhibir 1la

respuesta policional a LPS. Asi pués, en esta tesis hemos
intentadec examinar la existencia de un circuito supresor
extremadamente simple, formadc por células B activadas por
inhibieran la proliferaciédn inducida por el propioc

y también examinar si1 este circuito supresor podia dar
cuenta del fendmeno de inhibicién de proliferacidn
dependiente de densidad. Pensamos que este tipo de supresion,
aparte de que pueda oparar en la reg. acién de algunas
respuestas inmunes, puede ser analogo al de ciros sistemas,

distintos del sistema 1inmune, Yya Qgque en estos no se han

descritc subpoblaciones con la misién de regular a otros

componentes celulares, Yy por tanto, cualauier regulacion

deberia hacerse dentro de una poblacién homdloga. De hecho,

un mecanisme homeostatico de 1inhibicién dependiente de

densidad se halla presente en cultivos de fibroblastos y su

perdida correlaciona estrechamente con e] establecimiento de




la transformacién neoplasica

a .

Esto U]tWWO nos conduce a) tercer oh

’0Jetivo de esta tesis: el

de] fendmerno de nhibicidn

ie proliferaciédn

Jependiente de densidad en tumores 1 'nfojdes. Hemos intentado

omprebar &1 . como es caso ern los fibroblastos

ansformados os linfocitos tumorales han sufrideo . 1a

perdida de este | anismo de 1nhibiciédre.




MATERIAL Y METODOS. :

A\TINA-HAPTENQ PARA SEPARACION DE LINFOCITOS

B ESPECIFICOS DE HABTENDS (93).

Acoplamientc del hapteno (TNP) a gelatina. =

Material:

Gelatina tD1fco); TNBS (2,4,6,Trinitrobencenosulfénico

trihidarato, (NO,), C, H, SO

)3 3 H. 3H, 0) (Fluka AG), carbonato

sédico (CO, Na,), bolsa de dialisis, PBS, dcido acético.

Procedimiento:
Preparar buffer carbcnhato: Utilizamos 25 cc de carbonato
peso/p.m.carbonato(106)

0,25 ————=—mmmmm————— ——— peso=0,53grs

530 miligramos de carbonato sédico se disolvieron en 25 cc

de agua ajustando pH a 9 de forma gque no se altere la

molaridad.

se disuelve la gelatina en este buffer a concentracién final

aproximada del 10% (en nuestro caso 2,3 gdrs de gelatina

€7




fueron dis G
sueltos en 25 cc de buffer carborato)

Calentar para disolver aRadiendo bolitas de vidrio para

‘. 1 T ’ - 1 - - -
evita ebullicidén demasiado vigorcsa. Una vez disuelto

dejarlo en estufa a 37° C.

~ !

Fesar 25 mgs de TNBS y anadir a la sclucidén de gelatina.

Dejar reaccionar a 37° C durante 1 hora aproximadamente en
scuridad. Después dializar contra agua destilada hasta
que desaparezca el color amarillo. La didlisis debe llevarse
a cabo a 37° C. La cantidad de TNBS utilizada puede ser
mayor.
A continuacién se puede 1 ~filizar para después disolver 2,5
grs de gelatina-TNP poivo en 100 cc de PBS.
Nosotros obviamos este paso por lo cual medimos el volumen
final de la suspensién gel tina-TNP tras didlisis que resulto
ser 40 m1. Puesto que habiamos partido de 2,3 grs de gelatina
nuestra solucion contenia 2.3/40=57,5 mgs/ml. Esta
concentracién ~“:be ser diluida 2,3 veces (87,8/25=2,3) para
l1legar a una concentracién de 25 mgs/ml (2,5%). Por tanto 10

m] de nuestra solucion hapteno-gelatina fueron llevados a un

volumen total de 23 ml con PBS.

Recubrimiento (coating) de placas de petri con hapteno-

gelatina.

La sclucion anterior puede guardarse en frigorifico con 10




cual fie ‘
gelifica o wusarse inmediatamente. La preparacién

gelificada

se calentarsa brevemente en estu

fa para que funda.

Una vez an S L S
2N estado liguido se vierte en placas de petri

estériles | 5 1 4 )
S es (de 5 cms de diametro). Se vierten aprox madamente

=1,5 ml Por placa con pipeta estéri] procurande gue se

ietribuva ‘
d1stribuya uniformemente y sin formacidén de menisco (con

Pi1peta pasteur estéril se quita liquido del borde si es
necesario para eliminar el menisco). Todo esto debe 1levarse
a cabo en camara fria y tratando de maximizar las condiciones
de esteriiidad. Finalmente las placas petri se colocan en
posicidn horizontal dejando transcurrir un tiempo para que se
produzca la gelificacién.

Cespues se lava con PBS hasta que desaparezca el color
amarillo. Se hace a continuacié4n un lavado con acido acético
0,1 M durante 15 minutos y de nuevo varios lavados con PBS
hasta que nc haya trazas de color amarillo en el liguido de

lavado. Tras esto pueden dejarse las placas petri en PBS

hasta 21 momento de afadir las células normaimente al dia

=

siguiente.

Preparacién de suspensiones celulares.

Material:

guffer de 1isis de glébulos rojos. Hemos




alternativament
. e con 5
analogos resultados una solucién

0.15

M d ‘
e cloruro aménico en 50 mM Tris-clorhidrico pHE T, & Bign

el sumi C
ministrado por Ortho Diagnostic Systems que contiene:

Cloruro aménico 8,26 gr/litro. Bicarhonato potés:co 1g/litro

EDTA tetrasédico 0,37g/litro.

Buffer de baja fuerza iénica. Contiene 55,5 grs D-glucosa

anhidra. 61 grs D-glucosa monohidratc. 111 ml PBS. 1000 m}

agua bidestilada.

Pipetas pasteur con algodén en la punta previamente

esterilizadas.
Medio de cultivo, PBS.

Procedimiento.

Se efectua disociacién de bazos de varios ratones en buffer
de lisis de glébulos rojos. &e centrifuga y se desecha el
buffer procurando gue quede €] minimo posible.

Se resuspenden las células en tampon de baja fuerza ionica.
Esta suspensién se filtra en pipetas pasteur estériles con
algodén en su interior situado inmediatamente por encima de
Esto elimina las células muertas las cuales

la constriccién.

parece ser Que secretan algun producto que favorece la

adhesién inespecifica de los linfocitos a la geiatina.




Las célul 1
as espienicas se separan del tampédn de baja fuerz
a

lonica por centrifugacién Y S€ resuspenden en PBRS
Sim
ultdneamente se prepara una suspensién de células del timo

de 1os mismos animales en medio de cultivo

Separacién de linfocitos B especificos de hapteno

La suspension celular obtenida anteriormente se ajusta
aproximadamente a 33x10° células/ml en PBS. Se afade 1 m] de
esta suspension a cada placa de petri preparada como se ha
descrito en camara fria, incubdndose durante 15 minutos con
agitacion continua si se dispone de plataforma adecuada o
bién manualmente cada 5 minutos. Después se invierten las
placas petri para arrojar la suspensién celular y se lava 5
veces con PBS con objeto de desechar 1las células no
adheridas. Se deja al final un pequefio volumen de PBS y se
llevan las placas de petri a la estufa a 37° C. En tan solo
2 & 3 minutos el gel funde recogiéndose en tubos cdnicos de
centrifuga, recuperandose las células por centrifugacién.
Normalmente no se ve a simple vista el sedimento celular por
lo que debe eliminarse e] sobrenadante con pipeta pasteur

dejando tan solo en el tubo un volumen de 0,2-0,3 ml. De éste

se toman 10 ul para contaje celular.

Para el estudio de la cinética de produccién de anticuerpos

anti-hapteno por estimulacién con LPS, éstos l1infocitos




especificos fueron afiadidos en volumenes ce 10 ul 6 230 ul a

pocillos de cultivo conteniendo 10° timocitos como células

Tiller @n. 200 ut de medic de Sultivo con LPE - &

concentracidén de 100 ug/ml.

Técnicas para la determinacién de células productoras de

anticuerpo (células formadoras de placas).

Preparacion de glébulos rojos de cordero acoplados a TNP

(94).

Material: eritrocitos de cordero, tampdn caccdilato, TNP
(trinitrobencenosulférico), glicina, PBS o salinoc.

Tampén cacodilato: 60 grs cacodilato s6dico/1000 ml H,0.
Preparamcs 20 ml. Necesitamos 1000/60=x/20, x=1,2 grs.
Puesto gque teniamos cacodilato trihidrato (p.m.=214), debemos
hacer una correccién 160/1,2=214/x, x=1,6 grs.

Disolvemos 1,6 grs en 20 ml H,0 destilada, ajustando al mismo
tiempo el pH a 7 con ClH concentrado.

Lavar los glébulos rojos de cordero 3x O hasta que no
aparezcan trazas de hem6lisis, en PBE o suero salino.

TNP (TNBS): 10 a 40 mgs por 1 ml de glébulos. Henos escogido
una cantidad baja de TNP para tener un grado bajo de densidad
de TNP en membrana globular con 1o cual se detectan

principalmente las placas de alta afinidad.




Se disuelven 10 mgs de TNP en 3,5 m] de tampén cacodiijato

Todzs ‘
odas las eacciones, una vez disuelto e] TNP deben

: 5
ealizarse en la oscuridad (tubo de ensayo envuelto en papel

de ali ‘
'Uminio). Se afade esta solucién a1 ml de glébulos. Se

>~ . -
mezcla bién y se dejan 10 minutos en la oscuridad 3

temperatura ambiente. Después se para la reaccion afadiendc

ura pequera cantidad de glicina (1 mg por mg de TNP

aproximadamente), Se agita para dispersar la glicina. A
partir de este momento no es necesaria la proteccién de la
luz. Se lava con PBS. 3x o hasta que no se vea color amarillo
en el sobrenadante, centrifugando a 1400 r.p.m.
aproximadamente.

Hasta el momento del ensayo, los glébulos-TNP se guardan en
frio (4° C) con un pequefic volumen de PBS o salino. No deben
usarse cuando hayan transcurrido més.de 6-7 dias desde gue se

hizo el acoplamiento. Para el ensayo se toman glébulos del

sedimento compacto.

Absorcién de complemento.

Se toma un alicuoto del sedimento compacto de glébulos (antes
de acoplamiento) y se mezcla con complemento en proporcion

1:10 vol glob:vol ccup. Se resuspenden los glébulos. Se deja

30 minutos en camara fria (4° C). Después se centrifuga

también en frio, recogiendose el sobrenadante y desprecianio




el sedimento de glébulos.

Técnica de Cunningham para enumerar células secretoras de

anticuerpos (95).

Se utilizan portaobjetos que deben ser lavados
exhaustivamente con H,0 destilada, alcohol y de nuevo H,0.

Se forman dos cédmaras en los portas mediante cinta adhesiva

adherente de doble cara, simetricamente colocada en el centro

/ los extremos.

Hfedimos el volumen de las cdmaras encon“rando que tenian 70
L1 por cémara.

los volumenes de reactivos que se han recomendado para
cAmaras de 200 ul son: suspensién de células 150 ul; anti-
;@G 20 ul ( para determinacién de placas indirectas, es
jecir, células secretoras de IgG gue en nuestro caso no era
necesario determinar): glébulos rojos-TNP al 16% 20 ul;
complemento de cobaya absorbido 10 ul.

Estas cifras, adaptadas a una cémara de 70 ul ¥ 50
determinacién de placas indirectas son: suspensién de células

59,5 ul(60) en RPMI; alébulos rojos-TNP al 16% en RPMI 7 ul;

complemento de cobayo 2.5 4l

Los dos ultimos volumenes no son accesibles a las pipetas de




que disponemos, graduadas de 10 ul en adelante. Por tanto

usamos un volumen doole de glébulos pero partiendo de una

suspensién al 8% vy un voluren triple de complemento (10,5)

Pero partiendo de complemento diluido previamente 1/3 en

RPMI. E1 volumen de 1la suspensién de células se ajusté, por

consiguiente, a 45,5 ul (70-14-10,5).

También se prepara una mezcla de relleno péra el caso de que
aparezcan camaras con capacidad superior a 70 ul en las que
quedardn espacios vacios tras poner los reactivos. Esta
mezcla contiere las mismas proporciones anteriores, excepto
que el volumen corirespondiente a las células contiene solo

RPMI .
Procedimiento.

Se centrifugan las células a baja velocidad (500 r.p.m., §
minutos), colocando directamente en la centrifuga las
microplacas de 96 pocillos (0,2 ml por pocillo). Se absorbe
el sobrenadante con pipeta pasteur y se resuspenden las
células en 45,5 ul de RPMI.Después se aflade el complemento
(a dos pocillos) y finaimente los glébulos a uno de ellos,
resuspendiendo todo ello rapidamente y cargéndolo en una de
las camaras con la pipeta pasteur. Después de cargar la
segunda camara se sellan los bordes sumergiendolos

ligeramente eri un bafio de cera fundida que se tiene preparado




al efecto,

La cera s idifi j
solidifica con solo retirar los portas, entonces se

dejan en posicién horizontal en estufa a 37° ¢

durante 1

hora. ‘
Al cabo de este tiempo pueden observarse las placas de

hemolisis contadndose por iluminacién indirecta con ayuda de

una lupa.

2.2 DETERMINACION DE CELULAS FORMADORAS DE ANTICUERPOS POR

LA TECNICA DE PROTEINA A (96).

Acoplamiento de proteina A a giébulos rojos de cordero.

Lavar glébulos rojos de cordero 3x en 0,9% ClNa.

Disolver cloruro de cromo (CrCl;) en 0,9% CINa. La cantidad
de CrCl, puede oscilar de 4x10™° M (segun algunos) a 2,5x10"
4 Nosotros hemos usado esta Ultima. Esta solucidén debe ser
recientemente preparada.

Disolver proteina A en 0,9% ClNa, 0,5 mgs/ml.

Mezclar 1 volumen de la solucién de proteina A a 10 volumenes
de la solucién de CrCl,. Adadir 1 volumen de glébulos rojos
compactos.

Se agita para mezclar bién y se deja en incubacién durante
1 hora a temperatura ambiente (O 30° ¢), después de lo cual

se lava una vez con 0,9% CINa y 2 veces con BSS ¢ RPMI.




Un procedimiento alternativo es:

0,5 mg proteina A en salino (guardar en frio)

50 ul solucién “stock"” de Crc)
g+

10 ml salino

t ml glébulos rojos de cordero, lavados 2x en salino

Mezclar en un tubo:

0 ml salino y 50 ul solucidn "stock” de CrCl, para llegar

a una solucidén 2,5 x 107™* M de crcl,.

Mezclar en otro tubo:

solucidon de proteina A 1 ml y eritrocitos de cordero
compactos 1 ml.

A continuacién mezclar ambos tubos. Mantener a 30° C

aproximadamente durante 1 hora, mezclando cada 15 minutos.

Determinacién de placas.

Material.

Glébulos rojos de cordero acoplados a proteina A, diluidos
al 25-30% en RPMI o BSS.

Agar (Bacto Difco). Preparar inmediatamente antes del ensayo
una solucién al 0,5% de agar en BSS conteniendo 0,75 mgs/ml
DEAE-dextrano (dieti]aminoeti1—dextrano)(neutra1iza poder

hipocomplementizante del agar).

Complemento de cobayo absorbido con glébulos rojos de




cordero, '
disuelto en BSS en proporcién 1:4 (la diluciédn méas
apropiada puede establecerse por titulacién)

Antisuer '
eros. Se usan nmunoglobulinas IgG de conejo con

especificidad contra 1los diferentes tipos o subtipos de

inm uling
unoglobulina de ratén. Estos antisueros se obtuvieron de

Bionetics, USA y fueron empleados a una dilucién 1:100 en
BSS. Puede ser necesario estimar la dilucién apropiada por
Eitulacion.

BSS (solucién salina balanceada): Cloruro calcico 0,14
g/litro; cloruro sédico 8 g/litro; cloruro potasico 0,40
g/litro; sulfato magnésico (SO,Mg.7H,0) 0,20 g/litro (0,8mM);
cloruro magnésico (C1,Mg.6H,0) 0,20 g/litro (1 mM); fosfato
monopotédsico 0,06 g/litro (0,4 mM); fosfato bisédico

(PO‘HNaz.EHZO} 0,24 g/11itro (1,4 mM),
Procedimiento.

Hay gue disponer de un bafo a 45° C, donde se coloca una
gradiila con los tubos de ensayo conteniendo cada uno 300 ul
de la so'ucidén de agar.

Se lavan los linfocitos y se resuspenden en BSS frio.

Se toman 20 ul de la suspension de glébulos rojos-proteina

A en BSS, 100 ul de la suspensién de linfocitos diluida

convenientemente en BSS, 20 ul de la solucidn de antisuero

Esta

y 20 ul de solucidén de complemento (1 a 4 en BSS).




mezcla se afade rdapidamente a los tubos con agar en el bafio

% . ‘
a 45° C, se agita ligeramente para mezclar y se vierte e}

contenido sobre placas de Petri de 9 cm de diametro

pProcurando obtener una distribucidén uniforme. Una vez e] agar

FAa solidificado, se 1levan las placas a una estufa a are o

con atmosfera humeda, donde se mantienen durante 5-6 horas,

tiempo requerido para la aparicién de las placas de

hemélisis.

En lugar de placas de Petri, el ensayo puede lievarse a cabo
en casmaras formadas en portaobjetos segun la técnica de
Cunningham con lo cual no es necesario el soporte de agar.
Para una camara de 200 ul pueden usarse los distintos
reactivos en la proporcidn siguiente:

100 ul suspensién celular:; 50 ul glébulos-proteina A (al 25%
g BSS o RPMI); 25 ! antisuero; 25 ul complemento. Cada

componente puede diluirse en BSS » en RPMI.
2.3 AUTORADIOGRAFIA.

