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Objetivo,- Establecer la metodologfa necesaria para medir
' respuestas policlonales y respuestas ant{geno
especificas de linfocitos B humanos in vitro,



“ INTRODUCCION

En'la fc5puestn inmune participa.una compleja serie de-in-
:crucciohesAhumoralcs y celulares, tendientes a mantener la in-
tegridad de los individuos a traves del reconocimiento _de 'lo
“propio™ y lo "no propio™. (1) :

“.77%Una- de -las células fundamentales que constituyen al siste-
ma-inmune es el linfocito. Existen varias poblaciones de lin-
ifocitos, cada una con diversas funciones.  Entre ellas se pue--
den distinguir dos poblaciones principales los linfocitos: T 'y
~les .linfocitos B. (2) e

Los. linfocitos B.provienen de células germinales hematope-
yéticas, las cuales a su vez dan origen a los distintos tipoé -
de céluldas sanguineas, teniendo las células hematopoycticas 1la
capacidad de proliferar extensamente, asegurando la produccidn
de c&lulas mds diferenciadas y renovandose estas constantemen-
te. (3)

Se sabe que en las aves el sitio de gcneracién y diferen--
ciacidn de¢ estas celulas se efectda en la bolsa de Fabricio. Al
no existir tal organo en los mamiferos se han propuesto otros J£

“ganos que cumplan con dicha funcidn y aparentemente las células
B son.generadas principalmente en los organos de hematopoyésis-
como 'son el -higado fetal durante la embriogenesis y la medula o
sea en la-vida adulta. (4,5,6)

. Las células pluripotenciales se diferencian a cdlulas preB
;aunque aln no se sabe si existe un tipo de célula intermediaria

~larcual  no sintetiza inmunoglobulina (Ig). (3,6,7) Las célu--
las pre-B se caracterizan por su gran variedad en tamafios, don-
de. ‘solo las mas grandes se¢ estdn dividiendo, pero la caracte
ristica mds importante es que sintetizan cadenas pesadas mu que
se cncuentran fundamentalmente en el citoplasma. (4,6,8)

En este estadio existe poca o nada de inmunoglobulina de -
superficie (Igs); en éste ultimo punto existen discrepancias ex
perimentales, por lo que se dice que la disminucion de Igs se -



Este €s’ el ‘primer. linfocito que tiene Igs,.a d1fe
_rencxa de 1as células B-adultas, éstas solo expresan una clase.

4de 1nmunoglobu11na que es la IgM mientras que las adultas t1e-
nen més de una clase de inmunoglobulina. (6)
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Figura 1.- Esquematiza un:diagrama de maduracién de linfocitos
B propuesto. por Osmond.. (ref. 11}

Los.linfocitos B inmaduros dejan la mé&dula osea para mi-
grar al bazo y:otros &rganos linfoides secundarios vy comienzan
a expresaf moléulas marcadoras, como el receptor para el frag-
mento-Fc de la 1g G v receptores para complemento y otras mole-
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culas como 1os anttgenosfla ; 1ncrementn la densxdad de IQB
ademd’s de: apnrecer en denszd1d bajal o medxana 1a IgD Estos -
estados tardlos de maduracxon parecén ser‘xndepend1entes delas
1nflucnc1n> ambxentales del ba.o 0 la médula osea,. porque pue-

den suceder in vitro.

Los 11nfoc1tos B anaduros tienen ‘unagran cantidad de Igs,
presentan receptor para el.fragmento Fc! (RFc) pero carecen ‘de
receptor para complemento (RC) ;. enicambio los linfocitos B im-

maduros son células con menor cantidad de' Igs, presentan RFc ,
RC .y antigeno Ia. (4) '
‘Esta poblacion celular ya madura no es tan homogénea como
“’se pensaba anteriormente.

Varios estudios hechos en ratdn han permitido observar que:
éxiste variacidn en las caracteristicas de la suserficic celu-
lhr. en el tamafic, en los marcadores qntigénicos, en la Igd ¥
en la especializacidn funcional de las células B, sugiriendo -
todo ello la existencia de subpoblaciones de células B,(3)

Otros marcadores empleados para clasificar y estudiar 1la
Ontogenia de los linfocitos B son los antigenos Lyb y los anti
genos la, Respecto a los antigenos Lyb existe un ant{qeno Lyb
2 que es una cadena polipeptidica exnresada solo en linfocitos B, a
parece enmuchas células pre-B, en todos los estadios de desa:-
rrollo de B, pero no en células plasmaticas. Existen otros an
tigenos como los Lvb 3.5 v 7 aue narccen distinauir subpobla--
ciones de B (12). Estos marcadores se encuentran en baja con-
centracidn en ratones CBA/N, aue son ratones con un defecto in
mune ligado al cromosoma X que parece asociarse a la carencia
de linfocitos B maduros . (12,13). El antigeno Lvb-3 se encu-
entra en células de bazo pero no en células de médula oseca v a
parcce tardiamente en la Ontogenia. El antieeno Lyb-5 marece
marcar una subpoblacidn de células B maduras con RC (+) e inmu
noglebulina(+). EI Lyb-7 es un componente de Lyb-5 y esta ore
seate en células B maduras, (12)
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El antigeno la que esta presente en todas las células del sistema in-
mme aparecen en baja concentracién en las células B fetales aumentando el
nivel en pocas semanas. Sin embargo, no aparece en las células pre-B. (12}

Asi como los marcadores de superficie, proporcionan un medio para ca-
racterizar subpcblacicres de células B; tambien se han empleado criterios
funcionales para tales fines estudiando la respuesta de cflulas B hacia di-
versos antigenos. (3)

