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En este trabajo los ratones B6D2 fueron trasplantados con

5 % 107 6 1 % 108 cB de B6, hembra o macho. Aproximadamente un 30% de
los ratones B6 -~ B6D2 desarxellé una pancitopenia progresiva y una
disminucién importante en el peso; eato ocurrid a tiempos mnuy
variables a partir de la fecha deol trasplante de CB. En la mayoria de
los casos, la pancitopenia continué agravAndose hasta que al animal
murid; la causa n&s probable de muerte es una infeccién. En los casos
en los que los animales se recuperaron, los valores hamiticos también
se recuperan, peroc muy lentamente, y, al menos hasta 70 dias despuéds
del trasplante, los valores hemiAticos aun no habian alcanzade los
valores de los animales contreol no trasplantados de las misma edad.
Las necropsias de los animales que desarrollaron la aenfaermedad da ICH
presentaron isquenia en bazo, higado y rifién, e hipoplasia del bazo.
Lo# cortes de MO realizados el dia 20 después del trasplante de
células de bazo mostraron hipoplasia de la MO. El ensayo de UFC-b
indicé que la MO del dia 20 preasenta una capacidad diswinuida parxa
generar colonias.

El resto de los animales B6 =~ B6D2 no presentd ni pancitopenia, ni
disminucion en el peso.

Los hibridos B6C recibieron dosis de.trasplante de 1 x 108 &

2 x 10% ¢B, y los hibridos CB6 recibleron dosis de 1.6 x 108 ¢

3 x 108 CB. Ninguna de estas dosis resulté mortal para estos hibridos.
Sin embargo, casi el 100% de los animales trasplantados desurroilnron
linfopenia, en algunos casos eritro'penia, y s8délo los B6 - CB§,

plaquetopenia, las cuales se detaectaron de manera muy sincrénica desde



entre ? y 19 dias después del trasplante de cédlulas de bazo. BEn
algunos cascs, las citopenias coincidieron con una disminucién no muy
grave en el peso. Casl el 100% de los ratonas afectados logrdé
recuperarse. Las necropsias realizadas 13 y 20 dias después del
trasplante de células de bazo, revelaron la presencia de
asplencmegalia: el bazo se encontré infiltrado con células linfoides
grandes. Las necropsias realizadas 100 dias después del trasplante de
CB indicaron que, al menos hasta ‘100 dias después, el bazo no ha
logrado recuperarse complatamente. lLos cortes de MO del dia 20 no
mostraron alteraciones y los rasultados obtenidos en al ensnyc; de

UFC-b fueron comparables con los obtenidos de los controles positivos.
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IHPORTANCIA Y DEFINICION DE LA ENFERMEDAD DE
E INJERTO CONTRA HOSPEDERO

1. El Trasplante de Médula Osea

El trasplante de Médula Osea (MO) cor{atituye potencialmente la
terapia principal en la cura de enfermedades tales como leucenia,
anemias apldsticas e inmunodeficienclas. 51 un individuo con alguna
de estas enfermedadas recibae un trasplante de MO, y el trasplante
resulta exitoso, se pueden restablecer por completo las funciones

hemopoié¢ticas e inmunclégicas.

Identificacion de un dopadox compatible.~ El problema principal al
hacer un trasplante de MO es identificar a un donador que dea
compatible con el receptor. Ser compatible significa que entre el
donador y el receptor no existen diferencias moleculares que puadan
ser reconocidas como extraflas por el sistema inmune del otro. En
base a esta definicién, y dado el incalculable numero de las
diferentes moléculas, y sus variantes (alelos), que pueden ser
reconocidas como extrafias por el sistema inmune de cada individue,
el mejor donador de MO0 que existe para un individuo es &1 mismo.
Sin embargo, cuando se pratende utilizar un trasplante para
substituir una MO que no es funcicnal o que esta invadida por
tejido canceroso, el trasplante de MO autélogo no es posible. ILa

segunda mejor opcidn es utilizar como donador a un hermano gemelo
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idéntico, pero normalmente no se dispone de uno. Por lo tanto, en
la gran mayoria de los trasplantes de HO que se efectuan, se

utiliza al donador que resulte mis compatible con el receptor.

Criterios en la identificacion de una donador do Médula Qgea.~ Para
identificar al donador mis compatible con un receptor se utilizan
ciertos criterios. El1 primer criterio es i1dentificar a 1los
donadores gque compartan leos mismoa alelog de las moléculas del
complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH)} con el receptor.
Las moléculas del CPH son el blanco preferido en las reacciones de
rechazo da trasplante, Asi es que al seleccionar al mejor donador
disponible, se intenta identificar aquel que coincida con el
receptor en el payor numerc de determinantes del HLA (CPH en
humanos) que sea posible. Por lo tanto, el resultado de los
trasplantes de MO mejora a medida que se hacen mas precisos los
métodos de ldentificacién de determinantes del HLA. Sin embargo,
aungue las disparidades en el CPH son los estimuladores mas
potentes de las reacclones de rechazo, existen otros loci de
histocompatibilidad que también son capaces de producir esta
reaccién. Debido a esto resulta preferible usar familiares cercanos
como donadores, puesto gue tienan la ventaja de compartir éstos y

otros antiganos (1l).
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2. La Enfermedad de Injerto contra Hospedero

Se han logrado avances inmportantes an el terrenc de los trasplantes
de MO en humanos. Estos avances van desde la ldentificaci{én del CPH
(1960), el uso de antibidticos, transfusicnes de plaquetas e
inpunesupresores, hasta los ensayos para seleccionar a las parejas
de donadores y receptores compatibles pai:a HLA, como son el cultivo
mixto de linfocitos (CML), aloantisuercs para tipificar HLA, ¥
actualmente el polimorfismo de los fragmentos de restriccidn y el
uso de oligonucledtidos. Estos dos uUltinos ensayos permiten
identificar de manera precisa cualguier diferencia que exista entre
los determinantes del HLA. Desafortunadamente, la tecnologia no es
el inico obstdculo: no siempre se dispone de un donador adecuado,
Y en ocasiones, aungue ge cuente con &1, el sistema inmune - que
nunca se imagind que algo extrafio podria resultar benéfico - no
logra ser engaifiado. En tales ca.aos, los paclientes que reciben un
trasplante de MO tienen que contenday cen la posibilidad de que el
injerto sea rechazado o con la enfermedad de Injerto contra

Hospedero (ICH) {2).

humanos.- La enfermedad de ICH puede manifestarse como uno de dos

sindromes clinicos: el tipo aqudo y el tipo crénico (3).

La enfermedad de ICH aguda se inicia entre 7 y 21 dias despuds del

trasplante de MO y se caracteriza por una dermatitis eritematosa,
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elavacion de enzimas hepatocelulares, diarrea, y un sindrome de

goteo capilar.

La enfermedad de ICH crénica se inicia entre 30 y 100 dias después
del trasplante Yy normalmente es precedida por la enfermaedad de ICH
aguda. La forma crénica se caracteriza por una deposicioén
incrementada de la coldgena, produccién de auto-anticuerpes, e
inmunodefticiencia. El depésito elevado de coldgena preoduce cambios
esclercdermatcesos de la piel, fibrosis pulmonar, malabsorcién
gastrointestinal, motilidad escfaringea disminuida, y otres
sintomas clinicos similares a los observados en pacientes con
enfermedades autoinmunes, tales como una incidencia incrementada en
la produccién de auto-anticuerpos contra tiroides, misculoe,
eritrocitos, y granulocitos. En contraste con la incidencia
incrementada de auto—anticuerpoh, los pacientes son incapaces de
producir anticuerpos protectores contra patégencs ambientales,

especialmente bacterias regpiratorias encapsuladas.

Ahora, se sabe que los linfocitos T son las células responsables de
la enfermedad de ICH. Como medida de pravencisén de la enfermedad de
ICH, se han intentado hacer trasplantes de MO depletada de
linfocitos T: antes de ser trasplantada, la MO es tratada con
anticuerpos monoclonales qua raconocen linfocitos T maduros, Yy con
complemento. Esta tratamiento reduce notablemente la incidencia de
la enfermedad de ICH; sin embargo, también disminuye 1las
posibilidades de que el trasplante resulte exitosc. Se piensa que
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esto se debe i} a que existen algunos componentes de rachazo
residuales en el receptor, que normalmente son mantenidos bajo
control por los linfocitos T reactives dal donador, ii} o a que los
linfocitos T wmaduros secretan factores de crecimiente que son

necesarios para la MO.
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CONCEPTOS BASICOS DE INMUNOLOGIA

Antes de entrar en detalles, as necesario hacer un breve repaso de
los conceptos de Inmuholegfa basica ¢que nos pueden ayudar a
entender el fendémeno de la reaccidén de ICH.

El elstema inmune es un sistema bioclégico de vigilancia y ataque
que protege y defiende a cada individuo contra la invasisn de
substancias, microorganismos y tejldos no propios, o propios pero
modificados. El sistema inmune se puede dividir en dos componentes
principalas: el humoral y el celular, Del componeante humoral sdélo
se harad un repaso de los anticuerpos o inmunogleobulinas y las
células gue los producen, y del componente celular sdleo se hari un
repaso de log linfocitos T, los macréfagos y las células Asesinas
Naturales, debido a que éstos son los elementos principalmente

involucrados en la enfermedad de ICH.

1. Anticuerpos y Linfocitos B

Anticuerpog.- Los anticuerpos son moléculas formadas por cuatro
cadenas polipeptidicas: dos wmondmeros idénticos de una cadena
pesada, Yy dos mondémeros idénticos de una cadena ligera, Cada
mondmero estid formado a su vez, por dos regiones: una regién
constante y una regién variable. Las regiones variables de las
cadenas pesadas y ligeras son diferentes en cada rearreglo de
inmunoglobulina (ver mas adelante), y son las responsables de la
unién del anticuerpo al antigeno (4). Un antigeno puede definirse

como cualquier substancla (carbohidratos, fosfolipidos, A4acidos
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nucléicos y proteinas) que pueds suscltar una respuesta inmune
mediada por anticuerpos. El anticuerpo se une sélco a una porcidn

especifica del antigeno - epitope.

entogenia de log linfocitogs B.- Las células responsables de la
produccidén de anticuerpos son los linfocitos B. Los linfocitos B,
al igual que la mayoria de los componantes celulares de la sangre,
provienen de las ce€lulas madre de la MO. Dentro de la MO, los
praecursores de los linfocitos B pasan por varias etapas de
maduracién hasta diferenciarse a linfocitos B maduros, los que son

liberados a la circulacidn.

purante las etapas de maduracién, el material genético de 1los
linfocitos B sufre rearreglos. Todas las células de un organismo
cuentan con el material genético que codifica para varios juegos de
segmentos (llamados V, D y J) de las regiones variables y para
diferentes regiones constantes (llamadas M, D, G, E y A) de 1la
cadena paesada; Y para varios jueqos de segmentos (llamades V y J)
de las regiones variables y para diferentes regiones constantes
(kappa y lambda) de la cadena ligera (5). Pero sdlo en los
linfocitos B se llavan a cabo rearreglos de aste material gendtico,
para generar una impresionante diversidad de anticuerpos. Cada
linfocito B, sdlo rearregia unc de sus dos alelos para cadena
pesada, y uno de sus dos alelos para cadena ligera - exclusidén

alélica - de manera que todas sus inmunoglobulinas son idénticas
(6).
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Activacidn de los linfocitog B.- Inicialmente, un linfocito B
expresa en su pembrana inmunoglobulinas de isotipo M o D (IgM o
1gD). Cuando un linfocito B reconoce un antigeno a través de sus
inmunecglobulinas en la mem: ana, procesa Y presenta fragmentos de
este antigeno a través de sus moléculas de Clase II (ver seccidén
2. Complejo Principal de Histocompatibilidad). Entonces puede
racibir las sailales de ayuda necesarias (7: activacién), para que
éste prolifere y su progenie madure. En el proceso de maduracién,
el material genédtico sufre un nuevo rearreglo que consiste en
canbiar el isotipo de las inmunogleobulinas a G, E o A (IgG, IgE ©
IgA) (8,9). Posteriormente, los 1linfocitos siguen uno de dos
capinos: la mayoria comienza a expresar esta nueva inmunoglobulina
(sin cambio de especificidad) en la membrana, y a excretarla -
célula plasmidtica; el resto de los linfocitos se diferencia a
células B da memoria (10)}. Las células plasmiticas tienen un tiempo
de vida mpedia muy corto (semanas), mientras que las células de

memoria tienen una vida media de afios {11).

Respuestas primaria v secundaria.- cCuande una poblacidn de
linfocitos B es estimulada por un determinado antigeno por primera
vez, 86lo los linfocitos que reconocen el antigeno son inducidoes a
producir anticuerpos - respuaesta primaria. cuando el sistema inpmune
se enfrenta a ese mismo antigeno por segunda ocasién, las células
de memoria son activadas - respuesta secundaria. La respuesta
secundaria es mas rapida y presenta una mayor afinidad. El aumento

de afinldad por un antigeno se debe a dos procesos: 1) las regiones
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variables de los genes de {inmunoglobulinas de las cdélulas B de
memoria sufren mutaciones a una frecuencia mas alta de lo normal
(12: hipermutacién somatica), y 2) las clonas de linfocitos B que
han adguirido mayor afinidad por determinado antigeno, 8on
inducidas a expandirse. Estos dos procesos pueden ocurrir

ciclicamente para generar clonas de linfocitos B de alta afinidad.

Tolerancia.- Para que los linfocitos B puedan montar una respuesta
aficiente de anticuerpos, estos necesitan presentar antigeno a
través de sus moléculas de Clase II, Y recibir sefhales de ayuda de
linfocitos T especificos. Por lo tante, la falta de autoanticuerpos
podria explicarsa en base a una delecién de 1linfocitos T
autorreactivos. Como sabemos, eata delecién ocurre en el timo (ver
seccién 3. Ontogenia de los linfocitos T). Sin embargo, la delecidn
de linfocitos T autorreactivos no es suficiente para que las clonas
autorreactivas de linfocitos B no sean activadas. Hay experimentos
que demuestran que la unidn no covalente de un antigeno autcslogo a
uno no autélogo, o la existencia de reactividad cruzada (epitopes
iguales) entre antigenos autdlogos y no autélogoe, puede resultar
en una activacién de linfocitos B autorreactivos. Esto se debe
probablemente a que la activacién de 1loa 1linfocitos B
autorreactivos es promovida por los linfocitos T especificos para
antigenos no autélogos. Asi es que deben existir mecanismos gque

generan tolarancia en el repertorio de los linfocitos B.
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El repertorio de las inmunoglobulinas de 1los linfocitos B se
genera en dos fases: en la primera los linfocitos B rearreglan sus
genes de inmunoglobulinas, y en la segunda, las regiones variables
de los genes de inmunoglobulinas sufren procesos de hipermutacién.
La hipermutacién puede generar inmunoglocbulinas con afinidades
diferentes a las que originalmente presentaban.

Por lo tanto se plensa que existen dos pecanismos para inducir
tolerancia: 1) un mecanismo que deleta células B inmaduras con
receptores de alta afinidad, en la MO, y 2) un mecanismo que
produce falta de funcionalidad (anergia) en 1los linfocitos B
periféricos a través de una Treduccién de expresién de

inmunoglobulinas en la superficie (13).

2. Complejo Principal de Histocompatibilidad

Descripeidn de las moléculag Clage I v Clase IJ.- El CPH es una
regién de genes altamente polimérficos. Sus productos se expresan
en una gran variedad de tejidos, y son los principales responsables
en el rechazo de tejidos. En humanos el CPH se conoce como HLA, y
an el ratén como H-2 (14).

Existen tres tipos diferentes de productos del CPH llamados Clase
I, Clase II y Clasa I1I. Las moléculas de Clase III son componentes
de la via del complemento. Las moléculas de Clase I y claseb II son
glicoproteinas membranales, que unen y transportan a la superficie

de la célula fragmentos de proteinas - péptidos. Las moléculas de
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Clase I estian formadas por una cadena « y una cadena da B2
microglobulina. Las moléculas de Clase II est&n formadas por una
cadena «y una . Las cadenas =y fde Clase Il y la «de Clase I
presentan alelos polimérficos, mientras qua la P-2 microglobulina,

no presenta alelos polimérficos.

El CPH pueda dividirse en regiones. Cada regién contiene varios
genes estructurales de Clase I, Clase II o Clase III. En humanos
existen tres regiones de moléculas de Clase I: HLA-A, HLA-B y HLA-
C; y tres regiones de moléculas de Clase II: HLA-DP, HLA-DQ y HLA-
DR. En el ratdn existen tres regiones de moléculas de Clase I: H-
2K, H-2D y H-2L; y dos regiones de moléculas de Clase II:

I-A e I-E. Las moléculas da Clase I y Clase II estadn invelucradas
en la presentacién antigeno. En el ratén existen ademads las
regiones Qa y Tla. Estas sgon moléculas semedantes a las de Clase I,
sin embargo su funclén aun se desconoca; son menos polimdrficas que
las moléculas H-2K y H-2D, y presentan una distribucisén tisular mas

restringida.

Presentacidén de antigeno.- Tanto las moléculas de Clase I como las
de Clase II presentan en su estructura tridimensional una hendidura
para unir de manera no covalente péptidos de 8 a 17 aminoAcidos.
Cada molécula de Clase I y de Clase II puede unir una variedad de
péptidos diferentes sin mucha especificidad, aunque con ciertas
restricclones (15,16). Estos péptides son productos de degradacién

parcial de proteinas sintetizadas dentro de la célula, o.de
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proteinas introducidas a la célula por fagocitosis o de manera
especifica a través de anticuerpos. La degradacién parcial o
procesamiento de antigenos propios y no propios se realiza a través
de dos vias diferentes dentro de la célula, aunque fisicamente no
separadas del todo (17). Estas vias celulares determinan que los
antigenos sintetizados dentro de la cdlula sean generalmenta
presentados por moléculas de Clase I, y que los introducidos sean
presentados por moléculas de Clase II. Aparentemente, todes los
tipos celulares expresan moléculas de Clase I en su superficie,
mientras que solamente las células presentadoras de antigeno, como
las c¢élulas dendriticas y epitellales del <%imo, mracréfagos Yy

linfocitos B, expresan moléculas de Clase II.

