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RESUMEN

Recientemente se ha determinado que aproximadamente de 23 2 40% de los pacientes
que ingresan  los hospitales generales lo hacen por complicaciones causadas por abuso
del alcohol: una de éstas complicaciones.. que con mavor frecuencia se encuentra, es la
susceptibilidad aumentada a los agentes infecciosos ( 1-3 ). El deterioro que el etanol
gencra sobre la respuesta inmunce es cof responsable del aumento en la incidencia de
enfermedades infecciosas v neopldsicas que se observa en los pacientes alcoh6licos (4 ).
Los efectos del ctanol en la respuesta inmune sc han estudiado tanto en humanos como
en animales de experimentacién; esos estudios han demostrade que algunos pardmetros
inmunoldgicos inespecificos tales como la funcidn de los fagocitos, de las células
asesinas naturales y el movimiento ciliar se encuentran afectadas ( 5-13 ).

De particular interés son los hallazgos que establecen que el etanol tiene un efecto mds
amplio sobre algunos pardmetros inmunoldgicos especificos tales como: pérdida de
células linfoides del timo, bazo y sangre periférica en animales de experimentacién y
cambios en la composicién celular de la sangre periférica en los humanos ( 14-16 ).
Los cambios funcionales en las células linfoides son; disminucidn de la respuesta
proliferativa a mitdgenos que estimulan tanto linfocitos derivados del timo ( 17-19 ),
como células productoras de anticuerpos ( 20 ), alteracién de los mecanismos de la
respuesta humoral, incluyendo la produccién de anticuerpos ( 21 ) y defectos en la
respuesta inmune celular, tales como reacciones de hipersensibilidad retardada (22-23 ).

Sin embargo no ha sido determinado si estas alteraciones en la respuesta inmune son
Jebidas al efecto del alcohol per se o a otras complicaciones asociadas frecuentemente
cen el alcoholismo tales como deficiencias nutricionales, disfuncion hepdtica, ete.
Existen escasos cstudios realizados en modelos animales, los cuales no reflejan
adecuadamente algunas de Ias condiciones presentes en el alcoholismo humano, tales
como la via de administracién; ademds, las consccuencias del efecto del EtOH en el
sistema inmune incluyendo la respuesta a agentes infecciosos, enfermedades
autoinmunes v la respuesta inmune contra las ncoplasias no han sido estudiadas en
detalle usando modelos ya establecidos: por ofra parte, existen resultados
contradictorios en relacién a los mecanismos de inmunosupresion debido al alcohol (22-
23).

Para obtener resultados que nos avudaran a entender el efecto del alcohol sobre el
sistema inmune, utilizamos un modelo experimental bien caracterizado en ratones
machos de la cepa CS7BL/6 alimentados con dieta liquida con 37% de alcohol
desarrollado por Lieber-DeCarli ( 24 ), lo que nos permitié evaluar criticamente los
efectos del alcohol en la respuesta primaria de células- B a antigenos T
independientes (TI), estimulando con fosforilcolina ( PC ), determinante antigénico
unido a la pared celular de Streptococcus pneumoniaeRI6A (25-27).




Lstos resultados nos permitirdn. entender el efecto del alcohol en el funcionamiento del
sistema inmune y mejorar el mancjo clinico de los pacientes alcohdlicos, asi como
conocer las alteraciones especfficas del sistema inmune producidas por el etanol, lo que
nos dard conocimicntos adicionales relacionados con el mismo.



INTRODUCCION

CELULAS B.

En el ratdn, las c€lulas que eventualmente se determinaran como células B, se
encuentran ontogénicamente, en la placenta; sin embargo, estas mismas célufas
aparecen cn ¢l higado al inicio del segundo trimestre del desarrollo intrauterino y
durante la primera seana de vida neonatal, las células B también se desarrollan en el
bazo v poco tiempo después del nacimiento, la médula ésea toma la primicia como
fuente principal en la produccién de nuevas generaciones de células B y contindan con
este papel durante el resto de la vida, ( 28-30 ). Las células B alcanzan su madurez en
estos tres sitios, y es concebible que cada una de estas fases del desarrollo de lugar a
diferentes subpoblaciones ( 28-30).

La diferenciacién progresiva de las células B a lo largo de su desarrollo se divide en
dos etapas: la primera, antfgeno independiente y la segunda antigeno dependiente ( 28 )

La primera se identifica después de que las células madre han iniciado su diferenciacién
hacia células B; en esta etapa se les denomina células pre B o fase antfgeno
independiente, al parecer su desarrollo estd bajo la influencia del medio ambiente que
las rodea ( 30 ) las células que se encuentran en este estadio se distinguen por
antigenos especificos en su superficie y por la sintesis de cadenas pesadas, las cuales se
pueden detectar en su citoplasma. Posteriormente, adquieren la capacidad de producir
cadenas ligeras, en esta etapa las células B son pequefias e inmaduras, y expresan IgM
en su superificie ( 31 ); en estadios subsecuentes, las células B presentan una gran
variedad de receptores para mitégenos, tales como determinantes antfgenicos la e IgM
en su superficie; sin embargo, durante esta etapa las células pre B de la médula 6sea
pueden expresar moléculas en la superficie celular que no son expresadas por las
células pre B del hfgado fetal ( 32-33 ). La expresion de inmunoglobulinas de superficie
es una caracteristica comun a todas las células B que permite la seleccién clonal por el
antfgeno; las células B al parecer totalmente maduras. dejan la médula dsea sin
divisiones posteriores ( 34-35 ).

Poco después de que las células B son formadas. entran a la circulacién y migran a
diversas dreas de residencia tales como el bazo, los ganglios linfdticos y otros 6rganos
linfoides secundarios ( 36 ).

Experimentos recientes indican que en esta fase antigeno-independiente, las células mds
maduras, las que presentan inmunoglobulinas en su superficie, son mds susceptibles a
inactivacién por antigenos polivalentes, anticuerpos anti-inmunoglobulinas, anticuerpos
anti-isétopos, a inductores especificos tales como inmunoglobulinas y por antigenos con
altas densidades de determinantes antigénicos ( 37-40 ). La exposicién a estas



moléculas produce wn déficit permanente de células B oo pédida de células B
tfuncionales.

La segunda fase antigeno dependicente. se determina por la interaccién de las células B
con un antigeno que se une a la inmunoglobulina (Ig). expresada en la superficie
celular, caracteristica de las células ya maduras de respuesta primaria, lo que permite
una serie de eventos que culminan con la produccién de células plasmdticas que
producen anticuerpos especificos contra el antigeno inductor; estos eventos son:

D

2)

4

Activacién de fase GO a fase Gl del ciclo celular ( 40 ).

Proliferacién: En condiciones de cultivo in vitro, las células pueden dividirse de 4
a 8 veces; las condiciones de expansién clonal in vivo, estdn poco entendidas
(41-43). Las célulus en esta fase son relativamente insensibles a la induccidn de
tolerancia, lo cual incrementa su habilidad para acumular sefales de estimulacion
por antigenos y factores no especificos producidos por células T (factores B) que
dan estimulos para la proliferacién celular, y para la diferenciacion hasta células
plasmdticas ( 40-43 ).

- Cambios de isotipo, el cual conlleva el movimiento de los genes de las regiones

VDJ ya ensamblados, a una regién cercana al gen de una nueva cadena pesada y
la consecuente eliminacién de los genes de las cadenas pesadas intercaladas entre
estas 2 regiones ( 44-46 ).

Diferenciacién terminal a células plasmdticas, que se acompaia de la detencién en
la divisi6n celular ( 41,42,47 ).

Generacién de cflulas B de memoria: Algunas de las células hijas peneradas
durante la fase proliferativa, en donde se incluyen las etapas previas y posteriores
al cambio de isotipo, parecen entrar en un largo estado de reposo, resultando en
un nimero cada vez mayor de células que puedan responder a retos secundarios
con el antigeno inductor; ademds, las células B de respuesta secundaria difieren de
las células producidas en la respuesta primaria en varios aspectos, incluyendo la
intensidad en la estimulacién antigenica. De manera similar, las células B de
respuesta secundaria podria ser producto de una linea celular originada de
progenitores diferentes a las células B de respucsta primaria, o podria representar
otro estado de maduracién de células B estimuladas durante la respuesta primaria
(38,40,42 ).

El desarrollo de cada uno de estos cinco estadios o fases de 1a maduracién de Jas células
B, pone de manifiesto la existencia de mudltiples Ifneas de células B, tanto en términos
de expresién de marcadores de superficie, como capacidad funcional. Es mds dificil
determinar si estas diferencias identifican varias lineas celulares dentro de la misma
linea, ya que se ha determinado que las células B de una sola linca celular se pueden



comportar de una manera diferente dependiendo del estadio de maduracidn clonal
(29,48.49 ).