Las células esplénicas fueron cultivadas en placas de Linbro
en un volumen de 1 ml/pocilio Yy estimuladas con LPS (50
ug/ml). A los tiempos indicados se afadié 3-H Timidina (1

uCi/ml). Después de 30 minutos de incubacién, las

suspensiones celulares fueron lavadas éen PBS, mezcladas en

un tubo de ensayo en una mezcla de Acido acético glacial y




metanol (1:3) vy una gota de esta suspensién se dejdé caer y

secar al aire sobre un portaobjetos.
LOs portaobjetos deben estar extremadamente limpios, si es

necesario incluso recurriendo a mezecla crémica para

limpiarlos.

Antes de proceder a la autoradiografia, los portacbjetos con
las células fijadas fueron tratades con acido tricloroacetico
al 5% a 2° C durante 1 hora para eliminar el exceso de
timidina libre. Los portas fueron recubiertos con emulsién
I1ford Nuclear Research tipo G-5 a 40° C y después de
exposicidén durante 6 dias en refrigerador (en una caja de
madera herméticamente cerrada con material higroscépico,
"bluegel=silicona con indicador de humedad), se procedid a
revelado con revelador G-150 (X-ray developer, Agfa Gevaer)
y posterior fijacién (X-ray fixer, G-334, Agfa Gevaer).
Tras un tiempo para jue los portas se secaran, fueron tefiidos
con toluidina.

Los detalles de la técnica y materiales de revelado Yy
fijacién son los siguientes:

I1ford Nuclear Research Emulsion, en forma de gel. Tipo G.§5,
tamaio "A", 50 cc.

Bafo con agua a 40° C, en camara oscura.

H,0 dd a 65° C (comprobar con termémetro)

Método:

5 1 gel, aproximadamente proporciones
Verter H,0 a 65° C sobre el g




igual 1
g es de agua y qel (e) gel debe quedar Cubierto con agua)

Asi,

la temperatura queda finalmente a 40Q° ©

' i 10 gue
ffroporciona un mejor resultado
Agitar con varilla de vidrio Y verter la mezcla en una

cubeta. Colocar ésta en e] bafo.

LOs portas se sumerger, entonces, en la emulsién. Después,
se deja que se sequen durante 1 dia en la habitacién sin luz.
Poner los portas en caja oscura con material higroscépico en
el refrigerador durante 6 dias (pueden tomarse muestras
preferentemente de otra caja preparada al efecto para estimar
mejor el tiempo de exposiciédn).

Notas. La emulsién debe ser hecha desde el comienzo 1lo
suficientemente espesa. No cambiar, a posteriori, las
proporciones de agua y gel.

Sumergir los portas una segunda vez puede producir una

superficie irregular.

Revelado y fijacién.

Revelador (X-ray developer, G-150, Agfa Gevaer) 1 volumen +
4 volumenes agua de 'rifo. Debe ser recientemente preparado.
Fijador (X-ray fixer,G-334, Agfa Gevaer)

Sumergir en revelador 3,5 minutos. Enjuagar con agua de grifo
y sumergir en fijador durante 10 minutos

Dejar secar Yy tefiir con azul de toluidina.

Solucién de toluidina:




3,6 N
9 Na,HPO, 2K, 0 (o0 2,87 g no hidratadc). Disolver en 200

cc ' '
agua destilada. Filtrar la solucién. ARadir 0 1% azul de

toluidina en polvo.
La solucién debe ser filtrada inmediatamente antes de usarla

2.4 CITOMETRIA DE FLUJO.

Las celulas usadas para deierminacién de contenido de DNA
fueron lavadas en PBS y fijadas ar etano! frio. Las células
fijadas fueron lavadas en tampén Tris-EDTA, junto con RNAsa
(1 mg/ml1,Sigma, St. Louis, Missouri, USA); Entoinces, después
de tratamiento con pepsina, una suspensién de nucleos
celulares fué tefida, usando bromuro de etidio en tampén
Tris-EDTA, con una molaridad de 385 mOsm. E1 contenido en DNA
de los nucleos celulares fué analizado por un citofluordmetro
de flujc rdpido ICPII (Phiwe, Alemania Occidental) con un
flujo de hasta 1000 células por segundo. Las longitudes de
onda de excitacién y emisién fueron de 455-490nm y £90-630nm
respectivamente. Las mediciones de fluorescencia de células

individuales fueron resueltas Yy almacenadas con ayuda de un

canal-analizador 256.

La proporcién de cédlulas en diferentes fases del ciclo

celular (G1, S y G2+M) fué determinada a partir de las 4reas

de los histogramas respectivos asumiendo una funcién de Gauss

de los piccs de G1 ¥y G2+M, y atribuyendo la parte restante




del histograma a las células en fase S,

Alrededor de 30.000

células fuernn medidas. E] coeficiente de variacidn del pico

de G1 fué 2% aproximadamente.

Para determinar el porcentaje de macréfagos se utilizéd el

anticuerpo monoclonal OKM14 (Ortho Diagnostics) marcado con
1soticcianatno de fluoresceina (FITC). Previamente se comprobd
que ese anticuerpo presenta reactividad con l1os macréfagos de
ratén. Para el estudio de los linfos B de ratén se utilizé
fragmentos Fab anti IgG + anti IgM marcados con FITC.

En ambos casos fueron mezclados 100 microlitros de la
suspensién celular con 10 microlitros de anticuerpo,
incubdndose en oscuridad a 4° C durante 30 minutos. Pasado
este tiempo se centrifugd durante 10 minutos a 1300 r.p.m.
y las células fueron resuspendidas en 1ml de PBS.

E1 analisis, en este casc, se llevé a cabo en un citémetro
de flujo CYTORON (Ortho Diagnostics) determinando el
porcentaje de células fluorescentes a! incidir sobre ellas
un haz de laser de argén de 488nm.

2.5 ENRIQUECIMIENTO DE CELULAS B.

E1 anticuerpo monoclonal J1J anti-Thyt.1 fué un regalo del

Dr. Carlos Marguez, Departamento de Inmunologia, Universidad

Auténoma de Madrid. células esplénicas fueron resuspendidas

a una concentracién de 25107 células/ml en este anticuerpo




giluidgeo 1:8 ¢ B
n BSS & en RPMI a 4° ¢ durante 30 minutos,

después de lo cua! las céluias fueron centrifugadas a 1200

r.p.m. y resuspendidas en complemer 3 de conejo diluido 1:6

en BSS & RPMI.

Después de una incubacién de 40 minutos a 37° C las células

fueron centrifugadas, resuspendidas en medio de cultivo y

contadas en wuna camara de Neubauer. La viabilidad fué

determinada por tincién con azul tripéan.

2.6 DEPLECION DE MACROFAGOS.

Se llevé a cabo incubando las células esplénicas a una
concentracién aproximada de 107 células/ml en frascos de
cultivo ae plastico (Nunclon tissue culture flask, 25 cm?,
6 80 cm?) durante 1 hora a 37° C en medio de cultivo con 10%

suero bovino fetal en una atmésfera humeda conteniendo 5%

CO,.

2.7 ANIMALES Y LINEAS CELULARES.

Se wusaron cepas C57B1/6, DBA/2, Balb/c, C€57B1.10 ¥

C5781.10/ScCr de nuestra propia colonia o donados por otros

laboratorios.

Los tumores de estirpe B usados fueron SP2 Qque es un




hibridoma no secretor derivado de Balb/c v NS 1

un mieloma
no secretor también derivado de Balb/c.

2.8 CONDICIONES DE CULTIVO.

Celulas esplénicas fueron obtenidas en condiciones estériles,
lavadas en BSS y cultivadas en RPMI 1640 suplementado con 10%
suero bovino fetal, 1% penicilina y estreptomicina (1000
. unidades de cada por ml), 5x10°® M 2-mercaptoetanol (2-ME) y
1% L-glutamina (2000mM) (Flow Laboratories, Irvine,
Scotland). Este medio fué tamponado con 2g/1000m! bicarbonato
sédico y/o Hepes 20mM.

Los cultivos fueron incubados a 37° C en una atmésfera de 5%
CO,. Los cultivos fueron, excepto donde se indique, en
triplicado en un volumen de 0,2 ml en microplacas (96 well
Costar plates & 96-well Sterilin, Middlesex,). A menos que

se indique las microplacas eran de fondo redondo.

2.9 MITOGENOS.

Para estimular los cultivos se utilizd 1ipopolisacédrido de
Escherichia Coli (LPS) 055:B5 (Sigma Chemical Co) (50

microgramos ¢ 100 microgramos) segun se indicara en cada

caso.




2.10 IRRADIACION CELULAS,

Las celulas fueron irradiadas en la Unidad de Cobaltoterapia

del Hospital Universitario de Granada, en un aparato marca

A.E.C.L., modelo THERATRON. E1 método de irradiacién
consistid en colocar las microplacas o los frascos de cultivo
conteniendo las células sobre la mesa de tratamiento e
irradiarlas con un campo de 30x30 cm?, del que se evitaban
los bordes para homogeneizar la dosis administrada.

Dado el escaso espesor del medio que contiene las células,
insuficiente para alcanzar el equilibrio electrénico, se
colocd una lamina de metacrilato de 9 mm sobre las placas,

con el fin de conseguir el equilibrio deseado. Las células

recibieron de 3000 rads.

2.11 ESTADISTICA

Los resultados se valoraron con el test de Student, excepto

en el experimento mostrado en Tabla 4 que fué valorado con

el test ji cuadrado.




RESULTADOS

1* PARTE, S
CELULAS SUPRESCRAS INDUCIDAS POR LPS INHIBEN

RESPUESTA POLICLONAL A LPS.

3.1 Efecta supresor de células preincubadas e irradiadas.

Células preincubadas en presencia o ausencia da LFS fueron
lavadas e irradiadas antes de ser transferidas a cultivos
frescos. E1 periodo de incubacién varié en diversos
experimentos de 1 a 3 dias. Como control se usaron células no
preincubacas que fueron también irradiadas y transferidas a
otras células recién obtenidas. Otro grupo control estaba
formado por células frescas no irradiadas a 'os que se adadio
medio de cultivo solamente. Todos 1los cultivos fueron
estimulados con LPS. A las 24 horas (6 32 horas en otros
experimentos) después de la transferencia se di6 un pulso de
timidina tritiada por un periodo de 15 horas ¢ 4-5 horas

respectivamente y las células fueron recogidas a la

terminaci16n del pulso de timidina.

Células preincubadas en presencia o ausencia de LPS inhiben

ta de células esplénicas frescas a LPS .Células no

la respues




preincub ‘
adas 1rradiadas no tienen efecto inhibidor cuando son

tran '
sferidas a otra poblacién no irradiada estimulada con LPS

CRag. 1),
Par ‘
a determinar el fenotipo de Ja célula responsable de la

inhi '
bicién en este sistema, las células preincubadas fueron

tratadas con un monoclonal anti-Thy 1.1 y complemento al

comienzo del periodo de preincubacion. Otra parte de 1la
coblacion espiénica no fué sometida a tratam.ento alguno. De
cada wuna de estas poblaciones, es decir, poblacién
eririquecida en céluias B y poblacién esplénica no fraccionada
se hicieron dos alicuotos que se cultivaron durante 2 6 3
dias con o sin LPS. Al final de este tiempo las células
fFueron lavadas, 1irradiadas y afadidas a células recién
nbtenidas singénicas en la proporcién 1 célula irradiada a 3
‘rescas. Los controles incluian células frescas irradiadas
ifadidas a frescas no irradiadas y frescas no irradiadas a
las que se aRade solamente el mismo volumen de medioc de
cultivo. Se estimuld con LPS a conbentrac1én final gue varié
en diferentes experimentos de 50 a 100 ug/ml. La
proliferacién producida por &1 mitogeno fué inhibida por las
células preincubadas con o sin LPS. La adicién de células no

preincubadas no determind en general un descenso en el nivel

de incorporacién de timidina por debajo de la incorporacién

de las propias células frescas no irradiadas cultivadas

sclas, aungue en algun experimento se ha observado un ligero




efec ] ' '
to inhibidor Siempre inferior a) Causado por células

preincubadas. La actividad supresora de las células

rei ]
o) ncubadas no sélo se mantuvo S1NC Qque se incrementd en

poblaciones enriquecidas en céiulas B por tratamiento con

suero anti-theta y complemento (Figs. 2 y 3). Estos datos
indicaban que 1a supresidén estaba mediada por células B. Sin
embargo, existia la posibilidad de que se generaran células
T supresoras tras varios dias de cultivo in vitro, es decir
cabia la posibilidad de que algunos linfocitos T residuales
que hubieran sobrevivido al tratamiento con anti-theta vy
complemento fueran capaces de producir en cultivo una
progenie de células T supresoras. Para descartar esta
eventualidad repetimos el experimento pe. > realizando el
tratamiento con anti-Thyl.1 y complemento al final del
periodo de preincubacién y no a su inicio como en los
experimentos anteriores. Los resultados fueron andlogos al
primer experimento demostrandose un incremento de supresidn
tras eliminacién de las células T en poblaciones preincubadas
con o sin LPS (Figura 4).

Los macréfagos van desapareciendo gradualmente durante el
periodo de preincubacidén. Asi tifiendo las células B con un
fragmento Fab anti-cadenas pesadas My G, se vié analizando
en un citofluordémetro de flujo que el porcentaje de células
tefiidas era de 95% tras tratamiento con anti-theta Yy

complemento. Este porcentaje aumentaba al 98,6% cuando a este




t at I

cual 1
se adhieren los macrofagos. En algun experimento (Fig

) 11 Jun’
a se realizd jJjunto al tratamiento con anti-theta y

complemento una depleccién parcial de macroéfagos por

adherencia a pldstico.Reduccisdn en el contenido de macréfagos

por este procedimiento no disminuyé la actividad supresora.
Asi pues, aunque la participacién de macréfagos residuales no
pueda ser completamente excluida, parece que la célula
responsable de Ja supresidn de proliferacién en nuestro

sistema es la célula supresora B descrita por Koenig ¥

Hoffmann(91)

3.2 Efecto de células no irradiadas.

Hemos medido también 1a capacidad supresora de células no
irradiadas preincubadas en presencia o ausencia de LPS,
lavadas y transferidas a cultivos de células esplénicas
frescas que son estimulados por LPS. La supresion se midié
comparando incorporacién de timidina en cocultivos de frescas
y preincubadas con la incorporacion de timidina de la suma de
los cultivos componentes sembrados separadamente. La
determinacién de incorporacion de timidina se realizé en dos

periodos sucesivos en las siguientes 0-12 horas Yy 12-24

horas, comenzandc a contar tras realizar la transferencia de

células preincubadas a céluias frescas. Se dieron pulsos de

timidina también de 0-12 horas y de 12-24 horas.




P \ '
uede verse en Figs 5, 6, 7 ya8 que la 1nhibicién causada por

células Preincubagas tanto en presencia como en ausencia de

LPS es similar.

3.3 Efecto de células no respondedoras a LPS.

LOS experimentos anteriores muestran que la preincubacién
favorece la activacioén de células B que inhiben 1la respuesta
policlonal a LPS. Sin embargo, el papel desempefiado por el
propio LPS en este proceso no puede ser aclarado por estos
experimentos ya que todas las células que han de ser
transferidas (preincubadas con o sin LPS y no preincubadas)
entraran en contacto con LPS en el segundo periodo de
cultivo. Para dilucidar la cuestidn de si, ademds de un
periodo de preincubacién, una sefal suministrada por LPS es
+ambién necesaria para la consecucién de capacidad supresora,
hemos hechc uso de una cepa de ratén con un rasgo genético
que la hace incapaz de responder a LPS. Existen dos de estas
cepas: la C57B110/ScCr y la C3H/HeJ que son similares o
derivadas de las cepas C57B110 y C3H/Tif respectivamente. La
primera tiene la ventaja para nuestro propésito de ser
completamente idéntica, para todos los genes testados a
excepcién del gen que controla respuesta a LPS, a su homéloga
(aunque no congénica) respondedora a LPS C57B1.10. En
idénticas en regién H-2 y en el locus Mls

particular son

(97). Por lo tanto, las células de estas cepas pueden ser




mezc] '
Zcladas sin que se produzca una reaccién de cultivo

linfocitario mixto que complicaria 1a interpretaciéon de los

resultados.

Se llevaron a cabo con estas cepas experimentos con un disero

similar a los anteriores. Se preincubaron células esplénicas

de la cepa respondedora y de la no respondedora ambas en
presencia de LPS. Después fueron lavadas y aRadidas por
separado a cultivos de células frescas de la cepa
respondedora que eran estimuladas con LPS. En paralelo se
establecieron cultivos separados de las células preincubadas
y de las células frescas respondedoras, estimandcse 1la
inhibicién por la reduccidén de incorporacién de timidina de
los cultivos mezcla comparados a la suma de incorporacién de
timidina en los cultivos componentes cultivados
independientemente.

Puede verse en Fig. 9 que las células preincubadas
pertenecientes a la cepa no respondedora no muestran efectos
supresores al ser cocultivadas con células de la cepa
respondedora mientras la incorporacidn de timidina en
cocultivos de respondedoras estd descendida respecto a la
suma de los cultivos componentes. También se hicieron
experimentos irradiando las células preincubadas de ambas

cepas previamente a su transferencia a cultivos de células

frescas de la cepa respondedora que a continuacién era

estimuiada con LPS. La inhibicién causada por las células




irradiadas
a de la cena respcndedora es mucho mayor que la

causada
por las de la no respondedora que no arroja una

dif ] i ‘ '
erencila estadisticamente significativa respecto al grupo

al que se aRadieron células no preincubadas (Fig.108), L&

preincubacidn de >
las células de la cepa no respondedora,

tant '
antc en presencia como en ausencia de LPS, no confiere a

dichas células abilidad supresora.

3.4 Periodo de preincubacién necesario para conferir abilidad
supresora.

En nuestros experimentos, un periodo de incubacién de al
menos 24 horas ha resultado necesaric para gue las células
exhiban regularmente capacidad supresora. Sin embargo, un
periodo de preincubacién excesivamente largo (6 dias) no
conduce a la aparicién de actividad supresora, tanto en
cultivos preincubados en presencia como en ausencia de LPS.
(Fig. 11). Durante un periodo de cultivo 1in vitro tan
prolongado es sabido que las células pierden capacidad para
ser activadas por mitégenos. Por lo tanto, este resultado
habla en contra de una inhibicidn inespecifica por simple

afecto estérico o por toxinas 1iberadas tras irradiacion.