El papel central de las moléculas del CPH en 1la respuesta inmune
radica en que los linfocitos T no reconocen antigences en solucién,
sino que reconocen exclusivamente péptidos unidos a las moléculas
de Clase I o Clase II. Como regla general, los linfocitos cpa* son
estimulados por los péptidos presentados en el contexto de
moléculas de Clase I, o por diferenclas alélicas en las mnismas
moléculas de Clase X. En cambio, los 1linfocitos cp4t son
estimulades por los péptidos presentados en el contexto de
moléculas de Clase II, o por diferencias alélicas en las mismas
moléculas de Clase II. Los receptores CD8 y CD4 se unen a las
moléculas del CPH en regiones gque sSe encuentran muy conservadas
entre los diferentes alelos de Clase I y entre los de Clase II de

la misma especle, respectivamente (ver Linfocitos cps* y cpat).
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3. Linfocitos T

Poblacicones de_linfocftos T.~ Los linfocitos T maduros expresan en
su superficie un receptor conocido como Receptor de Célula T (RCT),
y se dividen en dos poblaciones: los linfocitos con RCT «fi, y los
linfocitos con RCT 8 (18). Los RCT «f y ©& son heterodimeros
formados por una cadena « y una f§, o una cadena t y una §,
respectivamente. Estas cadenas est4n enparentadas con las
inmunoglobulinas (19: superfamilia de las Inmunoglobulinas), y al
igual que ellas, se forman por procescos de rearreglo de segmentos
de DNA que codifican para regiones variables y constantes (V,D,J y
C pxra fy 8 Yy V,J Yy C para =y 1) (20). El RCT siempre se
encuentra asociado de manera no covalente a un complejo de
proteinas llamado CD3 (21). Los linfocitos con RCT «§ son 1los mas
abundantes y pueden dividirse a su vez en dos subpoblaclones: en el
humano hay linfocitos que expresan en su gsuperficie correceptor CD4
(1infocitos cpP4*) y linfocitos que expresan en su superficie
corraeceptor CD8 (linfocitos cD8%); an el ratén, linfocitos L3TA' y

Lyt-2* respectivamente.

Linfocites T cps* citotéxicos.~ Los linfocitos T cDs8* son en su
mayoria linfocitos citotéxicom, cuya principal funcién efectora es
la de lisar células blanco que portan antigencs "“extrancs" en su
superficlia (22). El coxreceptor CD8 y el RCT del linfocito T forman
un complejo gue reconoce fragmentos de péptidos unidos a moléculas

de Clasa I (ver CPH): la molécula ¢D8 se une a reglones no



14
polindrficas de las moléculas Clase I, mientras que el receptor «§
sa une a regionea polimérficas de estas moléculas y al péptido
(23). Después de unirse a su blanco, el linfocito T cnst secreta
granuloas que contienen principalmente proteinas formadoras de poro
(24: perforina) y/o secreta una toxina celular. Las proteinas
formadoras de poro polimerizan en la mewbrana plasmética de 1la
célula blanco, formando poros. Los poros actilan como canales
permeables a iones. El paso libre de iones ocasiona que la célula
se hinche y sea lisada. La toxina celular, en camblo, activa
enzimas de la célula blanco que fragmentan el DNA nuclear, El
linfocito citotdxico no resulta dadado en ninguno de los dos casos

{25). Después de la secrecioén, el linfocito T es liberado,

Linfocitos T ¢p8* supresores.- Los linfocitos T supresores tienen
la funcién de inhibir la fase de activacién de la respuesta inmune.
El principal argumente que existe para postular su existencia, es
el hecho de que en ratones pueda inducirse una falta de respuesta
especifica a un antigenc, y que esta falta de respuesta pueda ser
transferida, con la nisma especificidad a un animal normal, a
través del trasplante de linfociton Thy~-1*. En humanos ha resultado
dificil probar gue la supresién es especitica. En general, los
linfocitos con actividad supresora son cbs*., No se sabe sl estan
reatringidos por moléculas del CPH. Debido a que los efectos
inhibitorios estén mediados por proteinas secretadas, y a que estas
proteinas debon actuar con especificidad, se ha postulado gue los

factores de supresién son una versidén soluble del TCR «B (26).
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Linfocitos cD4*.~- Los linfocitos T CD4* son, como regla general,
linfocitos de ayuda, cuya principal funcién efectora es 1la
secrecién de citocinas (como IL~2, 1I~4, IL-%, THF, LT, IFNT,
etc.). Estas citocinas actuan sobre 1os mismos linfocitos T CDat y
sobre otras células, incluyendo linfocltos B, macréfagos, otros
linfocitos T y leucocitos. El corraceptor D4 y el RCT del
linfocito cpat forman un complejo gue reconoce fragmentos de
péptidos unidos a moldculas de Clase IXI (ver CPH): se asume cue la
molécula CD4 se une a regiones no polimérficas de las moléculas
Clase 1Y, y que el receptor «f se une a regiones polimérficas de
estas moléculas y a)l péptido (23. Después de unirse a su blanco, el
linfocito T CD4* libera citocinas que ejercen efectos que promueven
¥y regulan las respuestas inmunes mediadas por anticuerpos y las

mediadas por células, y los procesos inflamatorios (22).

Activacion _de linfocitog T cps* ¥ cps*.- Los segmentos V,D,3 o C
usados en los rearreglos de 1os RCT «=f no determinan 1a restriccién
del linfocito T por moléculas de Clase I o Clase II. Esta
restriccién estd determinada por las moléculas CD8 y CD4,
respectivamentae. Para ser activados, tanto los linfocltos CD4+ como
los CD8+ requieren ser estimulados a través de la unién de sus
RCT’s a moléculas del CPH mds péptidos, y a través de citocinas
liberadas por los linfocitos CD4* {principalmente IL-2 & IL-4).
Como resultado de la activacién, los linfocitos se diferencian para
llevar a cabo funciones afectoras citotdxicas o de ayuda,

y
proliferan. Algunos de los linfocitos progenie se diferencian a
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linfocitos T de memoria. La cooperacidén de los linfocitos CD4+ en
1a activacién de los linfocitos c¢pe* implica que para que exista
una respuosta citotdéxica fuerte, ambas poblaciones deben ser

estimuladas por antigenos y las moléculas del CPH correspondientes.

Linfociteos T £8.~ La mayoria de los linfocitos con raceptor <8
expresan correceptor ¢D3, pero no expresan CD4 ni Cps. los
linfocitos <¢8 predominan en tejidoa epiteliales, como en 1la
epidermnis, en la mucosa intestipal, en los pulmones y otros. Se ha
demostrado que los linfocitos <t8de diferentes érganos periféricos
muestran uso preferencial de diferentes regiones wvariables ty &
Se desconoce su funclén, pero debido a su localizacién me piensa
que pueden estar invelucrados en un sistema inmune especial para
epitelics. Se ha demostrado que los linfocito <8 pueden presentar
actividad citotéxica especifica e inespecifica. Se desconoce sl el
reconocimiento de antigenos estd restringido por wmoléculas no

polimérticas relaclonadas con el CPH (27).

ontogenia_de los linfocitos T.- Los precursores de todos los
linfocitos T provienen de las células madre de la MO. Dentro de la
MO, las células madre se diferencian para dar lugar a estos
precursores. Los precursores de los linfocitos T no expraesan RCT ni
moléculas accesorias como CD3, CD4 y CD8. Posteriormente, los
precursores migran al timo, donde se les conoce como timocitos. En
al timo pasan por varlas etapas de maduracién (28). Inicialmente

los timoclitos rearreglan los genes del RCT. Los primeros loci en
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linfocitos T de memoria. La cooperacidn de los linfocitos CD4+ en
la activacién de los linfocitos cD8t implica que para que exista
una respuesta citotdéxica fusrte, ambas poblaciones deben ser

estimuladas por antigenos y las moléculas del CPH correspondientes.

Linfocitos T ¢8.- La mayoria de los linfocltos con receptor =8
expresan correceptor CD3, pero no expresan CD4 ni CD8. Los
linfocitos 8 predominan en tejidos epiteliales, como en 1la
epidermis, en la mucosa intestinal, en les pulmones y otros. Se ha
demostrado que los linfocitos 18 de diferentes drganos periféricos
muestran uso praferencial de diferentes regiones variables £y 8.
Se desconoce su funcién, pero debido a su localizacidn se piensa
que pueden estar involucrados en un sistema inmune especial para
epitelios. Se ha demostrado que los linfocito <8 pueden prescntar
actividad citotdxica especifica e inespecifica. Se desconcce si el
reconocimiento de antigenos estd restringido por moléculas no

pollmértilcas relacionadas con el CPH (27).

ontogenia de los ljinfocitoas T.- Los precursores de todos los
linfocitos T provienen de las células madre de la MO. Dentro de la
MO, las células madre se diferencian para dar lugar a estos
precursores. Los precursores de los linfocitos T no expresan RCT ni
moldculas accesorias como CD3, Cb4 y CDB. Posteriormente, los
precursores migran al timo, donde se les conoce como timocitos. En
el timo pasan por varias etapas de maduracién (28). Inicialmente

los timocitos rearreglan los genes del RCT. Los primeros loci en
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rearreglarse son By t. Si el rearreglo de B resulta productivo,
antes qua el locus ¥, el timocito recibe una sefdal para rearreglar
los segmentos de « Si el primer rearreglo en resultar productivo
es el de la cadena r, entonces la célula rearregla los segmentos de
8. Los linfocitos <8 expresan CD3 y son los primeros lLinfocitos
funcionales en producirse en el timo.

Por otra parte, cada linfocito T «§ expresa generalmente un unico
rearreglo de RCT, aunque hay datos gque indican gue pueden existir
dos rearreglos de la cadena = dentro de una misma célula. Esto se
debe a que un rearreglo productivo de la cadena @, inhibe el
rearreglo del otro alelo B, mientras que un rearreglo productivo de
«no parecer inhibir completamente el rearreglo del otro alelo =
Los timocitos que rearreglan sus segmentos «f, se convierten en
dobles positivos: cpDa*/cps*. Los timocitos cpa*/cpst pasan por
procesos de seleccidn negativa y positiva dentro del timo (29, 30,
31). Las células del timo (células dendriticas, epiteliales y
macréfagos) expresan moléculas de Clase I y de Clase II en su
superficie. Los timocitos cD4*/cpst son seleccionados en base a su
afinidad por éstas moléculas y los péptidos unidos a ellas: los
timocitos con alta afinidad por cualquiera de estas moléculas son
deletados, mientras que los timocitos con una afinidad media son
seleclonades positivamente para seguir su proceso de diferenclacién
hacia linfocitos CD4* o cD8*; los linfocitos sin afinidad también
mueren. Finalmente, los 1linfocitos cD4+ y CD8+ y los 8 son
liberados a la circulacién. No ests claro si existe un proceso de

seleccidén para los linfocitos 8, aunque hay datos gue indican la
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existencia de un proceso de delecién de clonas autorreactivas de

linfocitos t©8 en el timo (32).

Tolerancia.~ lLos procesos de seleccidén determinan el repertorio de
linfocitos T existentes dentro de un organismo, y aseguran, por una
parte, que no existan clonas autorreactivas (tolarancia), y por
otra, que existan linfocitos gque puedan reconocer péptidos no
propios unidos a sus propias moléculas del CPH, es decir, en el
contexto de sus propic CPH. Ademds de los procesos de seleccidn en
el timo, existen otres mecanismos para establecer tolerancia a
antigenos especificos de alguno tejido, que no se encuentran

presentes en el timo (33: tolerancia periférica).

4. Células Ascsinas Naturales

Degeripcion.— Ademds de los linfoclitos B y T, existe un tercer tipo
de linfocitos conocido como células asesinas naturales (AN). Las
AN‘s provienen de la M0. Su maduracién no depende del timo. Al
microscopio tienen la apariencia de grandes linfocitos granulares.
Se identifican principalmente por el marcador de membrana HNK-1
(asialo GM=-1 en ratén) que conmparten con los 1linfocitos
citotéxicos. Las AN’s ejercen actividad citotdédxica sobre sus
blancos (34). Son capaces de lisar células tumorales o células
infectadas por virus. Fl reconocimiento de sus células blanco no

estd restringido por moléculas del CPH, ni es especifico por
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antigenos. Las AN’s tawpoco rearreglan sus genes de RCT o de Ig.
Expresan un receptor de baja afinidad para la porcién Fc de la IgG.
Gracias a este receptor, pueden lisar especificamente células
cubiertas con moléculas de IgG (cltotoxicidad wediada por células,
dependiente de anticuerpos).

Reconecimiento de células blances.- En general, sélo las células
qua no expresan en su superficie moléculas de Clase I del CPH, o
- gque las expresan a una baja densidad, son sensibles a lisis por
AN’s, Las células que expresan moléculas de Clase I en su
superficie, o que son inducidas a expresarlas, no son sensibles a
l1isis por AN’s. La lisis es especifica puesto que en una poblacidn
mixta de cédlulas blanco Jue expresan y gue no expresan noléculas de
Clase I, s6lo las células gue no expresan Clase I son lisadas. Se
han sugerido dos posibles mecanismos para explicar como las AN‘as
reconocen a sus blancos (35): a) La expresién elevada de moléculas
de Clase I regula negativamente otras proteinas de membrana, las
cuales son responsables de la especificidad de las AN’s por células
que no expresan woléculas de Clase I; o b) Daspués de que las AN’‘s
sa han unido a su blanco, las moléculas de Clase I de la célula
blanco dan un 4sehal de inhibicién a las AN‘s. El mecanismo de lisise
celular ejercido por las AN’G es similar al de las células T
citotéxicas. Las AN’‘s pueden diferenciarse a células asesinas
activadas por linfocinas (LAR), si son tratadas "con altas

concentraciones de
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IL-2. Estas ultimas presentan una actividad citotéxica aumentada.

E1l papel de las AN’s en los procesos inmunes no est& claro.

5. Macréfagos

ontogenin  de _log macrofages.- Los macréfagos son células
especializadas en fagocitar microbios, macromoléculas, y tejido
muerto o dafado. Los macréfagos se originan en la MO (36). Dentro
de la MO adquieren la capacidad de fagocitar, y la expresién de
receptores para la regién Fc de. las inmunoglobulinas, y del
complemento. Despuds de abandonar la MO, circulan en la sangre
donde se les conoce como monocitos. Finalmente, se alojan en

diversos tejidos.

Funcién de los macréfadgos.- Dependiendo del tejido en el 4gue se
alojen, los macréfagos pueden presentar una diversidad de formas y
runciones. En los tejidos, los macréfagos pueden diferenciarse aun
mas sl son estimulados por la presencia de microorganismos y por
citocinas (37). Las citocinas no sélo activan a los mnacréfagos
alojados en el tejido, sino que también atraen a otros macréfagos
de la sangre. Una de las principales citocinas que activa
macréfagos es el IFN-v. Esta citocina incrementa los procesos de
endocitosis y fagocitosis de los macréfagos, 1la expresién de
receptores Qe la porcidén Fc de la IgG, la expresidn de moléculas de

clase IT en la superficie, y 1a secrecién de otras citocinas, entre
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otros efectos. Asi es que los macréfagos activados presentan
antigenos derivados de bacterlas y paridsitos a través de woléculas
de Clase II, y fagocitan con mayor eficlencia bacterias opsonizadas
(cubjertas por 1IgG). Las ciltocinas secretadas funcionan como
sefiales de raclutamlaento de otras células inflamatorias, causan
efectos sistémicos como la fiebre, y funcionan como factores de
crecimiento para los fibroblastos y €1 endotelio vascular que
promueven la reparacién del tejido dajado.

Los macréfagos son las principales células efectoras en los
procesos de imflamacién cono 1la Hipersensibilidad de Tipo
Retardado. Aunque no tienen receptores gue les permitan discriminar
antre tejido autsdlogo y no autdlogo, los macréfagos funcionan como
células efectoras en reacclones inmunes especificas porque son
activados por factores solubles gue secretan los linfocitos T (cpa‘

principalmente), sé6lo cuando é¢astos son activados especificamente.
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ESTUDIO DE LA EWFPERMEDAD DE THJERTO CONTRA HOSPEDERO
EN KODELOS MURINOS

1. conceptos Basicos de la Enfermedad de Injerto contra Hospedero

El injerto de MO contiene tanto células linfoides madre como células T
maduras., Las células T maduras son previamente seleccionadas positiva y
negativamente dentro de cada individuo para tolerar 1lo propioc, y
rechazar 1o no propio. Al hacer un trasplante de tejido alogénico (entre
dos individuos genéticamente distintos, pero de la misma especie) a un
receptor sano, el tejido trasplantado es rechazado por el sistema inmune
del receptor. Pero ©i el receptor del trasplante alogénico esta
incapacitado para montar una respuesta inmune, el tejido trasplantado no
puede ser rechazado. Entonces, los linfocitos T provenlientes del tejido
trasplantado puecden reaccionar ante las diferencias moleculares del
receptor, y montar una respuesta inmune en contra de él. El compcnente
inmunolégico de esta reaccidén se conoce como reaccién de ICH, y el

resultado patolégico es la enfermedad de ICH.

Los requisitos para que se presente la enfermedad de ICH son: 1) gue el

tejido trasplantado contenga linfocitos T =maduros, 2) que existan
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diferencias antigénicas entre el donador y el receptor, y 3) que el
receptor del trasplante no pueda montar uha resptuesta inmupe en contra

del tejido del donador.