Los antigenos se clasifican en los que necesitan cooperacidn de linfo-
citos T a los cuales llanamcs antigenos timodependientes (TD)} y los que no
necesitan de este tipo de cooperacidn celular para la sintesis de anticuer-
pos a los cuales llamamos antigenos timoindependientes (TI); ejemplo de es
tos ultimos son la flagelina polimerizada (WP), polisacaridos capsulares
de neumococo, DNP-Lys-Ficoll, (12,13,14, 15,16,17)

Se ha establecido que los antigenos T inducen la sintesis de todas las
clases de immunoglobulinas mientras que los antigenos TI solo estimulan 1la
sintesis de IgM con poca produccién de IgG, (13,16) Esto parece deberse a
que la cooperacifn necesaria de los antigenos TD promueven el rearreglo de
los genes de inmunoglobulina, fenomeno que no se da en la respuesta a  los
antigenos TI.(13)

Un antigenc TJ tierde a ser una molecula grande, polimerica, con alta
densidad de epitopes identicos y con las caracteristicas sefialadas en la ta
bla 1.(13)

--Alto peso molecular, multiples deteminantes antfgenicos repeti
dos,

--Muchos son carbohidratos, compenenetes de la pared celular o
capsula bacteriana.

--Lentamente metabolizados,

--Inducen tolerancia en dosis grandes o en forma soluble,

---Algunos son mitogenicos o activadores policlonales de células B

--Algunos activan la via alterna del complemento,

--Generan IgM y roca IpG.

--Generan poca © ninguna célula B de memoria,

--Generan anticuerpos homogeneos con secuencias Vi iguales,

Tabla 1,- Propiedades de losa antigenos Timoindependientes.



. . “Los-antigenos.TI se dividen en dos clases de acuerdo a su
“‘habilidad:phré estimular la respuesta inmune en ratones CBA/N,
;‘Aduellds antigenos TI que pueden inducir una respuesta en rato
g nesiChA/N son los'antigenos TI clase ¥ (T1-1), los cuales tam-
‘bieh"activan las células B neonatales, mientras aue los queson
";iﬁéapﬁccs de estimular las células B de los ratones CBA/N “son

‘“los antigenos TI clase 2 (T1-2) y que por lo tanto solo acti-

van-¢élulas maduras. (12,13)
Y Los antigenos TD se clasifican de la misma forma, (12)

Por otrc lado lcs antigenos TI y TD han permitido el es-
tudio de ‘la heterogeneidad poblacional en ensayos de induccién
-~ ~de-tolerancia, la ual tambien se realciona con 1los estadios
“7“de maduracibn de linfocitos B, Se ha demostrado que cuando se
exponenen antigenos TD a células de neonatos o de m8lulz csea
estcs se hacen mas facilmente tolerantes al antigeno aque las
células adultas o maduras. Los antigenos TI al parecer gencran
tolerancia en células B indistintamente de su fase de maduracion
aunque no todos los antigenos de estc grupo muestran la misma
capacidad para inducir la tolerancia. (12) Se ha relacionado
la tolerancia con la Ig Ds ya que al eliminar este anticuerpo
y en c8lulas B maduras (carentes naturalmente de IgDs) se fa-
cilita la toleragenizacidn, en tanto que las c&lulas que mantie
nen IgD son mas resistentes a la induccidn de tolerancia, (4,6,
7,12)

Otro parametro que permite ver la heterogeneidad de las cé
lulas B, es la respuesta a los activadores policlonales, vien-
do como algunas cé&lulas no responden a estos v otros si lo ha-
cen. Existen muchos mitogenos los cuales activan a varias clo
nas de linfocitos B, sin importar la especificidad de sus inmu
noglobulinas de superficie, y entre ellas se encuentran el 1i-
popolisacarido (LPS), la lipoproteina de la memebrana externa
de Escherichia_coli (LP), cl suifato de Dextran (DxS), el poli
sacarido de Nocardia, la lectina de fitolaca americana(TPokeweed)
y Corinobacterium parvum., La respuesta policlonal a mitogenos




aparece tempranamente en la Ontogenia de B, excepto -contra la
lipoproteina/que aparece mas tardiamente, aunque ‘eén  ratones
CBA/N se ha visto gue no hay respuesta para LPS ni Nocardia.
Ademas se ha observado que estos mitogenos no estimulan al total
de las c&lulas B de bazo, aunque en esto también existen mu-
chas discrepanciss experimentales, (12)

Como puede verse el desarrollo de células B es una. serie
compleja de diferenciacién celular y eventos de maduracifn, ca-
da estadio de diferenciacidén tiene caracteristicas funcionales
especificas asi como tambien marcadores de superficie especifi
cos, habiendo subpoblacicnes de c&lulas B las cuales represen
tan linajes separados de linfocitos B; cada linaje entonces-de-
riva de una serie de pasos de maduracidn, )

Para la activacidn del linfocito B el evento incial es " 1la
union del antigeno con el receptor especifico scbre la superfi-
cie celular, el cual es una 1IgM o IgD, (4,5)