Con teda esta informacién sobre las diferentes capacidades funcionales de las
subpoblaciones de las células B. es posible sugerir. que no solo existen diferentes
subpoblaciones, sino que son capaces de responder en contra de antigenos T
independientes (T1), asi como contra antigenos T dependientes (TD). Se ha demostrado
que células B relativamente inmaduras son capaces de responder a antipenos TI-1 de la
misma manera que responden a antigenos TD. y que en etapas mds avanzadas de
maduracién responden a antigenos TI-2 ( 37,50,53 ).

Quizd el sistema de maduracion de las células B mids extensamente estudiado es el de
los ratones de la cepa CBA/N, los cuales presentan un defecto ligado al cromosoma X,
en la expresién de las moléculas de superficie de las células B ( 48-52).

La mayoria de los investigadores estdn de acuerdo en que la cepa CBA/N presenta estos
defectos en la expresién de marcadores de membrana de las células B del bazo, debido
a la virtual ausencia de IgM+, la+, Igb+ y CR+, poblacién madura de células B
(52). Esta conclusion se ha derivado del hecho de que las células B de esta cepa
responden debilmente a antigenos TI-2 y expresan en su superficie patrones de
inmunoglobulinas de superficie con concentraciones altas de IgM y bajas de IgD y
antipenos especificos de células B correspondientes a etapas iniciales del desarrollo de
estas células en ratones neonatos de cepas convencionales ( 53 ). Este déficit celular de
la cepa CBA/N puede ser explicado igualmente por la ausencia de poblaciones de
células B maduras que predominan en animales convencionales, concluyendo asf que si
las lineas celulares que dominan en ratones neonatos son diferentes a las que dominan
en ratones maduros, entonces las células B de los ratones CBA/N pueden simplemente
representar el ciclo completo de maduracién de tipo nconatal { 50-52-54 ).

Esto indicaria como los diversos estadios del desarrollo de las células B pucden jugar
un pape! de importancia funcional del sistema.

RESPUESTA T INDEPENDIENTE

Muchos de los factores que pueden influenciar la activacion de la diferenciacién de una
célula B al actuar con un antfgeno especifico han sido identificados; uno de estos
factores s la heterogeneidad dentro de la poblacién de céluas B ( 55).

Las células B son heterogéneas, en cuanto a su diferenciacién o estado de maduracién,
fase del ciclo celular, tamafio o densidad celular, linea celular en particular a la que
pertenezca o a las distintas subpoblaciones que responden a estfmulos T independientes
o T dependientes (55 ).



Durante Ta respuesta inmune humoral dependiente de células T cooperadoras (T, los
linfocitos B en reposo requieren cuando menos de tres seivales de activacion distintas
para poder producir clonas de células seeretoras de anticuerpos que responden a
antfgenos TD ( 53.55,56 ). La primera seful se gencra después de la administracidn del
antigeno y su captura por células del sistema macrofdgico-monoclear. Estas células (T))
endocitan, digieren y presentan en su superficie ¢l antigeno o fragmentos al antigeno a
células que reconocen tanto al antigeno como a sus fragmentos, en colaboracién con
antigenos de clase 11 del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). expresados en
la superficic de las células denominadas células procesadoras del antigeno, células
presentadoras o células accesorias (células A).

La segunda sefal es la activacién de linfocitos B antigeno especificos en estado de
reposo, lo que los hace mds susceptibles a la  accidén de linfocinas que inducen la
proliferacién celular.

La tercera sefial, es el control de! ciclo celular de los linfocitos B activados por
linfocinas, antfgenos o interacciones célula-célula ( 54-55).

Se sabe que los multiples controles del ciclo de las células B indican que la cooperacién
de células (Ty)), células A y células B es necesaria para que las células B respondan a la
mayoria de los antfgencs. ademds es evidente que estas interacciones son gobernadas
por protefnas de la membrana codificadas por el sistema MHC, particularmente las
moléculas de clase 11 (antigenos la).

La influencia de las células A en la respuesta de las células B puede ser reemplazada
por factores solubles secretados por las células A activadas. Melchers y Anderson ( 41,
42 ) denominaron a estos activadores factores alfa. Estudios recientes en cultivos de
blastos inducidos por la activacidn de moléculas policlonales y sin la presencia de
células A, demuestran que los factores alfa controlan la entrada de estas células a la
fase S del ciclo celular, cuatro a seis horas después del inicio de la mitosis dentro del
ciclo celular de 20 hrs. ( 41-42).

Por otra parte se ha demostrado que muchas de las lineas celulares pertenecientes a la
clase dc células accesorias, células T o células B producen factores solubles con
actividad semejante a los factores alfa; se ha inofrmado también que algunos de los
factores de crecimiento de las células B pertenecen al grupo de estos mismos factores (
41-42 58).

Los requerimientos de las diferentes senales de activacién en la generacidn de células
formadoras de placa (PFC) por células B seleccionadas (Igs en su superficie) han sido
analizadas en cultivos de baja densidad celular para minimizar los posibles efectos de la
contaminacién con células T ( 56,57.59 ); usando este sistema, se ha demostrado que
no solamente en la respuesta T dependiente, sino también en la respuesta T
independiente, las células B en reposo reciben también tres sefiales diferentes:



1 Sehal de das edlulas T cooperadoras en colaboracién con el complejo mayor de
histocompatibilidad, sefal que puede ser suprimida por activadores policlonales
tales como lipopolisacdrido (LPS).

2) Sefial dada por el antigeno.

3). Senal dada por las células T cooperadoras mediada por MHC y por factores
inespecificos que inducen la activacién de células B y que no pueden ser
reemplazadas por activadores policlonales ( 60-62 ).

Los antigenos T1 capaces de activar a las cflulas B han sido clasificados en antfgenos
TI-1 y TI-2, en base a su capacidad de inducir una respuesta inmune con la produccion
de anticuerpos especificos en ratones adultos normales y ratones lactantes o de la cepa
CBA/N afectados por el sindrome de inmunodeficiencia ligado al cromosoma X (xid)
(63-64).

Se ha demostrado que antigenos TI-1, tales como LPS o Brucella abortus (BA), tienen
la capacidad de estimular Ja respuesta inmune con la produccién de anticuerpos en estos
tres diferentes grupos de ratones, ya que pueden substituir o suprimir los efectos
producidos por las células T y aparentemente no necesitan la accién inductora de
factores beta que estimulan la proliferacién de células B ( 61,62,64 ).

Los antigenos TI-2, de los cuales el AECM-ficol o el dextran son tomados como
prototipos, en contraste con los antigenos T1-1, no son activadores policlonales, pues se
ha demostrado que solo estimulan efectivamente a ratones adultos normales ( 52-53 );
es decir, los ant{genos T1-2 son capaces de estimular solamente células maduras, las
cuales estdn ausentes en ratones neonatos normales y en ratones CBA/N, deficientes en
la maduracidn de células B ( 65-66 ).

En nuestro modelo experimental se induce la respuesta de células B a fosforicolina
(PC), determinante antigénico conmuin en hehmintos, hongos y bacterias tales como
Streptococcus pneumoniae R36A |, antigeno T independiente de la clase 2, el cual no es
dependiente de la presencia de macrdfagos o de células T cooperadoras, por lo que la
respuesta primaria de células de bazo en animales de experimentacion refleja

inicamente el funcionamiento de las células B ( 67-68 ).

Las células B en fase GO del ciclo celular, son refractarias a la accién de los factores
inductores de la proliferacién celular, Estas células tienen que estimuladas durante el
estado de reposo para que sean susceptibles a la accidn de factores inductores de la
proliferacién. Es necesario determinar si los receptores para estos factores se expresan
solamente en la superficie de las células B, después de que éstas son activadas, si estos
receptores estdn siempre presentes, o si se encuentran solamente después de la
activacién celular y se ligan funcionalmente a las reacciones que inducen el inicio del
ciclo celular (37-38).



Se ha demostrado también, que la respuesta de las ¢élulas B a los antigenos T1-2
requierer factores solubles liberados por la interaccidn de clonas de células Ty células
accesorias, sin embargo, no se ha podido distinguir entre los fuctores producidos por
las céluias T (factores beta) y los producidos por las células accesorias (factores alfa)
(37-39 ). Sin embargo. se ha probado que algunas acciones inducidas por antiuenos Tl
reemplazan la accién de los factores de crecimiento de las células B en el ciclo celular,
entre ellas la accién de los factores beta ( 62-64 ). Una segunda funcién de los
agtivadorcs de las células T reemplazada por antigenos T, se hace evidente en estados
de estimulacidn; ya que se ha determinado que la formacién de puentes entre
inmunoglobulinas expresadas en la superficie de células B es obligatoria para su
estimulacién.