3.5 Implicacién de células B supresoras inducidas por LPS en

inhibicién dependiente de densidad de proliferacién inducida
por LPS,

E1l hecho de que LPS pueda estimular células supresoras que

inhiben la propia respuesta policlonal a LPS implica que en
todos los cultivos estimulados con LPS habra un balance entre
induccién de proliferacién y de supresién. El1 incremento en
céluias susceptibles de ser activadas rapidamente por LPS en
un pozo de cultivo con un volumen y superficie prefijados tal
como ocurre cuando las células preincubadas son aRadidas a
otros cultivos inclina ese balance en favor de un relativo
incremento de la supresién. Este rasgo caracteriza al
fenbmeno 1lamadc inhibicién de crecimiento dependiente de
densidad en el cual los cultivos sembrados a aita
concentracién celular muestran menor produccién de anticuerpo
y mas baja tasa de proliferacién celular que los cultivos
sembrados a baja concentracién cuandc estos parametros se
computan en funcién del numero de células sembradas.

La hipétesis de que células B inducidas por LPS que

suprimen la respuesta policlonal a LPS son responsables de

este fenémeno conduce a la prediccién de que cultivos

altamente enriquecidos en linfocitos B exhibirdn un efecto de

densidad mas marcado que cultivos de células esplénicas no

fraccionadas ya gue como hemos visto mayor concentracién de

células LPS-respondedcras inclina el balance entre




proliferacién y supresion en favor de esta ultima

Esta prediccién se vié cumpliida en los experimentos mostrados

en Fig. 12. Puede verse qQue a ailta concentracién celular,

poblaciones enriquecidas en células B incorporan timidina en
cantidad similar a la poblacién esplénica no fraccionada a
pesar de que el contenido de las células B respondedoras a
LPS ha sido aumentado por un factor de 2,3. A su vez, este
resultado confirma que células B activadas por LPS
antagonizan la respuesta policlonal a LPS sin intervencién de
células T.

La depleccidén de macré6fagos por paso sobre placas de plastico
0 por Sephadex G-10 retardd en la mayor parte de experimentos
la aparicién del maximo de 1la curva de incorporacién de
timidina sin cambiar significativamente su altura absoluta
(Fig. 13). Puesto que el fendtmeno de inhibicién dependiente
de densidad es muy sensible a los cambios de concentracién,
la deplecién, aun incompleta, de macréfagos deberia haber
conducido a una respuesta policlonal a LPS claramente
aumentada si los macréfagos fueran responsables de la

inhibicién de proliferacién en este sistema.




2* PARTE

4.1 ANALISIS DEL FENOMENO DE INHIBICION DEPENDIENTE DE

DENSIDAD EN CULTIVOS ESTIMULADOS POR LPS.

Melchers et al (92) describieron este fenémeno en cultivos
linfocitarios in vitro estimulados con LPS, aunque no se
detuvieron a analizar la causa del mismo. Su caracteristica
definitoria es que el indice de proliferacién por célula
sembrada en cultivos 1in vitro estimulados con LPS estéd
inversamente relacionado con la concentracién inicial de los
cultivos. Esto implica gque una mayor fraccién de la poblacidn
celular es activada en los cultivos a menores concentraciones
o alternativamente, que a menor concentracién los linfocitos
experimentan mayor numero de ciclos proliferativos tras
estimulacidén mitogénica. Esto ultimo entrada un mecanismo
inhibidor de la proliferacién cuya naturaleza hemos intentado

desvelar en esta tesis.

E1 efecto inhibidor producido como consecuencia del aumento

d de los cultivos se detecta tanto al determinar la

de densida

incorporacién de timidina tritiada por las células lo gue




estima el grado de proliferacién como al contar el numero de

celulas formadoras de placas por cultivo 1o que representa e}

numero de células que alcanzan diferenciacién a células

secretoras de anticuerpos. Ambos parametros aumentan

simultaneamente tras estimulacisén con LPS por 1o que pueden
usarse indistintamente para estimar grado de proliferacién
cuando se trabaja con este mitédgeno aislado (92)(y Figs 13,
14, 15). Sin embargo debe seAalarse que otros estimulos
mitogéniccs distintos del LPS aumentan selectiva vy
diferencialmente uno u otro de estos pardmetros. Asi p. ej.
Tla exposicidn de las células a suero anti-cadena pesada M
causa proliferacidén sin diferenciacién (98),.

Mientras 1la informacién proporcionada por el método de
incorporacién de timidina tritiada se limita a la sintesis
total de DNA, la técnica de autoradiografia proporciona una
determinaciédn precisa de)l numero de células inducidas tras

tratamiento con mitégeno a entrar en fase de sintesis.

4.2 E1 aumento relativo de proliferacién a densidades bajas
es debido a un mayor numero de ciclos proliferativos.
para obtener una medida directa de la fraccion de células

respondiendo a LPS bajo diferentes condiciones de densidad de

cultivo preparamos autoradiografias de cultivos sembrados a

108 células/ml y 107 células/ml a las 24, 48 y 72 horas del

inicio del cultivo in vitro. LPS se aRadié desde el comienzo.




Al determinar 1a fraccién de células en S en estos intervalos

de tiempo obtenemos una estimacién de la expansién clonal gue
ocurre a diferentes concentraciones.

E1 porcentaje de células en fase § del ciclo tras
estimulacién con LPS fué més alto en 1os cultivos sembrados
a menor concentracién. La diferencia era no significativa a
24 horas. .A tiempos posteriores (48 y 72 horas) 1las
diferencias fueron marcadas y significativas con porcentajes
mas altos de células en S en los cultivos a menor
concentraéién (Tabla 1). Este resultado concuerda con los
datos obtenidos por incorporacién de timidina pero ademéas
pone directamente de manifiesto que la mayor incorporacién de
timidina en cultivos a menor concentracién se debe a la mayor
expansién clonal que en ellos ocurre. Si la expansién clonal
se impide p. ej. afadiendo colchicina el porcentaje de
células en S es similar en los distintos cultivos. Sin
embargo por debajo de una concentracion de 10° celulas/ml
aparece un retardo en la entrada en ciclo. Esto 1o pusimos de
manifiesto con un experimento usando cultivos a
concentraciones de 107 células/ml y 5x10° células/ml. Se

affiadi®d colcemid a estos cultives (30 nanogramos/ml) y se

determindé el porcentaje de células en S por citometria de

flujo en muestras tomadzs a las 24 48 y 72 horas. Se observa

que, en presencia de colcemid, los porcentajes de células en

S son similares a ambas concentraciones a Jjas 48 y 72 horas.




Si
Sin embargo, a las 24 horas 1la fraccién de células en S es

significativamente menor en el cultive a 5x10%

celulas/ml. De

hecho a esta concentracién el porcentaje de células en S a

1as 24 horas es incluso mencr que el determinado antes de?

comienzo del cultivo (tiempo 0) (Tabla 2). Este retraso en la

activacidén no se observa en cultivos a una concentracién
ligeramente superior y por tanto debe atribuirse a un efecto
de dilucidén de mecanismo oscuro. Muy probablemente estd en
relacién con la necesidad de usar células filler en cultivos

a muy baja concentracién.

4.3 Mecanismos inespecificos de supresién que 28 ne-asario
descartar.

Hay varias explicaciones triviales del efecto de 1la
concentraciédn que debemos considerar en primer lugar. Una de
ellas es que la cantidad de mitégeno usado fuera limitante de
forma que se estableciera una competencia entre células por
tener acceso al mismo. Esto se descarta facilmente ya que el
fendmeno de proliferacién inversamente relacionada con
concentracién se observa usando dosis muy variadas de LPS.
Asi, p. ej. la dosis de LPS en experimentos de Figuras 13,14
15 fué tan soio de 20 ug/ml mientras que én otros

Y

experimentos que se mostrardn se ha llegado a usar dosis de

120 ug/ml sin que varie el patrén de las curvas de

crecimiento.




E1 mayor consumo de nutrientes de 1los cultivos a alta

densidad celular no explica su menor indice de proliferacion

Otra explicacién seria el agotamiento de nutrientes que

podria producirse preferencialmente en los cultivos a alta
densidad celular.

Para valorar el papel de los nutrientes en la cinética de
proliferacién hemos llevado a cabo los siguientes
experimentos.

1/ E1 objetivo de este experimento es averiguar la influencia
de la renovacién periodica (una vez por dia) de medio de
cultivo sobre la cinética de proliferracién de células
esplénicas estimuladas por LPS (50 microgramos/ml) tanto a
alta (107 células/ml) como a baja (10° células/ml)
concentracidén celular.

Se prepararon cultivos de células esplénicas de ratones DBA/2
hembras a 10’ y 10° células por mililitro. Se sembraron 100
ul de suspensién celular en pocillos (96 well Costar plates)
por triplicado con LPS (50 ug/ml). Se aRadié timidina marcada
(3-HTdR 1uCi/pocillo) y se recolectaron las células 5,5 horas
después de cada pulso a las 24, 48 y 72 horas.

cambio de medio: 75 ul de medio usado fueron extraidos de
cada pocillo en dias 0 (5,5 horas después del comienzo del

attive), 1 ¥ 2. ¥ fueron reemplazados por medio fresco

conteniendo LPS (50 ug/ml).




En este experimento se observa (Fig. 17) gue las células

cre

cen hasta un punto maximo (que se alcanza en los cultivos

a 10’ células/ml a dia 1 y en los cultivos a 10% células/m]
a dia 2) y luego descienden. La situacién del pPuntc maximo es
dependiente de la concentracién e indica que cuanto mayor es
la concentracién mas nronto se detiene la proliferacién
(menor grado de expansién clonal). Esto 1o hemos observado ya
anteriormente. Aqui, ademas se demuestra que esto ocurre
independientemente de la disponibilidad de un exceso de medio
de cultivo (cpm/pocillo de los cultivos con cambio de medio
y s1n €1 son similares en el pico de la curva).

Sin embargo, el cambio de medio tiene una accién favorable
sobre la proliferacién a tiempos posteriores. Mejora
ligeramente la respuesta de los cultivos a 10’ células/ml a
dia 2 y favorece la respuesta a dia 3 a ampas concentraciones
celulares (Fig. 17).

De este experimento podemos concluir gue hay una inhibicién
temprana dependiente de concentracion y que esta inhibicién
no estda producida por agotamiento de nutrientes aunque el
agotamiento de nutrientes participe en las fases tardias del
cultivo.

La estrategia adoptada en el siguiente experimento trataba de
duiimitar y separar 1a fase temprana de inhiBicion

dependiente de concentracién de la fase tardia en la que

j itivos.
entran en juego los factores nutritiv




La ¢
a curvas de crecimiento sugerian gue tras un periodo inicial

~Na ~ -
de activaciédn con escasas diferencias debidas a concentracidén

se estableci :
e establecia un equilibrio entre numero absoluto de células

respondedoras y fraccién de celulas en ciclo. Por tanto en e]

s1guiente experimento nos planteamos cual seria el efecto de
Ividir un cultive uUnico teas ub periodoc de activazién

4

niclial ' dos cultivos a concentraciones celulares
cistintas. La hipdtesis de trabajo era que habiendo dejado
ese periode 1inicial, el efecto inhibidor de la
concentracion sobre 1 nivel de activacidn se detectaria
raplidamente, antes de que existiera una probabilidad de
participacién de ios factores nutritivos. Células esplénicas
a 107 cel/ml en frasco de cultivo de 5 ml fueron estimuladas
con LPS (320 ug/ml) durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo
'fueron lavadas y resembradas en alicuotos de 200 ul por
triplicado a dos concentraciones diferentes: 7x10% c&lulas/ml

£

y 3,5x10% células/ml. Se afadido LPS (50 ug/ml) y se midid
incorporacién de timidina tritiada a intervalos sucesivos de
8 horas durante las siguientes 32 horas. Ya cdurante las
primeras 8 horas se detectd una mayor incorporacion de
timidina por célula sembrada en el cultivo a menor
concentracién que persistid en los periodos sucesivos (Tabla

31,

Este experimentc pone de maiiifiesto el establecimientc rapido

de un equilibrio entre nivel de proliferacion y concentracién




celular, detectable desde los momentos

‘niclales y por tanto

1ndependiente de] efecto de factores nutritivos

e ;
LOS experimentos que permiten descartar e) agotamiento de

n ' -~ ~
utrientes como causa Principal de la supresién gependiente

de concentracién hablan al mismo tiempo en contra de otros

ctores ligados al uso del medio como seria la
acidificacion. De todas formas hemos realizado curvas de
crecimiento de cultivos a diferente concentracién usando
medios con diferente capacidad tamponante. Estas curvas (Fig.
18) muestran que no puede atribuirse a la diferente
acidificacién del medio producida por diferentes
concentraciones las diferencias en cuantc a indice de
proliferacién ya Qque una mayor capacidad tamponante no
con]]eﬁa una reduccidén de las diferencias en cuanto a
proliferacidn relativa entre cultivos a distinta
concentracién. Si1 la acidificacidén fuera la causa de esta
diferencia, el aumento de capacidad tamponante deberia
mejorar preferentemente la respuesta de los cultivos a alta

concentracién reduciendo las diferencias relativas de indice

de proliferacién entre cultivos a alta y baja concentracion.

Efecto del area de cultivo.

En cambio , hemocs encontrado que el area de la superficie ¢

cultivo si afecta al indice de proliferacién. En efecto, este

no solo depende del vclumen de medio en gue un determinado




numero de cé] e :
élulas se encuentran (concentracidn) sino también

de la f s 4
orma del pocillo en que las células son cultivadas ya

q S

A'NW“ - ~ - \ 1
s cuandc se compara proliferaciér de cultivous sembrados e
n

~ =1 F
pocillos de fondo plano o fondo en U, la proliferacién es

consistentemente mads alta en los de fondo plano gue son los
gue permiten un maycr distanciamiento entre céiulas. Tanto el
maximo de incorporacién de timidina como 1la incorporacién de
timidina integrada desde el dia t al 4 de una curva de
crecimientc son mayores en los cultivos en pocillos de fondo
plano (Fi1g. 19). Esto se vié en las 3 concentraciones
testadas en 3 de 3 experimentos. Este resultado habla de
nuevo en contra de los efectos inespecificos de nutrientes y
subraya la importancia del contacto celular en el mecanismo
de supresién, o bién sugiere, que en la supresién intervenga

un factor de accién a corta distancia.

La reduccién del indice de proliferacién de los cultivos a
alta concentracién con respecto a los de baja concentracioéon
no se debe a un efecto esteérico de contacto inespecifico sino
que es causada por células activadas por LPS.

Se ha sugerido (99) que la inhibicién de proliferacion

dependiente de concentracién de céluias esplénicas seria

similar al fenémeno de inhibicién deperdiente de densidad que

se observa en cultivos de fibroblastos no transformados. Para




explica )
plicar este Ultime se han postulado dos hipétesis

alternati &
vas. La primera es 13 competencia por nutrientes gque

ya hemos considerado. La S2gunda es que 21 contacto celular

aen = A
generaria senales negativas supresoras de la proliferacién

Esta ultima alternativa es compatible con muchos de 1los

resultados hasta agui expuestos. S1h embargo, una

Interpretacion rigurosa de la hipétesis del contacto
conduciria a negar cualquier influencia de la activacién o
incubacién previas. En todo casoc estas serian necesarias como
requisito para alcanzar un numero suficiente de células para
permitir e| contacto. BSeria el efectc estérico, de
apelotonamientoc o ‘"crowding” el uUnico responsable de 1la
supresién. Por tanto las células recién obtenidas deberian
tener efectos supresores zndlogos a las preincubadas siempre
que alcanzaran la misma concentracién por cultivo. Sin
embargo, algunos de los experimentos anteriormente expuestcs
y otros gue se cescribirdn mas adelante ponen de manifiesto
un incremento del efecto supresor como consecuencia de la
activacién o incubacién previas que no depende del aumento
del numeroc de células.

E1 siguiente experimento demuestra que la inhibicion no

debe a un efecto estérico inespecifico ya que el contacto

pasivo simple de las células permite un crecimiento no

inhibido mientras gque sSe produce inhibicién cuando en el

mismo numero absoluto de células una mayor fraccion de las




mismas es activada por LPS. E] objetivo de este experimento

era,pues, comparar nive]

de proliferacidn en Cultivos a

concentraciones c2'ulares idénticas pero enh Jos que se

introducen diferencias en cuanto a fraccién de células

activadas por mitégeno. Esto se consigue cocultivando células

de las cepas de ratones C57B110 y C57B110/ScCr gue difieren

solamente en la capacidad de respuesta a LPS siendo idénticas
en el resto del genoma. Explotando estas caracteristicas
hemos demostrado que 10° células esplénicas de ia cepa
respcndedora C57B110 cocultivadas con 9x10° células de la
cepa no respondedora C57B110/ScCr en 1 ml, proliferan en el
mismo grado que un cultivo a la concentracién de 10°% células
respondedoras por ml, sin que les afecte por tanto una
variacién de magnitud 10 en la concentracién del cultivo.
La implicacién es que es el numero de células activadas y no
el numero de células totales lo gque determina el grado de
supresion.