Los linfocitos B una vez estimulados sufren una transforma
cién a cBlulas blastoides, 1llamados asi por su apariencia mor-
fologica de c€lulas hematopoyeticas inmaduras, Al termino de es
ta los linfocitos puecden continuar diferenciandose hasta llegar
a la etapa de célula plasmatica la cual tiene un reticulo endo
plasmico rugoso muy desarrollado entre el cual se localizan mi-
tocondrias., Las células en esta fase se encuentran sintetizan-
do enormes cantidades de inmunoglobulina, (4) Se han encontra-
do diferentes tipos de inmunoglobulina en el desarrollo de las
células B pareciendo haber un orden de aparicion: de una céula
B inmadura con una especificidas (V” y VL) definida se derivan
ctlulas que expresan la misma especificidad (la misma region
variable) pero en asociacién con diferentes clases de cadenas
pesadas. (18)
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Figura 2.- En esta figura se observa que de la célula B inmadu-
ra'derivan sublineas independientes, cada una encargada de la sin
tesis y secresion de un isotipo definido, el cual se expresa
en ‘la memlrana ademas de la IgM. Asi las células con IgMs IgGs
e IgMs IgAs se diferenciaron a células plasmaticas secretoras
de IgG e IgA respectivamente. Existe una etapa intermedia en
la cual se adquiere IgD como un receptor de superficie celular
para el antigeno. Este mismo proceso ocurre en ratones atimi -
cos mantenidos en un ambicnte libre de germenes lo que sugiere
que cs independiente de la influencia del timo y de la estimula

IgA

cién antigenica. Se ha visto que cuando se interacciona con el
antigeno hay una perdida de la IgDs, mas tarde la IgMs tambien
se pierde, esto presumitlemente como uan funcion del ndmero de
divisiones celulares. (6),



Se sabe que la activacidn inicial de cé€lulas B en renoso
puedéfrealiiarse pof el entrecruzamiento de. las inmunoglobuli
- nas..(3;4,19,20) seguida por la proliferacién en respuesta. a.
,fqétqres de diferenciacidn y crecimiento derivados de células

Ty células accesorias para despues diferenciarse, (5,6,19,20
21) ' De esta manera, se requieren por lo menos dos sefiales, -
una proporcionada por la union del antfgeno especifico, lleVaQ

do'a‘la proliferacion de cflulas By la otra sefial dada “por
la.union no especifica del ant{geno (factores de crecimiento,
etc),(13,14,22)

Otra hipotesis sugiere que la sintesis de inmunoglobuli-:
na es activada por una sefial proporcionada vor algunas porcio-
nes mitogenicas de los antfgenos Tl y ademas se dice que 1la
union de los determinantes antigenicos con la Inmunoglobulina
de superficie sirve solamente para concentrar al antigenc o mi
togeno. Un tercer concepto sugiere que los antigenos TI tie
nen estructuras similares vy la presentacién de sus de
terminantes antigenicos activa receptores especificos lo cual

lleva a una eficiente activacidn celular. (14)
La existencia de un gran nGmero de estados de maduracion

que se encuentran presentes o disponibles dentro de la pobla--
cidn de linfocitos B, enfatiza la necesidad de entender median
te ensayos funcionales, cual es la fisiologfa de una poblacidn
de linfocitos B. Los estudios realizados hasta el momento ac-
tual, han sido principalmente en el sistema murino, si bien hay
similitudes con los humanos, hay diferencias marcadas en cuan-
to a requerimientos de linfocinas, respuesta a mitogenos y di-
ferencias en cuanto a la obtencidn de cé€lulas B de los distin-
tos sitios anatomicos. (20,22,23, 24, 28,29)

Lo anterior muestra la importancia de establecer condicio
nes en el sistema humano, de la caracterizacion fisiologica de
los linfocitos B.



:WATE;RI'ALES Y. METODOS

1.- * LINFOCITOS TOTALES : . :

S¢ extrajo sangre periferzca de 1nd1v1duos sanos, a la cual
‘se-le adiciono heparina (IOOOu/ml,,Slgmaichem,/Co, “St,. Louis . -
Mo.).  Esta sangre se centrifugo sobre Ficoll: vaauue'(F'H con
una densidad de 1. 077+ 0,001 g/ml) a 230 g por 30 minutosa tem
peratura amb1ente, despues de este tiempo las células de la in-
terfase, entre el plasma y el F-H, se lavaron con solucicn de
Alsever . por centrifugacidén a 130 g durante 7 minutos; este pro
cedimiento se repitio hasta obtener el sobrenadante claro, esto
se hace con la finalidad de eliminar las plaquetas.

Se realizo por ultimo un lavado con solucicdh salina amorti
guada  (SSA) a 230 g durante 10 minutos y se procedid a contar -
con ‘Azul tripano (la viabilidad celular fue del 95%) y a ajustar
ln‘concentracién de células a t x 107 celulas/ml en medio RPMI
1640 (Gibco, Laboratories, Grand Island N, Y. y Sigma Chem. Co, St.
Louis Mo.)} suplementado con aminoacidos esenciales y 10% de sue
ro fetal de ternera (In Vitro, Mexico) y adicionado con 100ul/ml
de penicilina y 100 microgramos/m] de estreptomicina finalmente
se ajustd el pH a 7 con 1.5 mg/ml de Bicarbonato de sodio.

Las células se sembraron en cajas de microcultivo de 96 po
zos de fondoc concavo (Nunclon Co. Dinamarca)). Se tomaron 50ug
(microlitros) de la suspensidn celular conteniendo 5 X IOS en
cada pozo, a las cuales sec les agreqo'el antigeno o mitogeno v
el volumen total se ajusto a 200/ por pozo con medio de culti
vo, Cada prucha se realizo por triplicado.

Los reactivos usados para activar las celulas fueron:

Antigenos o Mitogenos Concentracidh (Ay/pozo)
1) Pokeweed (PWM), lectina de 0.0005, 0.0025, 0,005,
fitolaca americana (Sigma Chem. - 0.015, 0,025, 0.05, 0.125%
Co. St. Louis Mo.) 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0.