Estos puentes se forman por fa repeticién de determinantes antigénicos en forma regular
en los antigenos TI. Es probable que la formacién de estos puentes juegue un papel
determinante en los procesos de activacién de la fase Gl det ciclo celular.

Se han observado numerosos cambios en los pardmetros bioquimicos de las células B
tempranamente despuds de que han sido estimuladas por activadores policlonales como
LPS o por anticuerpos especificos. Estos cambios incluyen: aumento en el tamafio de
las células B y en la captura de Ca++4, despolarizacién de la superficie celular,
cambios en el metabolismo del fosfatidilinositol, aumentd en la expresion de
marcadores de superficie tales como la, ¢ incremento de RNA (37-39). Muchos de
estos cambios ocurren rdpidamente y aparentemente sincronizados; por contraste, la
entrada al ciclo mitogénico es asincrénico y ocurre a velocidad constante después de la
activacidn de la fase Gl en las primeras 24 hrs. ( 37,39,61 ).

La unién de los antigenos Tl con determinantes inicos solamente puede inducir la
formacién de puentes entre las inmunoglobulinas.presentes en la superficie de las
células B cuando una célula T reconoce determinantes del acarreador en funcién de los
antigenos MHC clase 11 ( 37).

Se puede inducir la formacién de puentes entre las inmunoglobulinas de superficie
mediante interacciones miltiples con un gran nimero de receptores de células T los
antfgenos TI-1 y 2 pueden producir esa formaci6n sin la ayuda de los receptores de la
membrana celular de los linfocitos T ( 50-55).



EFECTOS DEL ETOH EN LOS SISTEMAS INMUNOLOGICO Y
HEMATOPOYETICO.

Desde el punto de vista clinico, claramente se han documentado los efectos nocivos
para la salud asociados al alcoholismo: los eventos metabdlicos resultantes del abuso
del alcohol son variados y complejos: entre ellos los mds visibles son: dafio hepdtico,
pancreatitis, alteraciones del sistema nervioso central, aumento en el nesgo de
desarrollar ciertos tipos de cdncer. defectos al nacimiento y mayor susceptibilidad a
agentes infecciosos: algunas investigaciones en desarrollo apoyan la teoria de que la
predisposicién de los alcohdlicos a las infecciones son el resultado de alteraciones de
los mecanismos de defensa del hospedero ( 1-5 ).

Se ha demostrado que algunos pardmetros inmunoldgicos no especificos se encuentran
deprimidos, tales como la quimiotaxis y la fagocitosis por macrdfagos y granulocitos
(6-7). Se ha sugerido que otros mecanismos tales como ¢l movimiento de los cilios en
el aparato gastrointestinal o en el aparato respiratorio también se encuentran afectados
por el alcohol ( 69 ). Ademds se ha informado que aunque la acci6n fagocitica de los
macréfagos peritoneales de ratones tratados con alcoho! y cultivados in vitro se
encuentra suprimida, con y sin estimulacién, la produccién de materiales téxicos no se
encuentra alterada (6-7-16 ). Por otra parte otros autores han demostrado un aumento
en la actividad no especifica de células asesinas naturales ( 9-10 ).

De estas observaciones se puede concluir que a pesar de que concentraciones elevadas
de alcohol se asocian a inmunosupresién ésta no afecta a todos los pardmetros
inmunolégicos.

De particular interés son los estudios que han establecido que el EtOH tiene un efecto
mayor sobre la respuesta inmune especifica. Estudios en pacientes alcohdlicos han
demostrado alteraciones en el desarrollo y la expresion de Ja respuesta inmune mediada
por c¢élulas, asociadas con hipersensibilidad retardada a antigenos solubles, disminucién
en el mimero de cuentas linfocitarias, atrofia tfmica, cambios en la poblacién de los
linfocitos en la circulacién y supresién de la transformacidn blastoide mediada por la
respuesta proliferativa de los linfocitos a la concanavalina A, y al LPS y disminucién
en la respuesta proliferativa a células alogénicas en respuesta linfocitaria mixta ( 14,18,
22,68).

Otros estudios han demostrado que para compensar las alteraciones que induce el EtOH
a la respuesta inmune hay un efecto compensador en otros componentes de esta
respuesta; en estudios in_vitro, se ha encontrado aumento de la produccién de algunas
linfocinas asi como un aumento en la produccion espontdnea de la citotoxicidad
mediada por células ( 18-19 ). ’



Las alieraciones funcionales de los linfocitos ne solo son evidentes en su capacidad de
proliferar in_vitro. smo que tambien se extiende a su inhabilidad de inducir una
respuesta inmune a retos con antigenos T dependientes. Los resultados de estudios
previos en nuestro laboratorio { 69 ), demuestran que el EtOH dado al mismo tiempo o
inmediatamente después de la inmunizacién se observa una disminucion en la respuesta
a antigenos T dependientes ( 14-19 ), también, al igual que otros investigadores, hemos
visto que el EtOH induce una pérdida marginal de las células productoras de
anticuerpos que se desarrollan durante la respuesta a antigenos TI.

En la produccidn de anticuerpos contra los antigenos TD interviene la interaccién de
diferentes poblaciones de linfocitos. incluvendo células presentadoras de antigeno,
células T cooperudoras, y células B.  La incapacidad de responder a antigenos TD
puede ser el resultado del mal funcionamiento en uno o mds de estos tipos de células.
Debido a que para ia produccidn de anticuerpos a antigenos TD se necesita de células T
funcionales, es posible que la inhabilidad de producir una respuesta adecuada sea
debida a la pérdida de células T ( 62.64,70.72 ). También se ha demostrado que el
EtOH afecta a los macrdfagos. lo que puede influir en la habilidad para producir una
respuesta inmune: como puede verse, a pesar de los numerosos estudios existentes, aun
no se ha demostrado en donde radica el efecto especifico del EtOH sobre el sistema
inmune; éste puede presentarse a cualquier nivel, desde el reconocimiento del antigeno
a nivel de macrdfagos y la produccién de linfocinas hasta otros niveles en la actividad
de las células T o B.

Estudios preliminares en nuestro laboratorio y en otros laboratorios utilizando la técnica
de hemolisis de placa, han demostrado que el EtOH solamente induce una pérdida
marginal de células productoras de anticuerpos que desarrollan una respuesta a
antigenos T independientes (TI).

Se ha publicado un gran nimero de trabajos contradictorios en relacion al efecto
inmunosupresor del EtOH; estos estudios se han desarrollado en diferentes modelos
animales, dosis de EtOH, via de administracién, deficiencias nutricionales y mal
funcionamiento hepidtico, lo que hace imposible compararlos.

Finalmente e! modelo ideal del alcoholismo propuesto por Lieber-DeCarli ( 24 ) tiene
importantes ventajas: 1) El EtOH es administrado por via oral. por lo que la ingestién y
probablemente el metabolismo siguen rutas semejantes a lo normal, 2) Se utilizaron
ratones alimentados con el mismo tipo de dieta liquida, lo que reduce el efecto que las
diferencias en ingesta caldrica parecieran tener y 3) Los animales expuestos, se
encuentran bien nutridos y aunque desarrollan esteatosis hepdtica, no llegan a
desarrollar cirrosis, €ésto solo produce alteraciones minimas en el funcionamiento
hepdtico, lo que permite estudiar sin variables asociadas, diversos aspectos de la
inmunocompetencia, tales como nimero de células en el bazo y en el timo, respuestas
linfoproliferativas de células del bazo a mitégenos especificos para células Ty By
capacidad funcional de las células B medida por la produccién de - anticuerpos
especificos desarrollados en contra de antigenos T independientes ( T1).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Medir pardmetros de la respuesta inmune en ratones que ingieren alcohol en su dieta.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Medir la respuesta proliterativa de los linfocitos del bazo a mitGgenos especificos de

células T (concanavalina A) y de células B (lipopolisacdrido).

2) Medir la respuesta proliferativa de los linfocitos de timo a mitdgenos especificos de

células T (concanavalina Ajy de células B (Lipopolisacdrido).

3) Medir la formacién de colonias de células B mediante activacién con

Lipopolisacdrido.

4) Medir la produccién de anticuerpos especificos producidos contra antigenos T

independientes de la clase 2 mediante la técnica de células formadoras de placa.