En este experimento hemos recurrido a una estimacién del
grado de expansion clonal mediante determinacion secuencial
de la fraccién de células en S por autoradiografia con 1o que
se obtiene una medida directa de la proliferacién por célula
sembrada de la cepa respondedora con solo restar del

porcentaje de células en S las correspondientes al background

) lo.
de células no respondecoras estimado en un cultivo paralelo

El disefo exper mental es el siguiente:




Se preparan Suspensiones de célylas espiénicas de

la cepa

Ce7B110. (LpPa :
© respondedora) a 10% células/m] (grupo A) y 107

celulas/ (
celulas/ml (grupo C) y de C57B110/ScCr (LPS no respondedora)

5 P
a 10” celulas/ml (grupo B) y 1O7cé1u1as/m3 (grupo D). Ademas

se cocultivan en t ml 10° células LPS respondedoras + 9x10°

LPS no respondedoras (grupo E). Este grupo ser4 comparado con
una suspension celular (grupo F) que se preparara tomando
alicuotos en proporcién 1:9 (vol:vol) de los grupos C y D
respectivamente. La mezcla de las células de ambos grupos se
nace inmediatamente antes de realizar la citocentrifugacién
0 la extensidén en porta para proceder a autoradiografia y
después de los 30 minutcs de incubacién de los cultives con
timidina tritiada que antecede a la extensidén en porta o
citocentrifugacién,

Todos estos grupos fueron estimulados con LPS (50 ug/ml)
desde el comienzo de 1ios cultivos. Otro grupo (grupo G)
conteniendoc 10%® células respondedoras + 9x10% células no
respondedoras en 1 ml no recibié LPS. Este grupo es un
control para mostrar gue no ha ocurride activacién a
consecuencia de una reaccién de cultivo linfocitario mixto.
A las 24, 48 y 72 horas suspensiones celulares
correspondientcs a los aiferentes grupos fueron incubados con
timidina tritiada durante 30 minutos Yy Se prepararon

extensiones celulares en portas por citocentrifugacién, se

fiiaron las células y tras 6 dias de exposicion se determiné




el porcentaje de celulas en fase S de cad

a grupo.

La comparacién de la fraccion de células en fase S entre los

rupos E 16 ;
grupocs y F deberia dar cifras similares s1 la inhibicién de

1

la proliferacidn depenje solamente de 1la concentracion

celular vya que ambos € Upos proceden de cultivos sembrados a

la misma concentracién celular Y, por las proporciones

tomadas en el momento de preparar el grupo F, ambos grupos
tienen la misma proporcién de células resppondedoras Y no
respondedoras., S I contrario; fa I1nhibicién es
determinada por el numero de células activadas, en el grupo
E (1x10° células respondedoras + 9x10% células no
respondedoras) se producird expansiédn clonal de las 10°
células respondedoras en el mismo grado que si esas 10°
células estuvieran aisladas. Naturalmente, un numero
equivalente de célulacz respondedoras del grupo F tomado del
cultivo a 107 (grupo C) no habran experimentado el mismo
grado de expansion clonal ya que en grupo C el numero total
de células respondedoras es 10 veces mayor. S1i los hechos
ocurren de acuerdo con esta segunda posibilidad debera
existir un mayor porcertaje de células en S en grupo E

comparado con grupo F y las diferencias corresponderan

aproximadamente a las férmulas:




10xC + 90xD

% celulds en S en cada uno de estos grupos

sabiamos por determinaciones previas que el
de celulas en S difiere a dia 2 notablemente entre
respondedor a 10® y otro igualmente respondedor a
el/ml, esperdbpamos que las cifras dadas por las
anteriores férmulas pudieran proporcionar diferencias
estadisticamente significativas ertre los grupos E y F,
siempre que la activacién de fondo de 1las células no
respondedoras fuera baja.
Los datos de la Tabla 4 satisfacen esas expectativas vy
demuestran que es el nivel de activacién (numero total de
células activables o respondedoras en un volumen dado) mas
que la simple concentracion celular el parametro que hay que
relacionar con la inhibicidn.

E1 estudio estadistico de los datos de la Tabla 4 usando el

test ]i cuadrado muestra lo siguiente:

a/ La diferencia entre iss grupps 'E ¥ ! no es

estadisticamente significativa los dias 1 y 3 pero es muy




significativa (p<0,001) cuando se esperaba que fuera

significativa, es decr. & dia 9

b /. i i 1
El grupo G consiste en una mezcla de células respondedoras

y no respondedoras en proporcién 1:9 pero sin LPS. Este grupo
muestra que no ha habido reaccién de cultivo linfocitario
Mixto (no hay diferencias significativas entre este grupo y
'os grupos B a dias 1 vy 2, v D adias i, 2 v 3,

c/ Hay diferencias altamente significativas entre grupos
sembrados a distinta concentracién (grupo A comparado a todos
los otros grupos a dias 1, 2 y 3).

d/ Hay diferencias debidas a diferente concentracién dentro
de los cultivos no respondedores que se hacen aparentes con
un periodo largo de cultivo (dia 3). Esto es prcbablemente ¢]
resultado de la respuesta a factores mitogénicos del medio
de cultivo con una cinética mas lenta que la respuesta a LPS
(grupos B y D).

e/ Finalmente, hay, por supuesto, diferencias altamente
significativas entre cultivos de células respondedoras y no
respondedoras (grupo A versus B, C versus D).

Este experimento fué repetido con resultados similares.
Ademé&s cultivos de los grupos mas relevantes, es decir Ey F
fueron analizados en otro experimento por citofluorometria de
flujo, obteniendose diferencias entre estos del mismo orden
las obtenidas por autoradiografia. El porcentaje de

que

células en fase S era de 15,1 en grupo E Yy 10,9 en grupo F




. L :
(Tab'a 5). La Citofluorometria y la mezcla de células para

formar el grupo F se llevaron a cabo en dja ?

Posteriormen = 1 Z ' 2 '
te a la realizacién de esStus experimentos

Bjorkiund, Forni y Coutinhe (100) describieron que blastos

inducidos por LPS e irradiados eran capaces de activar a
1infocitos T tanto en presencia como en ausencia de LPS. Por
1o tanto, cabia objetar a nuestras conclusiones que la
diferencia en fraccién de células en S entre gupos E y F
podria deberse a la activacién de linfocitos T de las 9x10°8
células no respondedoras de grupo E a través de blastos
inducidos por LPS en las 1x10° células respondedoras.

Para comprobar si se producia una activacién a través de este
mecanismo en nuestros cocultivos, células de 1la cepa
respondedora a 1x10%® células/ml y de la no respondedora a
10x10% células/ml fueron separadamente preincubadas con LPS
(50 ug/ml1) durante 1 dia. A continuacién fueron lavadas y las
células respondedoras fueron irradiadas Yy sembradas en
volumen de 100 ul por triplicado a una concentracion de 1x10°
células/ml (grupo A). Las células preincubadas no
respondedoras fueron sembradas en volumen de 100 ul por
triplicado a una concentracién de 107 células/ml (grupo B).

Un tercer grupo (grupo C) contiene 100 ul de cada una de las

suspensiones anteriores por triplicado. se anadié LPS (50

ug/ml) a todos los cultivos Yy 6Se midié incorporacion de

timidina a las 24 y 48 horas (Tabla 6).




Se observa i
QuUE 1as c.p.m. de la mezcla de ambas suspensiones

C .
as

suspensiones 1integrantes, 1o que demuestra que en las

condiciones usadas en nuestros experimentos no ha ocurrido

activacion a través del mecanismo descrito por los autores
arriba mencionados (al menos no ha ocurrido hasta e] punto de
conducir a proliferacién adicional superior a la de las 10°
células respondedoras).

Por otra parte en experimentos que se han descrito se observa
que las céluias preincubadas con LPS, irradiadas o no, tienen
un efecto 1inhibidor al afadirlas a cultivos frescos
estimulados con LPS lo que también va en contra de una
estimulacién adicional de linfocitos T por blastos inducidos
por LPS.

La razén de la discrepancia con los resultados de esos
autores no estd clara pero hay que advertir que, a diferencia
de ellos, nosotros no hemos usado blastos purificados. Cabe
conjeturar que la accién de estos se 1imite a un numero de
1infocitos T que se halle en una proporcién con el numero de
blastos no superior a la propia de la poblacion esplénica.
Mias probable es, sin embargo, Qque dadas las bajisimas
concentraciones a las gue estos autores trabajaron el afecto
filler haya jugado un papel importante. De hecho, sus

resultados se explican admitiendo que a densidades

criticamente bajas los blastos ejercen un efecto filler mas




eficaz que los 1inforitos no estimulados.

4.4 Corolario: verificacién de algunas de las hipétesis

propuestas sobre el mecanismo de accién de las células B

Supresoras.

E1 hecho de que el linfocito B supresor sea el responsable
del fendmeno de 1inhibicién dependiente de densidad en
cultivos 1inducidos por LPS, tal como los experimentos
anteriores demuestran, nos ha permitido testar algunas de las
hipétesis propuestas sobre el mecanismo de la supresién B,
asi como testar el mismo concepto de la existencia de una
subpoblacidn independiente de células B supresoras. En dichas

hipdtesis se ha sugerido que complejos antigeno-anticuerpo

(101,102) o anticuerpos dirigidos contra inmunoglobulina

propia (91) serian los mediadcres de la actividad supresora.

E] siguiente experimento tenia como finalidad averiguar si
tales mecanismos pueden estar implicados en la inhibicion
causada por células B.

Se hizo uso de la técnica de hapteno-gelatina para purificar
1infocitos B dotados de Ig de membrana especifica para el
hapteno TNP. Estos linfocitos fueron sembrados a muy baja
a dos diferentes densidades que diferian en un

concentracién

factor 3x (en el experimento expuesto en Tabla 7, 5000 ¥




15000 células por poeciilo). Como céluias "filler" se JusSaron

timocitos de los mismos ratones a una concentracién de 1x10¢

ceélulias/pocillo, en un volumen total de 0,2 m] por.poc111o

Los cultivos fueron estimulados con LPS (100 wug/ml),
midiéndose la cinética de aparicién de células secretoras de
anticuerpos anti-TNP. Adviertasz que este medida proporciona
1o mismo que la tasa de incorporacidn de timidina una
estimacién del grado de proliferacién celular ya que ambos
parametros estan acoplados y evclucionan paralelamente tras
estimulacién con LPS.

Este experimento cumple con varios objetivos. De una parte
titular el fendémeno de inhibicién dependiente de densidad a
muy bajas concentraciones. En segundo lugar, la preservacion
de este fendmeno ern una poblacién homogénea anti-hapteno pero
estimulada de forma policlonal y sin presencia de haptzno en
el medio de cultivo seria una indicacién de que los complejos
antigeno o hapteno-anticuerpo no son necesarios para 1la
induccién de inhibicién. Debido a la homogeieidad en cuanto
a Ig de membrana de Ila poblacién en estudio, podria
descartarse asimismo el papel de los complejos
inmunoglobulina-antiinmunoglobulina en este ipa  de
supresién. Por ultimo, dado Aue la inhib cién concentracion-

dependiente del crecimiento inducido por LPS es un reflejo,

como creemos haber demostrado, de la accién de células B

' 1 a
supresoras, Ssu persistencia en una poblacién B homogéne




S

supresoras.

El experi '
perimento expuesto en Tabla 7 demuestra la existencia de

innibicic” dersidad-dependiente en una pcolaciér B especifica
anti1-TNP. PFC de los cultivcs a @ 5000 células son

significativamente mas altas que las de cultivos a 15000

celulas cuandc se computan por célula sembradas. Este
experimento fué repetido con similar resultaco a una
concentracién ligeramente superior (8000 v 24000 linfocitos
B/pocillol., E! porcentaje de macrofagos dentro de 1la

poblacién de timocitos "filler® fué dei 6%,

3* PARTE

5.1 SUPRESION DE PROLI. _PACION MEDIADA POR CELULAS DE TUMORES
LINFOIDES DE ESTIRPE B.

Nes hemos planteado las siglLientes cuestiones: 1/ 81 las
células de estos tumores son cCapaces de inhibir la
proliferaci®n de l1infocitos no neoplasicos estimulados con un
mitégeno B (LFS), o T (PHA), o bien inhiben ambos tipos de
respuesta. 2/ €1, andlogamcinte a linfocitos B acti ‘adcs por
LPS, son capaces de inhibir el crecimiento de la propia
poblacion tumoral.3/ (intimamente ligada a la cuestion

anterior), S1 conservan un mecanismo de autoregulacién el

tipo de inhibicién dependiente de densidad.




5.2

Accidén supresora de células tumorales sobre la potlacién

esplénica normal.

17 -To tod ¥ ]
lrragiaron ceélulas tuinorales NSi y SP2 en crecimiento

#xponencial ¥y se afiadieron & cultivos de células esblénices

frescas que,a continuacién, fueron estimuladas con LPS & PHA,
La proliferacién de estos cocultivos se compar® con 1la
proliferacidén inducida por los mismos mitégenos en cultivos
de celulas esplénicas solas o células esplénicas a las que se

aftladieron células esplénicas irradijadas.
Se observd que las células tumorales irradiadas tenian una
potente actividad supresora de la respuesta de células
esplénicas tanto a un mitdégeno B (LPS) como a un mitdgeno T
(Figs 20,21). Esta capacidad supres.ra es mucho mayor
la de las células esplénicas preincubadas estudiada antes
de manifiesto usandn proporciones de células
irradiadas a células esplénicas re ondedoras a

mucho mas bajas.

rumor NS1 como el SP2 fueron generados en la cepa de

ratdn Balb/c. Las ceélulas esplénicas cocultivadas con las

tumorales procedian en el experimento de Figura 29 de esa

cepa. Sin embargo, se observaron resultados similares dgando

células esplénicas de ratones cEIB1 /86 (Fig. 21} 1o QuUe

demuestra que homologia en la regién H-2 no es requerida en

este tipo de supresion.




5.3 Accitn de células tumorales

irradiadas sobre el

crecimiento de la propia poblacién tumoral.

it
Celulas irradiadas de tumores NS1 y SP2 fueron afadidas a

celulas no irradiadas de cada uno de esos tumores, con objeto
de comprobar si1 un efecto supresor analogoc al que ejercen
celulas B activadas sobre otras células B homélogas, existe
en celu’as B tumorales.

E1l experimento mostrado en Fig. 22 no permite afirmar, de
modo categdrico, que tal mecanismo exista en las células
tumorales, 'a que, aunque hay un descenso de incorporacién de
timidina en los cultivos con células irradiadas, ese descenso
es estadisticamente pocc significativo en el caso dei tumor
NS1, p<0,1. Las diferencias obtenidas para el tumor SP2 son
siinificativas pero hay que tener en cuenta el posible papei

del consumo de nutrientes, muy marcadc en este tumour a las 36

horas de cultivo.

5.4 Comparacion de la induccién de inhibicién en 1a propia
poblacién tumoral y en la poblacién esplénica normal.

En otro experimento se compardé la abilidad de células

tumorales irradiadas de inhibir la proliferacién de células

no irradiadas del propio tumor con su capacidad para inhibir

] TokL ] ' ladas con un
proliferaciéon de céluias esplénicas estimu ad

mitégeno B (LPS) o T (PHA ).




Las células del tumcr NS fueron usadas en proporcién células
=1

irradiadas a no irrsz £ »
adiadas 1:3 (1x10* irradiadas + 3x10* no

rradiadas, numero total en 200 ul) (grupo A) Este mismo

all ® | | \
numero de células tumorales irradiadas se cocultivaron con

o 5 !
ax10 células esplénicas (proporcién 1:30) que fueron

estimuladas con LPS (grupo B) o con PHA (grupo C). Como

controles se utilizaron 3x10* células no irradiadas NSt en

100 ul (grupo D), 3x10* células no irradiadas NS1 en 100 ul

+ 1x10° células esplénicas irradiadas en 100 ul (grupo

E)(contrafes para grupo A). 3x10° células esplénicas no
irradiadas en 100 ul + 1x10° células esplénicas irradiadas en
100 ul estimuladas con LPS (grupo F) y 3x10% células
esplénicas ro irradiadas en 100 ul estimuladas con LPS (gruno
3){controles para grupo 2). 3x10° cédlulas esplénicas no
irradiadas en 1060 ul + 1x10° células espiénicas irradiadas en
100 ul estimuladas con PHA (grupo H) y 3x10° células
esplénicas no irradiadas en 100 ul estimuladas con PHA (grupo
I)(controles para grupc C). Estos numeros de células se
sembraron por triplicado en pocillos de fondo plano en el
volumen mencionado.

Se observa (Fig. 23) que la proliferacion de las células

tumorales NS1 cocultivadas con células tumorales del propio

tumor resulta inferior a la proliferacién de células

tumorales solas. Las diferencias son, de nuevo 1igeramente

significativas (0,05>p>0,02) pero es mucho mas significativa




la inhibic : '
bicidén de la proliferacisén de ceélulas esplénicas

est ad: = »
timuladas con LPS cocultivadas con células tumorales

e 1 - el
radiadas, p<0,001. No lo as tanto la respuesta a PHA

0L 082030 ,02)

~Omo veremos a continuacidén, dada la gran sensibilidad de]

cracimiento tumoral in wvitro a la disponibilidad ue

nutrientes, es dificil saber si se trata de una verdadera

simplemente de 1inhibiciébn aparente por
disminucidén de la disponibilidad de nutrientes en 1los
cocultivos de células tumorales irraciadas y no irradiadas.
Hay que tener en cuenta que las células irradiadas no mueren
hasta hastantes horas después de la irradiacién cuando 1legan

a la mitosis que no pueden completar por el dafo cromosémico.

5 5 INFLUENCIA DEL CONSUMO DE NUTRIENTES EN EL CRECIMIENTO
TUMORAL IN VITRO.

El maycr consumo de nutrientes que tiene lugar en cultivos a
alta concentracién podria menoscabar selectivamente la
proliferacién de los cultivos tumorales sembrados a .45 altas
concentraciones simulando asi un mecanismo de autoregulacidn.

Para establecer el papel del consumo de nutrientes en este

efecto y averiguar asi si podia existir en estos tumores el

mecanismo de regulacioén dependiente de densidad, hemos

. - 2 . ‘.
comparado pro]iferac1én en cultivos tumorales a distintas

i ' ] ' ) del medio de
concentraciones con O sin renovacion periodica




cultivo.

"N g '
E un primer experimento se utilizd tumor NS sembrado en

pocillos de fondo plano (200 ul/pocilla) por triplicado a

conc es 5 @ e b7
entraciones de 6x10° células/ml y 2x10° células/m1,

procediendose en cultivos paraleics a renovacién periddica de

medio (100 ul de medio viejo fueron reemplazados diariamente
por 100 de medio fresco ccmenzando a las 24 horas de
iniciado el cultivo (Figura 24). Un experimento analogo se
realizé pocos dias después usardo concentraciones de 2x10°%
células/ml y 4x10* células/ml (Figura 25).