2.5, 12.5



“Concentracion(-#/pozo)’

'Zj*Coh;aﬁaya
(sigma Chem,
LMol) o

“3) Salmoﬁéllaitiﬁhyv p
polisacarido), Departame
de Inmunologia. E.N.C.
T PN

4) DNP-Lys_Ficoll. 56 molées::
de DNP por 1. de Ficoll, De-
partamento de Inmunologia.
E.N.C.B. I.P.N. ‘

$) PPD (derivado proteico -
purificado). Serum Institute
Copenage, Dinamarca.

50 000UT/ml = img/ml

6) Sulfato de Dextran (Sig-
ma Chem. Co. St. Louis Mo.)

7} Nocardia (Lipopolisaca-
rido). Departamento de Inmu
nologia. E.N.C.B. I.P.N.

8) Sulfato de protamina
(Sigma Chem. Co., St. Louis
MG )

9) Brucella abortus
I.§.E.T. , S.S.



“Concentracidn (M/pozo)

ﬂ,,Sc,lnvagﬁn‘CRC tres veces con Alsever.a 230 G durante 10"
‘minutos, ‘eliminando 1la capa de célilas blancas.  El paquete de
GRC lavados se mezclo en una proporcidn de un volumen de GRC -
con cuatro volumenes de una solucidn de AET{2-aminoetil-isotiu
ronio, Sigma Chem. Co. St. Louis Mo.) 0.143.M (0.5 g en 12,5
ml de agua bidestilada) ajustada a un pH de 9.0 con NaOH 10 M
v filtrada en membrana milipore de 0.22 4 . Esta solucion se
preparo al momento de usarse.

La mezcla se incuba a 37 * C durante 15 minutos, Posterior
mente los eritrocitos se lavaron exhaustivamente hasta tener -
un sobrenadante claro y se ajustaron al 1 % en SSA.

3.~ ROSETAS AET.

Las células mononucleares obtenidas como se describio an-
teriormente se ajustaron a 4 x 106 celulas /ml, y se mezclaron
volumen a volumen con la suspension de GRC tratados con  AET.
La mezcla se incubo a 37°C durante 15 minutos despues de lo cual
se ccntrifugJ a 50 g durante 3 minutos y finalmente se dcjﬁ en
reposo a 1°C por una hora.

Para contar las células formadoras de rosetas se resuspen
dio el boton agitando muy suavemente. Se coloco una gota de la
suspension entre porta v cubreobjetos, fijando la preparacion
con parafina, la cual se coloca en los bordes del cubreobjetos.




0 s1de

Se’ cuentan cuando menos 200 lxnfocxtos de los cuales se ‘calcu-
la’ el porcenta]e de rosetas. . ‘ N

", Aquellas celulas con’ morfolog1a t1p1ca de 11nfoc1tos y que
presentan 3.0 mas er1troc1tos pegados a-su :uperficxe, se. con
»fn rosetAS' celulas -con” las mismas caracter15t1cas pero -
sin erxtrocitos adher1dos se cons1deran linfocitos libres

Fo:chos{ B

: ‘,Una vez que ‘se ‘contaron las rosectas se procedio a centri-
fugar sobre F-H'a 230 g durante 30 minutos a temperatura ambien
'te. Esto hace que las rosetas TAET se vayan al fondo junto: -
‘con’ los eritrocitos 'y los linfocitos no formadores de rosetas
quedan en’la interfase.

.- ~Posteriormente se procedio a aspirar la capa de células -
que. no formaron rosetas y se lavaron 3 veces con SSA a 230¢g du
rante 10 minutos. Las celulas lavadas se ajustaron a 1 X 10
celulas/ml. Se conto con cristal violeta v se observo’ 1a via-
bilidad con Azul tripano.

Estas células se sembraron cn placas de fondo concavo, to
mando 50« de la suspensién celular, tomando la sustancia que

“me'va a. activar en el volumen que deseamos y ajustando a 200
microlitros el volumen total. Inmediatamente se coloco la pla
ca.en la estufa de CO, con las condiciones anteriormente men-
cionadas.

5.- COSECHA DE LAS CELULAS.

Las placas con los cultivos celulares se pulsaron con ti-
midina tritiada a las 72 horas. La timidina se dejo durante 6
horas. Transcurrido este tiempo se aspiro el sobrenadante con
una pipeta pasteur teniendo cuidado de no 1r1astrar las célu-
las. Cada pozo se lavo 3 veces con solucion salina 0.85%,



Inmedxatamentc dcsuues las cclulas se resuspendmrmxen la
soluuion Sallnﬂ V'se ‘colocaron en papel filtro Whatman nimero
dcjandolo< secar.‘ Los papeles se trataron con §C1do triclo
acetico at 109 (Merck Co.) frio para precipitar los dcidos nu
: cleicos, posterxcrmcnte se .pasaron-por PBS pH 7.2, para lavar
€l exceso de dcido tricloroacetico y se pasan por metanol abso
luto para ijar los -dcidos nucleicos, por ultimo se tratan con
‘cloroformo para secar los papeles y proceder a la cuenta de mar
ca radioactiva.