Existen varias razones por las que el receptor pueda estar incapacitado
para rechazar el injerto. Entre ¢éstas estdn: dinmunosupresioén por
irradiacién o terapia con drogas ‘(como en el trasplante de MO),
inmadurez del sistema inmune (como en el casoc de animales cuyo sistema
inmune aun ho se haya desarrcllado plenamente, por lo gue sOn mas
susceptibles a reacciones de ICH qgue los adultos), e incapacidad
genética (tal como la de animales hibridos F1 para rechazar injertos de
sus padres) . En humaneos, la enfermedad de ICH normalmente surge después
de un trasplante de MO alogénica, pero también se ha reportado en
pacientes severamente inmunosuprimidos que recibieron productos
sanguinaos no irxrradiados, y en los casoa de transfusiones intrauterinas

de madre a hijo.

2. Modelos Experimentales Murinos Utilizados en el Estudio
de la Enfermedad de Injerto contra Hospedero.

Para estudiar enfermedades humanas se ha hecho indispensable el uso de
modelos animalea. En particular, el uso de modelos nurinos para estudiar
enfermedades relacionadas con el sistema inaune ha resultade muy
productivo por la gran variedad de cepas congénicas para H-2 con gue se
cuenta. Gracias al usoc de estos modelos en el astudic de la enfermedad

de ICH se han podido descifrar muchas de las incégnitas que existen
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acerca del proceso de esta enfermedad. Entender come funciona ne
solamente pretende algin dfa optimizar los trasplantes de MO, sino gue
también pretende profundizar nuestro conocimiento sobre el
funcicnaniento del sistema inmune.
En general, se han utilizado tres tipos de modelos murinos para el

eastudio de la enfermedad de ICH:

1) el trasplante de ratones irradiados con células linfoides
provenientes ds una cep# alogénica ~ A - B(r),

2) el trasplante de hibridos Fl irradiados con células linfoides
provententes de uno de 1los padres = P -~ Fi(r):
A - (A x B) FI(r), Yy

3) el trasplante de hibridos F1 intactos con células linfoides

provenientes de uno de los padres - P -~ F1: A - (A X B)Fl.

La eleccién de las cepas a utilizar es importante porque se puede
delimitar la diferencia antigénica entre receptor y donador a un nimero
limitado y conocido de antigenos. Por otra parte, cada modeloc permite
hacer cobservaclones diferentes, Por ejemplo, la combinacidén A -~ B(r}
requiere cque el receptor sea irradiado para evitar que este rechace al
inéculo del donador: éste es el modelo que mAs se asemeja a la situacidn
humana. En camblo, la combinacidén P - P1 no requiere gue el receptor
sea irradiado puesto que este no puede reconocer como alogénicas las

células de ninguno de los padres (exceptoc en los casos en los que se

Pr ta el fend de resistencla hibrida (38)). Esto ofrece 1la
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posibilidad de utilizar como receptores, animales con un sistema inmune

¥ una MO intactos para su estudio.

3. Caracteristicas Generales de l1a Enfermedad de Injerto
contra Hospedero Crénica y Aguda en Modelos Murinos.

En los modelos murinos, al igual que en humanos, existen dos tipos de

enfermedad de ICH: crénico y agudo.

Enfermedad de ICH crénica.— En general, la forma crdnica se puede
inducir si se trasplantan hibridos Fl1 jévenes con tejido linfoide de uno
de los padres y existen diferencias entre las moldculas de Clase II del
donador y del receptor. Los animales desarrollan un estado que se
caracteriza por 1la hiperestimulacién policlonal de células B
provenientes del receptor, acompafiada de la produccidn de
autcanticuerpos, incluyendo anticuerpos anti-eritrocitos, antinucleares

y anti-DNA ({39).

Las caracteristicas de la reaccién de ICH crdnica son muy similares a
las que desarrcllan de manera asponténea medelos murinos de enfermedades
autoinmunes, como los ratones NZB (New Zealand Black) y sus hibridos Fi1,
los que dependiendo de la combinacién de F1 que se utilice, pueden
presentar anemia hemolitica autoinmune o glomerulonefritis del lupus,
que son el resultado de lesiones por autoanticuerpos. En la enfermedad
de ICH crénica también ge pueden presentar esplenomegalia y lesiones en

epitelios.
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Enfermedad de ICH agquda.~ la enfermedad ICH aguda se presenta cuando
axisten diferencias entre las moléculas de Clasa I y II del MHC. En este
cago los animales desarrolian un estado de aupresidn de células B (40)
y de <élulas T (41~43), Yy anemla. Se presenta atrofia del tejide
linfoide. El bazo presenta aplasia, indicativo de fallas hemopoléticas.
los animales wuestran sintomas de cansancle, falta de apetito, diarrea,

pelo erizado, posicidén encorvada y pérdida notable de peso.

4. Identidad de la Poblacidn Celular gqua Produce la
Reacclén de Injerto contra Hospedaro.

Se han hecho estudios encaminados a identificar cual es la poblacidn de
iinfocitos T que desencadenan la reaccidén de ICH. Los estudios se han

enfocado principalmente a determinar el efecto de las subpoblaciones de
linfocitos 7 ryt-2* y L3Ta4t.

Dada la relacién que existe entre las moléculas de Clase I y de Clase Il
¥y los linfocitos Lyt-2* y los L3T4*, se ha hecho uso de diferentes
combinaciones de cepas congénicas para diferentes regiones del H-2, y
otras regiones que corresponden a antigenos menores, para determinar

cudles son los antigenes involucrades en la reaccién de ICH.

A continuaclidn se presenta un resunmen de los datos ohtenidos en relacidn
a esate punto. Cabe mencionar que no existe un criteric estandard para
determinar qué es una enferuedad de ICH crénica y qué es una aguda, y

diferantes grupos de trabajoe utilizan pardmetros diferentes. la
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distincidén entre enfermedad de ICH crénica y aguda es importante porque
se trata de dos procesos distintos. Por otra parte, los resultados
axperimentales no sélo dependen del grado de histocompatibiiidad entre
el donador y el receptor, y del modelo de induccién de la enfermedad de
ICH utilizados. Existen miltiples factores que modifican el proceso de
la enfermedad, tales como la edad de los donadores Yy receptores, el
érgano del cual se extraen los linfocitos T (bazo, M0, ganglios
linfaticos, conductc ¢toracico, etc.), 1la dosis de trasplante de
linfocitos T, la cantidad de radiacion recibida por el receptor, las
condiclones de esterilidad del receptor (3), etc. Debido a esto a
comparacién e interpretacidén de 1los datos en conjunto para desarrollar

un modele coherente de ICH se dificulta enormemente.

4.1 Reaccién de ICHE inducida a travdés de antigenos del CPH,
‘Clase I y/o Clase II y uso de subpoblacionass Lyt-2% y/o
L3T4%: Modelos P - F1, P - FL(Xr) y A ~ B(r).

Modelo P =~ Fl.- Se han realizado experimentos con el modelo

P - Fl encaminados a identificar: i) las subpoblacliones de linfocitos,
y 1i) las minimas diferencias en H-2 entre el Fl y el padra, cque son
necesarias para inducir supresién inmune asociada a la enfermedad de
ICH. Para el trasplante se utilizaren 1linfocitos Lyt-2 & 1L3Ta
purificados de células de bazo del donador. La supresién inmune se
determiné en funcién de la incapacidad de los linfocitos del ratén Fi
trasplantado (P « F1l) para generar una respuesta en un ensayo de

clitotoxicidad celular in vitro (ensayo de LTC). En los ensayos de LTC se
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utilizaron como células efectoras: células de bazo de los ratones Fl
trasplantados (P =~ Fl1}; y como células blanco: células de bazo de
ratones singénicos (Fl) modificadas con trinitrofenil (ensayo de LTC
anti-sin.THNP), o células de bazo de ratones alogénicos (ensayo de LIC
anti-Alo). Se utilizaron cepas con mutaciones espontdneas puntuales en

H-2. De estos estudios se obtienen las siguientes conclusicnes:

.Clase I y Lyt-2; Clase II y L3T4.- Para producir una reaccicn de ICH a
través del trasplante de linfocitos Lyt-2% se requiere la existencla de
diferencias en las moléculas de Clase I. En cambio, para producir la
reacclén de ICH a través del trasplante de linfocitos L3T4* se requieren

diferencias en las moléculas de Clase II (43).

.ICH agudo: Clase I y II, & Lyt-2 y L3T4.- Para que se produzca la
enfermedad de ICH de tipo agudo deben existir diferencias en 1las
moléculas de Clase 1 y Clase IY entre el padre y el hibrido F1, deben
trasplantarse ambas subpoblaciones de linfocitos T (Lyt=-2% y Latah), v
éstas deben ser funcionales (no jrradiadas) (41, 43). Es decir, ambas
subpoblaciones de 1linfocitos deben reaccionar en contra de sus
correspondientes moléculas del CPH. Esto produce una supresidn de las

respuestas LTC anti-Sin.TNP y anti-aAlo.

.ICH crénico: Clase I o IX / Lyt-2 o L3T4.- Por otra parte, la inyeccidn
de una u otra subpoblacidn de iinfocitos, © las combinaciones P = F1 que
resulten en la reacclén en contra sélo de moléculas de Clase X o de

Clase II, pueden o no producir supresisn unicamente de la respuesta LTC
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anti-Sin.TNP (43). EBn algunos casos 8d6lo el reconocimiento de
determinantes alogénicos I-A (Clase II) del receptor Fl induce supresién
de las respuestas LTC anti-5in.TNP (42). Aparentemente, este estado de

supresién corresponde a una enfermedad de ICH de tipo crénico.

En la reaccién de ICH aguda, la supresién de toda respuesta LTC se pueda
explicar como una leucopenia en el reéceptor Pl. Pero en la reaccidn de
ICH crénica, la supresién especifica y Unicamente de la respuesta LTC
anti-sin.TNP podria tener alguna relacién con los fendmenos de induccidén

da tolerancia periférica en la poblacidn de linfocitos T del receptor.

La mayoria de las moléculas del CPH presentes en la superficle de la
membrana celular deben estar ocupadas por peéptidos. Asi gue es posible
que el reconocimiento de otros productos de la regidn

H=-2, ademis de la minima indispensable, y el reconocimiento de péptidos
unidos a estas moléculas contribuyan de alguna manera al nivel de 1la
suprasién o a 1la gravedad de la enfermedad de ICH, por ejemplo,
disminuyendo el numero de células parentales necesarias para inducir la
supresién, o el tiempo requerido para la induccién y la recuperacién de

la misma.

Modelog P - F1(xr) Yy A - B(r).- Algunca de los resultadoa obtenidos con
los modelos P = F1(r) y A = B(r) coinciden con los obtenidos de los
experimentos realizados en el modelo P - P1 (44, 45). !;na aiferencia
importante es que en esta serie de experimentos los receptoraes fuercn

irradiados y siempre se trasplanté la poblacién de linfocitos indicada,
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mids células de MO depletadas de linfocitos, ambas provenlentes de la
cepa donadora (el trasplante de MO y linfocitos singénicos produce un
retraso en el desarrollo de una enfermedad de ICH). En este caso se
utilizé el porcentaje de mortandad y el tiempo medio de sobrevida (TMS)

como parédmetros de la enfermedad de ICH:

.Clase I y Clase IXI & Lyt-2 y L3T4.- Las combinaciones de hibridos Pl
con diferencias en todo el H~2 (Clasa I y II) requieren el trasplante de
ambas subpoblaciones de linfocitos para generar una enfermedad aguda

(TMS 20 dias).

.Clase I y Clase II & Lyt-2 o L3T4.- Cuando existen diferencias en todo
el H-2, y dependiendo de la combinacién de cepas utilizada, la
subpoblacién celular Lyt-2* ¢ 1la LiT4% trasplantada dae forma
independiente puede mostrar mayor eficiencia que la otra subpoblacién
para producir enfermedad de ICH crénica (TMS 40 dias) inclusive llegando

a producir una enfermedad de tipo agudo (TMS 15 dias).

.Clase I y Lyt-2.~ Cuando s¢lo existen diferencias en las moléculas de
Clase I, la poblacién Lyt-2% es indispensable y suficlente para producir
una enfermedad de tipo crénico (TMS 35 dias) independientemente de la
donis da radiacién, mientras que la poblacién LIT4*" por asi sola no
produc‘e ningun efecto. Sin embargo, si se trasplantan juntas: 1) una
dosis baja de 1la subpoblacién LIT4* amplifica el efecto de 1la
subpoblacién Lyt-2%, hasta producir una enfermedad aguda (TMS 16 dias).
Este efecto amplificador podria deberse a la IL-2 secretada por la
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subpoblacion L3T4*; esto se deduce del hecho de que el trasplante de
células Lyt:-z+ 4+ IL~2 recombinante (rIL-2) disminuye notablemente el
TMS, al igual que la poblacién L3T4*.
2) una dosis alta de linfocitos LaT4%, o el trasplante de linfocitos
totales, produce en los animales alguncs sintomas de la enfermedad,

soguidos de una recuperacion total (efecto protector).

.Claga II y L3T4.~ Cuando s86lc existen diferencias en las moléculas de
Clase II, se raguleren linfocitos L3T4*, y dependiendo de si la dosis es
baja o alta, se puede generar una enfermedad de tipo crénico o de tipoc
aguda respectivamente. En camblo, si la dosis es demasiado alta se
observa un numarc apreciable de sobravivientes =sin sintomas de 1a
enfermedad (efecto protector). Al reducir la deosis de radiacién del
receptor Pl se observa una tasa de mortandad escasa, independientemente

de la dosis de trasplante.

4.2. Reaccién de ICH Inducida a Través de Antigenos Menores
Y Uso de Subpoblaciones Lyt-2t y/o LiTa*:
Modelo A - B(r).

Las diferencias en antigenos no relacionados con el CPH también pueden
.inducir reaccidn de ICH (46). Al trasplantar ratones irradiados con
células de MO Thyl- en combinacionas A - B(r) en las cuales sdélo axisten
diferencias en antigenos menores pero no en H-2 se logra un trasplante
parfacto. Pero si a ests injerto de MO sa la agregan linfocitos totales
o linfocitos Lyt-2%, el 100% de los animales desarrolla una enfermedad

de ICH mortal, en ausencia total de células L3IT4t dal donador y del
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receptor. Experimentos adicionales demuestran que la subpoblacién Lyt-2+
siempre produce enfermedad de ICH a través de antigenos menores de
histocompatibilidad, pero que la subpoblacién LIT4% en ocasiones también
puede hacerlo, dependiendo de la combinaclén de cepas que se utilice, y
que a medida que aumenta la dosis de cada subpcoblacidén la mortalidad

aumenta.

5. Actividad de las Células Asesinas Naturales

A pesar de que las células AN no est&n restringidas por moléculas del
CPH, éstas parecen estar involucradas en la mayoria de los procesos de

rechazo de tejido alogénico,

Rechazo de tragplanteg de MO.- Se ha demostrado que los trasplantes de
MO alogénicos y singénicos (47) pueden ser rechazados a través de un
mecanismo, independiente de linfocitos T, que involucra células AN, Esto
indica que las células AN pueden atacar tajido de origen hemopoiético
(48).

Resistencia hibrida.~ Las células AN también estédn involucradas en los
procesos de resistencla hibrida. La resistencia hibrida ea‘ el mecanismo
a través del cual un hibrido F1 puede rechazar tejido proveniente de una
de las cepas progenitoras. Los ratones H-2DP/9d irradiados Y una linea de
ratones C57BL/6 (H-2b) transgénicos irradiados, a los que se les ha

‘insertado un fragmento de DNA que codifica para la molécula de Clase I
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H-de, pueden rechazar linfomas de linfocitos T derivados de la cepa
C57BL/6 (49) y cdlulas de MO de CS57BL/6 (48). Las células responsables
del rechazo son Asialo GM-1% y NK1.1%. En este caso el determinante
antigénico responsable de este rechazo se conoce como Rh—lb, y mapea en
la regién H-2D del haplotipo H-2P. La expresién de Hn-1P es inhibida por

1a ragién H-2D del haplotipo H-29 (50).

Estos experimentos también indican que el receptor Fl1 irradiado aun
tiene capacidad para rechazar el injerto de MO alagénica. Sin enmbargo,
esto 8510 es avidente cuando la dosis de trasplante de MO es baia.
Cuande la dosis de trasplante aumenta, seguramente el rechazo no es
suficiente para acabar con la poblacidén de linfocitos T presentes en el
injerte de MO. Entonces estos ultimos pueden reaccionar en contra del

receptor y producir una reaccién de ICH.

Reaccion de JCH.- Las células AN también participan en la reaccisdn de
ICH. A menudo se han encontrado infiltrados de células mononucleares en
proximidad con células necréticas, en la plel, el intestino y el higade
de animales con enfermedad de ICH. Estudios de inmunohistoguimica han
revelado gue estas células mononucleares son Thy 1%, Mac 1%, Asialo
GM1*, Lyt-2" e Ia~ y que no pertenecen al ratén receptor, por lo gue
parece tratarse de cdlulas AN provenientes del indculo donador, gue al
microscopio electrdnico presentan morfologia de grandes linfocitos
granulares (IGL). Esto coilncide con un actividad elevada de células AN

en el bazo de ratones con enfermedad de ICH.
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1La informacién acumulada sugiere gue la reaccidén de ICHK activa un
mecanismo efector mediado por cédlulas AN, y por lo tanto inespecifico,
que puede dafiar tanto al injerto como al receptor (51). Experimentos
realizados con ratones belge, defectu_casos en células AN, apoyan esta
teoria. Las células de bazo de estos ratones no puedsn producir tode el

espectro de la patologia de la enfermedad de ICH.

7. Pactores Solubles

Existen otros componentes ademds de los. linfocites T y las células AN
que son responsables de algunos da los efectos obgervados en la reaccidén

de ICH. Entre estos estan los factores solubles (52).