En ambos experimentos se detectan durante los dos primeros
dias cifras de 1incorporacién de timidina referida a 10°
células sembradas ligeramente superiores en los cultivos a
menor concentracidn pero fas aiferencias no son
estadisticamente significativas. Durante este periocdo de
tiempo la influencia de la renuvacién pericdica de medio
sobre el nivel de incorporacién de timidina es Ppoco
importante. En dia 3 se detecta una retaci6n inversa entre
concentracién y c.p.m. por célula sembrada y es Jjustamente en
ese dia cuando la influencia de la rencvacién del medio sobre
nivel de proliferacién se hace impoirtante.

Un experimento similar se 1levé a cabo con el tumor SPZ a
y 2x10% céluias/ml (Figura 26). En

5
concentraciones de 6x10

' P c imidina
este caso se obtuvieron cifras de incorporacién de t

los cultivos a

' ] t ' s en
por célula significativamente superiores e




menor cor 1 ®
concentracidn., Sin embargo la influencia d
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pulsec de timidina su
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subsecLente a 1la Frimera renovacidn de

mecio. Es cuanc =
0. Es mdas, cuando se comparan las cifras de incorporacién

de timidin: '
e timidina referidas a un numero fijJo de células sembradac
=

en cultivos a alta y baja densidad (6x10° y 2x10%), se observa
Jue no nay diferencias estadisticamente significativas entre
Cuitivos sembrados a 2x10° sin cambio de medio y cultivos a
6x10° en S Qgue se procedid a renovacién de medio de
cultive,
En otroc expzrimento con NS! no se procedid a renovacidn de
medio perc se 11mitdé la determinacidén de incorporacién de
timidina al periocdo de las primeras & horas decultivo. Se
analizaron cultivos a 4 concentraciones: 2x10° células/ml,
células/ml, 2,2x10° células/m]l y 7,3x10* células/ml
(Figura 27). En este periodo de tiempo no se establece una
relacidén 1inversa entre proliferacién y concentracidn de
cultivo como occurre en células normales previamente activadas
(Tabla 3), ya gue pese a gue los cultivos a 6,6x10° cel/ml

exhiben mayor indice de 1ncorporacion de timidina por célula

sembrada oue los cultivos a 2x10° cel/ml, éstos Gltimos

arrojan cifras de incorporacién de timidina por célula

sembrada superiores a las cde 1los cultivos a las dos

densidades infericres. En resumen, no se obtienen diferencias

relativas de incorporaciéon de timidina dependientes de




concentracion, al menos g Liempos cortos de cultivo

Concluimos, por tanto, que mientras en linfocitos no

ransformados existe un mecanismo homeostadtico de regulacién

crecimiento que se manifiesta por una mayor tasa de

-~ £

1Teracion por célula al disminuir la concentraci1én de
os linfocitos tumorales no bwresentan este

regulacién, aunque el mayor consumo de

de! medio de cultivo por parte de las células
tumorales hace que en las curvas de crecimiento de tumores

In vitro se produzca un mayor crecimiento relativo

l0s cultivos sembrados a menor concentracién, simulando

asi un fendmeno de regulacidn de proliferacion dependiente de

densidad.
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1°7® parte. CAPACIDAD DE CELULAS ACTIVADAS POR LPS PARA

RS

SULAR LA PROLIFERACION INDUCIDA POR

esplénicas de

es convincente ya gue
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respuesta en PFC anti-eritrocitos de corderc de los animales

o - - ~ ~ iy 1
tratados con LPS y antigeno con la de las células de animales

b | e ~ g
a 'as que solamente se afadié antigeno. Por el contrario es

1mposible saber si la respuesta policlonal de las células

esplénicas de animales timectomizados o ‘nude” estd deprimida

como resultado de la activacién de células supresoras y& que
no existe una referencia que permita medir esa inhibicién:
las células esplénicas de esos ratones no pueden montar una
respuesta a eritrocitos de cordero en ausencia de LPS.

los hallazgos de esos autores un dato interesante era que
esa respuesta policlonal era inferior a la respuesta
antigeno-especifica y, s1 bien esto podria deberse a una
induccién mas eficaz del 1linfocito B anti-eritrocito de
cordero a través de las células T "helper’ que a través de
su induccién directa por LPS, existia también la posibilidad
de que ello fuera debido a la activacién concomitante de
células suprescras por LPS. Asi pues, hemos investigado la
posibilidad de un mecanismo de inhibicién de esta naturaleza:
supresién de 1la proliferacién inducida por LPS por células
asimismc activadas por LPS y sin participacién de céelulas T.
La demostracién de la inhibicion de la respuesta policlonal
a LPS por células B supresoras inducidas por LPS encuentra
ciertas dificultades técnicas que no estdn presentes en un
sistema "limpio” como es el de eritrocitos de cordero. En

este ultimo, células supresoras Yy células suprimidas ©O
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parados: células supresoras SOn activadas por LPS y células
¥ G

drans i 5 G C
a po eritrocitos de cordero La accién inhibitoria de

las cé 1 ; S
celulas supresoras se revela por comparacidén a células

control gue ni en el periodo de preincubacién ni después de

este entraran en contacto con LPS. En cambio

en un sistema
de transferencia celular que implica preincubacién coh o
posterior reestimulacién con el mismo, es

inevitable ql las células preincubadas en ausencia de LPS
Queden expuestas a este mitdgeno en el segundo periodo del
ensayo después de la transferencia de las cé&lulas
preincubadas. Esto impone una limitacién en el uso de esta
oblacién como control. Sin embargo, una caracteristica de

las células suprescras inducidas por LPS descrita por Kecenig
y Hoffmann permitia cierto margen para 1la manipulacioén
experimental: se habia visto en el sistema de eritrocitos de
cordero que las células B supresoras necesitaban cierto
tiempo de cultivo 1in vitro antes de que 1leguen a ser
operativas en cuanto a supresion. Este periodo, un tanto
arbitrariamente fijado en 24 horas se asumié Qque era
necesario para la expansién del "pool” de células supresoras.
be acuerdo con esto las células preincubadas en ausencia de
LPS deberian ser incompetentes como supresoras si el segundoc

periodo del ensayo durante el cual estan en contacto con LPS

es suficientemente corto. sin embargo, no habia sido excluido




que rein 16n af r cién resor
que la preincubacién afectara la accion de 1las supresoras
e

por motives distintos de la expansién del "pool" supresor

P. 3. liberande =z ¢ |
esas ceiulas de controles ex\Ztentes 1n

Vivo (hormonales o de otro tipo) que mantuvieran a4 esas

celulas inactivas. La Freincubacién, al liberar a la celula

de esos controles permitiria una activacién mds rédpida tras
contacto con el mitdgeno. Por esas razones, y con la
tfinalidad de decidir entre esas alternativas, un control debe
incluir células recién obtenidas para ser transferidas 1lo
mismo que las preincubadas al cultivo objeto de la supresién.

Nuestros experimentos muestran que después de preincubacién,

aun en ausencia de LPS, las células supresoras son

rapidamente activadas por LPS lo que arguye en favor de la

segunda alternativa, estoc es, que preincubacién actuaria
provocando alguna alteracién fisiolégica que facilitaria la
activacién posterior mas bién que por expansién del "pool” de
células supresoras. En algunos de los experimentos expuestos
se observa que las células esplénicas responden mas
vigorosamente al mitdgeno después de un dia de cultivo in
vitro aun en ausencia de LPS que cuando recién obtenidas
(Eigs 5,6,7,8), Esto na sido atribuido a la existencia de
células supresoras de vida corta pero nuestros resultados
ponen en duda esta explicacién ya que la actividad suprescra
es mayor después de un dia de cultivo. La 1dea de que la

' A s
prewncubacién potencia la accién tanto de las sefiale




inductoras de proliferacidn como de las 1nductoras de

sUpresion a traveées de una alteracién fisiolégica desconocida

esta mas de acuerdo con los resultados obtenidos. Cualquiera

Que sea el cambio celular causado por la preincubacién, éste

reac v z ‘
parece ser prevenido por irradiacién previa ya que las

- 1 1 P B ~ -
celulas frescas irradiadas que son luego cultivadas en

contacto con LPS por 36 horas no desarrollan capacidad
supresora. La aparicion ocasional de ésta en algunos casos
siempre 1nferior en nuestra experiencia a la de las céiulas
preincutadas puede ser facilmente explicada por activacién
de las celulas supresoras. Una vez las células han
sido preincubadas &1 contacto subsiguiente con LPS Tles
permite expresar 1rmediatamente capacidad supresora como
demuestran los cultivos preincubados sin LPS, posteriormente
irradiados y afiadidos a cultivos diana en los que entrardan en
contacto con LPS.
E1 uso de células no respondedoras a LPS nos ha permitido

demostrar que ambos factores, preincubacion y LPS, son

necesarios para la induccidn de actividad supresora.

La estirpe B de la célula supresora gue opera en est.. s1stema

ha sido demostrada por varios procedimientos. En primer lugar

porque la actividad supresora persiste tras deplecion de

células no B de 1la poblacién esplenica. En segundo lugar

» C idad dependiente en
pirque la regulacion caracteristica dens




cultivos estimuladc por LPS qQue como se ha /18t0 es un

ref ] T 1
€JO de la accidén de células B supresoras se potencia en

cultive Cé 3
ult 8 de células B purificadas. Este ultimo experimento

,F:,,I 4 ™ - - . -~
( gi2) demuestra asimismo que este tipo de regulacién es

directa sin interven.ién de células T.

2° parte. IMPLICACION DE LOS LINFOCITOS B8 SUPRESORES
INDUCIDOS FOR LPS EN INHIBICION DEPENDIENTE DE DENSIDAD DE

PRULIFERACION INDUCIDA POR LPS.

E1l hec.o de que linfocitos activade:- por LPS sean cap rces de
antagonizar la 1induccidén de proliferacion mediada por LPS
implica que en cualquier cultivo de células esplénicas
estimulado por LPS debe existir un balance entre induccion
de proliferacién y supresién. Este balance se inclina en
favor de un relativo aumento de supresidon al aumentar el
nur 5> de células activadas por LPS en un volumen definido
G muestran los experimentos en que se obtiene supresion
en cocultivos de células esplénicas est muladas ccn LPS al
comparar estos cocultivos con los cultivos componentes
estimulados separadamente. Esta caracteristica de la
supresién B estudiada agui es la base del fenbmeno 1l1amado

inhibicién de proliferacion dependiente de densidad. En

cultivos l1infocitarios fué descrito por primera vez por

i aron gque tanto la
Melchers et al (32) quienes observa q
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l1Teracion como la produccién de antic .erpo de cult
I O Cu 1vVOos

estimulados con LPS asta

N Inversamentsa relacionados con la
concentracidn 1nicial ¢ los
al de los cultivos, Nosotros hemos tratado

ases de este fendmeno. En primer lugar hemo

S

| -
diferencia en porcentaje de celulas activadas a

B 1
a 10 y 10’ células por ml nc se debe 3

ura diferencia en la fraccién de células activadas ba

esas
cond.ciones de densidad sino gue se origina en la

xpansion clonal posterior gue olo es permitida en los
Livoes a la menor densidad. En cultivos con colchicina el
-pourcentaje de celulas en sintesis es similar. Tampoco durantec
13s prime:ras 24 horas de culitivo sin colchicina se encuentran
diferencias significativas en el porcentaje de células en
ase S entre cultivos a (0% y 10’ células por ml, pero a las
48 noras aparece una diferencia considera.le a favor de los
cultivos menos concentracos. “sto concuerda con la necesidad,
estudiada antes, de un periodo de preincubacidn para qLe se
manifieste la actividad supresora. Ya que ésta se hace
patente principalmerite después de las primeras 2¢ horas se
debe esperar que las diferencias en cuanto a proliferacion

dependientes de densidad sean mads notables una vez

transcurrido este tiempo.

La fraccién de células en fase S a luas 48 horas en cultivos

2 10® cel/ml es mayor que la fraccion de células esplénicas

respondedoras a LPS o que poseen el hipotéticos receptor a




Se puede anticipa
Jde antici ool un aced
Par gue una fracciér de celulas en

S todavia mayor se enc :
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a concentra-ién inferior a 5x108
exhiben un retraso en 1la 1niclacion del ciclo. Esto
nrohR g [ 3 ~ 1 . 1
robablemente re acionado con la necesidad de células

-ultivos a muy baja concentracién,

’r autoradiografia, la decisién de continuar
lonal o detenerla se detecta va en dia 2, .os
jue la deplecidén de nutrientes determine esta

si1én, Ademas, hemos demostrado aue wuna poblaciédn
viamente activada y a continuaciédn resembrada en dos
11tivos en medio fresco a concentracidn en proporcidn 2:1,
inmediatamente establece un nivel de proliferacién
inversamente relacionado con la concentracién, antes por
tartc de que el consumo de nutrientes haya, concebiblemente,
afectado a esas células.
Exper imentos comparando el efecto de renovacién de medio de
y usoc de tampones diferentes fallan en revelar un
papel determinante del consumo de nutrientes o de 1la

acidificacién, respectivamente, en el fenémeno de crecimiento

inverso con la concentracion.

La manipulacién de células esplénicas de cepas respondedoras

y no respondedoras nos ha permitido descartar un efecto

inespecifico de la concentracion per se. Cultivos sembrados




en 1dentic * wiilto
ticas condiciones de densidad proliferan en d
. gradc
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4 muestran la prol : :
jlest que la proliferacion de 1x10° no es impedida (al

menos en grado apreciable) por cocultive con 9x10°% céilulas no

respon ( [ & u i
espondedoras, ya que puede ser inferido de 1las formulas

mostradas que proliferan en el mismo grado gque 1x10% células
respondedoras cultivadas solas. Por tanto, la resistencia a
la expansidn clonal de cultivos a 10x10® cé&lulas
respondedoras debe ser imputada a células supresoras
inducidas por [PS que no existirdn en una cepa no
respondedora a LPS. Koeriig y Hoffmann (91) mostraron que
celulas B supresoras inducidas por LPS estaban implicadas en
la supresién de la respuesta a eritrocitos de cordero. En
esos experimentos un efecto de densidad semejante al aqui
descrito fué notado: LPS actuaba comc potenciador en cepas
que generaban un bajo nivel de produccidon antigeno-
dependiente de anticuerpo, pero era inhibitorio cuando al
aumentar la concentracién celular aumentaba la produccidn de
anticuerpo. En cepas con respuesta vigorosa solamente se
observé supresién. Esas observaciones parecen idénticas a

las aqui expuestas por cuanto el efecto de la densidad es

mediado por activacion concomitante de tal modo Qque una

concentracién mencor &° requiere para aparicion de supresién

en cepas con respuestas vigorosas. Estos resultados




combinados indican qQue celulas B inducidas por LPS 1nhiben

respuestas antigéricas Y mitogéricas de forma densidad

dependiente. Los mismos autores han sugerido gue las células

supresoras podrian ser los lihteacitens dotad: s de

inmuncglobulinas de membrana capaces de reconocer a

1nmunoglobulinas preopias.

i C an i | |
Jna relacién inversa entre magnitud de 1la respuesta y

concentracion habia sido descrita en otro sistema B. Mossal
y Pike 101) y Stocker (102) ercontraron en respusstas
antigénicas de células B especificas de hapteno un progresivo
descenso en el rendimiento en produccién de anticuerpo al
aumentar el numero de células afadidas a los cultivos. Ellos
atribuyeron esto a un "feed-back” negative mediado por
complejos antigeno-anticuerpo. M4s recientemente (104) este
grupo ha observado el mismo fendémeno en microcultivos de
células B no separadas con la técnica hapteno-gelatina y
estimuladas policlonalmente con LPS. Nosotros hemos empleado
un disefic experimental ligeramente diferente al estimular ccn
LPS una poblacidén homogénea obtenida con la técnica hapteno-
gelatina y por tanto especifica de hapteno.

Puesto que hemos demostrado previamente que la inhibicion
dependiente de densidad de 1a proliferacién inducida por LPS3
refleja la accién de las células B supresoras, el experimento

asi disefiado adquiere unas implicaciones que han pasado

desapercibidas al grupo Je Nossal. La preservacion de la




inhibici1é
1bicién dependiente de densidad en cultivos de linfocit
CU T Ve | 1T0OSs

B hapteno-especificos estimulados con

'\ LPS 1mplica que ni los

~ 2 -~
complejos anticeno o hapteno-anticuerpo (hipdtesis de Nossal)

i % :
'08 1nmunoglobulina-antiinmunoglobulina (hipdtesis de

Koenig y Hoffmann) Juegan ningun papel en este tipo de

1Nh1D1Cc16n, Pero suscita otra rues.16n mas provocadora y es

exi1ste una subpoblacién i1ndependiente de linfocitos B
supresores, concepto gue fué abordado en un articulo teorico
de G. MS11le gue ha dade origen a una intensa polémica. Por
supuesto, se 1mpone cilerta reserva antes de considerar este
punto absolutamente demostrado ya que no podemos estar
seguros aun con la técnica hapteno-gelatina de obtener una
poblaci1én ciento por ciento haptero-especifica. La fraccién
de células 7inducidas con esta técnica ha alcanzado en una
comunicacién del grupo de Nossal (105) el 77%. Por otra
parte, el gradc de retroinhibicién desc. "7 en el experimento
de McHeyzer-Williams y Nossal (104) usando células B no
especificas es muy similar al obtenido por nosotros, lo que
indica que el grado de retroinhibicién en una poblacidén
hapteno-especifica y en una poblacién B no especifica de
hapteno son muy similares. Este resultado va en contra de la

existencia de una subpoblacién separada de células B

supresoras.