Se preparo el liquido de centelleo de la siguiente manera:
1.14.g de POPOP (1,3 bis (2-4 metil-5 feniloxazoilo) benzeno .y
“Amersham -y Searle) mas-15.1 g de PPO (2-5 difeniloxazol,Amer
sham.y Searle) disueltosen 3,78 11tros de tolueno, se mezcla-
ron bxen y se filtre. R

Bl papel filtro se coloco con la cara: que re01b10 1as” cé-"
lulas, hacia arriba en viales de 10. ml Yy se 1e, agregaron 5 ml
‘de liquide de centelleo. Despucs se 1ntrodu)eron €] un conta
dor .de centelleo Beckman LS 3801

dpm de las. células mas la sistancia ‘sctivadora’’
.. dpm_de las células testigo

i
S fme

Algunas placas de microcultivo se dejaron de 5 a 6 dfas en la estu
fa.de CO2 ‘para despues tomar los sobrenadantes de cada pozo, 'y
dctermxnar los anticuerpos por el inmunoensayo enzimatico(ELI-
SA) (7, 23)

" Inicialmente se titulo el conjugado peroxidasa-antiinmuno-
globullna--humana obtenidas en cabra (Sigma Chem. Co, St. Louis
Mo.}. Para esto los pozos de las placas de ELISA (immunolon -
11 Dinatech Lab.) fueron cubiertas con gama globulina de borre-
go anti-inmunoglobulinas-humanas (Instituto de Higicne 5.5.) a



una concentracion de 20 ‘mede proteina/ml d11u1dos en -amortigua
dor de.boratos pH 9.0 para tener una concentracion de 20.49/po
2o en un volumen de: 100.af. otra serie-de: pozos .se¢ forraron con
~gama globulina“humana: (E NiC: B.,,I,P.N., Departamento de Inmu
nologia) 10’497pozo en un_volumende 100 &/, una tevcer serie
se forro con medio diluido- 1:2 "en boratos y la ultima serie
se dejo solo con el amortiguador de boratos. Esto se realizo -
por ‘duplicado.

DeSpues se incubaron las placas toda la noche a 4°C, des-
pues estas fueron lavadas 3 veces con PBS conteniendo 0.05% de
Tween 20 (PBS-T), 'y se bloquearon con .una.solucidn de leche
Sveltes al 2% por una hora a 37°C, Las placas se lavaron 3 ve
ces-con PBS-T y se les agreg& 100 4/ del conjugado en las si--
guientes diluciones 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000 y 1:16 000
poniendo despues a incubar 1 hora a 37°C. Luego de este tiem-
po se volvio a lavar 3 veces y se le agrng 1004l del sustrato
(dcido citrico 0.1M, 24.3ml, fosfato de sodio dibasico anhidro
0.2 M, 25,7 ml, 50 ml de agua bidestilada, 40 mg de ortofeni--
lendiamino y 10 .2/ de agua oxigenada al 30 3). Sec dejo la pla-
ca en la oscuridad durante 30 minutos, y despues se paro ia
reaccidén afiadiendo wuna gota de dcido sulfurico 8 M a cada po-
zo. Se procedid a leer el color de los po:zos en un lector de
ELISA Minireader II, Dinatech Lab, con un filtro de 190 nm.

) Una vez determinado el titulo del conjugado se estudiaron
los sobrenadantes de los cultivos celulares para determinar la
““presencia de inmunoglobulinas humanas.
) Para ello, los pozos se recubrieron con 20 «y/pozo (100
de suero anti-inmunoglobulinas en amortiguador de boratos pH
9.0.. Otros pozos sc recubrieron con 20ag por pozo de DNP-BSA o
de acido sulfanilico-BSA, Como testigos se utilizaron pozos
incubados solo con regulador de boratos y otros pozos recubier
tos con anti-inmunoglobulina a los que no se les ngrego' el so
brenadante (testigo del sobranadante).

Despues de bloquear los pozos se les agrego‘a cada uno 100



dico 1nter1ormcntc. . :
Alas! 1ccturas obten1d1s se les resto la, lcctura obtenlda
~del tcst1qo, del sobrcnadante correspond1ente.

- Den51dad Optxca . 0.

Densxdad 0pt1CJ testigo’ ‘corregida

problema
Tumbien'se'realiio en ELISA una curva-de calibracién‘ con..
'umn?globulin1-hﬁm1na. (las diluciones de la gama- globullna hu
mana:-se hicieron en medio de cultivo), )
Con esta grafica se interpolan los valores medios.de las
lecturas de cada. sobrenadante para conocer su concentracidn’ de
gama-globulina correspondxente.



N ndlce m1toyenico como tampoco en las des;ntegﬂC1g
nes por m1nuto (dpm), “puede decirse que se mantienen casi-.-
constantes los valores, ‘lo cual indica .que las variaciones' en

'concentrac1ones no eran lo suficientemente grandes para mani--

festarse en el nivel de activacida,
: Es decir, que cualquier concentracioh que se use entre
70 5 43 y 2.0 49 de Pokeweed (PWM) por pozo se va.a promover
la mlsma ~estimulacidén celular.

En ‘el segundo grupo de individuos se probaron concentra--
‘ciones mas bajas encontrandose que a concentraciones de 0,0005

-microgramos por pozo hay una gran proliferacidn y esta va au--

mentando - hasta llegar a la concentracidn en que ya no-hay cam

bios para que al final a una concentracidn de 12.5.4a por pozo

declina la proliferacidn, viendose que el rango adecuado para

tener una buena proliferacién se encuentra entre 0.005 gy a
2545 por pozo.

En la tabla y grafica 2 se observa que si hay prolifera--
cidn de las células con sulfato de dextran aunque esta-es me--
nor que la que sc observa con PWM viendose una maxima activa--
cion con 1.5 g por pozo. En los individuos numero 11,12y 15
casi no hay incorporacidn de¢ timidina, viendo tambien que es--
tos mismos individuos no responden con Concanavalina A siendo
que este mitogeno ya habia sido probado induciendo una buena
respuesta con cualquier individuo sano; esto podria deberse a
la muerte celular y por ello no respondicron las células,

Los datos obtenidos con PPD son muy variables y se puede
observar que hay una estimulacién, aunque baja en el rango -de
0.2 v 1.0 g (Tabla » grafica 3).