IL-2.~ Los esplenocitos de ratones con enfermedad de ICH no son capaces
de proliferar en respuesta a activadores policlonales tales como Con A
o LPS, pero s1 pueden producir IL-2. Los esplenocitos irradiados de
ratones con enfermedad de ICH (Bl10.BR =~ CBA/J)} cocultivados con
esplenocitos normales de Bl1C0.BR, inhiben 1la proliferacién de los
esplenocitos normales; el fendmeno es inespecifico. ta inhibicién se
elimina al tratar a los esplenocitos del ratén con enfermedad de ICH,
antes del ensayo con anti-Thyl o Leucine Methyl Ester (LME - compuesto
que destruye a las células que contienen granulos citoplasmicos), pero
no con anti-Lyt-2 y anti-L3T4. S1 se purifican las células B de estos
ratones, dstas sl son capaces de proliferar y producir inmunoglobulinas,

Al tratar animales in vivo con anticuerpos anti-IL-2R después del
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trasplante de MO + células Thy.1' aumenta el porcentaje de supervivencia
de 0 hasta €0%. En conjunto estos datos indican que un factor o varios
tactores solubles son responsables de la actividad supresora. Uno da
egtos factores es sequramente IL-2, La poblacién celular que la secrata

son probablemente células AN.

IFN=t.- Al afiadir anticuerpos anti-THF-< a cultivos de esplenocitos de
ratones con enfermedad de ICH, o de cocultivos de éstos (irradiados) con
linfocitos normales del donador, en ambos casos estimulados con Con A o
LPS, se revierte la supraesion.

Recientemente se demostrd que la administracién in vivo de anticuexpos

anti-TNF disminuye la incidencia de la enfermedad de ICH.

A este respecto, hay datos que indican que la secrecion de linfocinas
es8tA alterada en los linfocitos T maduros de ratones con enfarmedad de
ICH (53, 54). Por lo tanto, la debregulacién de linfocinas parece ser un
evento central en la induccldén de la enfermedad de ICH, a tal grado que
los efectos de la reaccidén de ICH pueden disminuir o suprimirse si se

elimina a la(s) interleucina(s) o a la poblacién que la(s) produce.
6. Modelo Afercnte-Eferente de la Reaccidn de ICH Aguda.
Los linfocitos T son responsables del raconocimiento de alcantigenos en

la reaccién de ICH aguda. Sin enbargo 1a poblacién o poblaciones

celulares directamente responsables del dafio observado no han sido
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definidas. Todo parece indicar que ademds de los linfocitos T existen
otras poblaciones celulares involucradas, como las células AN, Debido a
esto, se ha propuesto un medelo de 1la reaccién de ICH en el que se
identifican dos procescs: el aferente (el reconocimiento y activacién de

las células involucradas), y el eferente (la respuesta efectora de las

células activadas).

La fase aferente de la enfermedad de ICH aguda comienza cuando laos
linfocites T donadores veaccionan contra aloantigenos del raceptor.
Estaa células liberan una variedad de linfocinas, tales como IL-2, TNF
e INF-t, los cuales se ha demostrado que activan LGL. En la reaccién de
ICH inducida a través da antigenos menores, los linfocitos Lyt-2%
parecen ser los principales responsables de este proceso. Seguramente
identifican antigencs menores asociados a antigenos Clase I del CPH. En
la reaccidn de ICH inducida a través de moléculas del H-2 tnicamente,
ambas subpoblaciones de 1infocitos (Lyt-2% y 13T4%) parecen ser

necesarios.

En la fase efaerente, las células LGL Asialo GM-1* son activados mediante
las 1linfocinas 1liberadas. Una vez activadas, estas células se
encomiendan a la destruccién de tejido. La identidad axacta de 1las
células LGL aun no estd clara. Las cdlulas AN activadas por lintocinas
(LAK) son una poblacién heterogénea de células con morfologia de LGL y
que exhiben citotoxicidad no restringida por moléculas del CPH (55).
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ESTIMULD ANTIGENICO

Se ha demostrado gue tanto diferencias en las moléculas del CPH como
diferencias en otros antigenos pueden inducir una reaccién de ICH. Sin
embargo, no se sabe cudles son los tejidos que funcionan como principal
estimulo antigénico en la reaccidén de ICH., Tampoco se sabe, si solo los
tejidos que presentan diferencias antigénicas en su superficie son los

tnicos afectados, © 8i la reaccién de ICH genera un procesc

inespecitico.

1. Principal Estimulo Antigénico en la Reaccién de ICH.

Se piensa que en lag reacciones de ICH inducidas a travéds de diferencias
en Clase I, el principal estimulo antigénico son los tejidos gque
expresan mayor cantidad de moléculas da Clase I en la superficie. Estos
tejidos son 1a MO ¥y las células de origen hemopoiético. Para probar esta
posibilidad, se realizaron experimentos en ratones quimeras (ratones
{CBA x C57BL/6)F1 reconstituidos con MO de ratones Fl1 o de CBA a los
cuales se les trasplantaron linfocitos T de CBA, para inducir reaccién
de ICH (56). Los resultados indican gque, efectivamente, en estas
condiciones la reaccisén de ICH aélo se induce cuando la MO y 1los
lintocites T maduros del receptor son alogénicos con los linfocitos T
del donador. El tejido de MO resulté mer la fuente mas importante de
células inmunogénicas, segquido por las células de bazo, de timo y

conducte toricico, en orden decreciente.
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2. Reaccién de ICH Inducida a travds de un Antigeno
Tejido~especifico.

La enfermedad de ICH crénica es un proceso generalizado. Esto tal vez se

deba a gue la activacién de linfocitos B es policlonal, y a que los

anticuerpos tienen acceso a una gran varjiedad de tejidos. En cambio, la

enfermedad de ICH aguda parece estar mediada en gran medida por procesos

celulares, y no per anticuerpos. Se desconoce si, una vez que se ha

disparado la reaccién de ICH aguda, los tejidos que rasultan dafados son

los que expresan moléculas del CPH alogénicas, o si se trata también de

una activacién inespecifica de células efectoras. Se realizaron

experimentos con una linea de ratones SJL (H-28) transgénicos que
expresan moléculas de Clase I H-2KP unicamente en el higado, los rifiones -
Yy el padncreas (57}. Cuando a estos ratones se les induje la reaccién de

ICH, 86lc dasarrollaron lesiones en los Organos en los cuales se

expresaba el transgene. Esto indica que la reaccidn de ICH puede estar

dirigida exclusivamente contra el tejido u érgano gue porta el antigerno.

Esto no nos asegura gue los tipos celulares gua forman parte de dicho

tejido ¥ que no expresan el antigeno blance no sean dadados. Asi es que

la reaccién de ICH podria disparase localmente, dentro de los érganos

que portan el o los antigenos, produciendo dafio a todo el telido, pero
sin expandirse a tejidos contiguos,
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DESTINO, PROLIFERACION Y CIRCULACION
DE LOS LINFOCITOS T TRASPLANTADOS

1. Destino de los Linfocitos T Trasplantados.

Para determinar el sitic en el que se alejan los 1linfocites
trasplantados, se realizaron trasplantes de cdlulas de MO de uno de les
progenitores marcadas can [125-I]-2-deoxiuridina en rateones hibridos F1.
sin irradiar (47). Los resultados indican que cuatro hrs. después del
trasplante, la mayoria de las células se locallza en la cabeza [22.4%},
el higado [6.2%), los intestinos (10.9%], el bazo [1.3%), los huesos
largos [1.2%}, los pulmones [1.1%), y la cola [1.1%) [porcentaje de la

reactividad recuperada en relacidén a la reactividad total inyectadal.

Se hicleron otros estudios a tieppos més largos en rateones irradiados y
trasplantados con células singénicas de bazo y timo, marcadas con
adenosina tritiada (58). Se buscéd el destino de estas células en pulmén,
higado, timo, bazo y nédulos linfaticos, desde 15 wmin. hasta 62 hrs.
después del trasplante. Tanto las células de bazo como las de timo se
locallzaron principalmente en el bazo y con menor frecuencia en nddulos
lintAticos, aunque de 2 a 10 veces mAs células de bazo que de timo se
alojaron en tejidos linfoides (la distribucion puede variar segun el
origen de los linfocitoa T). En el resto de los tejidos analizados
practicamente no se encontraron células. A menos que las células
singénicas presenten una distribucién distinta a 1la que presentan las
células alogénicas, podriamos suponer que el bazo y los noédulos

linfaticos son algunos de los principales sitios de alojamiento de las
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células trasplantadas. Desde luego seria necesario verificar qué sucede

en los huesos (MO).

2. Proliferacidén de los Linfocitos T Trasplantados.

Después de alojarse en diversos tejldos, los linfocitos T trasplantados
son activados por aloantigenos. Se ha determinado que el trasplante de
linfocitos T de uno de los progenitores en ratones hibridos Fl1 produce
una activacidn y proliferacidn de los linfocitos trasplantados, en el
bazo Y en los nédulos linfatices del mesenterio del receptor (56). La
proliferacion se determiné a través del incremento en al peso del bazo,
Y la cantidad de timidina tritiada incorporada in vive. Se presentd una
esplenomegalia evidente 2 dias después del trasplante, que presento un
valor maximo entre 3 y 6 dias y se asocid con un incremento en el numero
de células; el aumento en el peso del bazo depende de la dosis de
timocitos trasplantada. Las células que contribuyen al incremento en el
peso del bazo provienen en gran medida del indculo de cdlulas
trasplantadas.

La curva de tiempo de incorporacién de tritio en el bazo y los nédulos
1linfdticos del mesenterio decayd 3 dias después del trasplante. Esto
suglere que los timocitos trasplantades sufrieron un periodo transitorio
de activacién antigénica en el bazo y los nédulos linfaticos, y

subsecuentemente migraron a la circulacidn.
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Otros estudios indican que la proliferacién en el bazo varia segun el
tipoc de reaccién de ICH (43). Mediante el uso de anticuerpos
monoclonales, se ha demostrado que en la reaccidén de ICH inducida a
través de moléculas de Clase I solo existe una médica repoblacién del
bazo del receptor por las células T donadoras. En la reaccidén de ICH a
través de moléculas de Clase II existe una repoblacidn mayor que en el
casc anterior y que es predominantemente L3T4*. En ambos casos se
aprecia una diaminucién caelular minima de linfocitos del receptor, En
cambio, en la reaccién de ICH a través de moléculas de Clase I y de
Clase II exlste upna repoblacién extensa del bazo (50%). Los linfocitos
que repoblan el bazo son del padre donador, la mayoria de los cuales son
Lyt-2*. La poblacién de linfocitos Lyt-2% y L3T4* del receptor disminuye
dramdticamente (>99%).

3. circulacién de los Linfocitos T en Proliferacidn.

Se realizaron estudios para averiguar si loa linfocitos T trasplantados
que proliferan ante un estimulo antigénico en tejidos como el bazo
pueden después dirigirse a otros tejidos. Una gran cantidad de blastos
aparecieron en el conducto tordcico de ratones hibridos Fi irradiados y
trasplantados 4 dias antes con linfocitos T de uno de los progenitores
(59). La mayoria de loa blastos estaban sintaetizando DNA puesto que
incorporaron timidina tritiada que les fue administrada a los ratones.
Los linfocitos extraidos del conducto tordcico de estos ratonaes fueron

identificados como una poblacidén de linfocitos T proveniente de las
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células trasplantadas, y que habia sido activada para dividirse en
respuesta a antigenos de histocompatibilidad alogénicoes.

4. Pin de 1a Roacclén da ICH Aguda.

Los ratones que desarrollan enfermedad de ICH aguda, pueden recuperarse
sino mueren por infaccién durante la etapa mis critica de la enfermedad.
Se examlnaron periédicamente los tejidos de ratones con enfermedad de
ICH inducida a través de una molécula de Clase I transgénica, que se
expresa en el higado {57). Se observé que 24 semanas después dal
trasplante de linfocitos T, el infiltrado linfocitario que sa habia
observado en el higado desde las 3 hasta 1las 12 semanas despuds dael

trasplante disminuyé notabl te. Esto de deberse a que existen

P

mecanismos tolerogénicos (periféricos) que limitan la respuecsta inmune
en la reaccién de ICH en contra de las células que expresan el transgene
{seqin los autores), o simplemente a que los linfocitos T maduros
trasplantados y su progenie no son eterncs. Sin embargo, la enfermedad
da ICH aguda también puede derivar en un proceso crénico y aste pueda
prolongarse durante afos (39). Este se debe principalmente a que se
gencra un desequilibrio entre las subpoblaciones de linfocites T
suprasores Y autorreactivos. Por otra parte, se encontré que los
linfocitos T extraidos de ratones con enfermedad de ICH aguda, 5 dias
después del trasplante pueden inducir enfermedad de ICH aguda si se
_trasplantan a ratones singénicos (60). En cambio los linfocites T

extraidos el dia 6 solo producen enfermedad de ICH crénica. La poblacién
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del dia S esta enriquecida con linfocitos supresores, mientras que la
del dia 6 esta enriquecida con linfocitos de ayuda. Esto indica que en
realidad el proceso gue genera supresitn o destruccidn (reaccién de ICH
aguda) finaliza alrededor del dia 5, y lo que sucede a partir de
entonces es el resultado de los efectos producidos durante los primeros
5 dias. La capacidad para generar una reaccién de ICH crénica permaneca,
pero dado los efectos producidos durante los primeros 5 dias, asto no es

aparente.

5. Reconstituclén con Hédula Osea Alogénica.

Existen varios ejemplos gue demuestran que la MO alogénica, depletada da
linfocitos T puede reconstituir 1la MO del receptor. Ratones SJL
transgénicos fueron irradiados y trasplantados con células de bazo o
células de MO depletada de células T, ambas provenientes de ratonas SJL
normales (57). Los ratones trasplantados con células de bazo (linfocitos
T wmaduros) desarrollaron lesiones de ICH solo en los érganos en los
cuales se expresa el transgene. En cambio, los ratones trasplantados con
células de MO no mostraron evidencia alguna de la reaccién de ICH. Esto
indica que las células T que reconstituyen al receptor y que provienen
del injerto de MO de SJL no transgénico, pasan por procesos de
diferanciacién y educaclén dentro del reaceptor gque las vuelven
tolerogdnicas. Esto puede sucedsr incluso cuando el aloantigeno no se

expresa en el timo. Por lo tanto, les linfocitos T provenientes de la MO
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trasplantada estidn sujetos tanto a procesos de seleccidén en el timo

(61), como a procesos tolerogénicos periféricos.
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OBJETIVO

como se explicé en la introducecidn, la enfermedad de ICH aguda
produce, en general, hipogamaglobulinemia, supresién inmune,
involucién timica e hipoplasia del tejido linfo-henmopoiético, y los
sintomas caracteristicos. El objetivo principal de este trabajo es
verificar si existe dafio en la MO de los ratones con enfermedad de
ICH aguda inducida en ratones no irradiados, y correlacionar el

dafio medular con lo que sucede en sangre periférica.

Para estudiar los efectos de la enfermedad de ICH aguda en la MO,
se utilizé un modalo murino de induccién de la enfermedad dae ICH,
en el que ratones hibridos F1 son trasplantados con cdlulas de bazo
(CB) proveniaenta de uno de los padres (P - Pl). Se utilizaron dos
hibridos F1 diferentes:

[CS7BL/6 X DBA/2]FL (B6D2) ¥

[€57BL/6 x BALB/C]Fl (B6C) © [BALB/C X C57BL/6]F1 (CB6).

Los ratones BALB/c y los DBA/2 son cepas alogdnicas que comparten
1a regién que determina el haplotipo (K-—zd) , por lo tanto, anbas
combinaciones de hibridos son (H-2P x K-29). En ambas combinaciones
{(B6 - BED2 y B6 —~ BSC o CBS) se utilizé el mismo padre como donador
de CB para evitar diferencias en el trasplante de subpoblaciones de

linfocitos LIT4Y y Lyt-2%.
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De acuerdc con la literatura, el trasplante de 9 x 107 CB en la
combinacidén B6é - B6D2 produce una enfsrmedad de ICH aguda letal,
caractarizada por un estado de inmunosupresidén, disminucicdn en el
tamadc del bazo, la presencia de linfocitos T citotdxicos anti-~
receptor, un quimerismo esplénico del 20 al 26% correspondiente a
las células de bazo trasplantadas (62), y supresién (transferible
in vitro) en 1la produccién de 'anticuerpos. Esta reaccidén esta
dirigida contra el componente H-29 del hibrido F1. Puesto »quaA 1a
reaccién de ICH puede iniciarse por diferencias exclusivamente en
las moléculas del CPH (43), Y puesto gque los hibridos B6D2 y
BEC/CB6 comparten haplotipo, supusimos que la combinacidn

B6 - B6C/CB6 también produciria una enfermedad de ICH aguda.
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MATERIAL Y NETODOS

Amoxtiguadox de fogtatos (PRS).

NacCl 0.15 M

KCl 0.0026 M.

NaH?Ppo4 0.008 M

K, PO, 0.0014 M
pH 7.4.

PBGe.

PBS con glucosa al 0.1%.

Medio RPMI completo.

RPMI 1640 10.392 g

Dextrosa 2.5 g

NaHCO; 2.0 g

Hzo aforar a 1 1t.
pH 7.2

Piltrar en condicicnes esteriles y afadir:

Sulfato de estreptomicina 100 yg/ml
Piruvato de Na 1 mM
Aminoscidos no esenciales 0.1 mM
Anfoterticina-B 1%
Suerc bovino fetal 10%

Medio REMI*.
Medio RPMI filtrado, no complementado.

NaCl 8 g
KH, PO, 0.2 g
Kt 0.2 g
Na HPO, 1.15 g
EDTA 6.2 g
Hy0 aforar a 1 Lt.

pH 7.0

Siempre se utilizé precalentada a 37°C.

Solucidén de Bouin.