5) Medir la produccién de anticuerpos especificos contra antigenos T independientes

de 1a clase 2 mediante la téenica de clonacidn de células B.
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HIPOTESIS

Algunos parametros de la respuesta inmune se encuentran alterados en ratones que
ingieren alchohol en su dieta.



MATERIALES Y METODOS

El presente es un estudio prolectivo, experimental en ratones machos de la cepa
C57BL/6; el universo estuvo constituido por 24 animales divididos en cuatro grupos de
la siguiente manera:

Grupo I: Estuvo compuesto por 6 ratones de 20 a 25 gr. de peso alimentados con
dieta liquida con alcohat y de los que se obtuvieron células del bazo v del
timo para determinar la respuesta proliferativa a los mitégenos
concanavalina A y lipopolisacdrido bacteriano de E coli, respuesta
linfocitaria mixta usando células alogénicas y clonacién de linfocitos B.

Grupo lI:  Estuvo también compuesto por 6 ratones machos de 20 a 25 gr. de peso
que recibicron dieta liquida sin alcoho! practicdndoseles las mismas
pruebas, sirviendo como testigos det grupo anterior.

Grupo J1I:  Constituido por 6 ratones con las mismas caracteristicas de los grupos
anteriores alimentados con dieta liquida/alcohol, los que fueron
inmunizados intraperitonealmente con fosforilcolina practicdndoseles la
respuesta proliferativa a mitdgenos y aloantigenos, clonacién de células B
y respuesta primaria especffica mediante la produccién de anticuerpos
determinada por hemolisis de placa e inmunotransferencia.

Grupo 1V: Constituido por 6 ratones con las mismas caracteristicas de los grupos
anteriores, los cuales fueron alimentados con dieta liquida, control,
inmunizados intraperitonealmente con fosforilcolina. sirviendo como
testigo del grupo anterior mediante la determinacién de los mismos
pardmetros inmunolégicos.

Este estudio se realiz6 en 2 fases: la primera con los 4 grupos después de 7 dias de
iniciado el tratamiento con dieta liquida y la segunda con 4 grupos después de 14 dfas
de iniciado el tratamiento.

1. ADMINISTRACION DE ETOH A ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

En los experimentos descritos en este proyecto, se utilizé la dieta y el disefio
metodol6gico para su administracién propuestos por Lieber-DeCarli ( 24-), la dieta se
obtuvo de Bio-Serv, Frenchtown NJ y se usé de acuerdo a sus instrucciones.
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Los animales fueron divididos de acuerdo al diseho experimental en 4 grupos, cada
grupo integrado por 6 ratones. los grupos 1y HI fueron alimentados con dieta liquida
con 37% de ewnol y fos grupos 11 v IV con dieta liquidas en donde se reemplazd
isocal6ricamente al etanol con carbohidratos como testigo,  Sc utilizaron ratones
machos de la cepa CS7BL/6, en celdas individuales, con peso promedio de 20-25 gr.

Los 4 grupos de animales fueron alimentados inicialmente con dieta liquida libre de
etano! por 24 hrs. para acostumbrarlos a tomar la dieta por si mismos. En el primer dia
del estudio, los grupos 1 y 111 fueron alimentados colocando en los bebederos 20-25 ml.
de dieta/EtOH, y los grupos I v IV fueron alimentados con 10 ml. de dieta testigo. Por
experiencias previas ( 19-16 ), se sabe que los ratones tratados con EtOH beben
aproximadamente 10 m! al dia, razén por Ia cual se inici6 la dieta liquida de los grupos
testico con 10 mi. en el primer diz con el objeto de igualar la cantidad de nutrientes en
todos los grupos.

En el segundo dia del estudio, se determing la cantidad consumida por cada uno de los
ratones los grupos I y Il obteniéndose el promedio de los grupos por dia, alimentando a
los grupos 11 y 1V con la misma cantidad mds 3 ml. para compensar la dieta que no es
posible obtener ya que se encuentra por debajo del nivel del tubo de drenaje. Este
mismo proceso s continud durante el resto del estudio.

Se determind la concentracién de EtOH en sangre periférica en todos los animales
durante los diversos experimentos con el equipo de EtOH en sangre de Sigma Chemical
Company (Saint Louis MO) de acuerdo a la metodologia indicada por el fabricante.
Para determinar el control de calidad en los experimentos, los estdndares fueron
obtenidos también de Sigma Chemical Company, y se incluyeron en cada
determinacién. Al mismo tiempo se determing diariamente el peso de los animales.

2. EFECTOS DEL ETANOL DE LA RESPUESTA INMUNE,

Los efectos del etanol en la respuesta inmune fueron estudiados mediante diferentes
pardmetros inmunoldgicos a los 7 y 14 dias después de iniciar la administracion de
EtOH, estos estudios se desglosan a continuacién:

2.1 CUANTIFICACION CELULAR EN TIMO Y BAZO.

Al finalizar los diferentes tiempos de administracién de EtOH en los cuatro grupos de
ratones, éstos fueron sacrificados por dislocacién cervical. Timo y bazo fueron
removidos asépticamente y se colocaron en solucién salina balanceada de Hank
(HBSS), libre de calcio y magnesio suplementada con N-2 hidroxietilpiperazina-N-2
etano 4cido sulfénico (HEPES) y 50 mg/m! de gentamicina. Se hicieron suspensiones
celulares de los 6rganos de acuerdo a métodos previamente estandarizados. Las
suspensiones celulares se lavaron dos a tres veces con HBSS y se determing el nimero
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de células nucleadas con un contador electronico de célulss (Coulter, Model ZM.
Coulter Llectronics, Hialeah, F1).

2.2 PROLIFERACION DE LINFOCITOS CON MITOGENOS.

A los linfocitos obtenidos del bazo sc les evalud su capacidad de proliferar en respuesta
a mitdgenos especiticos de células T y de células B ( 14-16 ). La cantidad de células del
bazo se ajustaron a una concentracién de 5 x 106 ¢élulas/m] en RPMI 1640 (Biofluids,
Rockvillw, MD ) al que se le agregd HEPES 24 mm, glutamina al 1%, 50 ug/m! de
gentamicina, 2 ME 5 x 105 y sucro fetal bovino (Hyclone, Logan, UT) 5%
previamente inactivado a 56°C durante 30 minutos. (Medio de cultivo enriquecido)
(MCE).

Estas células se cultivaron a una concentracién de 5 x 107 células/0.1 mi/pocillo en
placas de microcultivo con 96 pocillos y fondo plano (Costar, Plastics, Boston MA).

2.2.1. RESPUESTA A MITOGENOS:

Los cultivos se dividieron en tres grupos con muestras por cuadruplicado, a cada
cultivo se le agregd: a) 0.1 ml de medio de cultivo enriquecido (MCE) como testigo, b)
0.1 m! de concanavalina A (Con A; Cal Biochem, La Joya, CA) a una concentracién
de 0.1 ug/m! y ¢) Lipopolisacdrido bacteriano (LPS; Difco, Detroit, Ml) de E.Coli
011:B4 a una concentracién de 50 ug/ml, y se incubaron a 37 C en una atmésfera de
CO7 al 5% durante 72 hrs; 6 horas antes de terminar el tltimo dfa de cultivo se agregd
1 uCi de timidina tritiada ( 34 TdR, actividad especifica 5 Ci/mM; ICN, Chicago, IL).

Los cultivos fucron colectados en fragmentos circulares de papel filtro mediante un
colector de muestras automdtico (PHD, Cell Harvester, Cambridge Technology, INC,
Cambridge. MA). La radioactividad incorporada se determiné por centelleo Ifquido. La
respuesta proliferativa a Jos diversos mitdgenos fueron expresadas como cuentas netas
por minuto (nCPM), calculadas al restar las CPM de los cultivos que recibieron
unicamente MCE de las CPM obtenidas de los cultivos que recibieron mit6genos.

2.2.2. RESPUESTA LINFOCITARIA MIXTA:

En las células del bazo también se determiné su reaccidn a aloantfgenos en respuesta
linfocitaria mixta (MLR); de las células del bazo obtenidas como se describidé
previamente, sc¢ cultivaron con células del bazo de ratones Balb/c (H2d) previamente
irradiadas (2500 rad proveniente de Co60) manteniéndose en cultivo a 37°C durante
120 Hrs.

La proliferacién se determind por incorporacidén de 3 H-TdR como se describié
previamente.