En la tabla y grafica 1 se observa tambien que el indice
mitogenico al incubar con lipopolisacarido de Nocardia es bajo
excepto en el caso de los individuos numero 14 v 10 que parcen
tener una buena proliferacidn celular, pero no se observa una



: conccntracxon optxmn a la cual se pueden activar®las celula
Es: probnble que aun pudiera aumentar el nivel de activa
mentando la concentracion de antigeno, : :
‘ En.la grafica y tabla § con sulfato de protamma tampoco
hay .una buena proliferacidn, excepto con los 1nd1V1duos numero
“14.y 16, y'tanto la incorporacidn como el®'indice m1togen1co se
vmantxenen sin variaciones importantes-a cualqu1er concentrcion
usada de sulfato de protamina. )

~En-la grafica y tabla 6 se observa que con ‘lipopolisaca-
rldO de ‘Escherichia coli (E.coli) -otra vez los individuos 11,

12 y 15 como en todos los casos anteriores no responden adecua
damente. Tambien se observa que la proliferacidn es muy - baja
‘excepto ‘en ‘1os individuos nimero 14 y 16.

" “Tampoco Brucella abortus indujo una buena incorporacidn de
timidina, y por tanto, tampoco una proliferacidn, excepto en
el individuo niimero 14 que tiene una buena proliferacién pero
.la curva de dosis-respuesta aparece como una curva bifasica (ta
bla y. grdfica 7), pero como esto solo sucede en un individio no
se puede saber si realmente csc es el comportamiento que se si
gue al activar linfocitos humanos con Brucella.

En la gra'fica y tabla 8 se observa que en la mayvoria de
los individuos la proliferacidn inducida por lipopolisacarido_
de Salmonella, es baja excepto en el individuo nlmecrol4 y en el
individuo 16. A nesar que la incorporacidn es baja asi como la
proliferacién, puede observarse que varios individuos tienen
el mismo comportamiento al estar frente a diferentes concentra
ciones de Salmonella viendo que sc obtiene una maxima respues-
ta_entre lug 'y 5 4g por pozo; a mayorcs concentraciones hay _
una disminucion muy pronunciada de la respuesta.

En la tabla y grafica 9 no se observa variacion ni en el
indice mitogenico ni en la incorporacidn de timidina; podria de
cirse que se mantienen constantes, aunque con los individuos 6
13-y 16.si hay una incorporacidn de timidina aunque muy pobre.



En lasgrafica y tabla'nimero 10 sc observan las dpm . dé

las'células activadas con Concanavalina A. 'Estos cultives 'se
“utilizaron ‘como testigos en cada ocasidn, :

Enla tabla y grdfica A se observa como la proliferacidn e
incorporacidn es muy baja, resultado esperado ya que esta pobla
¢ion es-de linfocitos B, aungue si la poblacién fuera totalmen
te pura no habrfa nada de activacidn o igual al testigo, pues-
to_que.la concanavalina A es un activador de células T.

En la tabla y gréfica B solo sc tienen dos resultados con
PWM activando a células B y en los cuales no hay variacidn en
la “incorporacidn de timidina ni en la proliferacidn con respec
to al testigo. Este resultado corresponde a lo esperado ya que
aunque es un activador de linfocitos B tambien activa a los lin
focitos T.

En la tabla y grdfica C se observa que tampoco hay varia-
cidn éqn respecto al testigo; por- 1o que probablemente mno sec u
tilizo 1a concéntracidn adecuada de PPD para inducir la estimu

‘lacidn,

" Los resultados de. la tabla y grafica D muestran que con
sulfato de' dextran no hay variacidn ni en la incorporacidn . de
.timidina ni en la proliferacich, excepto en el individuo E que
al parecer .conforme aumenta la concentracién aumenta la proli-
-feracién ‘aunque esta es muy discreta.

Con DNP-Lys-Ficoll tampeco hay diferencias y la incorpora’
cion de radioactividad en presencia del antfgeno es igual casi
que la-del testigo (tabla y grdfica E), como sucedio. en ¢l ca-

.§0-anterior al incubar con sulfato de dextran.

En la tabla y grdfica F se observa que con Salmonella~ no
existe ningdn cambio en la incorporacidn de radiocactividad, la
cual fue muy baja a cualquier concentracidn de antigeno,

Con lipopolisacarido de E. coli solo se tienen dos resul
tados, los cuales son contradictorios entre si (tabla y grafi-
ca G). En el individuo C conforme aumenta la concentracion
de lipopolisacarido disminuye la incorporacion y el indice mi-



togenico;en élﬂihdividuo A sucede lo contrario aunque en este
ultimo sold-se-tienen dos datos pero como solo se estudiaron -
las células de dos individuos la interpretacidn es dificil.
L La deteccion de anticuerpos en varios trabajos se realiza
pdfylnftécnicd de ELISA (7, 24, 30, 31, 23 ) , Y2 que es una técni-
ca»muytsensible que mide cantidades muy pequefias de anticuer-
pos; por esto se decidio utilizarla considerando gque en los so
jbrehadantes de células estimuladas con PWM existirian anticuer
pos en muy baja concentracion,

" Con respecto a B. abortus y sulfato de dextran se vio que

si se produjeron anticuerpos aunque solo se conto con un dato

Salmonella, DNP-Lys-Ficoll y PPD, tambien provocaron la
produccién de anticuerpos (inmunoglobulinas humanas totales) ,
aunque en este ultimo la cantidad de anticuerpos es mas baja.

La concanavalina A, aparentemente indujo en algunos casos
la producci6n de gama globulina, aunque en muy bajas concentra
ciones.