E1 resultado de este experimento, ademas, confirma los

hallazgos previos respecto a supresién en nuestro modelo.




el papel ] ac agc
pap de los ma réfagos queda definitivamente

descar 0 3
tad Yya qQue los escasos macrofagos que puedan

ntroducirs j |
iICirse junto a los linfocitos napteno-especificos deben

ser 1luigos 1 Crd
ser dillicos por los macrofagos presentes en la pcblacidn

timica que hemos estimado en unos 60,000 por pocillo

Por un

razornam:? hle) 1 -
azonamiento parecido pueden excluirse el papel del consumo

de nutrj 8BS ac f '
e nutrientes, acidificacidn, simple contacto, etc. Supresion

1onal al numero absoluto de células activadas e
1ndependiente de la relacién células “"helper':células
proliferantes, podria resultar de un mecanismo de supresién
asociade a la induccién de proliferacidédn a nivel de cada
unidad celular, p. ej. si las células al iniciar el ciclo
secretaran o expresaran en su membrana un factor de accidn a
corta distancia que antagonizara nuevos cicios proliferativos
de las propias células que lo producen o de células vecinas.
LPS induciria al mismo tiempo proliferacién y produccién del
factor supresor a nivel de la misma célula y no en células
independientes. Podria ser que un efecto diferencial en la
induccién cde estos dos procesos. proliferacién y produccidn
de factor supresor condujera a un progresivo predominio de
la actividad supresora con el aumento de la densidad de

cultivo. Esto ultim>y no solamente se na observado en sistemas

B sino también en células T. Ya hemos referido (5) que

poblaciones conteniendo células T "helper” e hipotéticas T

supresoras que eran transferidas 1n Vvivo a animales




recipientes estimulados con conjugado hapte

no-carrier, daban

origen Ib e
orig a4 Una anhibiciron de 17 respuesta al conjugado al

aumenta e celu
tar el numero de células transferidas.

A

\CLivadores policlonales distintos del LPS, podrian también

= el o aces "-
€ capaces de desencadenar un efecto de retroinhibicidn

hapteno acoplado a flagelina polimerizada, el PBA usado
en 10s experimentos de Nossal Y Su grupo, podria activar el
MisSmO mecanismo supresor que opera en la respuesta a LPS.

posibles implicaciones de esta hipdtesis pueden 1l1egar
mi<s lejos. Por ejemplo, si un mecanismo semejante se
confirmara en células T, cabria plantear una interpretacién
alternativa a algunos de leos fenbmenos de supresién
descritos, ai mencs en ej campo de la suprssién T
inespecifica ya gue los regquisitos de induccién de supresién
inespecifica parecen muy semejantes a los de supresidon B.

Esto quizds aclararia parte de la confusién reinante en el

tema de la supresidn,

3°"® parte.INHIBICION DEFENDIENTE DE DENSIDAD EN TUMORES

LINFOCITARIOS.

La inhibicién dependiente de densidad podria constituir un

mecanismo de gran relevancia en el control del! crecimiento

celular ya gue su pérdida correlaciona en fibroblastos con

el estado de transformacién neoplasica. Por otra parte, la




s1imilitud de est & 3
€ mecanismo de regulacién de

la proliferacidén

en fibroble 17 3
astos vy en linfocitos nos ha impulsado a 1ndagar si

en 1~ -~ b P
Qs tumores .10{\_%_,11'.-3!’105 desaparece Q se encuent
cra

deprimido dicho mecanismo.

Estudiamos t ial
108 tumores linfoides no secretores de estirpe B. En

concreto elegimos los tumores NS1 y SP2,
intentar reproducir los experimentos realizados con
lulas esplénicas normales en células de tumores linfoides
nos sorprendio encontrar una intensa capacidad supresora en
la célula tumoral. =sta supr-esién se manifiesta por cocultivo
con células esplénicas normales estimuladas tanto por
mitégenos T como B, por lo que debe tratarse de un mecanis.io
bastante inespecifico. Tampoco se ve afectada por barreras H-
2. Una posibilidad que no consideramos durante la realizacién
de estos experimentos es la sugerida en un trabajo de Tsukuda
y Klein (73). Estos autores demostraron que lineas
l1infoblastoides causan supresién debido a su abilidad para
estimular células T cupresoras en cocultivos. Este mecanismo
supresor podria facilmente testarse en nuestro modelo viendo
si los tumores NS1 y SP2 pueden suprimir a cultivos de
células B purificadas.
Posteriormente tratamns de establecer si existe una relacién
inversa entre concentracién cde cultivo y proliferacién por
célula en tumores linfocitarios 1o Qque constituiria una

indicacién de la existencia de un mecanismo de control del




tipo dependiente de densidad,

Aungue en ¢ ‘as 8 C ‘
o curvas de crecimiento de varios dias de duracién

o .‘. el v " ?- - -
existe entre esos parametros (concentracidéon y c.p.m
S \ Rl PO

celula) una relaci ] g
acion inversa tal como ocurre en linfocitos

no i
neoplasicos, en 1ios tumores la renovacidn de medio de

cultivo afecta de modo ostensible el nivel de incorporacion
de timidina. En las primeras horas de la curva de crecimiento
nay una relacién lineal entre concentracién e incorporacién

'na. Esta relacidn lineal se rompe solo tras periodos
de tiempo cue dependiendo de la concentracién y el tumor
usado han podido dar lugar a depleccidn de nutrientes. Como
hemos visto, en células normales la relacién inversa entre
concentracidon vy proliferacién se pone de manifiesto
rapidamente s1 las células estdn , reviamente activadas y no
se influye hasta transcurrido un tiempo prolongado de cultivo
por la renovacién de medio de cultivo. Dado que la célula
tumoral puede considerarse una célula constitucionalmente
activada, la inhibicién dependiente de concentracion deberia
ccurrir desde los primeros momentos del cultivo caso de
existir. Mientras la inhibicién de 1la proliferacidn de

células esplénicas por las tumorales es muy notable, la

inhibicién del crecimiento de células tumorales por las

prcpias células tumorales irradiadas es, COmMO minimo, mucho

mas desil. La discreta inhibicién que ocurre en algun caso

podria estar influida por la depleccidn de nutrientes que en




tumores puede tener un impacto sobre el crecimiento mas

evidente que en células normales. Una hipdtesis atractiva es

gue sea solamente e]) brazo aferente de] mecanismo de

nhibicidn dependiente de densidad el Que se halle

deteriorado en esos tumores. Es decir, la célula tumoral

podria transmitir las serales supresoras asociadas con ese
mecanismo de control y aun de forma méas vigorosa que la

~elula normal, pero ella misma no seria receptiva, total o

parcialmente, a esas sefales inhibitorias.
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CONCLUSIONES.

- L]

1nvolucrad =Hi e
as en la supresi’sn de respuestas antigénicas., son

tambi14n capaces d 1
e inhib1 ] ] ]
‘ bir la respuesta policlonal 1nducida

por LPS,

-@ accion inhibitoria de estas células es dependiente de 1la
concentracion del cultivo y su expresién requiere, o se
potencia por, un breve periodo de incubacién in vitro. La
las células in vitro favorece el procesoc de
activacion de estas células mads que su expansién numérica.
Las celulas B supresoras son responsables del fenémeno de
inhibic1én dependiente de concentracién de la proliferacidn
ihducida por LPS.
E1 mecanismo de accién de estas células supresoras no
involucra complejos antigeno-anticuerpo o inmunuglobulina-
antiinmunocglobulina, tal como habia sido sugerido.
Los hallazgos aportados sugieren fuertemente que la célula
B supresora no pertenece a uvna subpoblacion linfocitaria B
independiente, es decir, el linfocito B antigeno-especifico
puede actuar simultaneamente como célula supresora.
E1 fenbmeno de inhibicién de proliferaciodn dependiente de
concentraciéon estd ausente O deprimido en 1los tumores
1infoides B NS1 y SP2. Los resultados obtenidos sugieren que

la desaparicién de ese t1po de regulacién en tumores, se debe

jado de ser receptivos

a que los linfocitos tumcrales han de




a las senrales Supresoras mas gue a Jla incapacidad de

produccion de factores supresores Por parte de las células

tumorales ya gue estas pueden inhibir la proliferacién de la

poblacidn esplénica normal estimulada por mitdogenos tanto T

Como H.




FI8. 1 CAPRCIOAD DE CELULAS PREINCUBAORS CON O SIN LPS PARA IKHIBIR RESPUESTA
DE CELULAS ESPLENICAS RECIEN OBTENIDAS (FRESCAS) A LPS

&

INCORPARACION TIMIDINA C.P.M./CULX18°-6




Figura 1. Capacidad de celulas preincubadas con o Bif LIRS

para 1nhibir respuesta de celulas esnlénicas recién cbtenidas

a LPS,

Células esplénicas de ratones machos Balb/c fueron cultivadas

\
n vitro a una concentracién de 3x10® células/ml

durante 3
dias en presencia o ausencia de LPS (50ug/ml). Transcu-rido
este tiempo fueron lavadas, irradiadas y resuspendidas a una
concentracién de 1x10% células/ml y 0,1 m] de esta suspensidén
fueron afladidos a 0,1 ml de una suspensidén de células
esplénicas frescas a 3x10® células/ml. Grupos control
contenian el mismo numero de células frescas en 0,1 ml + C,1
m] de medio de cultivo solo ¢ + 0,1 m]l de una suspensién de
células esplénicas frescas irradiadas a 1x10% células/ml.
Grupos:

A Celulas preincubadas con LPS, irradiadas + Frescas

B Células preincubadas sin LPS, irradiadas + Frescas

: : + Frescas
C medio de cultivo

D Células frescas irradiadas + Frescas

Todos los grupos fueron estimulados con LPS (50 ug/ml)
después de la transferencia de celulas irradiadas. A las 32

' las
horas se anadio timidina tritiada, recociéndose las célu

4-5 horas después.




Incorporacior. de timidina S .p.M./cultivo

A B c D

20950

La incorporacion de timidina por las propias células

irradiadas no ha sido sustraida de estas cifras. La

correspondiente a cada grupo es la siguiente: A, 871, B,

Aungue la media de grupo A sea inferior a la de los
controles, esta diferencia no es estadisticamente
significativa. 81 es significativa la diferencia de grupo B
con ambos controles, p<0,005 frente a D, frente a C

g.01>p>0,005




. & INHIBICION DE PROLIFERACION INDUCIDR POR LPS "OR CELULAS PREINCUBADAS
CON 0 SIN LPS E IRRADIRDAS,

.
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INCORPORACION TIMIDINA C.P.M.X18E-6




Figura 2.Inhibicién de proliferacién inducida por LPS por

células preincubadas Con © sin LPS e irradiadas

Células esplénicas de ratones macnos C57B1/6 fueron

cultivadas 1n vitro a una concentracién de 3x10° células/ml

durante 2 dias en presencia o ausencia de LPS (50ug/m1).
Transcurridoc este tiempo fueron lavadas, y una parte fué
tratada con anti-Thy!.1 + C para eliminar células T. Después,
todas las células fueron irradiadas y resuspendidas a una
concentracién de 1x10° células/ml y 0,1 ml de esta suspensién
fueron afadidos a 0,1 ml de una suspensién de células
esplénicas frescas a 3x10° células/ml procedentes de ratones
singeneicos. Grupos control contenian el mismo numero de
células frescas en 0,1 ml + 0,1 m]l de medio de cultive solo
& + 0,1 ml de una suspensidén de células esplénicas frescas

irradiadas a 1x10% células/ml.

Grupos:

A Celulas preincubadas con LPS, irradiadas Frescas

B Células preincubadas sin LPS, irradiadas Frescas
Cé]l prein con LPS,trat anti-Thyt.1, irrad Frescas
cé&l prein sin LPS,trat anti-Thyi.1, irrad Frescas
células frescas irradiadas Frescas

0,1 ml medio de cultivo Frescas




Todos los grupos recibieron LPS después de la transferencia

(tiempo 0). A las 24 horas se afnadid timidina tritiada y se

recogleron las células 15 horas después.

INCORPCRACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO
B & D E B
31355 45507 80683 86219

+4491 +2486 +2636 t15340

La 1ncorporacién de timidina por las propias células
irradiadas no ha sido sustraida de estas cifras. La
correspondiente a cada grupo es la siguiente: A, 1563. B,

828, €, 820, B, 48}, E, 245.

Las diferencias son estadisticamente significativas. Control
E frente a A y B, p<0,0005. Incluso son significativas las
diferencias entre las células deplecionadas de células T y
Jas correspondientes poblaciones no deplecionadas. C frente

a A, p<0,001. D frente a B, p<0,01.




FIO. 3INNIBICION DE RESPUESTA A LPS POR CELULAS ESPLENICAS FRACCIONADAS Y
POSTERIORMENTE PREINCUBAOAS E IRRADIADAS.
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Flaura. 3. Inhibicién de respuesta a LPS por células

esplénicas fraccionadas Y posteriormente preincubadas

Celulas esplénicas de ratcnes singeneicos C57B1/6 fueron

1Nncubadas durante 1

hora a 37° C en atmésfera con 5% CO, v

en medio de cultivo conteniendoc 10% suerc bovino fetal, en
frascos de pldstico para deplecionar de macrofagos. Después
fueron tratadas con monoclonal J1j (anti-Thyt.1) vy
complemento para eliminar células T. Estas celulas, asi como
alicuotos no fraccionados de la misma poblacién se incubaron
durante 10 dias en medio de cultivo con 10% suero bovino
fetal en presencia o ausencia de LPS (50 ug/ml). Al final de
este periodo, las células fueron lavadas, irradiadas (3000
rads) y afadidas a células esplénicas frescas en Jla
proporcién 1 irradiadas : 3 frescas.

Como controles se usaron células esplénicas recién obtenidas
irradiadas afadidas a frescas no irradiadas en la misma
proporcién. 2tro grupo control contenia la misma cantidad de
células frescas sin células irradiadas.

Las suspensiones celulares conteniendo 10° células irradiadas
+ 3x10° células frescas o 3x10% células frescas solas, todas
ellas en un volumen de 0,2 ml fueron sembradas por triplicado
en pocillos de fondo plano. Todos los cultivos recibieron LPS

(50 ug/ml). A las 24 horas, se afadié timidina tritiada 1

uci/pocilio, recolectdndose las células 15 horas después.




esp. no fraccionadas prein frescas

esp. fraccionadas prein frescas

esp. no fraccionadas prein frescas

esp. fraccionadas prein frescas

cel. esp. no prein, ' frescas

medio de cultivo (0,1 ml) frescas

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO
A B C D E F
Media 112162 86013 83145 55000 222506 19110/

7852  +10853 +3624 +7982 11339 +19962




FIG. 4  IKKIBICION DE RESPUESTA A LPS POR CELULAS ESPLENICAS PREINCUBADAS
Y POSTERIORMENTE FRACIONADAS E IRRADIADAS,

INCORPORACION TIMIDINA CPMX10E-6




Figura 4. Inhibicidén de respuesta a LPS por

i células
es '
Plenicas preincubadas Yy Rosteriormente fraccionadas

Condiciones del experimento son 1dénticas a las de la figura

anterior excepto que el tratamiento con AnEi-Thyl.} ¥
complemento se realizé al final del periodo de preincubacién
La proporcion de células irradiadas a frescas fué de 1 : 1,5,
El pulso de timidina tritiada se hizo durante las ultimas 4-
5 horas de cultive.

Iniciales designando los grupos como en figura anterior.

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M.,/CULTIVO
A B c D E F
Media 35023 12929 31543 14042 60286 44103

+834 +889 +2223 £1958 +9356 $3364

La 1incorporacién de timidina por las propias células
irradiadas, aunque minima, fué determinada en controles
conteniendo células irradiadas solas en el mismo numero. En
las cifras dadas arriba la incorporacién de timidina de las
correpondientes células irradiadas no ha sido sustraida.
Estas fueron las cifras correspondientes a cada grupo: A,
a578. B 1125. C, 1108, D, OBA. E, 240.

Diferencias estadisticamente significativas. Grupos Ay F son

los que presentan medias mas cercanas Yy sin embargo p<0,01.




FiG. B IMHIBICION DE PROLIFERACION EN COCULTIVOS VERSUS CULTIVOS SEPARADOS
" EFECTO DE CELULAS PREINCUBADAS COM LPS. PERIODO @ - 12 HORAS.
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Figura 5,

e : o
Inhibicién de proliferaciéon en cocultivos versus

cultivcs separados. Efecto de células preincubadas con LPS

Periodo 0-12 horas.

Células esplénicas a 3x10° cel/mi fueron preincubadas con o
sin LPS durante 24 horas. Posteriormente las celulas fueron
lavadas, ajustadas a una concentracién de 1x10°® cel/ml vy
recultivadas separadamente o© en cocultivo con células
esplénicas recién obtenidas las cuales se habian ajustado a
una concentracién de 4x10® cel/ml. Estas ultimas se
cultivaron también separadamente.
Se afiadié LPS (100 ug/ml) a todos los cultivos y se midid
incorporacién de timidina en las siguientes 0-12 horas y 12-
24 horas. La timidina tritiada fué affadida al comienzo de
cada uno de estos intervalos.
A: células esplénicas frescas a 4x10° cel/ml (100 ul) +
células preincubadas con LPS a 1x10% cel/m1 (100 ul)
B: células esplénicas preincubadas con LPS a 1x10% cel/m)
(100 ul)
C: células esplénicas frescas a 4x10° cel/ml (100 ul)
B+C: suma de la incorporacién de timidina en grupos B yC.

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO

& B c B+C

207145 235234 2411989

+8966 +22233




F13. 8 INHIBICION DE PROLIFERACION EN COCULTIVOS VERSUS CULYIVOS SEPARADOS
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Figura 6. Inhibicion

de proliferacisdn en cocultivos versus

cultivos separados. Efecto de células preincubadas sin LPS.
Pericdo 0-12 horas.
Células esplénicas a 3x10° cel/ml fueron preincubadas con o
sin LPS durante 24 horas. Posteriormente las células fueron
lavadas, ajustadas a una concentracidén de 1x10% cel/ml y
recultivadas separadamente o en cocultivo con células
esplénicas recién obtenidas las cuales se habian ajustado a
una concentracién de 4x10° cel/mi. Estas ultimas se
cultivaron también separadamente.
Se amnadié LPS (100 ug/ml) a todos los cultivos y se midié
incorporacidén de timidina en las siguientes 0-12 horas y 12-
24 horas. La timidina tritiada fué aRadida al comienzo de
cada uno de estos intervalos.
A: células esplénicas frescas a 4x10° cel/ml (100 ul) +
células preincubadas sin LPS a 1x10% cel/m1 (100 ul)
B: células esplénicas preincubadas sin LPS a 1x10% cel/ml
(100 uil)
C: células esplénicas frescas a 4x10®% cel/ml1 (100 ul)
B+C: suma de la incorporacién de timidina en grupos B y C.