3. CLONACION DE LINFOCITOS B REACTIVOS A LPS EN
DISCOS DI PAPEL FILTRO (73).

Se evalud la capacidad de respuesta de las células del bazo a LPS en los cuatro grupos
en estudio mediante la téenica de clonacion de células de bazo en discos de papel filtro
para el conteo y la caracterizacién de las células B.

3.1 MEDIO DE CULTIVO

Se removieron los bazos y timos de Jos cuatro grupos de ratones, obteniendo
suspensiones celulares, las cuales fueron lavadas con medio de lavado (ML) que se
obtiene al diluir el medio de cultivo enriquecido (MCE) 1:10 en RPMI 1640.

Las suspensiones células se cultivaron en MCE de acuerdo a la metodologia
previamente descrita, agregando al medio de cultivo Hibridoma Origen Factor (Origen,
Fisher Co.) a una concentracién de 2.5% denominando a este medio. Medio de
Cultivo Suplementado (MSC).

3.2 MITOGENO

Lipopolisacdrido bacteriano (LPS) de E.Coli 0127:B8 (Difco, Detroit, MI) fue
preparado mediante didlisis contra 3 ciclos de agua destilada a 49C durante tres dfas,
liofilizado y reconstituido a una concentracién de 10 mg/ml en agua destilada. Una vez
obtenido el LPS se esterilizé a 100°C durante 2 Hrs. para usarse cn los cultivos a una
concentracién final de 20 mg/ml. :

3.3 DISCOS DE PAPEL FILTRO

Para la clonacién de las células B se utilizaron discos de papel filtro Whatman 54
estériles de 8.26 cm. de didmetro como sustrato (Whatman Paper Division, Clifton,
NJ); antes de usarse, cada disco se numer6 con 14piz y se esteriliz6 en autoclave.

3.4 METODO DE CULTIVO

En condiciones estériles, los discos de papel filtro fueron colocados con el mimero
hacia arriba dentro de las cajas de Petri (100x200 mm, Difco , Detroit, M), y se les
agregaron 5 a 10 ml de ML, dejéndose reposar durante 30 minutos; células del bazo y
del timo/PS fueron colocadas en un procedimiento de dos fases, dejando aclarado que
los cultivos de células del bazo utilizadas en cada disco corresponden a cultivos
individuales de cada uno de los ratones de cada grupo, realizando estos cultivos por
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duplicado, y las células del timo corresponden a una mezela de oflulas obtenidas
tinicamente de ratones testigo,

En la primera fase se agregaron 5 ml de MCS que contenfa 2 x 104 células del bazo,
colocando la suspension en zig-zag lentamente, con el propdsito de cubrir todo el disco.
El disco se cubrié con la caja de Petri permitiendo ¢l asentamicnto de las células sobre
su superficie durante 30 minutos a temperatura ambiente sin mover el disco.

La sepunda fase consistid en agregar otros 5 ml de MCS que contenfa células de timo
(5x10 6 células) y LPS a una concentracion al doble de la final deseada, nuevamente se.
aplicaron las células gota a gota en zig-zag sobre la superficie del disco hasta cubrir
toda su superficie. Los cultivos fueron incubados a 37°C cn atmésfera hiimeda con
CO7 al 7% durante cinco dias.

3.5 OBSERVACION DE LAS COLONIAS DE CELULAS B.

Al finalizar los cinco dias de cultivo, el medio de cultivo es aspirado de la caja de
Petri, agregdndosele 5 ml de formol al 10% amortiguado con fosfatos a ph 7.4. El
procedimiento de fijacién se realizé durante 7 minutos a temperatura ambiente;
posteriormente la solucién de formol fue removida y el disco de papel filtro se lavo por
dos ocasiones con solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4 diluida 1:10 en agua
destilada. Se removid un fragmento de 1x2 cm. del disco y se a6 con la téenica de
Weight durante 2 minutos. se lavo con agua destilada. se deshidrzatd en cuatro cambios
de etanol absoluto, se aclaré con Xilol y se mont6 en portaobjetos con medio Permount
(Sigma Chemical Co, San Luis Mo).

4,-RESPUESTA INMUNE A FOSFORICOLINA PARA EL ANALISIS
DE LA RESPUESTA T-INDEPENDIENTE

La habilidad de las células B para producir anticuerpos especificos en contra de un
antigeno TI fue evaluada después de proporcionar un estimulo antigénico mediante
inmunizacién peritoneal con 20 ug de Streptococcus _pneumoniae de la cepta R36A
inactivada por calor { 73-74-75-76 ).

4.1 OBTENCION DE STREPTOCOCCUS PNEMONIAE R36A (77)

Se cultivaron Streptococcus pneumoniae de la cepa R36A (ATCC) en medio de Todd-
Hewitt y se colectaron durante su etapa de crecimiento exponencial, de acuerdo al
método de Liu y Gotschilch ( 26 ) modificada por Anderson y McCarty ( 77 ). Una vez
recuperada, la bacteria fue lavada por cuatro ocasiones con solucién salina isotdnica y
posteriormente liofilizada en frascos estériles, para su reconstitucién posterior con agua
destilada estéril e inactivacién en bafio maria a 60°C durante 45 minutos; no se
determinaron bacterias viables una vez finalizado el procedimiento. La suspensi6n de
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hacterias fue ajustada a una concentracion de 100 ve de lofilizado bacteriano/ml de
solucién salina isotdnica y se almacenaron a 4°C hasta su utilizacién posterior.

4.2 CELULAS FORMADORAS DE PLACA

Las células del bazo obtenidas se ajustaron a una concentracion de 106 células /ml para
ser utilizadas en la demostracién de células de formadoras de placa (PFC) por técnica
de hemolisis de placa modificada de Cunningham-Szceberg ( 78 ).

Como células indicadoras de hemolisis, s¢ usaron eritrocitos de camero (SRBC)
cubiertos con diazo-p-aminofenilfosforilcolina (DPPC) donadas por el Dr. Jan Cerny de
UTMB Galveston, Tex. ( 79-80 ). Una vez obtenidos los eritrocitos de carnero fueron
lavados inicialmente durante dos ocasiones con solucién amortiguadora de fosfatos pH
7.4 y posteriormente durante dos ocasiones con solucién amortiguadora de boratos pH
9.2, para finalmente resuspenderlos al 20% en solucién amortiguadora de boratos;
posteriormente se agregaron 100 ul de DPPC a 5 ml de la suspension mezclando
vigorosamente. dejdndose a temperatura ambiente durante 15 minutos, agitdndola
ocasionalmente. Al finalizar las células fueron lavadas durante dos ocasiones con
solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4 y se resuspendieron al 10% para su uso en la
técnica de hemolisis de placa.

Las suspensiones de células del bazo de cada ratén de los grupos Il y 1V fueron
ensayadas por duplicado.

Las cdmaras de incubacién se prepararon aplicando 3 fragmentos de cinta pldstica
adhesiva en las dos caras en un porta objetos para dividirlo en dos dreas similares; un
segundo portaobjetos fue presionado sobre el primero.

La mezcla de los reactivos se realizé en microplacas de 96 pocillos de acuerdo al
siguiente esquema:

a) 100.ul de solucién amortiguadora de fostatos.

b) 50 ul de suspensién de células linfoides a una concentracién de 106 células/ml,

¢) 20 ul de suspension de eritrocitos de camero a una concentracién de 10% y

d) 20 ul de complemento de cobayo a una dilucién de 1:2.

La suspensi6n celular fue mezclada y colocada por capilaridad en ambas cdmaras, las
cdmaras fueron selladas sumergiendo los extremos en una mezcla liquida de cera y

parafina. Las cdmaras se colocaron en un soporte y se incubraron a 370C durante 2 hrs.
La formacién de placas pudo ser observada a simple vista o bajo un microscopio de
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disecciones. Como testigo, se ulilizaron eritrocitos de carnero no conjugados y en ellos
se determing la formacion inespecifica de placas.

4.3 TECNICA DE INMUNOTRANSFERENCIA

Discos de nitrocelulosa de 8.6 cms. de didgmetro (Millipore Bedford, Massachusetts)
fueron sumergidos en agua destilada y transferidos a S$SC (amortiguador de
transferencia) 1x (NaCl 0.15 M/citrato de sodio 0.015 M pH 7.5). Los discos de
nitrocelulosa fueron incubados durante toda la noche a 49C en SSC que contenia 150
ul/m! de fostorilcolina-BSA (PC3BSA) producido por Dr. Kelsoe (Galveston, Tex.). El
volumen de esta solucién se ajusté a una concentracién total de protefnas de 800
ug/disco de aitrocelulosa: la cantidad de proteina absorbida al disco de nitrocetulosa se
pudo incrementar afiadiendo metanol al 10% a la solucién amortiguadora de absorcidn.
Cualquier remanente de antigenos proteicos no especificos en el disco de nitrocelulosa
se bloqueé mediante la incubacién de éste en medio de cultivo durante 2 horas de
temperatura ambiente,

Una vez finalizado el tiempo de absorcién. los discos se lavaron con HBSS y se
colocaron individualmente en cajas de Petri cubriéndose con 5 ml de medio de cultivo.