Una observacidn importante fue el hecho de que los anti--
cuerpos especificos anti-DNP y anti-ac., sulfanilico se encon--
traron en concentraciones mucho menores que los anticuerpos to
tales, lo que sugicre una muy pobre activacidn antigenc especi
fica.
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Tabla 1.% Estimu;ncio’ri de linfocitos totales inducida: por-lectina de fitolaca americana (PWM)

Concentracion " di .
on I.M.

“microgramos.
L POTPOZO..

restige. T
00005
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oo
~0.025 e
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025
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10 . e G o s

12,5 1587 2,0 2082, 3.7 7 97 9,5



1477

dpm X

49 PW\ / pozo

Grafical.- Estimulacion de linfocitos totales inducida por lec-
tina de fitolacu americana (PWM), Donadores | al 16,
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4y PWM/pozo

Grafica t.- Estimulacidn de linfocitos to;hlcs; inducida por lec
tina de fitolaca americana (PWM). :Donadores 17 al 25!
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Grafica 2.- Estimulacién de.linfocitos. tydtalyés “inducida con: Sul
fato de Dextran. (Shx) ' i : R R



Tabia 3.: Estimulacidn de 11nfoc1t:os totales 1nduc1da con PPD (derivado proteico purificado).
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Grafica -3.- Estimulacion de linfocitos totales inducidas con
PPY (derivado proteico purificado de:‘l.. tuberculosis).
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Grafica 6.- Estimulacion de linfocitos totales inducida con
lipopolisacarido de Escherichia ¢oli7  (E.coli).
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Grafica .7.- Estimulacich de linfocitos totales inducida con Brucella
abortus. (B.a.)
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Grafica’$.- Estimulacidn de linfocitos totales inducida con 1i
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Grafica 9.- Estimulacidn de 11nfoc1tos tot‘ales 1nduc1d1 con

DNP-Lys-Ficoll. (D-F).
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" Tabla' VIT.- " Determinacicn de anticuerpos por ELISA en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos
‘totales estimulados con lipopolisacarido-de Salmonella.
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Grafica X v XI.- Determinacidn de anticuernos especificos por ELISA en los
sohrenadantes  de cultivos de linfocitos to*ales estimulados con fitolaca a-
mericana (PWM).
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~"DISCUS1ON

' Los éxpcrimcutosvapnrcntémcnte mugstfan‘ﬁuéfés;nééc;arid,,
pdf& 12 respuesta a todos los- ant{genos o-mitogenos’que:se pro.
~-baron; la cooperacidn ‘celular ‘ya 'que sin algunade las célu--~
‘1as-la proliferacich no existe, llegando.en algunios Casos a un -
.indice mitogenico muy bajo.
A pesar de que los antigenos o mitogenos son timoindepen-
Vﬂ;dientcs (TI1), no requiriendo por tanto de celulas T, no . hubo
' proliferacidn. . Sin embargo, en algunos casos con celulas T y_
B tampoco- la proliferacidn es buena pero al menos se ve que si
hay una baja incorporacidn de timidina. Aunque en este ultimo
caso la no activacion pudiera deberse a una mala presentacion
del ant{geno. (13, 22)

Como se ha reportado por otros autores (24,25,21) la res-
puesta con PWM fue dependiente de células T.

Otro antigeno TI como el PPD tambien se ha probado en hu-
manos y en raton y se ha demostrado su capacidad de estimular_
la‘proliferacidn con una concentracion de 2 microgramos por po
20, ( ‘32 ). En el presente trabajo no fue posible compro--
bar:esto ni-con la poblacion celular completa como se ha repor

‘‘tado ~ni con células B puras. Esto pudiera deberse a que las
personas no son tuberculina (+) y no tienen las suficientes clo
nas para que se pueda observar una respuesta,

... .. Con respecto al antigeno TI DNP-Lys-Ficoll, tambien se tie
nen - reportes, aunque solo en ratdn, en los que si hay respues-
ta y esta no depende de los linfocitos T, aunque la respuesta
es pobre (14, 15)., Al tratar de reproducir estos recsultados
en humanos y con las concentraciones usada en ratén no se lo--
gran activar a las células B.

El sulfato de dextran se ha usado para activar linfocitos
B tanto en humanos como en ratdn sin temer ninguna respuesta .
(16, 17, 28) Sin embargo en este trabajo si se tuvo respues



ta,
tal. vez podrla indxcar que en. humanos es’ un ac 1vadw;‘de,ce1u-
1as B- dependxente de la particxpacion de oblacxon caukn
probablemente linfocitos T. S
Con lipopolisacarido de Salmonella E. coli'y Nocardia se“
ha encontrado que si estimulan la prol1feracion de 11nfocxtos
© B humanos en la ausencia de células T, aunque 1a producc1on,de,
inmunoglobulina 'sin células T es baja.(20) En este traBﬁo no
se encontro proliferacidn sin la cooperacidn celular. i 2
“Es” importante ' notar que existe una gran variabilidad en
- 1a ‘incorporacidn de timidina entre los diferentes individuos
yfen su réspuesta al antigeno, aunque se usan las mismas con-
“centraciones del antfgeno o mitogeno, cada individuo reéponde;f”

"de ‘manera -diferente,

% En-algunas grificas o tablas se observa que solo hay " un’; -
dato odos. 1la cual no es suficiente informacion para  obtener: -

algunas conclusiones, esto se debe a que cn algunas ocasiones ©
se perdian pozos de toda una placa por contaminacion o muerte

celular y por lo tanto se perdian datos pars tener una curva do

sis-respuesta completa.