Ac, picrico {soln. acuosa

saturada 12 g/lt.) 750 ml.
Formaldehido (soln. 40%) 250 ml.
Ac. acetico glacial S0 ml.
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Cepag.=
Se utllizaron ratones de la cepa singénica C57BL/6 (BE), y ratones
hibrides [C57BL/6 x DBA/2)F1 (B6D2), y [CS7BL/6 X BALB/C]F1 (B6&C)
y/0 [BALB/c x C57BL/6}F1 (CB6) qua fueron proporcionades por el
bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

Trasplante de células Qe Bazo.-

Los ratones B6 fueron sacrificados por dislocacién cervical, Los
bazos fueron extraidos y i) disgregados pasandolos por una malla de
acero inoxidable, presionandoleos con el embolo de una Jeringa, y
diluyendo 1las c¢élulas en PBS* o medio RPMI*; o 1il) £ueron
perfundidos con una jeringa de insulina y medlo RPMI+, Las células
fueron colectadas con una jaringa de insulina y los grumos fueron
separados con una pipeta pasteur. Las células fueron lavadas dos
veces en PBS* o en medio RPMI*, y una vez en PBS (sin glucosa), en
tubos de 5 ml.: las centrifugaciones se hicieron a 1.5 K, 7 min.:
el sobrenadante se decantd, y el botén de células fue resuspendido
en el liguldo restante con agitacilén suave; se agregé PBS* o RPMI#
hasta completar 5ml.; se dejaron reposar 1 min. en hielc para que
se asentaran los grumos, y €l scbrenadante se pasé a otro tubo da
5ml. con plpeta pasteur; en algunos casos los eritrocitos se
lisaron agregando al botén de células resuspendido un volumen de
agua destilada estéril e inmediatamente después, un volumen de PBS
2X.. En algunas ocasiones las célulams fueron incubadas en RPMI
completo en una incubadura de cO2 al 5%, durante no mas de 12 hrs.

La viabilidad y el numero de cédlulas fueron determinados por el
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método de exclusién de azul de tripano, utilizando un
hematocitémetro; se tuvo cuidado de no contar eritrocitos. Las
células fueron resuspendidas en PBS. A menos que se indique otra
cosa, todo se hizo a temperatura ambiente y en condiclones
estériles. Cada ratén fue inyectado por la vena dorsal de la cola,
con la dosis de CB indicada en las Tablas 1 y 2, resuspendidas en

un volumen de 0.5 a 1 ml. de PBS.

Biometrias Hegiticas.-

Los ratones fueron anestesiados con éter etilico, y sangrados por
via ocular, utilizando cAnulas heparinizadas. Las biometrias se
hicieron en el laboratoric de Hematologia, del Institute de
Cancerologia, en un aparato Coulter Counter modelo § Plus IX, cat-
7546663. Se usaron muestras prediluidas: 45 )l de sangre fueron
diluidos en 10ml. de ISOTON (soln. comercial). Los cdlculos de los
valores hématicos fueron realizados con el programa Lotus 123

(versidén en espafiol).

Necropsiag.-
los animales fueron sacrificados por dislocacidén cervical. los

érganos indicados fueron extraidos y fijados en formol al 10%.

Cortes de Tejido.-
Los érgancs fijedos fueron incluidos en bloques de paratina. Los
cortes fuarcn tefiidos con hematoxilina y eosina. Esto fue realizado

por Ismael Ranirez, del Instituto de Invaesti :iciones Biomedicas,
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por el Departamento da Patologia, del Instituto de Canceroclogia, y
por el Departamento de Patologia, del Instituto Nacional de la
Nutricién Salvador Zubiran. El anslisis histoldégico fue hecho por
el Dr. Rogelic Herndndez Pando.

Ensayo de Unidades Formadoras de Celonias en el bazo (UFC-s).-
Esquena general del experimento:”

Donadores da MO
o

b

[ ]

Receptores de MO
A

Donadores de MO:

0) los animales fueron trasplantados 'con CB; 1, 2 6 3 semanas
despues del trasplante de CB fueron sacrificados para la
extraccion de MO.
Receptores de MO:

A) los animales recibieron tratamiento con Terramicina, B) 11 a
15 dias despues se les suspendidé el antibldético, fueron
irradiados, y entre 2 y 5 hrs. después fueron i) trasplantados
con MO proveniente de ratones singénicos trasplantados 1, 2 6 3
semanas antes con CB (Donadores de MO), o il) proveniente de
ratones singénicos sin trasplantar (control de MO normal), o
1i1i) no trasplantados (control de radiacién), y C} fueron
sacrificados 12 déas después del trasplante de MO para la
extraccién del bazo. Los bazos fueron fijados en solucidn de
bouin bara acentuar la visibilidad de las colonias esplénicas

{UFC~s). Se contaron las colonias macroscépicamente visiblas an
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el bazo, y se clasificaron en grandes, medianas o chicas por el
tamafio relativo que prasentaron. Bn algunos casos se hicleron
cortes de tejido para varificar l1la poblacién celular de las
coleonias. Durante todo el expaerimento, los receptores se

mantuvieron en condiciocnes especiales de esterilidaqd.

Donadores de Médula Ogea.~

los hibridos B6D2 y BéC fueron trasplantados con CB de ratones B6
machos o hembras de 5 a 10 semanas de edad (ver Trasplante de
Células de Bazo). A cada ratén se le inyecté por via intravenosa
una dosis de CB de 1.4 a 1.8 x 108 .raguspendidas en 0.5 ml de PBS
{ver Tabla 4). Un dfa antes de la extraccidn de MO, los ratones
fueron sangrados para obtener biometrfas heméticas; los donadores
de MO a utilizarse fueron seleccionados por presentar los valores

hepdticos mas bajos del grupe (datos no incluides).

Extraccidn de lae Células de MO.-

Varios dias daspués del trasplante de CB (ver Tabla 4), los ratones
donadores de MO fueron sacrificados por dislocacidén cervical y
sumergidos an etancl al 70%. S8 extrajeron répidamente el bazo, los
dos fénmures y las dos tibias. Los fémures y las tibias fueron
descarnados y colocados en hielo. Bl bazo, y en algunos casos
también un femur y una tibia fueron” fijados en formol al 10% (ver
Cortes de Tejldo); el fémur y tibia reatantes fueron utilizados
para extraer células de MO: se cortaron las cabezas de los huesos

por ambos extremos, y se trasfundieron con un jeringa de insulina
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y solucién de EDTA (las células scbreviven hasta 12 hre. en esta
solucién) utilizando 1 ml./hueso. Se recolectd lo trasfundido, y se
pasd varlas veces por la jeringa para desbartar grumos. Las células
fueron lavadas una vez con PBS, Y el nuimero de células y la
viapilidad fueron determinadas por el métcdo de exclusisén de azul
de tripano, utilizando un hematocitémetro; se tuve cuidado de no
contar eritrocitos. A menos que se indique otra cosa, todo se hizo

a temperatura amblente y en condicicnes estériles.

Irasplante do Médula Qgea.-
Entre 2 y 5 hrs. despues de la irradiacién, los ratones recibieron
una dosis de 4 x 105 células/raton diluidas en 0.5ml de PBS, por

via intravencsa.

condiciones Especiales de Egterilidad.-

Entre 11 a 15 dias antes de la fecha del trasplante dea MO, y hasta
su sacrificioc los animales se mantuvieron en 1las maximas
condiciones de esterilidad posibles:

El aserrin se esterilizé 2 veces y se les cambioé cada tercer dia.
Las jaulas se limpiaron con eatanol antes de usarsa. Sa le colocé un
filtro a cada jaula. Los animales se colocarcn en un nAximo de
6/jaula, y guardaron su distribucién inicial durante todo el

experimento. Se utilizé una bolsa da alimento aislada.

Tratamiento con Terramicina.-

Entre 11 y 15 dias antes del trasplante de MO, los receptores de MO
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recibieron Terramicina por via oral: se diluyeron 6.05 g/lt de
polvo de Terranicina (oxitetraciclina, férmula especial para
animales; uso veterinarioc. PFIZER) en agua destilada estéril. Se
colocé en los bebederos, calculando aproximadamente 20 ml. de

solucidén/ratén para 2 ¢ 3 dias.

Irradiacien.-

Los animales fueron anestesiados para la irradiacidn: se diluyd
Anestesal (Pentobarbital Sodico 0.063 g./ml. uso veterinario. Smith
Kline} 1:10 en agqua destilada estéril; de esta solucidén se
inyectaron 10 ul/gramo de pesc de <cada animal, por via
intraperitoneal. Para la irradiacién los animales fueron colocados
an cajas de plastico tapadas con filtre. Los ratones recibiaron una
dosis da Ixradlacién de 1000 cGy/ratén, a una velocidad de
administracidn de 81 cGy/min, en un total de 12.35 min; se utilizo
una fuente de 50co. A algunos e los ratones que fueron irradiados
o irradiados y trasplantades con MO, se les practicarcn biometrias
heméticas antes de ser irradiados y 12 dias después para verificar
qua la irradiacisén hubiese producido pancitopaenia; no se observaron
diferencias entre los valores hemadticoas de 1los ratones

trasplantados y de 108 no trasplantados {datos no incluidos).
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Ratonas hibridos B6D2 y B6C o CB6 (B6C/CBS) sain irradiar fueron
trasplantados con varias dosis de CB de CS7BL/6 (B6) para
identificar laa dosis adecuadas do tragplanta (Esquema 1). En total
se hicieron los experimentos indicados en las tablas 1 y 2. El
desarrolle de la enfermedad de ICH se determiné a través del
porcentaje de mortalidad, de los sintomas gque presentaron los
animales, de las cinéticas de peso y de valores hemdticos, y de los

estudios histolégicos.

Tabla 1
EXPERIMENTOS DE TRASPLANTE DE B6D2
Exp § rat F1 EdadR SaxoR 4 cCB Edadd SexoD
la 10 B6D2 7=-9 [ ] 5x10=~7 7-9 [ )
1b 10 B6D2 7-9 [ ) 5xX10-7 T-9 L]
1lc 10 B6D2 7-9 [} - - -
2a 10 B6D2 7-9 L} 1x10-8 7-9 L)
2b 10 B6D2 7~9 L} 1x10-8 7=9 ¢
la 5 B6D2 12 L) 1x10-8 11 L]
3b 5 B6D2 16 [} 1x10-8 11 L
k1] - B6D2 12 [ ] 1x10-8 11 ¢
3d 4 B&D2 16 [ ] - - -

Ratones hibridos B6D2 fueron trasplantados con CB de B6.

Exp - nimero de exparimento; § rat - nimero de animales por
experimento; F1 - hibride utilizado; EdadR - edad en semanas del
receptor al recibir el trasplante; SexoR « sexo del receptor;

# CB - nimero de CB trasplantadas por animal; EdadD ~ edad

en semanas del donador de CB el dia del trasplante; SexoD ~ sexo
del donader; (-) - grupos control sin trasplantar.
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Tabla 2
BEXPERTMENTOS DE TRASPLANTE DR BSC/CB6

Exp ¢ rat F1 BdadRr SexoR [ ¥~ ] EdadD SexoD
1 6 B6C 11 [ ] 2.0%10-3 12 [ ]
2 [ B6C 11 L 1.5x10-8 16 L]
3 4 B6C 11 [ ] 1.0x10-8 12 [ ]
4 4 B6C 11 [ ] - - -
5a [ B&C 7 [ ] 1.5x10-8 9 [ 4
5b 2 B&C ) 1.5x%10-8 11-12 ®
5c 5 B&C 7 [ ] - - -
6 3 CB6 7 [ ] 1.6x10-8 8 [ ]
1 1 CBé 7 [ ] 3.9%x10-7 10 ¢
8 4 CB6 8 ) 3.0x10-8 10 )
9 4 CB6 7-8 ® - - -

Ratones hibrides B6C o CB6 fueron trasplantados con CB da B6.

BExp - nimero de experimento; § rat - numero de animales por
experimento; F1 - direccién de la cruza en los hibridos F1
utilizados; EdadR - edad en semanas del receptor al recibir el
trasplante; SexoR ~ sexo del receptor; § €B ~ nimero de CB
trasplantadas por animal; BdadD - edad en semanas del donador de
CB el dia del trasplante; SexoD - sexo del domnador: (-~} « grupos
control sin trasplantar.

Sobrevida.-

B6__~ B6D2. La Grafica 1 muestra la curva de sobrevida de 4
grupos de ratones B6D2 trasplantados con 5 x 107 y 1 x 108 ¢B (ver
Tabla 1). La mortalidad en los animales trasplantados varid del 20
al 60%; en ningin experimento sa obtuvo el 100% de mortalidad. Aun
sl utilizar 1a misma dosis de trasplante sn dos grupos distintos se
cbtuvieron porcentajes de mortalidad diferentes (ver los dos grupos
tra-plunfudos con 5 x 107 CB) . El aumento en la dosis des trasplante

(de 5 x 167 a 1 x 108 CB) no aumento el porcentaje de mortalidad.
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Los animales murieron (o fueron sacrificades) entre 12 y 66 dias

despuds del trasplante de CB.

P6 - B6C/CR6. La Gréfica 2 muestra la curva de sobrevida de
los ratones B6C y CB6 trasplantados con un numero de CB que varié
de 1 a 3 x 108 {ver Tabla 2). Como se puede observar en esta
figura, a pesai: da que el nuimerc da CB trxasplantadas fue hasta 3
veces mayor a la utilizada con los hibridos B6D2, la sobrevida fue
practicamente del 100% en estos ratones. Sélo en une de los
experimantos murid un animal. Aparentemente estos hibridos son mis

resistentes a la reaccidén de ICH que el hibrido BED2.

Sintomas y Signos.-

B6_=~ B6D2. Entre 10 y 60 dias después del trasplants de CB,
algunes de los ratones B6 - B6D2 presentaron el sigulente patrén de
sintotas, que son cﬁraeteristicos de la enfermedad de ICH: pérdida
de peso progresiva (ver seccidn devPeso) « postura encorvada, pelo
erizado, adinamia y palidez acentuada de pabelldn auricular, Ia
duracidén de estos datos podia variar de 2 a 7 dias. Posteriormente,
la mayoria de. los animales prgsem:é un cuadro wmis severo
manifestado por adinamia severa, hipotermia generalizada (al
tacto), palidez extrema, y muerte en menos de 24 hrs. En 3 animales
se presento ademés pardlisis de extremidades antes de la muerte

(esto pudo deberse a dafios ocasionados en el sistema nervioso por
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isquemia). Por 1lo tanto, la mayoria de los ratones B6 - B6D2
anfarmos fueron sacrificados para ser aestudiados, cuando se

congidero gque no sobrevivirian mis da 24 hrs.

5in embargo, no todos los animales que presentarcn los sintomas,
murieron. Hubo dos casos de ratones B6 = B6D2 que nostx;aron el
patrén de sintomas caracteristico, con una notable disminucién en
el peso, pero que nunca mnostraron adinamia. Estos ratones
petrmanacieron en aeste estado durante un par de semanas, después
aumentaron lentamente su peso en un par de gramos, mejoraron, y

vivieron durante aproximadamente un afio.

‘Los ratones B6 - B6D2 que nunca mostraron pardida de peso, ni los
sintomas caracteristicos de la enfermedad de ICH, vivieron tanto
tiempo como los ratones BED2 coﬁtzolas. Es posible que algunes de
estos ratones trasplantados no recibieran la dosis de CB indicada
debido a problemas durante la inyeccién en la vena dorsal de la
cola. Sin embargo, resulta dificil creer que esto haya ocurride en
un porcentaje tan alto de ratones, en todos los experimentos de
realizados con B6 - B6D2. Ademds, como se verd mas adelante, esta
inefriciencia no ocurre en los ratones B6 - B6C/CB6. Por otra parte,
las condiciones ambientales y alimaenticias fueron las mismas para
todos los ratones, asi que dste tampoco parece ser el motivo del

bajo porcentaje de mortandad.
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B6 = B6C/CB6. Entre 13 y 20 dias despuds dal trasplante de CB,
algunos de los ratones Bé -~ B&C presentaron pérdida de peso. A
diferencia de los ratones Bé - B6D2, éste fue el unico sintoma post

trasplante que presentarcn los ratones B6 -~ B6C/CB6.

Pego.~ Los ratones trasplantadea con CB  fueron pesados
periédicanente.

BG =~ B6D2. los ratones B6 -~ B6D2 que si desarrollaron 1la
enferzedad presentaron una pardida notable de peso entre 2 y 7 dias

antes de perecer o ser sacrificados. La disainucién en el pasc sa

pr to a tiexp muy variablea, a partir de la fecha del
trasplante de CB. Dchido a esasta variacién, no se graficéd el
promedio de los pesos, sino el peso de casos aislados. En 1la
Grafica 3 se mueatran las cindticas del peso da dos ratones

B6 - B6D2 (del Exp 3b) que desarrollaron la enfarmedad (uno de los
cuales se recuperd), y el promedio del peso del grupo control (dal

Exp 3d:; ver Tabla 1}.

En general, los ratones B6D2 sin trasplantar presentaron un peso
promedio de 24 grs. a las 8 semanas de edad, mientras gue 1los
ratones con enfermocdad de ICH pesaron como limite inferior, entre
16 y 20 gre.; hubo casos extremos de ratones que pesaron 14 gra. No
se identificaron diferencias entre los pesos de los grupos

trasplantados con 5 x 107 o con 1 x 108 cB.
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Bs -~ DBEC/CBG. Algunos ratones BE -~ B6C presentaron una
disminucién de peso sincrénica. En las Graficas 4, 5 y 6 se muastra
el promedio del pesc de ios diferentes grupos de ratonses B6C y CB6,

trasplantados con las dosis de CB indicadas (ver Tabla 2).

Los ratones de los axperimentos 1-4 no presentaron una disminucién
an el peso, mientras que los de los experimentos Sa, 6 y 8 si la
presentaron, asi como uno de los dos ratones del Exp 5b (ver Tabla
3). En general, los ratones de los Exp 5 y Exp 6-8 que disminuyeron
de paso ge racuperaron, aunque no alcanzaron el peso de los grupos
control, al menos hasta 48 y 74 dias después del trasplante de CB,

respectivamaenta.