Una vez finalizados los 5 dias de cultivo, los discos de papel filtro utilizados para el
crecimiento de colonias de células B se retiraron del cultivo y se enjuagaron
cuidadosamente dos veces con el medio de lavado, colocdndose con la superficie del
disco usada para el desarrolio de colonias sobre la superficie del disco de nitrocelulosa
cubierto con PC3BSA anadiéndose medio de cultivo con 5% de leche en polvo para
obtener una capa delgada de medio sobre la superficie de los discos.

Una vez cerradas, las cajas de Petri se incubaron durante 3 horas a 379C en medio
ambiente himedo. Una vez finalizada la incubacién, el disco de papel filtro se puso
nuevamente en contacto con otro disco de nitrocelulosa con PC3BSA absorbido en su
superficie.

Para determinar la especificidad de las colonias de células formadoras de anticuerpos,
en la segunda incubacién del mismo disco se afiadié al medio de cultivo PC1gBSA a
una concentracién de 150 ug/ml, Jo cual bloquea la formacién de uniones entre los
anticuerpos presentes en la superficie de las colonias de células B y el antigeno
absorbido en el disco de nitrocelulosa.

Subsecuentemente. los discos de papel filtro se removieron y los discos de nitrocelulosa
se lavaron en solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) con 5% de leche en polvo,
0.05% Tween 20 y 0.01% de dodecil sulfato de solido (SDS). Una vez lavados los
discos de nitrocelulosa se cubrieron con anticuerpos anti-lgM marcados con fosfatasa

-
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alcalina {(ABC-AP Kit Vector Laboratories Ine, Burlingame, CA) diluidos en PBS,
incubidndose durante toda la noche a 4°C, lavdndosc posteriormente con PBS, 0.05%
Tween 20 y 0.01% SDS.

La actividad enzimdtica fue determinada con sustrato especifico para fosfatasa alcalina
(Alkaline phosphatase substrate kit, Vector laboratories Inc. Burlingame, CA),
incubdndose durante 30 minutos a 370C. La reaccién se detuvo enjuagando los discos
con agua destilada y la positividad se observé como marcas de color violdceo; la
localizacién y conteo de las placas fue realizada con los discos en seco.
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‘RESULTADOS

1. NIVELES SANGUINEOS DE EtOH Y PESO CORPORAL EN
ANIMALES TRATADOS CON EtOH

Los hallazgos obtenidos en este estudio demuestran que fuimos capaces de mantener
niveles elevados de EtOH en sangre durante el tiempo de estudio, demostrando niveles
de 207.15 mg/d+53.7 alos 7 dias y 175.8 mg/d+95.83 a los 14 dfas (tabla 1),

Al determinar el peso en los grupos no se observan grandes variaciones entre los grupos

de ratones alimentados con dieta liquida con etanol al comparar con los grupos de dieta
liquida control (figura I).

CUADRO I

Niveles sanguineos de EtOH en ratones C57b1/6

mg/d1
‘Dias : Testigo ' " EtOH
7 36.3+25.02 207.15+53.7
14 25.9+10.4 175.84-95.83

Todos los valores de niveles sanguineos de etanol son promedios + DS; cada grupo es
de 12 ratones/gpo.
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FIGURA | Efecto de la ingestién de EtOH en el peso corporal de ratones machos de
la-cepa C57B1/6. Cada punto representa el promedio de los 12 ratones de
cada grupo.
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2. CUANTIFICACION CELULAR DE ORGANOS LINFOIDES.

Se determiné el ndmero de células nucleadas en el bazo y el timo de cada grupo. Se
observa que los 7 dias los grupos tratados con etanol tenfan un promedio de 1.2 x 106
células/ml, con una desviacion estindar de 0.6 en ¢l bazo mientras que los grupos
testigo muestran un promedio de 3.3 x 106 células/ml con una desviacién estdndar de
+1.2 % 106 células/ml.

El nimero de linfocitos observados en el timo a los 7 dias de tratamicento con etanol fud
de 1.6 x 106 células/ml., con una desviacion estdndar de 0.6, mientras que en grupo
testigo fue de 7.8 x 106 células/ml con una desviacidn esténdar de 1.2 x 106 células/mi

Los resultados obtenidos a los 14 dias posteriores al tratamiento con etanol muestran
cambios similares encontrando que ¢l mimero de células cn el bazo en ratones tratados
con etanol es de 1.7 x 100 células/ml con una desviacion estdndar de.0.29 x 100
células/ml., mientras que en el grupo testigo se encontré un promedio de 4 x 106
células/ml, con una desviacién estdndar de 1.8 x 106, De la misma manera el timo
presenta cambios similares que los encontrados a los 7 dias, con un promedio en los
grupos de ratones tratados con alcohol de 2 x 100 con una desviacién estandar de 0.8 x
100 células/ml., en tanto que los grupos tratados con dieta liquida control muestran un
niimero de 8.6 x 106 células/ml. con una desviacién estdndard de 2.2 x 106 cglutas/ml.
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FIGURA 2  Efecto de la-ingestién de EtOH en el nimero de células en bazo y timo.
Grupos de 6 ratones de la cepa C57BL/6 fueron alimentados con dieta

liquida etanol o dieta liquida testigo durante -7 y 14 dias. -Cada punto = -

representa el promedio de los ratones de cada grupo mds el error
estdndard del promedio.
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3. PROLIFERACION DE LINFOCITOS ACTIVADOS CON
MITOGENOS Y ALOANTIGENOS.

Los resultados obtenidos en la respuesta proliferativa de células del bazo a diferentes
activadores se muestran en las figuas 3 y 5.

En la figura 3 se observan los resultados obtenidos por Ja activacién de las células del
bazo a concavalina A, encontrando a los 7 dias de iniciado el tratamiento con dieta
liquida con alcohol en los grupos 1 y 111, un promedio de 9.85 x 103 CPM con una
desviacién estdndard de 1.75, mientras que en los grupos tratados con dieta Fquido-
control esla respuesta presenta un promedio de 12,75 x 10} CPM con una desviacién
estdndard de 2.5. Los resultados obtenidos a los 14 dias de iniciado el tratamiento
demuestran una respuesta proliferativa de 6.35 x 103 CPM con una desviacién estindar
de 4.20, mientras que el promedio de los grupos contioles s de 14.25 x 103 CPM, con
una desviacién estdndar del promedio de 4.25.

En la figura 4 se observan los resultados obtenidos en la respuesta proliferativa de las
células de bazo de ratones tratados durante 7 dias con dieta liquida con alcohol a
activacién con aleantigenos, encontrande un promedio de 1.8 x 103 CPM con una
desviacién estdndar de 0.05. mientras que cn Jos ratones tratados con dieta liquida
control presentan un promedio de 5.2 x 103 CPM con una desviacién estdndar de 0.45.
Los grupos de ratones tratados con dicta liquida etanol durante 14 dias muestran una
respuesta de 1.06 x103 CPM, con una desviacién estdndar de 0.02, mientras que los
grupos alimentados con dieta liquida control muestran un promedio de 11.15 x 103
CPM con una desviacién estdndar de 1.75.