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO

A B C B+C

55644




FIG. 7 INMIBICION DE PROLIFERACION EN COCULTIVOS VERSUS CULTIVOS SEPARADOS
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F i i i : :
igura 7. Inhibicién de proliferacién en cccultivos versus

cultivos separados. Efecto de células Preincubadas con LPS

Periodo 12-24 horas.

Células esplénicas a 3x10°

cel/ml fueron preincubadas con o

$1) LPS durante 24 horas. Posteriormente las células fueron
lavadas, ajustadas a una concentracién de 1x10° cel/mi y
recultivadas separadamente o en cocultivo con células
esplénicas recién obtenidas las cuales se habian ajustado a
una concentracién de 4x10®° cel/ml. Estas ultimas se
cultivaron también separadamente.

Se anadidé LPS (100 ug/ml) a todos los cultivos y se midid
incorporacién de timidina en las siguientes 0-12 horas y 12-
24 horas. La timidina tritiada fué afadida al comienzo de
cada uno de estos intervalos.

A: céilulas esplénicas frescas a 4x10° cel/ml (100 ul) +
células preincubadas con LPS a 1x10° cel/ml (100 ul)

B: células esplénicas preincubadas con LPS a 1x10°% cel/ml
{100 ul)

C: células esplénicas frescas a 4x10° cel/m1 (100 ul)

B+C: suma de la incorporacién de timidina en 7rupos B y C.

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO
A B C B+C
280966 316046 116916 432962

£13791 +16382 $9637




FI0Q. 8 INHIBICION DE PROLIFERACION EN COCULTIVOS VERSUS CULTIVOS SEPARADOS.
2.59]
|

EFECTO DE CELULAS PREINCUBADAS SIN LPS. PERIODO 12 - 24 HORAS.




Figura 8.

Inhibicién de proliferacién en cocultivos versus

cultivos separados. Efecto de células pPreincubadas sin LPS,

Periodo 12-24 horas.

Celulas esplénicas a 3x10° cel/ml fueron preincubadas con o

sin LPS durante 24 horas. Posteriormente las células fueron

lavadas, ajustadas a una concentracién de 1x10% cel/m) y
recultivadas separadamente o en cocultivo con células
esplénicas recién obtenidas las cuales se habian ajustado a
una concentracién de 4x10® cel/ml. Estas ultimas se
cultivaron también separadamente.

Se afRadid LPS (100 ug/ml) a todos los cultivos y se midié
1ncorporacidn dz timidina en las siguientes 0-12 horas y 12-
24 noras. La timidina tritiada fué afdadida al comienzo de
cada uno de estos intervalos.

A: células esplénicas frescas a 4x10% cel/ml (100 ul) +
células preincubadas sin LPS a 1x10% cel/m1 (100 ul)

B: células esplénicas preincubadas sin LPS a 1x10% cel/ml
(100 ul)

C: células esplénicas frescas a 4x10% cel/ml (100 ul)

B+C: suma de la incorporacién de timidina en grupos B y C.

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO

A B o B+C

Media 116064 99206 123706 222912

$+7233 +5767 14566




Fla. 8 INHIBICION DE PROLIFERACION EN COCULTIVOS VERSUS CULTIVOS SEPARADOS.
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Figura 9.Inhibicién de proliferacién en cocultivos versus

cultivos separados. No inhibicién por células Cr (LPS neo
N (= i

respondedoras)

Células esplénicas de cepas C57B1.10 (respondedora a LPS) y

de C57B1.10Cr ambas a 3x10° cel/ml fueron oreincubadas con

LPS durante 24 horas. Posteriormente las células fueron
lavadas, ajustadas a una concentracién de 2x10%® cel/ml y
recultivadas separadamente o en cocultivo con células
esplénicas recién obtenidas de la cepa respondedora las
cuales se habian ajustado a una concentracién de 2xi0°
cel/ml. Estas ultimas se cultivaron también separadamente.

Se afadié LPS (100 ug/ml) a todos los cultivos y se midié
incorporacién de timidina en las siguientes 12-24 horas. La

timidina tritiada fué afadida al comienzo de este intervalo.

A: células esplénicas frescas de C5781.10 a 2x10° cel/m1 (100

el )

B: células esplénicas de C57B1.10 preincubadas con LPS Yy

resembradas a 2x10° cel/m1 (100 ul)

c: células esplénicas de c57B1.10Cr preincubadas con LPS Yy

resembradas a 2x10% cel/m1 (100 ul)

(]
D: cocultivo de células frescas de C57B1.10 a 2x10 cel/ml

4 6
(100 ul) + células preincubadas de C57B1.10 a 2x10 cel/ml

(100 ul)




E: cocultivo de células frescas de C57B1.10 a 2x10° cel/m]

(100 ul) + células preincubadas de C57B1.10Cr a 2x10°
(100 ul)

cel/mi

F: suma de la incorporacién de timidina en grupos A y C

G: suma de la incorporacién de timidina en grupos A y B

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO

B c D

F

27584




FIB. 18 NniBICION DE PROLIFERACION POR CELULAS PREINCUBADAS € IRRADIADAS
EFECTO DE CELULAS DE CEPAS RESPONDEDORAS 0O NO RESPONDEDORAS A LPS.
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Figura 10. Inhibicién de proliferacién por céluias

preincubadas e irradiadas, Efecto de células respondedoras

Y N0 respondedoras a LPS.

Células esplénicas de ratones machos C57B1.10

(cepa

respondedora a LPS) fueron cultivadas in vitro a una
concentracién de 3x10° células/ml durante 1 dia en presencia
de LPS (50ug/ml). Células de ratones macho C57B1.10/ScCr
(cepa no respondedora a LPS) fueron cultivadas en presencia
O ausencia de LPS por el mismo tiempo. Transcurrido este
tiempo las células fueron lavadas, irradiadas y resuspendidas
a una concentracién de 1x10® células/ml y 0,1 ml de esta
suspensid, fueron aradidos a 0,1 ml de una suspensién de
células esplénicas frescas a 3x10° células/ml de la cepa
respondedora. Grupos control contenian el mismo numero de
células frescas en 0,1 m1 + 0,1 ml de medio de cultivo solo

& + 0,1 ml de una suspensién de células esplénicas frescas

irradiadas a 1x10% células/ml.

Grupos: A Cel. resp. preincub i Frescas
B Cél. no res preincub i Frescas
C Cel. no res.prein ' Frescas

D Cel. recién obtenidas, i Frescas

: cas
E medio de cultivo Fres




Todos 1los grupos fueron estimulados con LPS (100 ug/ml)

después de la transferencia de células irradiadas. A las 24

horas se anadié timidina tritiada, recogiéndose las células

15 horas después.

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO

A B c D E

Media 164048 325633 3406232 369580 417274

+8492 +30427 +41497 +.0934 +25076
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Figura 11. No 1nhibicidén por células preincubadas durante 6

dias.

Células esplénicas de ratones Balb/c fueron preincubadas a

una concentracién de 3x10° células/ml en cultivos paralelos

con o sin LPS (50 ug/ml) durante 6 dias. Transcurrido este
tiempo, las células fueron lavadas, irradiadas, ajustadas a
una concentrazién de 1x10® células/ml y 0,1 ml de estas
suspensiones celulares fueron aRadidos a &,! ml de una
suspension de células esplénicas frescas de Balb/c a
concentracién de 3x10° células/ml. Como control se usaron
células espliénicas recién obtenidas irradiadas ajustadas a
1x10% células/m]l y afadidas a la misma suspensién de células
esplénicas frescas. Otro control contenia el mismo numero de
células frescas en 0,1 ml + 0,1 m] de medio de cultivo. Todos
los cultivos se sembraron por triplicado en microplacas con
pocillos de fondo redondeado (0,2 ml por pocillo). Se afadio
LPS (50 ug/ml) y al cabo de 24 horas se di6 un pulso de
timidina tritiada, recolectdndose las células 4 horas
después.

Se establecieron cultivos conteniendo un numero de células

irradiadas solas idéntico al de los cultivos correspondientes
con células irradiadas transferidas.

Grupos:

: . j :
A: 1x10° células preincubadas con LPS, irradiadas, (0,1 m )




3x10° células esplénicas frescas (0,1 m1)

1x10° células preincubadas sin LPS, irradiadas, (0O

il amda)

3x10° células esplénicas “rescas (0.1 m1)

C: 1x10° células frescas irradiadas (0,1 m1) + 3x10° células

esplénicas frescas (0,1 ml)

0: 0,1 m] medio de cultivo + 3x10° células esplénicas frescas
(8,1 )
INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO
A B B D

51602+3298 49863+3959 5119422607 5423848860

De estas cifras no se ha restado la correpondiente a las
células irradiadas. La incorporacién de timidina por células

irradiadas de cada grupo es A=1555, B=4725, C=1511,

Recténgulos blancos= incorporacion por las células irradiadas
Rectangulos negros= incorporacion de timidina después de

sustraer la incorporacién por céluias irradiadas.
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Figura 12. Proliferacién inducida por LPS da células
esplénicas totales y células B purificadas.

Un alicuoto de la poblacién esplénica fué tratado con

menoclonal J1j (anti-Thy1.1) Y complemento y ajustado a dos

concentraciones (6x10°% células/ml y 2x10° células/mi). EI

resto de la poblacidén esplénica no tratada fué asimismo
sembrado a las mismas concentraciones. El1 factor de
enriquecimiento en células B tras el tratamiento con J1j y
C fué de 2,3. Se afadié LPS (100 ug/ml) al inicio a todos
los cultivos y se determind cinética de 1incorporacién de
timidina en dias 1, 2 y 3. Los pulsos de timidina fueron de
24 horas.
La incorporacién de timidina expresada por 10° células
sembradas fué la siguiente:
Cultivos
dias C.totales 6x10% C.totales 2x10° C.B 6x10*® C.B 2x10°
1 12468 21818 10909 15584
+530 +1350 +878 +614
22857 60779 31688 60260
+1879 +4350 +2107 £4351
20260 29091 11948 14026

+1745 +2314 +946 £778

+ Células esplénicas totales a ox10%/m1. - Células B a

o Células

- 6
ox10%,m1. * Células espléenicas totales a 6x10°/ml.

B a 6x10%/ml.
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Figura 13. Efecto d ] ] :
g Efecto de 1a depleciédn de macréfagos sobre

proliferacioén,

oe Obtuvie

eron celulas esplénicas de ratones C57B1/6 y en un

1Cuot

O de las mismas se procedid a eliminacidén parcial de
adherencia a pldstico. Después se midié

de proliferacidén de cultivos de células esplénicas
lecionadas de macréfagos sembradas a la misma
(3x10°/m1) y estimuladas con LPS(50 ug/mi).

Timidina afadida 24 horas antes de

INCORPORACION DE TIMIDINA
Células totales Células sin macrdéfagos

1357864019

233778+24529

1137921216378 152000+9081

continua-células esplénicas totales.

de puntos.. células deplecionadas de macrofagos.
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Figura 14,

La incorporacién de timidina por céluia sembrada

en cultivos estimulados con LPS es inversamente proporcional

a la concentracién.,

Celulas esplénicas de ratones C57B1/6 fueron sembradas a 3

concentraciones diferentes 5x10°%, 1x10%, 5x10° vy estimulacas

corn PSS (28 ugiml). 8& determinaron, en <zultivos por
triplicado, incorporacién de timidina y células formadoras de
placas (produccidén de IgM v de IgG). Esto Ultimo con la

técnica de la proteina A.

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./10° CELULAS
Cultivos
5x10° 1x10°% 5%10%
22429 24603 24160
1214 +812 +341
13698 25270 16572
+1247 +588 +811
7338 33976 33472
+1101 +4437 +3062
6262 38300 62446
+521 +6350 +3228
4995 30350 60032
+229 £505 1866

- 8
x Cultivos a 5x10° cel/ml. -Cultivos a 1x10% cel/ml. +

- 6
el/ml.
cultivos a 65x10° cel/ml. + Cultivos a 5x10% cel/
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Figura 15. La produccion de IgM por

célula sembrada es

inveirsamente proporcional a la concentracién., Los mismos

cultives de la figura anterior.

IgM PFC/10% células

Cultivos

5% 108 1x10°
10100 12000
1100 1890

6700 13000
+1500 $7100

4600 26200
+1200 #4500

2800 31000

+360 =590

x Cultivos a 5x10° cel/ml. -Cultivos a 1x10% cel/ml.

cultivos a 5x10% cel/ml. + Cultivos a 5x10% cel/ml.
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rigura 8. tLa producciodn de IgM por

célula sembrada es

nversamente proporcional 3 la concentracién iniclal. Los

mismos cultivos de la figura anterijor.,

IgG PFC/10% células

Cultivos

1%x108

j & cel/ml.
x Cultivos a 5x10° cel/ml. -Cultivos a 1x10 /

/ ' ® cel/ml.
cultivos a 5x10% cel/ml. + Cultivos a 5x10° cel/
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Figura 17. Efecto de

la renovacién Periocdica de medio de

cultivo en la proliferacidén,

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO

Cultivos

dias 107 18! 108 10°
cambio medio sin cambio cambio medio sin cambio
29242 29242 1997 1997
+949 +949 $293 +293
481687 507380 89615 108923
i 2 1 +31023 6367 *4471
223187 173373 194136 211880
+3050 +1905 +8687 12971
220693 34594 65729 16382

55821 +2236 - g G +3708

Cultivos por triplicado en microplacas (Costar plates, 896
wells): 100 ul de suspension celular a 107 6 10% células/ml
por pocillo. 3-HTdR se afiade (1 uCi/pocillo) y el pulso se
termina 5 horas 30 minutos después.

Resultados= c.p.m./cultivo (media y desviacion estandar)

cambio de medio: 75 ul de medio usado fueron reemplazados de




cada cultivo por 75 ul de medio fresco conteniendo LPS en

dias 0, i.e.

5,5 horas después de] comienzo de los cultivos

Y dias 1 ¥y 2.
Ratones: DBA/2 hembras de 10 meses de edad.

Medio de cultivo: RPMI 1640 + 10% suero bovino fetal + 1%

penicilina-estreptomicina + 1% glutamina + 5x10°% 2ME .

- Cultivos a 10’ cel/ml sin cambio de medio. + cultivos a
107 cel/ml con cambio de medio. o Cultivos a 10° cel/ml sin

cambio de medio. * cultivos a 10%° cel/ml con cambio de medio.
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Figura 18. Efecto de diferentes tampones sobre proliferacién,

Células esplénicas de ratones C57B1/6 fueron cultivadas a
concentraciones de 10’ cel/mi, 5x10% cel/ml y 1x10° cel/ml en

medio tamponado con RPMI 1640 + Bicarbonato & RPMI 1640 +

Bicarbonato + 25 mM HEPES. Se aRadié LPS (120 ug/ml) a todos
los cultivos vy se midid cinética de incorporacién de timidina
durante los 4 dias siguientes dando pulsos de timidina

tritiada de 24 horas de duracién a cultivos por triplicadoc.

* Cultivos a 1x10® cel/ml. - Cultivos a 5x10°® cel/ml. +

Cultivos a 107 cel/ml.

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./10% CELULAS
RPMI+HEPES RPMI SIN HEPES
dias 19’ 5x108 1x10° 1a' | i 1x10°
1 11859 18869 28584 13549 22296 21987
+1050  *+1289 +1908 +879 +2109 +1448
12867 22284 17624 32262 62661
+8768 +1187 + +1165  +3006 +5443
10567 11671 12445 24821 83282

+762 +894 +1089 +2103 +7684

4565 10475 12719 97036

+876 +1324 +8707
+544 *
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Figura 18, Efecto de! area de cultivo en proliferacién

Células esplénicas de ratones C57B1/6 fueron cultivadas a

3 ~ 7
concentiaciones de 10 cel/ml, 5x10°% cal/ml v 1x10° cel/m) er

microplacas con pocillos de fondo plano o fondo redondeadc

(0,2 ml por pocillo). Se aRadié LPS (100 ug/ml) a todos

cultivos y se midié cinética de incorporacién de

timidina

durante los 4 dias siguientes dando pulsos de timidina

tritiada de 4 hcras de duracién a cultivos por triplicado.

x Cultivos a 1x10% cel/ml. - Cultivos a 5x10% cel/ml. +

Cultivos a 107 cel/ml.

INCORPORACION DE TiMIDINA C.P.M./10°® CELULAS
ONDO PLANO FONDO REDONDO
10’ 5x10° 1x108 107 5x10° 1x10°
7496 11472 6818 6355 6466
+965 +118) +928 +746
17678 45013 45985 2794F
+1546  +3998 +3217 +2101
19387 32383 738¢ 14529
+1009 +6557 +1008
1237 173860

+54943 +1354




FIO €8 CELULAB IRRADIADAS DE TUMORES NS1 Y S8P2 INDUCEN
INHIBICION DE LA RERPUESTA A LP8 DE CELULRS ESPLENICAS.

H

T | | o]
1§ ] - A B _‘h —“rr"érs—h—’ﬁrr : ;

INCORPORACION TIMIDINR C.P.M./CULx18 -4




Figura 20. Células lrradiacas de tumores NS1 y SP2 1inducen

1inhibicién de la respuesta a LPS de células esplénicas.