Biometrias HemAticas.~ Los animales trasplantados con CB fueron
sangrados semanalmente para obtener biometrias hemdticas. En todos
los sangrados se incluyeron ratones control de 1la misma edad no

trasplantados.

P& -~ B6D2. Se les practicaron biometrias hematicas a los
hibridos de los experimentos 3 (trasplatados con 1 x 10% cB).
Aproximadamente, el 30% de los ratones B6é - BGD2 de los
experimentos 3 desarrolls pancitopenia (leucopenia, eritrepenia y
trombecitopania; datos no incluidos). La pancitopenia, al igual que
la perdida de peso, Se presentd en un margen de tiempo muy
variable, detectada desde 13 hasta 61 dias después d.el trasplante
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de CB. El grado de pancitopenia miximo alcanzado fue variable: en
cada caso sa desarrollé leucopenia, eritropenia, y plaquetopenia en
este orden de importancia, pero de diferentes grados da gravedad.
En la mayoria de los casos la pancitopenia continué agravindose
hasta que el animal murid. Sin embargo hubo casos excepcionales en
los que el animal ne purid y logrd recupararse, En tales
situaciones, los valores hemi&ticos también se recuperaron, aunque
muy lentamente. Al menos hasta 70 dias después del trasplante de
CB, los valores hemAticos aun estaban por debajec de los valores de
los animales control no trasplantados (ocasionalmente se les
practicaron biometrias hemdticas a algunos ratones da los Exp 1 y
2, y se observé una pancitopenia que continud por lo menos hasta 97

dias después del trasplante).

Se hicieron cuentas diferenciales de leucocitos de los frotis de
sangre periférica de ratones del Exp 3: todas las poblaciones de

leucocitos fueron afectadas {datos no incluidos).

El desarrollo progresivo de 1la pancitopenia coincidié con el
proceso de disminucidn da peso, y finalmente, con el resto de los
sintomas. 8dlo los ratones que desarrollaron pancitopenia y
disninuyeron de peso, murleron; sin embargo, algunos ratones (dos

casos) con pancitopenia y disminucién de peso se recuperaron.

Debido a que la pancitopenia se presentd asincrénicamente, no se

promediaron los valores hemdticos de los ratones de cada grupo
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experimental. En las Grificas 7a, b y c se muestra la cinética
hemdtica de leucocitos, eritrocitos y plaguetas, respectivamente,
de dos ratones B6 - B6D2 del E‘kp 3b (mismos de la Grafica 3), y el
promedio de los valores hemAticos del grupo control 3d. Como se
muestra en las grificas, el numeroc da plaguetas Yy lecucocitos es
muy variable aun en los animales control; los eritrocitos son el
valor hemdtico mas estable’ Ambos <ratones desarrollaron
pancitopenia pero uno murié y el otro se recuperé. Las plaguetas
son al componente sanguineo menos afectado, Yy los leucocitos el mas

afectado en estos ratones.

En las Graficas 8, 9 y 10 se comparan las cindéticas del peso y de
los valores hemiticos de los dos ratones referides en las graficas

1y 7 y del promedio del grupo control.

B6._~ BEC/CBG. La mayoria de los grupos experimentales de
ratones B6 - B6C/CB6 desarrollaron diferentes tipos de citopenias.
Las citopenias se presentaron de manera sincrénica en cada grupo,
por lo que se promediaron los valores hemiticos de todos los
ratones de cada grupo experimental. En las serles de GrAficas 11,
12 y 13 se nuestran las cinédticas hematicas de los grupos B6 -
B6C/CB6 (ver Tabla 2); las Graficas a, b y c muestran las cinéticas
de leucocitos, eritrocitos y plaquetas, respectivamente, de cada

grupo.
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En los grupos B6C Exp 1-3, los efectos en los valores hemiticos son
proporcianales a las dosis de trasplante: en @l Exp 1, Exp 2 ¥ Exp3
(trasplantados con 2, 1.5 y 1 % 108 cB respectivamonte), se
presentaron una leucopenia y una eritropenia, una leucopenia y una
eritropenia de menor grado, Yy una leucopenia m&lica ’

respectivamaente.

.En el Exp 5a, los 6 ratones (trasplantadas con 1.5 x 108 de cB de
donadores de 9 Semanas) presentaron una leucopenia y una
eritropenia médica, mientras que sélo unc de los dos ratones del
EXp 5b (trasplantados con la misma dosis de ¢B de donadores de 12

semanas), presenté el mismo cuadro.

.En todos los grupos CB6 se presentd uha pancitopenia, inclusive en
el ratén del Exp 7 qua séle fus inyectado con 3.9 x 107 cB de
macho. Se produjo un efecto mayor en los leucocitos y eritrocitos
del grupo trasplantado con 1.6 x 108 cB (de donadores de B
semanas), que en los grupos trasplantados con 3 x 10® o con

3.9 x 107 cB {(de donadores de 10 semanas). Las plaguetas fueron al

componente menos afectado.

En la Tabla 3 se presenta un resumen da los datcos obtenidos de las
gréficas de los valores hematicos 11, 12 y 13 y de las grAficas de
los pesos 4, 5 y 6.
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En general, el grado de citopenia, y el tiempo en que ésta se
presento varié dependiendo de 1a dosis de CB trasplantadas, y de la
edad dae los donadores y los receptores ds CB. En los grupos

B6 - B6C/CB6, las citopenias de mayor grado se presentaron entre
los 15 ¥ los 21 dias despuéds del trasplante de CB, y no fueron
letales: practicamente el 1008 de los animales con citopenias se
recuperd y al menos 70 dias déspués del trasplante de CB, los
valores hamAticos casi estaban al nivel de los animales control no
trasplantados (sélo un ratdén del Exp 1 murié 35 dias después del
trasplante, sin presentar una disminucién en el pese, ni otros

sintomas) .

En las Graficas 14, 15 y 16 se comparan las cinéticas de los
promedios del peso y da los valores hemidticos de los grupos Exp 6,

Exp 5a y Exp 9 (control).
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Tabla 3
RESUMEN DE LAS CINETICAS HEMATICAS Y DEL PESO

Exp #rat Edadr fcel EdadD Leup Erip Plap DiP
BEC
1 6 11 2.0x108 12 et e no no
2 6 11 1.6%10 6 ++ + no no
3 4 11 1.0x10 2 + ? no no
4 4 11 - - no no no no
sa 6 7 1.5x108 9 e+ + no si
sb 2 7 1.5x108 1 -12 ++ ? no siw
5c 5 7 - - no no no no
CcB6
6 3 7 1.6x108 8 e et + si
7 1 7 3.9x107 10 ++ ++ + sl
8 8 3.0x108 10 ++ ++ ++ si
9 4 7-8 - - no no ne no

Se cbtuvieron las cinéticas del peso y de leos valores hemiticos
de los ratones B6 - B6C y B6 - CB6. Aqui se presenta un resumen
de los datos mAs sobresalientes de las Gréaficas 4, 5, 6, 11, 12
¥ 13. Bxp - nimero de experimento; § rat - nimero de aninmales
por experimento; EdadR - edad en semanas del receptor al recibir
el trasplanta; § cel - nimerc de CB trasplantadas por animal;
EdadD - edad en semanas del donador da CB sl dia del trasplante;
Loup - leucopenia; Erip - eritropenia; Plap - plaquetopenia;
Disp - disminucion en sl peso (si/no); (+) - grado relativo de
las citopenias; {-~) - grupos control sin trasplantar; ? - sa
aprecia una ligera citopenia, pero cae dentro del rango normal;
* - 86lo un ratén presento leucopaenia y disminucion de peso.
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pescripcién Macroscépica e Ristolégica del Dado Inducido por el
Trasplante de Células de Bazo.-

Bé_- B6D2. En general, todos los animales B6 - B6D2 presentaron
las mismas caracteristicas cuando fueron sacrificados: se cbservé una
diswminucién en el volumen de sahgre, con hipocromia, menor viscosidad
¥y con un tlempo de coagulacién dlsminuido (cbservacién cualitativa).
El higado y los rifiones presentaron una coloracién rosa palide, debide
a la isquemia. El bazo presenté una reduccidn variable de tamafo. El

timo pricticamente desaparecié en todos los casos.

En total se analiz¢ el tejido de 9 ratones B6 -~ B6D2 trasplantados con
1 x 10 6 con 5 x 107 CB, que presentaron las caracteristicas arriba
descritas. Sa hicieron cortes de bazo, higado, rifén, pulmén, corazén
y cerasbro: an algunos casos el rifidn presentd lasquemia; el higado en
ocasiones presenté necrosls leve o extensa, con isquemia, ¥y en un caso
con bacterias; el resto no moatré alteraclones. Se hicleron cortes de
los vestiglos del timo, pero sélo se encontréd tejido adiposo. En dos
casos se hicieron cortes de intestino, y en un caso, corte de piel:
uno de los 2 cortes de intestino mostré necrosis, e isquemia con

bacterlas; el corte de piel fue normal.

El bazo de los ratones que fueron sacrificados alrededor de 20 dias
después del trasplante, presentéd 1a misma jimagen histolégica:
hipoplasia esplénica. La arquitectura del bazo se perdié totalmente
debido a la presencia de un infiltrado de magnitud variable
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constituido por células linfoldes grandes de nicleo con contornos
irregulares, cromatina extendida y nucléolo prominente. Dichas células
borran por completo a la pulpa blanca y también a la pulpa roja. Solo
guedaron en ellas grupos de linfocitos pequeifos, macréfagos con
vacuolas que contienen pigmento hemdtico, asi como nuy escasos

megacarioblastos y formas jdévenes de serie blanca.

Los ratones B6 - BED2 que fueron sacrificados alrededor del dia 50,
mostraron una imagen histolégica saimilar, pero con una hipoplasia
espldnica mayor: se observaron bandas fibrdétices extensas con colapsos
del parénquima asplénico, manifestado por disminucidn del tejido
esplénico y colapso de la cdpsula, y no se observaron las células

linfojdes grandes de la descripcién anterior (Foto 1 y 2).

Bg_=—- BEC/CB6. Un total de 10 ratones B6 -~ B6C trasplantados con
1.5 x 10% CcB fueron sacrificados 7, 13 o 20 dias daespués del
trasplante de CB. Todos mostraron esplenomegalia. El1 higado, el rifén
y el timo no mostraron alteraciones macroscépicas. Se hicieren cortes
de higado, rifén y bazo de cinco de los 10 ratones, trasplantados 12
¢ 20 dias antes coh CB. El higado y el rifidn presentaron una imagen
normal. La imagen histoldégica que presentd el bazo a los 13 y 20 dias
es indistinguible de 1la que presentd el bazo de los ratones B6 = B&D2
a los 20 dias despuds del trasplante de CB: la arquitectura del bazo
@a encuentra totalmente altaerada debidc a la presencia de un abundante
inflltrade constituido por c¢élulas linfoides grandes de nicleo con

contornos irregulares, cromatina extendida y nucléolo prominente.
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constituido por células linfoides grandes de nicleo con contornos
irregulares, cromatina extendida y nucléolo prominente. Dichas células
borran por completo a la pulpa blanca y también & la pulpa roja. Solo
quedaron en ellas grupos de 1linfocitos pequeios, wmacréfagos con
vacuolas que contienen pigmento hemdtico, asi como muy escasos

megacarioblastos y formas jévenes de serie blanca.

Los rxatones B6 -~ B6D2 que fueron sacrificades alrededor del dia 59,
mostraron una imagen histoldgica similar, pero con una hipoplasia
aesplénica mayor: se observaron bandas fibréticas extensas con colapsos
del parénquima esplénico, manifestado por disminucién del tejido
esplénico y colapso de la cApsula, y no se observaron las células

linfoidas grandes de la descripcidén antaerjor (Foto 1 y 2).

B6 - B6C/CRB6. Un total de 10 ratones B6 - B6C trasplantados con
1.5 x 108 CB fueron sacrificados 7, 13 o 20 aias después del
trasplante de CB. Todos mostraron esplenomegalia. E1l higade, el rifén
Y el timo no mostraron alteraciones macroscdpicas. Se hicleron cortes
de higado, rifién y bazo de cinco de los 10 ratones, trasplantados 13
o 20 dfas antes con CB. El higado y el rifién presentaron una imagen
normal. La imagen histoldgica que presents el bazo a los 13 y 20 dias
as indistinguible de la que presentd el bazo de )os ratones B& - BED2
a los 20 dias después del trasplante de CB: la arquitectura del bazo
se encuentra totalmente altarada debido a la presencia de un abundante
intiltrado constituido por células linfoides grandes de niclec con

contornos irregulares, cromatina extendida y nucléolo prominente.
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Dichas células borran por completo a la pulpa blanca y tanbién a la
pulpa roja (Foto 3).

Se hicieron necropsias de 6 ratones B6 = B6C trasplantados con

2 x 108 CB 100 dias antes. No sa observé ninguna alteracién, a
excepcion del bazo. Este presenté algo de hipoplasia, con nédulos
linfoides difusos, mientras ¢ue los controles ne trasplantados de la

nisma edad mostraron una imagen histoldédgica normal (FOTOS).

AnAlisis de la Médula Osea.-

1} Para estudlar el efecto del trasplante de CB scbre 1la MO, se hizo
un conteo de la MO extraida de un fémur y una tibia de i) ratones Bé6
- B6D2, 14 dias después del trasplante de s.5 x 108 cB, y de 1i)
ratones B6 — B6C, 7, 13-14 y 20 dias después del trasplante de 4.5 X
108 ¢B.

2) Para verificar lo cbsarvado con 1la cuenta de células de MO, se hizo
un estudio histolégico de hueso (fémur), unicamente de los ratones B6

- B6D2 y Bé - B6C sacrificados 14 dias después del trasplante de CB.

3) Para determinar la capacidad de Treconstitucién que posee la MO de
los ratones B6 - B6D2 y B6 = B6C, se utilizé el ensayo ds Unidades
Formadoras de Colonias en bazo (UFC-b). Células de MO extralda de i)
los ratones B6 - B6D2, en el dia 14, y de i1) los ratones B6 -~ B6C, an
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los dias 7, 13-14 y 20, fue trasplantada a ratones singénicos
irradiados. 12 dias después del trasplante de MO, los ratones B6D2 y
B6C irradiados y trasplantados con células de MO fueron sacrificados
para hacaer un conteoc macroscépice de las colenias esplénicas y un

astudio histoldgico de las mismas (Esguema 2).

B6 = B6C. 1) En la Tabla 4 se muestra el nimero de células de MO
qua fue extraida por cada ratén, por un fémur y una tibia en los dias
indicados., La cantidad de cédlulas extraidas es muy variabla: de los
ratones B&C control se obtuviercn entre

70 y 165 x 105 células {en promedio. 90 x 105 células), y de los
ratones B6 = B6C se abtuvieron entre 15 y 140 x 10° células (en
promedio 79.6 x 105 células). No se aprecia una disminucioén

significativa en 1a celularidad de la MO de los ratones Bé - B6C.

2) Se hicieron cortes de hueso de dos ratonea’ns - B6C trasplantados

con 1.5 x 108 cB 14 atas antes, Y gque presentaban pancitopenia

moderada, y de un ratén BSC centrol.

En la MO de un animal control (ratén B6C de la misma edad), existe
aproximadamente una proporcién del 5% al 10% de tejido adiposo, de
manera que del 80% al 90% corresponde a precursores de serie blanca,
roja y plaquetaria, asi como a formas maduras. Los vasos sinusoidales
son de dificil definicién dada la numerosa proporcién de células
precursoras de la sangre. La epifisis, la metAfisis y la diafisis



69
muestran la misma celularidad, con escaso tejido adiposo. La MO de los

ratones B6 - B6C muestra una imagen histolégica normal (Foto 4).

3) En la tabla 5 se muestra el numerc ¢e UFC-b obtenidas del
trasplante de cé4lulas de MO de los ratones B6 - B6C de la Tabla 3 a
ratones B6C irradiados. 5élo se muestran les resultados del trasplante
de MC de ratones Bé - B6C, trasplantadeos 7 y 14 dizs antes con células
de bazo; loa resultados de los dias 13 y 20 fueron simllares. Scbre la
superficie de los bazos se ohservaron colonias de tres diferentes
tamafios, gue fuasron clasificadas como grandas, medianas o chicas. No
Be obsarvé diferencia alguna entre el numeroc de colonias obtenidas de
los ratones control trasplantados con MO de animales B6 -~ BEC y del
obtenido de los ratones trasplantados con MO de animales B6C normales.
En algunos casos, los ratones B6C irradiados que no recidbieron

trasplante de MO presentaron algunas colonias en el bazo.

Las colonias obtenidas de los ratones B6C trasplantados con células de
MO de B6 - B6C y da B6C normal moatraron ia misma imagen histolégica
(Poto 5). La estructura arguitectdnica del bazo se encuentra
parcialmante conservada; existen grandes ndédulos constituidos por
linfocitos, linfoblastos, nacréfages con Pplgmentos henmiticos,

P r sy ¢ maduras de seris blanca y roja, hay también

magacarioblastos y megacariocitos. Alrededor de los nédulos existe
pulpa roja y tejido fibroconectivo con abundantes macréfagos gue

contienen hemosiderina en el citoplasma. Ios bazos de los ratones B6C
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control irradiados no trasplantados muestran hipoplasia debido a una

extansa deplecién de la pulpa blanca.

B6 =~ B6D2. 1) A diferencia de los ratones B6 ~ B6C, los ratones
B6 - B6D2 mostraron una diseinucién notable en l1la celularidad de la MO
axtraida 14 dias después del trasplante de CB (ver Tabla 4). lLa
cantidad de células extraidas de los ratones B6 -~ B6D2 varlo entre 6.5
Yy 0.7 x 105 células por ratén, por un fémur y una tibia (en promadio
4 x 105 células), mientras que del control se obtuvieron 130 x 105

células.