En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos de la activacién de células del bazo
con lipopolisacdrido bacteriano de E.Coli encontrando que esta respuesta después de 7
dfas de iniciado el tratamiento de grupos alimentados con dieta liquida, etanol presenta
un promedio de 6.25 x 103 CPM con una desviacién estdndard de 2.1, mientras que en
los ratones tratados con dieta liquida control el promedio es de 7.453 x 10 CPM con
una desviacién estdndard de 1. Los grupos tratados durante 14 dias con dieta
liquida/etanol muestran un promedio de la respuesta proliferativa de 5.40 x 103 CPM,
con una desviacién estdndard de 2, en tanto que los grupos de ratones alimentados con
dieta liquida control muestran un promedio de 6 x 10 3 CPM con una desviacién
estdndard de 1.
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FIGURA 3. Proliferacién de células del bazo activadas con concanavalina A (O.!
ug/ml) de grupos de ratones de la cepa C57B1/6 alimentados con dieta
lfquida/etanol o dieta lquida contro! durante 7 y 14 dfas. Cada punto
representa el promedio de la respuesta de 12 ratones de cada grupo mds
la desviacién estdndard.
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FIGURA 4  Efecto del etanol en la proliferacién de células de bazo activadas con
aloantigenos. Las células del bazo fueron obtenidas de ratones machos
de la cepa C57B1/6 alimentados con dieta l{quida etanol o dieta liquida
control durante 7 y 14 dfas. Cada punto representa el promedio de
cuentas por minuto mds la desviacién estdndard del promedio de los
cultivos por cuadriplicado,
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Efecto del EtOH en la respuesta proliferativa de las células del bazo a
lipopolisacdrido bacteriano de E.Coli a una concentracién de 50 ug/ml.
Los ratones utilizados fueron ratones machos de la cepa C57B1/6
alimentados con dieta liquida con alcohol o dicta liquida control. La
respuesta proliferativa fué determinada a los 7 y [4 dfas después de
iniciado el tratamiento. Cada punto representa el promedio de 12 ratones
de cada grupo mds la desviacidn estdndard del promedio.
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4. FUNCIONAMIENTO DE CELULAS B.

a) CLONACION DE CELULAS B REACTIVAS A LPS EN DISCOS
DE PAPEL FILTEO

En la figura 6 se presentan los datos obtenidos con la técnica de clonacion de células B
reactivas a LPS en discos de papel filiro. En esta figura se muestra unicamente la
formacion y el crecimiento de colonias en discos de papel filtro usados como sustrato
en cultivos celulares mantenidos durante 5 dias. Las colonias de células B crecen
asincrénicamente como se muestra en la figura, va que se observan variaciones en el
tamaiio de las colonias.

Los datos presentes en la figura 7 muestran cambios significativos en el miimero de
células capaces de responder a la activacién con LPS de acuerdo al mimero de colonias
producidas en los grupos de experimentacién a los 7 y 14 dias después de iniciado el
tratamiento con dieta liquida alcohol o dieta liquida control. Los datos obtenidos a los
7 dfas en el grupo tratado con dieta liquida/alcohol muestran un nimero de colonias/
disco de 13.5 x 103, con una desviacién estdndard de (.75, mientras que los grupos
controles muestran un niimero de colonias de 10.95 x 103 con una desviacién estdndar
de 1.15. Los resultados obtenidos a los 14 dfas muestran una respuesta similar a la
anterior, ya que los grupos de ratones tratados con alcohol presentan un promedio de
9.1 x 103 con una desviacién estdndard de 2.15, mientras que los grupos tratados con
dieta liquida control muestran un promedio de 7.65 x 103 con una desviacién esténdard
de 1.15.
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FIGURAS 6a Y 6b

Microfotograffa que muestra colonias de células B dependientes de LPS obtenidas a los
5 dias de cultivo. Las células activadas crecieron asicrénicamente dentro de la matriz
de las fibras de celulosa. Las células pequefias con tincién mds intensa corresponden a
timocitos. Las colonias fueron fijadas y tenias con tincién Wrigh/Giemsa.
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FIGURA 7  En esta grdfica se comparan los efectos de la ingestién de EtOH en la
formacién de colonias de células B dependientes de LPS en discos de
papel filtro, con la formacién de colonias en el grupo de ratones
alimentados con dieta lfquida control. Los resultados muestran el
promedio del nimero de colonias/disco de 12 ratones de la cepa C57BI
en cada grupo mds el promedio de la desviacién estdndard.
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h) RESPUESTA T INDEPENDIENTF,

Para determinar el efecto del alcohol en la produccidn de anticuerpos especfiicos en
contra de fosforilcolina (PC), antigeno T independiente de las células T cooperadoras v
proveer la determinacién cuantitativa de la funcidn intrinseca de las células B, se
inmunizaron ratones machos de la cepa C57B1/6 con Streptococcus_pneumoniac R36A
inactivado por calor. después de 2 v 9 dias de iniciado el tratamiento en los grupos de
ratones alimentados con dicta lfquida etanol o dieta liquida control. Se determind la
presencia de anticuerpos IgM especificos contra PC producido por células B mediante
las técnicas de formacién de hemolisis de placa de Inmunotransferencia § dias después
de realizada la inmunizacidn.

La fipura § muestra Jos resultados obtenidos mediante la téenica de hemolisis
encontrando que el niimero de placas de hemolisis en los grupos de ratones tratados con
alcohol durante 7 dfas presenta un promedio de 430 con una desviacidn estdndard de
115, mientras que los grupos tratados con dieta liquida control presentan un promedio
de 560 con una desviacién estdndard de 285.

Los resultados obtenidos después de 14 dias de tratamiento muestran en los grupos
tratados con etanol un promedio de 465 plazas con una desviacién estdndard de 115,
mientras que el grupo testigo muestra un promedio de 355 con una desviacién estdndard
de 175.

Las figuras 9 a, b vy c¢ muestran los resultados obtenidos mediante la
inmunotransferencia de los discos de papel filtro utilizados como sustrato en el
crecimiento de colonias de células B sobre discos de nitrocelulosa absorbidos con PCy
detectando las colonias productoras de anticuerpos especificos en contra de PC
mediante anticuerpos anto-lgM marcados con fosfatasa alcalina, demostrando en la
figura 9c la especificidad de la técnica al inhibir la formacién de placas mediante el uso
de PC libre en el medio de cultivo al momento de iniciar la inmunotransferencia,

Los datos en el cuadro dos muestran el mimero de colonias de células B dependientes
de LPS obtenidas de grupos de ratones alimentados con dieta liquida etanol y dieta
liguida control durante 7 y 14 dias y deteclados mediante técnicas histol6gicas
estdndard comparando con el niimero de colonias PC especificas de los mismos discos
detectadas mediante la téenica de inmunotransferencia. Los resultados muestran un
numero de colonias a los 7 dfas en ratones tratados con dieta/etanol de 5840 con una
desviacién estdndard de 975 con un promedio de placas PC especificas de 359 con una
desviaci6n estdndar de 95 (6.1% del total de colonias), mientras que los grupos de
ratones tratados con dieta liquida control muestran un nimero de colonias de 6275 con
una desviacién estdndard de 1495, con un promedio de placas PC especificas de 400
con una desviacién estdndard de 60 (6.3% del total de colonias).
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Los resuliados obtenidos a los 14 dias de tratamiento muestran resultados similares,
encontrando que ¢l promedio en la formacién de colonias de Jos grupos de ratones
alimentados con dieta liquida etano es de 12,585 con una desviacion estdndard de 1500,
mientras que las colonias PC especificas son 408 con una desviacién estdndard de 105
(3.2% del total de colonias), en tanto que el nimero de colonias obtenidas en el grupo
testipo es de 18,022 con una desviacidn estdndard de 1250; las colonias PC especificas

presentan un promedio en este grupo de 448 con una desviacién estdndard de 70 (2.4%
del total de colonias).
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FIGURA 8. Comparacién del nimero de células formadoras de placa obtenidas de los
ratones tratados con dieta liquida etanol o dieta liquida control durante 7
y 14 dias después de iniciado el tratamiento e inmunizados con PC § dfas
antes de finalizado el esquema de tratamiento, Cada barra representa el
promedio de célula formadoras de placa de 6 ratones de cada grupo mds
fa desviaci6n estdndard de la medida de cuentas por duplicado.
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FIGURA 9.

Inmunotransferencia en papel. Cada figura representa placas de inmunotransferencia de
a) ratones de la cepa CS7BI/6 tratados con dieta Hquida con alcohol, b) Ratones de la
misma cepa tratados con dieta liquida control y 3) Inhibicién de la formacién de placas
especfficas mediante ¢l uso de PC1¢BSA.
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CUADRO 2

Efecto del etanol sobre Ia respuesta inmune

Técnica de inmunotransferencia en papel. Anticuerpos anti-PC,

7 DIAS
TESTIGO _ EtOH
Niimero de colonias/disco 6.275 + 1,425 5,840 + 975
Inmunotransferencia 400 + 60 359 + 95
14 DIAS
TESTIGO - . EtOH
Nimero de colonias/disco 18,022 + 1250 12,585 4+ 1,500
Inmunotransferencia 448 + 70 408 4+ 105

Las cuentas representan el promedio de cada grupo mds la desviacién estdndard.



DISCUSION

Las infecciones, las neoplasias y ¢! dafo hepidtico crénico son causas comunes de
morbilidad y mortalidad en los pacientes alcohdlicos. Todas estas enfermedades
pueden estar bajo la influencia de las alteraciones de la respuesta inmune:  sin embargo.
no sc ha determinado si estas ahieraciones en la respuesta inmune son debidas a los
cfectos del alcohol per se o a otras complicaciones frecuentemente asociadas con el
alcoholismo ( 1-5).