Células de tumores linfoides B NGYT y Bp3

en crecimiento

exponencial fueron irradiadas Yy transferidas a cultivos de

celulas esplénicas frescas de ratones Balb/c que fueron

estimuladas con LPS (506 ug/ml). Todos los cultivos se
realizaron por triplicado en pocillos de fondo planc. A las
20 horas se afiadid® timidina tritiada, recogiéndose las

ulas 4 horas después.

cel
Grupos:

células NS1 irradiadas (4x10*
esplénicas (3x190% en 100 ul)
B: células NS1 irradiadas (1x10*
esplénicas (3x10° en 100 ul)
C: células SP2 irradiadas (4x10* er células
esplénicas (3x10° en 100 ul)
D: células SP2 irradiadas (1x10* células
esplénicas (3x10® en 100 ul)
E: células esplénica. frescas irradiadas (4x10* en
+ células esplénicas (3x10%° en 100 ul)

células esplénicas frescas irradiadas (1x10* en

células esplénicas (3x10° en 100 ul)

5
células esplénicas solas (3x10® én 100 ul)




Se sembraron
3 separadamente las células lrradiadas solas a la

misma conc i
‘ a ncentracidn y volumen para restar la incorporacién d
. e

timidin ]
a que pueda occurrir de los grupos correspondientes

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO
C D
34581130222 T10b1£8R5 231502243
(11465) (906, (12060)
F G
393881423 440961634 382203249

(35329) (43441)

Numeros en paréntesis corresponcden al numero de cuentas
después de sustraer las de las :-élulas irradiadas afadidas

a cada grupo determinadas en cultivos separados.

Rectdngulos negros: incorporacién de timidina después de
restar la de las propias células tumorales irradiadas.
Rectdngulos blancos: incorporacién de timidina por las

correspondientes células de tumores irradiadas.

La inhibicién de proliferac#én inducida por ambos tumores es

muy potente. E1 test de Student da diferencias muy

significativas en todos los casos, p<C,0005.
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Figura 21. Cé&lulas NSt 1rradiadas inducen Inhibicién de la

proliferacién de células esplénicas est

imuladas con LPS
PHA.

A& Vi) 2 ; :
Celulas de tumor linfoide B, NS1. en crecimiento exponencial

fueron irradiadas y transferidas a cultivos de céijulas

esplenicas frescas de ratones C57B1/6 que fueron estimuladas

EEY
|

(90 ug/ml) o con PHA (40 ug/ml). Todos lcs cultivos
se sembraron par triplicado en pocillos de fondo plano. A las
32 horas se anadid® timidina tritiada, recogiéndose las
células 5 horas después.
Grupos:
A: células N81 irradiadas (1x10* en 100 ul)
esplénicas (2x10° en 100 ul) + LPS
B: células NS1 irradiadas (1x10* en 100 wul) células
esplénicas (3x10°% en 100 ul) + PHA
células esplénicas frescas irradiadas {1x10° 100 wul)
células esplénicas (3x10° en 100 ul) + LPS
células esplénicas {3xi0® en 100 ul) + LPS
células esplénicas frescas irradiadas (1x103
células esplénicas (3x10° en 100 ul) + PHA
células esplénicas (3x10° en 100 ul) + PHA

! la
Se sembraron separadamente las células irradiadas solas a

' aci16r de
misma concentracion y volumen para restar la incorporacio
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Fig 22 EFECTO DE CELULAS IRRADIACAS N81 Y SP2 SOBRE EL CRECIMIENTO OE
TUMORES W81 Y 8Pe.

INCORPORACION TIMIDINR C.P.M./CULX18°-6




Figura 22. Efecto de celulas irradiadas NS1 Y SP2 sobre e}

crecimiento de tumores NS1 y SP2

Celulas de tumores NS1 y SP2 fueron irradiadas Yy 100 ul de

una suspensidén a 1x10° cé1/m1 fueron aRadidas a una

suspension de células no irradiadas de cada uno de estos

tumores (100 ul a 1x10° cel/ml). A las 18 horas se aRadis

timidina tritjada, recolectdndose las células 4 horas
despues.

1 irradiadas (100 ul a 1x10% cel/ml1) + NS1 no irradiadas
(100 ul a 1x10° cel/ml)
B: SP2 irradiadas (100 ul a 1x10% cel/m1) + NS1 no irradiadas
(100 ul a 1x10® cel/ml)
E (control para A y B): NS1 no 1irradiadas (100 ul a 1x10°
cel/ml) + 100 ul medio de cultivo
C: NS1 irradiadas (100 ul a 1x10® cel/ml) + SP2 no irradiadas
(100 ul a 1x10° cel/ml)
D: SP2 irradiadas (100 ul a 1x10° cel/m1) + SP2 no irradiadas

(100 ul a 1x10° cel/ml)

5
F {control para C y D): 8P2 ho irradiadas (100 ul a 1x10

cel/ml) + 100 ul medio de cultive




INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO

11337443811
(61011)
=

14040640129 8523718765

Numeros en paréntesis corresponden al numero de cuentas
después de sustraer las de las células irradiadas afiadidas

a cada grupo determinadas en cultivos separados

Rectdngulos negros: 1incorporacién de timidina después de
restar la de las propias células tumorales 1rradiadas.
Rectdngulos blancos: incorporacién de timidina por las

correspondientes células de tumores irradiadas.

E1 test de Student da diferencias poco significativas,

0,1>p>0,05 de A y B respecto a E (no clara inhibicién del

crecimiento de NS1) y significativas para C y D respecto de

F, p<0,01.




23 CELULAS NS1 IRRADIADAS INWIDEN MUCHD MENDS LA PROLIFERACION DE CELULAS MO
IRRADIRGAS DEL PROPID TUMOR QUE LA DE CELULAS ESPLEMICAS ESTIMULADAS CON
LPS 0 PHH,
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Figura 23, Células NS1 lrradiadas 1nhiben mucho menos la

proliferaciédn de células no 1rradiadas del propio tumor que

la de células esplénicas estimuladas con LPS o PHA

Células de tumor linfoide B, NS1, en crecimiento exponencial

fueron 1irradiadas y transferidas a cultivos de celulas
esplenicas frescas de ratones Balb/c que fueron estimuladas
con LPS (50 ug/ml) o con PHA (40 ug/ml). Asimismoc células NS1
irradiacas fueron afadidas a células no irradiadas del propio
tumor. Todos l'os cultivos se sembraron por triplicado en
pocillos de fondo plano. A las 32 horas se anadi6é timidina
tritiada, recogiéndose las células 5 horas después.

Grupos

A: Células NS1 irradiadas (1x10* en 100 ul) + células NS1 no
irradiadas (3x10* en 100 ul)

B: Células NS1 irradiadas (1x10* células
esplénicas (3x10° en 100 ul) + LPS

Cc: Células NSt1 irradiadas (1x10* células
esplénicas (3x10° en 100 ul) + FHA

Controles para A:

D: Células NS1 no irradiadas (3%10% en 10D ul)

E- Células NS1 no irradiadas {9%10" en 100 ui) # células

esplénicas 1rradiadas (1x10* en 100 ul)

controles para B:

. células esplénicas irradiadas (1x10% en 100 ul) + células




esplénicas no ‘
irradiadas (3x10° en 100 ul)

Células esplénicas no irradiadas (3x10%
Controles para C:

o

Ceélulas esplénicas ir 9 8 3
ragiracas (1x10° an 100 ul) + células

esplénic -~
cas no irradiadas (3x10° en 100 ul) + PHA

T »

. .
Celulas esplénicas no irradiadas (3x10° en 100 ul) + PHA

INCORPORACION DE TIMIDINA

8 C D
137556912 61326+3973 110424+38176
(5530) (53101)

F G H

3447732939 57037216145 103435+6328

Numeros en paréntesis corresponden al numero de cuentas
después de sustraer las de las células irradiadas afiadidas
a cada grupo determinadas en cultivos separados. No se han
sustraido las correspondientes a células no tumorales
irradiadas por tener valores muy hajos.

Rectangulos negros. incorporacién de timidina después de
restar la de las proplas células tumorales irradiadas.
Rectarngulos blancos: incorporacibén de timidina por las

correspcondientes células de tumores irradiadas.




La inhibicidén de prcliferacion 1nducida por

células

irradiadac de NS1 sobre las ceélulas de] Propio tumor es

l1geramente sighificativa,

2,L5°p>0,02. La 1nhibicién sobre

lulas esplénicas normales es muy significativa p<0,005 para

no tanto para PHA, 0,05>p»>0,02.
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Figura 2z4.Efecto de! cambio de medio de cultivo en Ja

cinetica de proliferacidn de tumor NSi.

Celulas del tumor NS1 fueron cultivadas en medic de cultivo

con 10% suerc bovino fetal en pocillos de fondo plano por

iplicado (200 ul por pocillo) a dos concentraciones, 6x10°

10" elulas/ml, En cultivos paralelos, se procedié a
enovacion periddica de medio de cultivo cada 24 horas, a
primeras 24 horas (100 ul de medic viejo

sr medio recién preparado). Se dieron pulsos de

he-as, recolectédndose las células al final de

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO

K
-

6x10° 2x%10° 2x10°

6x10
10 medio sin cambio cambio medio sin cambio
3518Q7+42489 143899+11641 14389911641
53527011596 198241%6317 196043£29825

39787+9887 242294+34620 302268198067

no muestra diferencias significativas de

i6n de timidina por célula sembrada entre los

a distintas concentraciones, excepto a dia 3, cuando
de consumo de nutrientes son muy marcados como

diferencia entre cultivos con ¥ sin cambic a

E
0
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Figura 25.Efecto de medio de cultivo en la cinética de

proliferacién de tumor NSt

Células del tumor NS1 fueron cultivadas en medio de cultivo

con 10% suero bovino fetal en pocillos de fondo plano por
triplicado (200 ul por pocillo) a dos concentraciones, 2x10°3
y 4x10* células/ml. En cultivos paralelos, el medio fué
renovado cada 24 horas, a partir de las primeras 24 horas
(100 ul de medio viejo reemplazados por medio recién

preparado). Se dieron pulsos de timidina de 24 horas,

recolectandose las células al final de cada pulso.

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO
2410° 2x10° 4x10* 4x10*
cambio medio sin cambio cambio medio sin cambio
111950+109985 111950+10995 37717:2023 37717+2023
193787+12206 177064+14824 5207810172 457731454

339800+17806 39031+15043 219455+18667 13454897889

Un test de Student no muestra diferencias significativas de

proliferacién por céluia sembrada que nNo puedan ser

atribuidas a envejecimiento del medio de cultivoe, p. 83. 8

dia 2 c.p.m. del cultive a la menor densidad sin cambic de

medio estrictamente proporc1ona1 a c.p.m., del cultivo a la

mayoer densidad con cambio de medio. También a dia 2, s1 s2

. . 4
5 ivo con cambio de medio a 4xi0" y S

multiplica por o el cult




compara con el cultivo a 2x10°, aunque la media de

1ncorporacion de timidina es mas alta en los cultivos a1

menor densidad, la diferencia no es estadisticamente

significativa.

+ Cultivos a 2x10® cel/ml (cambio de medio). = Cultives a

2x10° cel/ml (sin cambio de medio). * Cultivos a 4x10* cel/m]

(cambio de medio). o Cultivos a 4x10* cel/ml (sin cambio de

medio)




FIG 28 « EFECTO DEL CAMBIO DE MEDIO EN LA CINETIC:

QE LA PROLIFERACION DE Ssp2.

2L T VD

o

0
@)
a
0
X

0
<
Z
a
2
}_
Z
o
)
<
x
0
18
x
0
U
Z




Figura 26.Efecto de! cambio de medio de cultivo en la

cinética de proliferaciédn de tumor SP2.

Células del tumor 3SP2 fueron cultivadas en medio de cultivo

con 10% suero bovino fetal en pocillos de fondo plano por

triplicado (200 ul por pocillo) a dos concentraciones, 6x10°
y 2%10° células/ml. En cultivos paralzios, se procedité a
renovacién periddica de medio de cultivo cada 24 horas, a
partir de 1las primeras 24 horas (100 ul de medio viejo
reemplazados por medio recién preparado). Se dieron pulsos de
timidina de 24 horas, recolectandose las células al fina' de

cada pulso.

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M./CULTIVO
6x10° 6x10° 2x10° 2x10°
cambio medio sin cambio cambio medio sin cambio
2262382277 226238+2277 1084665233 108466+5233
359816+20290 60948+5725 268935128044 155436+30586

165605+1864 4828+935 169835+17270 101576212457

+ Cultivos a 6x10° cel/ml (cambio de medio). - Cultivos a

‘ : 5
6x10° cel/ml (sin cambio de medic). * Ccultivos a 2x10 cel/ml

(cambio de medio). © Cultivos a ox10% cel/mi (sin cambio de

medio)
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Figura 27. E1 tumor NS1 fué sembrado a 4 concentraciones que

diferian en un factor 3x: 2x10° cel/ml, 6,6x10° cel/ml,

2,2x10° cel/ml y 7,3x10* cel/ml, en pocillos de fondo plano
poer triplicado. Se afadidé timidina y las células se

recolectaron 8 horas mas tarde.

INCORPORACION DE TIMIDINA C.P.M,/CULTIVO
2%x10% cel’m] 6,6x10° cel/ml 2,2x10° cel/ml 7,3x10* cel/ml

£84102+23193 282865%16174 660471961 219971415




Tabla 1.

Porcentaje de células en fase S en cultivos a alta

(10x107 cels/ml1) y baja (1x10% cells/m1) densidad estimulados

con LPS (50 ug/ml)}.

Dias en cultivo Porcentaje de células en S

[ . 1%10% ) { 10x109" )
10 9
38 7.5

16




Tabla 2. Porcentaje de células en fase S er. cultivos tratados

con colchicina a alta (10x10% cells/ml) y baja (5x10°%

cells/ml) densidad estimulados con LPS (50 ug/ml).

Horas en cultivo Porcentaje de células en S

{ 10%10% ) o Exig |

LPS (50 ug/ml) y colcemid (30 nanogramos/ml) fueron afiadidos

a todos los cultivos a tiempo O.




a dos concentracH
f cilones diferentes
en medioc fresco d
espués de

reinc ‘ ‘ '
p cubacién en un cultivo unico durante 24 horas

Horas despues de

preincubacién 7 x 10% cels/mi 3.5 x 10%cels/ml

10223 (314) 16762 (588)
6485 (62) 13883 (788)
4256 (280) 9268 (564)

2797 (241) 9180 (677)

Ambos grupos fueron preincubados con LPS 30 ug/ml a 10!

cels/ml.

Después de 24 n, los linfocitos fueron resembrados en medio

fresco con LPS (50 ug/ml) a las concentraciones indicadas.

NuUmeros en paréntesis - desviacion standard de cultivos

triplicados.




T ] . ~ a

proliferacién.

Porcentaje de células en fase S medido por autoradiografia

Dias en

cultivo

Grupos correspondenr a cultivos establecidos como sigue:
A: C57B1.10 células esplénicas a 1 X 108 cels/mi + LPS.
B: C57B1Cr células esplénicas a 1 X 10% cels/ml + LPS

C: C57B1.10 células esplénicas a 10 x 10° cels/ml + LPS.
5: C57B1Cr células esplénicas a 10 x 10 cels/m1 + LPS.
E: 1 x 10% C57B1.10 células esplénicas * 9 x 10° cs7BICr

células esplénicas en 1 ml + LPS.

F:- Mezcla, después de incubacién en 3H-Timidina de 0.1 ml

de grupo C ¥ 0.9 m! de grupo D.

G: 1 x 10" csrel células esplénicas + g x 16® cCBIBICr

células esplénicas en 1 ml sin LPS.




Tabla 5. Proliferacién en cultivos -

déenticas

condiciones de densidad.

Fase del ciclo (porcentaje)®

a/ Grupos corresponden a cultivos establecidos

c578140 células esplénicas + 9x10° C57B110Cr célu'as
esplénicas en volumen de 1 ml (B) y una mezcla antes de
citometria de flujo de 0,1 ml de un cultivo de c578110 a 107
cels/ml y 0,9 ml de un cultivo ade células Cr a 10’ cels/ml
(A). LPS afadido a todos 1os culcivos a tiempe 0 (50 ug/ml).
b/ Todas las determinaciones fueron hechas por citometria de

flujo a dia 2 de cultivo.




Tabla 6. Blastos inducidos por LPS

a densi1dades alt
1nducen proliferacidn de otra= células es.léni as.
Celulas de la cepa respondedora a LPS C57B1E
precultivadas durante 1 dia er presencia de LPS
Al cabo de este tiempo fueron irradiadas, lavadas vy
a cultivos tambhién preincubados de células esplénic:
cepa no respondedora C57B110/8cCr. Se midi16 1ncorporac?
timidina de los cultivos por separado y de las mezclas
ambos cultivos para ver =1 en estos ultimos se detecta una
activacidn adicional sobre la correspondiente a la suma cde
los cultivos separados gue indicaria una interaccion positiva
con aumento de la 1ncorporacién de timidina sobre ia suma
teorica de los cultivos se, ados. Pulsoc de timidina durante
las 24 horas siguientes a la mezcla y nuevo pulso de 24-48
horas. .as células se r ~dlectaron a las 24 y 48 horas. Med1a
de cibib1 08 por triplicado

Grupo A: c3lulas preincubadas respondecoras a LPS, irradiadas
y sembradas a 1x10° cel/ml en 100 ul por pocillo.

Grupc B: células preincubadas no respondedoras,
irradiadas, semtradas a 10x10% cel/ml, 100 ul por pocillo.

Grupo C: 100 ul de grupo A + 100C ul de grupo B.

se afladié LPS & todos los grupos (50 ug/ml)




INCORPORACION DE TIMIDINA

28388165

21587471




Respuesta e PFC i1nducida por LPS en

linfocitos B

para TNP sembrados por triplicado a 16,000 ¥
as por pociltio.

dia 2 dia 3

PFC de cultivos a 15,000 cels/pacillo
i B Sy 134(44,7) 1656{64,7)
144(48) 240(80) 72(24)

182(680,7) a8(32,7) 161(563,1)

PFC de cultivos 5,000 cels/pocillo
61 131 187
118 171
3 162 146 86
Numeros entre paréntesis de 1los cultivos a 15000 células
corresponden a PFC pecr 5000 células sembradas.
PFC por 5000 células sembradas mayor en cultivos a menor
densidad p<0.01.
PEC en contro'as de timocitos solos entre 0y

solamente en un pocillo a dia 4).
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