Otra razdn por la que no obtuvimos activacidn con los an-
tigenos TI pudiera ser debido a que en la sangre periferica hu
mana solo existen formas inmaduras por lo cual solo responde--
rian a antigenos TI-1 y no a antigenos TI-2, aunque ni con los
Ti1-1 ni con los TI-2 hubo activacidn en linfocitos B.( 32 )

Como mencionamos con el lipopolisacarido de E. coli no hu
bo respuesta, ni con el de Nocardia, a pesar de que se¢ conside
ran excelentes activadores de B en ratdn, pero tambien se ha
reportado que no activan adecuadamente a células B humanas por
el efecto toxico del lipopolisacarido o por los componentes en
que se disuelve. ( 32 )

Tambien se ha reportado que cuando hay una gran cantidad
de celulas supresoras no se obtiene activacidn. lo cual tal ve:




hub1cra SUCLdIdO en algunos dc los casos aqui nrcsentados en
’los que se tuvxera una proporcxon mavor de cclulas supresords
“que celulas B.oo(* 32y :

En ‘el caso en que ‘teniamos . a ‘los. 11n€oc1tos ‘B puros Y que
no hubo aut1vacxon ‘tal”vez pudiera deberseia quc no axistian
‘los: factores de crecimieénto derivados de linfocitos T.o macro
fagoé' (23,13) 0 a que las células B sufrieron-algun dafio. du-

“rante el proceso de proliferacidn-
' ‘A ﬁesar de-no haber logrado una estimulacidn adecuada en
,aigunosicasos, sea por la fuente celular. o por el tipo de ac-
tivador empleado, se lograron establecer las condiciones reaue
“ridas para el manejo y cultivo de distintas poblaciones celu-
lares derivadas de sangre periferica humana. Es necesario,
Sin_émbargo, investigar aun si la proliferacidn pucde inducir
'ée en otros rangos de concentracidén del activador, modifican-
do 1a calidad del mismo, o bien, estableciendo condiciones de
manejo de c€lulas que causen un menor dafio a su viabilidad o
funcionalidad.

De esta manera, una vez establecido un modelo adecuado de
activacion, este sera muy util para posteriormente -estudiar
los mecanismos tan complejos que envuelve la respuesta de-ac-
tivacidn de linfocitos B humanos tanto en respuestas inmunes
normales como en enfermedades inmunologicas. (29 )

Para detectar la formacidn de inmunoglobulinas se proba-
ron varios métodos como la técmica de Cunningham, pero se vie
ron algunas desventajas como la variacion en la susceptibili-
dad de los eritrocitos a la lisis y la poca reproducibilidad . .al
sensibilizar los eritrocitos, por lo tanto se decidio usar 111 te’é_
nica de ELISA, ya aue ademas es un método muy sensible, sin
muchos problemas tecnicos y el cual .se ha probado en ratones,
(24, 30) y en humanos (7,23,31).

La produccidn de anticuerpos es un.evento posterior a la
incorporacién de timidina v que no podemos comparar entre .si
ya que ‘en la incorporacidn de timidina hay -un mayor mfmero de
células viables v en la técnica'de ELISA como_ se deja de’S a



6 dfas hav mas muerte celular y por tanto menor numerc de cclu
las’ qu; produ*can anticuerpos
Exlstcn en’la literatura reportes donde se encuentra acti
vau1on sin produccion de anticuerpos; esto es perfectamente ex
plxcﬂb\e puesto que para la proliferacidn se requieren de algu
as sefdles de activacién mientras que la produccidh de anticuer
pos .requiere fundamentalmente de sefiales de diferenciacion las
tuaies lievan a un linfocito B que ya ha proliferado a un pro-
ceso de diferenciacidh que culmina en la aparicidn de rdlulas
plasmaticas productoras de anticuerpos. Asi existen antfgenos
,qucféosticnen bien la proliferacidn pero que no son capaces de
estimular la diferenciacidn mientras que otros antigenos pro--
mueven ambos procesos. En raton se ha renortado que la anti--
mu-activa proliferacidn sin diferenciacion mientras que el li-
:poﬁolisacarido puede activar ambos procesos, Estas cuestiones
:‘han'sido ‘pobremente estudiadas en los linfocitos B humanos -
con todos los problemas tecnicos ¥ de interpretacidn menciona-
dos antcrxormente. ( 32 )

8t



. CONCLUSIONES

-“pokeweed; ‘Saimonells
; mitogenos's ier estas pobres o negativas '




Una funcxon prlmordxal del sttema Inmune es’ el mantenx‘
'mxento de’ la: 1ntegr1dad deilos: individuos: Para entender su:

' funC1onam1ento se requiere del ‘estudio part1cular de cada u-
‘no de los elemcntos que constituyen a dicho 51stema.

: Entre estos constituyentes, cl linfocito B es de los que
mas rec1entemente se han comenzado a estudiar, denotanlo cier-
“taheterogeneidad.

Con el fin de establecer un sistema de trabajo de linfo-
'c1tos B sc estudic el comportamiento de células mononuclea--
“tes de sangre periferica y de poblaciones enriquecidas de cé-
‘lulas B al .enfrentarlos a diferentes antigenos y mitogenos ,
Para ¢llo se midio la proliferacidn inducida por cada antigeno
o mitogeno y la produccidn de anticuerpos,

Las células mononucleares respondieron en algunos casos -
hacia los activadores utilizados. Sin embargo, la respuesta
obtenida con la poblacidn enriquecida de linfocitos B fue muy
pobre o negativa .

Se obtuvo la produccidn de anticuerpos al estimular con
todos los antigenos o mitogenos, aunque esta estimulacidn fue
policlonal y no se pudo demostrar una respuesta antigeno-espg

cifica.
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