2) Se hicleron cortes de hueso de tres ratones Bé - B6D2 trasplantadoes
con 1.5 x 108 células de bazo 14 dias antes, que presaentaban

pancitopenia, aungque moderada, y de un animal control.

La MO de un animal control (ratén B6D2 de la misma edad), muestra
basicamente la migma imagen histolégica que la MO da un ratén B6C
normal, con una- proporcidn del 5% al 10% de tejido adiposo, y del 30%
al 90% de precursores de serie blanca, roja y plaquetaria, y formas
maduras. Es importante sefialar que en el hibrido B&D2 la diifisis
muestra mayor celularidad que la epificis y la metéfisis, y en sstas
dltimas dos existe una mayor proporcidén de tejido adiposo.

En cambio, la MO de los ratones B6 -~ B6D2 {(Foto 6) muestra una
proporcidn entre tejide adiposo y tejido mieloida de aproximadamante

del 65% al 70% a favor del primero. El tejido mieloide esatd
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constituido fundamentalmente por precursores de serie blanca con
algqunas formas maduras y por precursores de serie roia. 56lo existen
megacariocitos ocasionales. EL calponenté vascular ainusoidal es
focalmente prominente. Estox cambios son fundamentalmente mas
aparentes en la metdfisis y en la epifisis del hueso. En la didtisis
la dapoblacién es menos aparenta, con aproximadamente un 80% de tejido

mieloida.

3) En el ansayo da UPC-b, los bazos da los ratones BED2 irradiados y
trasplantados con células de MO de B6D2 normal produjeron un nimero de
colonias similar al de los ratones B6C irradiados y trasplantados con
células de MO de B6 - BG6C o da B6C (ver Tabla 5), Y muestran la misma
imagen histolégica. En contraposicién, las células de MO de los
ratones B6 - B6D2 practicamente no produjeron colonias en los bazos de
los ratones B6D2 irradiados (Foto 7). De hecho, ni el numero de
colonias, ni la imagen histolégica muestra diferencias entre los bazos
de los ratones B6D2 irradiados y trasplantados con células de MO de
ratones B6 =~ B6D2, y los controles irradiados no trasplantados o

irradiados e inyactados con PBS (Foto 8).,
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Tabla 4
CONTEO DE CELULAS DE MO EN RATONES B5 - B6D2 Y B6 -~ B6C
DONADOR CB: | RECEPTOR CB:
Sexo Edad | Nom Sexo Edad DICB  Mox10°
B&C
¢ 10 A [ ] 7-8 7 95
& 10 B [ 7-8 ki 75
& 9 c [ 7-8 7 90
- - ctl * 7-8 - 70
¢ 10 ] [ ] 7-8 14 135
* 9 E [ 7-8 14 85
- - ct2 [] 7-8 - 165
* 5,7 L) 7 13 25
. 5,7 [) 7 13 51
- - [ ] 7 - €0
- - [) ki - [1]
& 5,7 [} ki 20 140
[ 5,7 e 7 20 85
L} 5,7 [ ] 7 20 15
- 5,7 . 7 - 30
B6D2
1) 7-6 a [] 8-9 14 6.5
'] 10 b ® 8-9 14 0.7
$ 9 < [ ] a-9 14 4.7
e - ct [} a-3 - 130

Ratonaes B6D2 y B6C fueron trasplantados con =1.5 X 108 cB de

B6 y sacrificados en los dias indicados en la tabla; la MO de
un fémur y una tibla de cada ratén fue extraida, y las células
fuaron contadas por el método da exclusidn de azul tripano (la
MO de estos ratones fue utilizada para el experimento de la
Tabla 5 - DONADORES MO). DONADOR CB: Saxo, Edad - gexo y edad
{en semanas; del donador de CB; RECEPTOR CB: Nom, Sexo, Edad,
DTCB, MOx10” - nombre (ver Tabla 5), sexo y edad (en semanas)
del receptor de las CB, dias después del trasplante de CB en
que fue sacrificado, y No. de células de MO extraidas/ratdn/
fémur y tiba 3 (=) -~ ratones control sin trasplantar; A, B, C,
D, E, a, b y ¢ - ratones testigosy ctl, ct2 y ct - ratones normales.
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Tabla S
No. DR UFC-b POR BAZO EN RATONES B6C Y B6D2
DONADOR MO: RECEPTOR MO: No. de DFC-b
Nom DICB Bax0 Edad gde mod ch
B6C
A 7 [} 6 7 - -
A 7 [ 6 9 - 2
B 7 [} 6 8 - 3
B 7 [ 6 2 - 5
[ 7 [} 6 6 - 8
c 7 [ 6 - 4 -
? 7 [} [ s - 6
ctl ki [ 6 7 - 2 -
ctl ? ¢ 6 1 5 -
- - é 6 - - -
- - ¢ 6 - - 1
- - [] 6 - - 2
- - [} 6 1 - q
- - 'Y 6 - - -
D 14 [ 7 5 - 3
D 14 [ 7 6 - 2
E 14 [ 7 5 - 7
E 14 ] 7 9 - 3
ct2 14 * 7 9 - 1
ct2 14 [ 7 6 - 3
- - [} 7 1 - o
B6D2
a 14 [} 8 - 1 1
a 14 ® 8 - - -
- 14 [ ] 8 - - -
-] 14 [ ] e - - 1
b 14 [ ] 8 - 3 9
ct 14 [} 8 5 6 -
ct 14 [} [} 6 5 4
- - [ ) 8 - - -
PBS - ® 8 - 1 3

Ratones B6C o B6D2 fueron irradiados y trasplantados con células de
HO de los ratones B6 -~ B6C 0 B6 - B6D2, respectivamente, de la
Tabla 4. 12 dias despuds 1los rat fueron sacrificados, el bazo
fue extraldo y fijado solucién de Bouin; las colonias eaplénicas
_fueron contadas y clasificadas por tasafios. DONADOR MO: MNom, DICB
= ver Tabla 4, RECEPTOR CB: Nom, y DTCB; RECEFTOR MO: Sexo, Rdad,
No. de U¥C-s: sexo y edad del receptor de MO, y No. de colonias
esplénicas grandes, medianas o chicas (gde, med, ch); PBS = ratonas
inyectados con PBS; (~) - ratones control irradiados lin
trasplantar, o aussncia de colonias.
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DISCUSION Y CONCLUSION

En general, se procurd utilizar uh ninimo de trea ratones por
experimento. Desafortunadamente, no siampre fue pesible contar con el
nimero de animales descado. En algunos casos, eh los grupos B6C y CBE
s8élo se utilizaron @ 6 2 ratones por experimento. Los resultados
obtenides de estos grupos no puaeden ser considerados como
represantativos, pero fueron incluidos porque proporcionan informacién

util al ser comparados con los dem&s grupos.

Como se cbservéd en los resultados de sobrevida, peso y valores
hemdticos, utilizando diferentes dosis de trasplante de CB, 1los
ratones B6 -~ B6D2 desarrollaron las caracteristicas de la enfermedad
de ICH con un porcentaje bajo de eficlencia (30%), y a tiempos muy
variables, En cambio, los ratones B6 -BEC/CBE sélo desarrollaron
citopanias no letales (aun utilizando dosis de trasplanta 3 veces
mayores), pero con una eficiencia del 100%, y de manera sincrénica.
Esto indica que los ratones B6 «~ B6C/CB6 son mas resistentes a la
reaccién de ICH que los B6 -« B6D2., Por otra parte, si se comparan los
resutados de lom ratones B6 =« B6C con loa dea B6~ CB6 se observa gue
los primeros son mas resistantes a la reaccidn de ICH gque los segundos
(inclusive el trasplante de 3.9 x 107 €B produjo pancitopenia en un
ratén CB6). Por lo tanto, tanto diferencias en antigenos no
relaclonados con el CPH, como la direccién de la cruza pueden

nodifticar la lenélbllidud del hibrido F1 a esta reaccidn.
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La variabilidad en respuesta que presenta el hibrido BGD2 ante el
tragplante de CB no parece ser al resultado de errores técnicos. Esta
mds bien pedria deberse a 1la presencia de un grado mayor de
heterocigoclidad en la cepa DBA/2, que en las cepas C57BL/6 y BALB/cC.
Esto explicaria porgué sélo un porcentaje bajo de los ratones
desarrollan la enfermedad de ICH (en la literatura no se especifica si
el trasplante de 9 x 107 CB de Bé es suficiente para inducir

enfernedad de ICH en el 100% de los ratones BED2).

En todos los hibridos, los leucocitos fueron la poblacién mas
scnsible a la reaccién de ICH, mientras gque la de las plaguetas fue la
mis resistente. Los eritrocitos presentaron efectos intermedios, y
pregsentaron la varliacién menor en los controles, por lo gue parecen

ser el monitor mas valioso en la reaccidn de ICH.

En los grupos B6C Exp 1-4 se aprecia como el grado de leucopenia y
eritropenia estd directamente relacionado con la dosis de trasplante
de ¢B en los hibridos B6C. Por otra parte, en los grupos Exp 3 de
ratones B6 - B6D2 se utilizaron donadores y receptores de 11 a 16
semanas, mientras que en Los grupes Exp 1 y 2 se utllizaron ratones de
7 a 9 semanas: el porcentaje de ratones B6D2 del Exp 3 gue murid fue
menor que en los grupos anterlores {datos no incluidos). Al analizar
la tabla 3 (Exp Sa y 5b, ¥ Exp 6 y 8) tamblen se observa que la edad
de los donadores y receptores de CB en los ratones B6 - B6C/CB6 puede
modificar les efaectos de la reaccién de ICH, de tal manera que el

efecto en el peso y en los valores hemiticos es mayor a medida que los



16
receptores y los donadores son mas jévenes, al menos entre 7 y 9
sepanas. Esto puede tener alguna relaciédn con el estado funcional del
sistema inmune del ratén joven, comparado con el ratén adulto, y tal

vez sea m4is significativo en la edad del ratén donador de CB.

Los ratones B6 - B6D2 y los B6 -~ B6C/CB6 desarrollaron leucopenias y
eritropenias de niveles =similares, sin embarge, los primeres
desarrollaron eritropenias mucho mas agudas gue las que presentaron
los segundos. La muerte en los ratones B6 - B6D2 fue seguramente
causada por infeccicnes. Por lo tanto, es posible que los sintomas de
la enfermedad de ICH s6lo se presenten cuandc existe infeccidn, que es
propiciada por un estado caracterizado por una eritropenia aguda (por
lo que los ratones B6 - B6C/CB6 no resultan infectados); los ratones

que no son infectados pueden recuperarse.

El efecto de la reaccidn de ICH scbre el tejido linfolde y de
origen hemopoiético también se aprecid en el bazo de ambos hibridos,
aungue de manera distinta. Tres ratenes B6 - B6D2 trasplantados con
1.5 % 108 ¢B, con pancitopenia meoderada, fueron sacrificados 14 dias
después del trasplante de CB; el bazo de estos ratones mnostrd
esplenomegalia (no se hizo anilisis histolégico; datos no incluidos).
Esto, aunado a los resultados obtenidos de los cortes de tejido
indican que inicialmente se produce una esplenomegalia en ambos
hibrios (evidencia en 39) probablemente, como resultado de 1la
activacién y proliferacién de 1los 1linfocitos T trasplantados

(evidencia en 63 y 40). Estos linfocitos T activados pueden ser
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responsables del dajio ocasicnado al tejido linfoide y hemopoiético del
bazo. De hecho, las células linfoldes grandes que infiltraron el bazo
podrian ser las CB trasplantadas, en proceso Qe activacién y/o
destruccidn de tejildo, reasponsables de la reaccién de ICH (valdria la
pena averiguar el fenétipo ( Lyt-2%o 13T4%) de estas células con

técnicas de inmunohimtoquimica).

Sin embargo, los ratones B6é - B6C/CB6 conservan la capacidad de
recuperar el tejido linfoide y hemopoliético del bazo, y tal vez hasta
de montar una respuesta en contra de las células trasplantadas
{fendmeno de resistencla hibrida; ver siguiente pArrato), mientras que
los ratones Bé = B6D2 no pueden hacerlo. Una vez que la reaccidén de
ICH ha cedido {segun suglere el hecho de que desaparezcan las células
linfoides grandes), les ratones B6 - B6C/CB6 racuperan en gran medida
la poblacién celular y la estructura del bazo (100 dias despuds del
trasplante de CB, o antes) mlientras que los ratones B6 = B6D2 nho
muestran recuperacién del tejido linfoide, normalmente son infectados

¥y mucren.

Se menclond en la intreduccién el fendmeno de resistencia
hibrida: los ratones de haplotipo H-2P x H-29 gon capaces de rechazar
tejido normal o tumoral de origen H-2P, Esto se debe a un fendmeno de
exclusidn alélica de ciertos determinantes codificados en la regién H=-
2-b, que ocurre cuando esti presente la regidén H-29, E1 fendmeno de
resistencia hibrida debe presentarse en ambas combinaciones de P - Pl

utilizadas en este trabajo: las células parentales utilizadas para el
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trasplante gon H-2P en ambos casos, y ambos hibridos son H-2P x y-2d.
Por lo tanto, es poco probable gue las diferentes susceptibilidades a
l1a reaccién de ICH observadas entre ambos hibrides sean el resultado
directo del fenémeno de resistencia hibrida. 5in embargo, también es
posible que, una vez iniciada la reaccién de ICH, los ratones Beé =
B6D2 no puedan presentar rasistencia hibrida, mientras que los B6 -
B6C/CB6 sl puedan hacerlo por no encontrarse tan inmunodeficientes
como los primeros. Esto inclusive podria ayudar a que la reaccién de

ICH se resolviera con mayor rapidez en los ratones B6 - B6C/CB6.

Los efactos producidos en sangra pariférica y en el bazo pueden
deberse a una destruccién celular en sangre periférica y/o en el bazo,
pero también pueden deberse a una destruccidén celular que ocurriese

directamente en la MO, y en el timo,

Como se menciond en los resultados, el timo en los ratones

B6 -~ B6Dz pricticamente desapareca, mientras gue no se aprecian
cambios en el timo de los ratones B6 - B6C/CB6. El daiio en el timo es
un efecto comin en la reaccidn de ICH aguda; la apariencia histolégica
del timo es indistinguible de una displasia timica, como la gque acurre

en una inpunodeficiencia combinada severa (64).

sa decidlé averiguar, entonces, que es 1o que sucede en la MO de estos
hibridos durante la reaccién de ICH. Las cuentas de células extraidas
da la MO, y sobre todo, los cortes de fémur indican que la reaccidén de

ICH produce una deplecién de tejido hemopoidtico en la MO da los
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ratonea B6 -~ B6D2, pero ne (¢ en menor grado} en la MO de los ratones
B6 =~ BEC/CB6. Curilosamente, la deplecidn celuiar que ocurre en la MO
de Jos hibridos B6D2 parece ser mayor en la epifisis y la metafisis

que en la disfieis. Puesto que exists una mayor abundancia de tejide

misloide en la diifisis, gque en la apifisis y metafinis da estos

hibridos, es probakle que el dafio ses similar en todas las regiones,

pero resulte més evidente en la epifisis y 1a metdfisis, No fue

posible identificar una poblacién de células linfoides gyrandes,

similar a 1a que infiitra el bazo, an la MO de los ratones con

reaccién de ICH puesto gque éata presenta unm variedad de células en
diferentes mstadlios de diferenciacidn.

La deplecidn celular que se presenta en la MO y seguramente también en

el timo (asi como la que se presenta en sangre periférica y en el

bazo)} ocurre sélo enh los ratones B ~ BED2 a pesar de que ambos

Es posible que el teiido medular de
arhos hibrides resulte dafiado, perc mientras que 1os ratones B6 ~ B&D2

hibridos cowmparten haplotipo.

no soh capaces de regenerar la NO, los Bé -~ BGC/CR6 responden y se

recuperan de inmediato (de manera similar a lo que ocurre en el bazo).

8e observéd que a1 daflo gque ocurre en &l bazo de los ratones
B6 ~ B6D2 parece ceder cuando mencs alradedor de los 50 diaa despuds
del trasplante de CB (en los cortes de baro desaparece el infiltrado

de cdlulas linfoldes grandes)., Esto sugiere gue la reaccisén de ICH ha
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ratones B6 - B6D2, pero no (o en ®Renor grada) en la MO de los ratones
B6 - B6C/CB6. Curiosamente, la deplecién celular que ocurre en la MO
de los hibridos B6D2 parece ser mayor en la epifisis y la metafisis
que en la dfafisis. Puesto que existe una mayor abundancia de tejico
mieloide en la diifisis, que en la aepifisis y maetafisis de estos
hibridos, es probable que el dafio sea similar en todas las regiones,
pero resulte mids evidente en la epifisis y la metdfisis. No fue
posible identificar una poblacién de células linfoides grandes,
similar a la que infiltra el bazo, en 1la MO de los ratones con
reaccién de ICH puesto que ésta presenta una variedad de células en

diferentes estadios de diferenciacidn.

La deplecién celular que se presenta en la MO y seguramente también en
el timo (asi como la que Be presenta en sangre periférica y en el
bazo) ocurre sélo en los ratones B6 - B6D2 a pesar de que ambos
hibridos comparten haplotipo. Es posible que el tejido medular de
ambos hibridos resulte dafiado, pero mientras que los ratones B6 - BGD2
no son capaces de regenerar la MO, los B6 = BG6C/CB6 responden y se

recuperan de inmediato (de manera similar a lo que ocurre en el bazo).

Se cbservé que el dafio que ocurre en el bazxo de los ratones
B6 =« B6D2 parece ceder cuando menos alrededor de los 50 dias después
del trasplante de CB {en los cortes de baro desaparece el inflltrado

de células linfoides grandes). Esto suglere que la reaccisn de ICH ha
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finalizado. Sin embargo, aunque ésto suceda (sl es que sucede), los
ratones B6 - B6DZ no son capaces de recuperarse.
Estas dos Gltimas observaciones suglieren que la capacidad regenerativa
de la MO restante de los ratones B6 - B6D2 puede encontrarse alterada.
Debldo a esto se decidid astudiar la capacidad regenerativa de la MO

de los ratones B6 ~ B6D2, utilizando el ensayo de UPC-b.

El trasplante de células de MO da lugar a colonias clonales de células
mieloide-eritrecides en el bazo (UFC-b): en teoria una célula da lugar
a una colonia. En un principio se censideraba que la poblacién celular
que podia generar UFC-b y las células madres totipotaenciales de la MO
eran la misma poblacidén. Hay evidencla reclente indica que s6lo las
colonias tardias (del dia 12) se corraelacionan con la verdadera
actividad de células totipotenciales {65,66): la evolucién temporal de
las colonlas esplénicas puede indicar el nivel de maduracién de sus
células progenitoras, de tal manera que se plensa que las células de
MO qué generan colonias esplénicas a los 8 dias ya estén comprometidas
con una linea de diferenciacién determinada, mientras gue las células
que generan colonias sélo después de los 12 dias tienen las
caracteristicas de células progenitoras totipotenciales no

conpronetidas.

Estos estudios indican que las colonias esplénicas qua se observan el
dia 12, se originan a partir de células progenitoras totipotenciales
Yy a partir de células progenltoras mas comprometidas hacia la linea

aritroide-mieloide. Asf @s que el ensayo de UFG-b no sirve para
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cuantificar la proporcidén de células progenitoras totipotenciales en
la MO, peroc se puede utilizar para estudiar la capacidad regenarativa

de la misma.

Los resultados obtenidos de los ensayos de UFC-b indicaron que
mientras que las células de MO de los ratcnes B6 = B6C (de 7, 13 y 20
dias), B6C y B&6D2 poseen la misma capacidad para formar colenias
esplénicas, las células de MO de los B6 - B6D2 (de 20 dAias) la han
perdido, o disminuido lo suficiente para no ser detectadas bajo las
condiciones experimentales utilizadas. La MO de los ratones B6 -~ CB6
no fue explorada, pero seguramente ocurre lo mismo que en el caso de

B6 - B6C.

Es importante seflalar gue aungue los ratones B6 - B6D2 presentaron una
calularidad disminuida de 1la MO, se trasplantd una dosis de MO
egquivalente en todes los hibrides. Por lo tanto, 1la perdida o
disminucién de UFC-b puede interpretarse ds dos maneras: como una
deplecién especifica (o proporcionalmente mayor) de las células
progenitoras que dan lugar a las colonias esplénicas, o como una
pérdida o supresién (generalizada o también especifica) de 1la

capacidad regenerativa de las cdlulas de MO .

Para realizar los ensayos de UFC~b se utilizaron los ratones
B6 - B6D2 y B6 - B6C/CB6 que praesantaron las citopenias mis evidentes

en gus valoras hemiticos, pero los B6 -« B6D2 aun no presentaban
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pancitopenia aguda, ni pérdida de peso. Bs ldégico suponer que los
efectos en la MO deben ser mids evidentes en los ratones B& - B6D2 que
presentan pancitopenia aguda y el resto de los sintomas
caracteristicos.

Los resultados obtaenidos con los ratones B6 - B6D2 coinciden con lo
observado en otros trabajos reclentes. En la reaccidn de ICH aguda
inducida a través de diferencias en las moléculas del CPH se produce
una disminucién en la capacidad proliferativa de la MO (medida en
engayos de UFC-b © en ensayos de incorporacién de S5~iodo-2/-
desoxiuridina) de los ratones con reaccién da ICH; este fenémeno
también va acompanade de una disminucién del 50% en el nuimerc de
células de MO extraldas de fénmur y tiblia. Ambas disminuciones se
detectan desde los 22 dias y aun sBs observan 66 dias después del
trasplante de CB [DTCB] (64, 67). Ademis, al grado de reduccidn en el
nimero de CFU~s depende de la dosis de células de bazo trasplantadas,
Yy adlo ocuxre cuando existe disparidad tanto en las moléculas de Clase
I como da Clase II, entre el padre y el hibride. En el caso de los
ratones B6 = B6D2 presentados en este trabajo, la disminucién de

células de MO es mucho mayor al 50%.

La disninucisn en la capacidad proliferativa estd asocilada a defectos
en la produccién y en la funcién de loa linfocitos B, y en la
produccidn de linfocitos T citotéxicos que reconocen antigenos proplos

asociados a TNP, y aloantigenos (64, 67).
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Por lo tanto, y en conclusién, la reaccién de ICH produce dafio en
tejido linfolide y hemopolidtico. Este dajo puede cbservarse (cuande
menos) en sangre periférica, en el bazo, en el timo y en la MO. El
dafio en el bazo puede ser parcialmente responsable de las citopenias
obsarvadas en sangre periférica. Pero lo que determina el proceso de
una enfermedad de ICH agquda y letal, es lo que ocurre en la MO (y
probablemente también en el timo}. 8i la MO resulta depletada, y su
funcién proliferativa alterada, los ratones con reaccidén de ICH no
pueden reponserse a la deplecidn de tejido linfoide y hemopoiético, y
no pueden restabecer sus funciones inmunes. En cambio, si la MO no
resulta afectada, los ratones pueden reponerse y restablecer sus
funciones inmunoldglcas. Nuestros resultados indican gque 1la
recuperacién puede suceder independientemente de la magnitud de la
reaccién de ICH aguda (inclusive cuando dsta ocurre a través de
diferencias en todo el CPH), y de los efectoa que égta tenga en el
bazo y en Bangre periférica (recordemos cque en B6 ~ B6D2 y en B6 -
B6C/CB6 las leucopenias, plaquetopenias ¥y esplencmegalia alcanzan
niveles comparables): el requisito indispensable, as gque la MO no
resulte afectada (cuando menos de manera mignificativa), y que los
ratones ne Bean infectados. La Aisminucién en 3la capacidad
proliferativa de las células de MO estd asoclada con la deplecidn de
tejido hemopoldético. Ko sabemos si ambos efectos tienen la misma

causa, o son el resultado de procesos distintos.
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La pregunta obvia es: zQué determina que la MO de los ratones
B6 =~ B6D2 saa sensible a la reaccién de ICH aguda, mientras que la de
log ratones B6é - BEC/ CB6 no? La cohsgervacidén popular es que el dafio
estd diriglido principalmente contra el tejido de origen hemopoidtico

en general (incluyendo el derivado del timo).

Hay datos gque apoyan la teoria de gue el dafio causado en la reaccidn
da ICH aguda (al menos durante 1los primeros dias después del
trasplante de linfocitos) es causado directamente por células:
linfocitos T citotdxicos/supresoras que reconocen moléculas del CPH
del haplotipo no conocido por las células del padre, en las
combinaciones P < Fl1, que pueden suprimir especificamente la
proliferacién de células de MO F1 in vivo (63, 67), y no por factores
solubles como linfocinas (la reaccidn de ICH produce alteraciones en
los patronea de secrecién de varias linfocinas).

El hecho mismo de que 1a MO de los ‘ratones B6 - BED2, pero no la de B6
- B6C/CB6, resulte dafada refleja que el efecto en la MO dificilmenta
puede sar causado por factores solubles, y m&s bien se trata de un
proceso especifico (de lo contrario habria que postular qua la MO de
los ratones B6é - BEC/CB6 es menos sensible a eatos factores solubles

que la MO de los B6 - B6D2, y esto resulta poco probable).

Puesto que la reaccién de ICH puede estar restringida por diferencias
exclusivamente en las moléculas del CPH, y existen datos que indican
que el tejido de origen hemopoidtico ea el telido que expresa con

mayor abundacia moléculas del CPH (principalmente de clase I) sobre su
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superficie, se ha propuesto que éste es el motivo por al cual el daifo
ests dirigido de manera especifica (o cuando menos en mayor
proporeién) contra todp_ el tejido de origen hemopoiético. Entonces, se
puede postular que el tejido de 1la MO, es decir, el tejide
hemopoidtico mas indiferenciado, de los ratones B6C/CB6 exprasa en su
superficile una menor densidad de moléculas del CPH, que el de los

ratones B6D2.

Existe un posibilidad aun m&s atractiva. La reaccién de ICH aguda
tambien puede estar restringida por antigenos menores presentados en
el contexto da moldculas del CPH. Por lo tanto, es posible qua la
reaccién de ICH en la MO de los ratones B6D2 esté restringida por
fragmentos de antigeno(s) menores que no estén presentes en la MO de
los ratones B6C/CB6, y que puedan» estar presentados en el contexto de
moléculas del CPH de haplotipo u-29 o H-2P. Esto no excluye 1la
posibilidad de que este antigeno o antigenos también pudieran
expresarse en el tejido de origen hemopolético maduro (el que se aloja
en los érganos-linfoides secundarios) de ambos hibridos, y también
restringiera la reaceclén de ICH en estos tejldes. Resultaria
interesante explorar esta posibilidad, utilizando ratones BALB/c -
BALB/c x DBA/2, para ver si losa BALB/c pueden reconocer este antigeno

o antigenos que sdlo estidn presentes en el fondo gendtico de DBA/2.

Finalmente, hay datos que indican que el dafic causado en el timo
do ratones por irradiacidn, enfermedad de ICH aguda, Yy ‘1a

administracién de ciclosporina A puede producir una reduccidén en la
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eliminacién de linfocitos T autorreactivos y en la produccidén da
linfocitos T regqulatorios; el mismo dafio experimental causado en el
timo por irradiacién y/o ciclosporina A produce enfermedad de ICH
crénica (68). Esto nos habla de la importancia de un tizo sano para la

recuperacién de la reaccicn de ICH aguda: una encia coaun en la

enfermedad de ICH, es la progresién hacia una enfermedad crdénica,
debido a un desbalance entre los linfocitos T autorreactivos, y los
linfocitos T reguladores correspondientes, y Ee propone gue esto se
origina por una falta de seleccidén en el timo. Ninguno de los ratones
B6 -~ B6C/CB6 mostrd caracteristicas de una enfermedad crdénica,
posterlor a las citopenias. Esto sugiere que, al igual que la MO, al

timo de estos ratones tampoco sufrié dafos.
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ABREVIATURAS
AN células Asesinas Naturales
CB células totales de bazo
MO Médula Osea
CPH Complejo Principal de Histocompatibilidad
CML cultivo Mixto de Linfocitos
HLA CPH en humanos
H~-2 CPH en el ratdén
ICH Injerto contra Hospedero
IFNY Intarferdn gamma -
IL~2 Interleucina 2
IL=4 Interleucina 4
IL~5 Interleucina 5
1GL linfocitos grandes granulares
Lre linfocitos T citotéxicos
RCT Recaptor de Célula T
™S tiempo medio de sobrevida
TNF Pactor de Necrosis Tumoral

A - B(r) ratones B irradiados y trasplantados con CB de A.

P « Pl(r} ratones hibridos Fl irradiados y trasplantados con CB
de uno de los padres.

P - F1 ratones hibridos Fl1 trasplantados con CB de uno de los
padres.
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Gréfica 1. La grifica muestra las curvas de sobrevida de los ratones
BG BED2 de los grupes B6DZ Exp 1a, ib, 1¢, 2a y 2b
{ver Tabla 1).
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Grifica 2. La grafica muestrs las e
B6 86C/CB6 de los grupos BoC/CB6 Exp 1, 2, 3, 4, 5a, Sb, Sc, 6, 7,

8 v 9 (ver Tabla 2). Los experimentos finalizaron el df
aprace por ultima vez el marcador de l{nea. 8 en que

urvas de sobrevida de 1los ratones
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Grafica 3, El1 trasplante de CB produjo una disminucidh variable en
¢antidad y en el tiempo, del peso de los hibridos BsD2. La gréfica
ruestra la cindtica del peso de dos ratones E6 -+ B6D2 del grupo B6D2
Exp 3b, v el promedio de 1los cuatro ratones del Exp 3d. Uno de las
dos ratones murio’ alrededor del dfa 30, y el otro se recupero’,
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Graficas 4, 5 y 6. E1 trasplapte de CB produjo una disminucidn
ainerdnica en el pesso de los hibridos BEC y CBE6. Las Grificas 4,

5 v 6 muestran la cindtica del proxedio de los pesos de los animales
de los grupos B6C Exp 1, 2, 3 y 4, de lom gruposg B6C Exp Sa, 5b, Sc
y de los grupos CB6 Exp 6, 7, 8 y 9, respectivamente. Sdloc se
promedio” el peso de los ratones que presentaron disminucion de peso:
en la Grafica S, Exp 5b, solo se graficd el peso da uno de dos
ratones; en la Grafica 6, Exp 8, sdlo me promedio” el peso de 3
ratones de un grupo de 4&; en el resto de Jlas graficas se promedic’
el peso de todos los ratones del grupo.
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Graficas 7a, 7b y 7c. El trasplante de CB produjo una pancitopenia
variable an el tiempo y en la gravedad. en los hibridos Be&D2. En las
Graficas a, b ¥y c 8e muestran lams cinédticas de 1las cuentas de
leucocitos, eritrocitos y plaquetas, respectivamente, de Bangre
pariferica de 108 dos ratones referides en 1la Grafica 3, vy 1las
cinéticas del promedio de 108 cuatro ratones del grupo control 3d.
Cuando 1leos ratones se encontraron muy disminuidos de peso ¥ con
anemia aguda no fue posible obtener muestra de sangre.
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Grdficas 8, 9 vy 10. En las Grifices 8, 9 ¥ 10 se muestran simul-
taneamente las cineticas del peso v de los valores hemdticos del
ratoh 1 y del raton 2 del grupo BED2 Exp 3b, y del promedio de los
cuatro ratones del grupo control Exp 3b, respectivanmente.
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Graficas 1la, 11b v 1l1c. El trasplante de CB produjo citopenias
sincronicas, y proporciocnales a la desis de trasplante en los grupos
de ratones B6C Exp 1, 2, 3 y 4. En las Graficas a, b vy ¢ Be muestran
las cindticas de los promedios de 1las cuentas de leucocitos,

eritrocitos y'plaquetan. respectivamente, de todos los animales de
cada uno de esStos grupos.
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Graficas 12a, 12b y 12¢c. EL trasplante de CB produjo citopenias
sincrdhicas, y dependientes de la edad de los donadores de 8 en los
grupos de ratones B6C Exp S5&, Sb y S5c. En las Graficas a, b ¥ c se
mueatran lag cinéticas de los promedics de las cuentas de
leucocitos, eritrocites ¥ plaquetas, respectivamaente, de todos lon
animales de cada uno de estos grupos.
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Graficas 13a, 13b y 1l3¢. El trasplanta de CB produjo citopenias
sincronicas en 1los grupes de ratones CB6 Exp 6, 7, B8y 9. En las
Graficas a, b y C se muestran las cindticas de los promedios de lasm
cuentas de laucocitos, eritrocitos y plaquetas, respactivamente, de
todos los animales de cada uno da eatos gErupos.
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Grnt‘icu_s 14, 15 y 16. En las Graficas 14, 15 y 16 se muestran
uilultuna-nqnte las cindticas da los promedios del peso ¥y de los
valores hemiticos de lo8 grupom CB6 Exp 6, B6C Exp S5a y dal grupos
control C86 Exp 9, respectivamente,



Foto 1) En la toto se muestra el baco de un ratdin 00 normal. La
imagen es muv similar a la de los ratores BEDl: normales (sumente
40X} .

Foto Z) En la foto se muestra el bazo de un ratén B6 - BSD2 que
desarrollo los sfntomas caracter{sticos de la enfermedad de 1CH,
v que fue sacrificado a los 66 dfas después del traspiante de CB
{aumento 4L0X).



Foto 3) En la foto se muestra €l bazo de un ratén Bs -+ B6C qt_Aa
fue sacrificado a los 13 dilas despues del trasplante de OB
{aumento «UA, .

Foto «) En la foto se muestra la eplfisis del fégur de up ratén
B6D2 normal. J.a imagen histcllgica de los ratones B6C normales y
la de 1los BS » BoC a 165 1a4 dias después del trasplante de OB son
practicamente indistinguibles de esta imagen {aumento «0X).



Foto 5) En 1la

foto se muestra la epfrfisis del rémur de urn ratsn
B » B6D2 que fue sacrificado a los 14 dias después del tras-
plante de CB (aumento 40¥),

8

Foto &) En la foto ge muestra una colonia eaplénica (UFC-b} en el
bazo de un ratén BeC que fue trasplantado con MC de ratones
B6 + B56C 12 dias antes {aumento 4O0X).



Foto 7) £n la toto se muestran algunos de los bazos obtenidos del
trasplante de Mo de Tatones BS - BoDZ (los cinco bazes de la
parte superior). logs controles positivos (MO de rvatones BoD2
normales - los dos primeros bazos de la parte inferior) v los
controles negativos (ratones irradiades sin trasplantar - los
tres Oleimecs bazos de la parte inferiar).

Foto 8) En la foto sa muestra el bazo de un ratén BeD2 que fuae
trasplantado con M de ratones BS » BSD2 12 dias antes. La imagen
€es practicamante indistinguible de la de un ratén BSD2 o BoC
irradiado y sin trasplantar taumento «©0X).
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Esquema 1) Ratones hibridos B6D2 y B6C/CB6 fueron trasplantados
con varias dosis de CB extraidas de ratones B6.
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Esquena 2) Se extrajeron celulas de MO de ratones B6 + BSD2 v

85 - B6C (GVvH), trasplantados varios dias antes con CB, Yy de
ratones control no trasplantados (CONTROL)} y se trasplantaron en
ratones singenicos (B6L2 o BoC respectivamente). 12 dias despues
del trasplante, los ratones trasplantados con MO fueron
sacrificados v el bazo fue extraido para detarminar el numero de
coloniam esplenicas (UFC-b).
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