Se han demostrado alteraciones en diversos niveles de los mecanismos de la defensa del
hospedero como disfuncién en el movimiento ciliar en el tracto gastrointestinal y tracto
respiratorio superior ( 6-11 ): en la respuesta inmune no especifica, tales como
alteraciones funcionales de Jos granulocitos, macrdfagos y células asesinas naturales (
6-11 ).

De partircular interés son los estudios que han establecido que el etanol tiene un efecto
mayor sobre la respuesta inmunc especifica ( 14-18 ). En estudios con pacientes
alcohélicos, se ha demostrade una marcada alteracién en el desarroilo y en la expresién
de la respuesta inmune mediada por células asociada con la diminucién en la respuesta
de hipersensibilidad retardada ( 14 ). disminucién en el mimero de cuentas linfocitarias
( 15 ) y supresidén de la transformacidén blastoide ( 16-18 ). Los efectos en la respuesta
inmune humoral son menos evidentes, pero la respuesta inmune a nuevos antigenos estd
alterada ( 14-18).

Tanto en los modelos de animales de experimentacién como en el limitado nimero de
estudios en humanos, se ha demostrado que el etanol tiene un profundo efecto sobre la
respuesta inmune especifica. Inicialmente en nuestro laboratorio, se empled la técnica
de entubacién gdstrica de las ratas como método para la administracin del etanol y se
demostrd que habia una marcada disminucién de la respuesta proliferativa de los
linfocitos a estimulos no especificos, tales como a concanavalina A, lipopolisacdrido
bacteriano y a estimulos especificos tales como células alogénicas ( 14-81 ). Sin
embargo estos cambios pudieran estar relacionados con los cambios producidos por el
incremento en la produccién de glucocorticoides inducidos por el stress. Para examinar
esa posibilidad se estudié la respuesta inmune en ratas tratadas con alcohol y
adrenalectomizadas, con lo que se demostré que la respuesta inmune persistia
suprimida, lo que sugiere que algunos, aunque no todos los aspectos de la
inmunosupresién asociados con la administracién del alcohol son debidos a Ia
produccicn de esteroides ( 81 ).

Otro modelo experimental utilizado en nuestro laboratorio fue el modelo de
administracién de etanol por inhalacién; en €ste no se presenta inhibicién en la
proliferacién de linfocitos en respuesta a mitégenos no especificados y al comparar este
modelo con los resuliados de la supresién en la respuesta proliferativa encontrados en-el
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madelo de admumstracion del etanol por turbuacion, se observo en ambos fa misma
concentracion de ctanol en sangre ( 82 ).

En cambio el modelo experimental propuesto por Lieber-DeCarli. ( 24 ) nos
proporcioné importantes ventajas:

1) El etanol se ingiere por via oral, lo que permite que el etanol siga rutas metabdlicas
normales sin producir stress.

2) Se pueden usar ratones de la misma camada y con el mismo tipo de administracién
de la dieta sin cambios en el total de la ingesta calérica.

3y Estos animales de experimentacidn se encuentran en buenas condiciones
nutricionales. desarrollan esteatosis hepdtica. pero sin llegar a desarrollar cirrosis ni
alteraciones funcionales hepdticas que pudieran favorecer cambios en Ja respuesta
inmune independiente del efecto del etanol per_se.

Utilizando el modelo propuesto por Lieber-DeCarli en el presente trabajo, se observa
una marcada disminucidn en la respuesta proliferativa de las células del bazo de ratones
tratados con etanol a activadores especificos de células T tales como concanavalina A y
antigenos alogénicos, en contraste, la respuesta proliferativa a lipopolisacdrido
bacteriano de E. Coli, activador especifico de c€lulas B se encuentra ligeramente
aumentada en los ratones alimentados con dieta con alcohol. y esta respuesta presenta
cambios similares durante los diferentes tiempos estudiados, lo que nos permite sugerir
que el efecto téxico del etanol y/o sus metabolitos pudiera ser directamente sobre
células T.

El efecto del etanol en la respuesta inmune se manifiesta inicialmente con disminucién
en el nimero de linfocitos del timo y otros 6rganos linfoides periféricos, aunque el
mecanismo de este defecto es desconocido, la pérdida de linfocitos pudiera ser de gran
importancia ( 81 }.

Por otra parte, los hallazgos de Watson y Col ( 22 ), asi como datos en nuestro
laboratorio ( 82 ), demuestran cambios en la poblacién de células T, y al menos en
modelos expzrimentales, las células T cooperadoras (14) se encuentran profundamenie
disminuidas. Estos datos nos permiten concluir que uno de los factores de la supresién
del sistema inmune es la disminucién de las células T. Ademds se ha demostrado que
los defectos funcionales persisten aun cuando el nimero de células de los 6rganos
linfoides han recuperado sus valores normales ( 14 ). También en estudios previos en
nuestro laboratorio, se demostré que el defecto en la proliferacién de linfocitos
producido por la administracién de etanol, no se encuentra asociado a la habilidad de
las células T de producir interlucina 2 ( 14.16,20.69 ), ya que ésta es producida de
igual manera por lo Jinfocitos de ratas tratadas con etanol como de las ratas tratadas con
dieta testigo; sin embargo, las células T de las ratas tratadas con etanol fueron
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incapaces de utilizar fa 11-20 Esio seric una posibic explicason de la ineapacidad de
proliferacion de los linfocitos ante diversos estimulos 1 69 1,

Con el presente modelo experimental. se demostré que también la administracion de
etanol se encuentra asociada con la incapacidad de responder a antigenos T
dependientes (TDy,

El desarrollo de la respuesta a antigenos TD requiere en la mayoria de los casos. de una
interaccion compleja entre varios tipos de células del sistema lintoide v de la presencia
de células accesorias. Ha side demostrado que existe un subgrupo de células T que
reaccionan de una manera positiva con otras células para producir la respuesta inmune
(Celulas T cooperadoras). Estas células requieren de la presencia de células accesorfas
o presentadoras del antigeno para su respuesta, y que reconocen al antigeno nativo en la
superficie de las células accesorias en asociacion con moleculas HLA de la clase 11
también se sabe que una ves reconocido el antigene las c¢flualas T reaccionzn
produciendo moleculas solubles o linfocinas que promieven la proliferacion y la
funcion efectora de las células T ¥ su posterior cooepracion con las células B para
finalmente producir anticuperos especiticos contra el antigeno mductor ( 70-72 ).

Cualquier defecto en alguno de estos aspectos en la biologia de la respuesta inmune
resultaria ep alteraciones de la misma; varios de estos defectos han sido notados en
pacientes alcohdlicos.

Nuestros resultados coinciden con los de otros laboratorios sobre los defectos en el
funcionamiento de las células T. Otras publicaciones han demostrado alteraciones en la
fagocitosis, mecanismo inicial para el procesamiento del antigeno en respuesta TD: sin
embargo pocos trabajos han estado relacionados con el funcionamiento de las células B,
en donde se sefialan inicamente defectos en la respuesta inmune a antigenos TD.

Tomando en cuenta las diferentes subpoblaciones de ¢élulas B capaces de responder a
antigenos TD y a antigenos T y la respuesta obtenida al retar a ratones tratados con
etanol en contra de antigenos TD. se decidié buscar la respuesta a antigenos Ti,
teniendo como base 1a buena respuesta proliferativa de las células B a LPS.

Se eligid la téenica de clonacién de linfocitos B respondedores a LPS en discos de papel
filtro como un método eficaz en la enumeracidn y caracterizacion de las células B en la
respuesta inmune especffica. Con este método las células de bazo de los ratones
inmunizados con Streptococus pneumoniae R36A, son colocadas en bajas densidades en
discos de papel filiro y activadas con LPS.  Las células activadas proliferan y se
diferencian para formar colonias, clonas de células hijas secretoras de anticuerpos,
inmovilizadas dentro de la matriz de celulosa del papel filtro. Cada colonia representa
la progenie de una célula B, la enumarcidn y caracterizacién de estas colonias mediante
la inmunotransferencia en papel, que es mds sensible que la hemolisis en placa, nos
describid la pobracion de células B del bazo productoras de anticuerpos especificos en
contra de fosforilcolina. antigeno TI-2, sin el problema de lo conjugacién de los
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eritrocitos de carnero con los antipenes, ni fe hemolisis inespecitica producida por los
cambios en el pH o por los eritrociios aimacenados durante largo tiempo, etc.

Al utiizar ambas téenicas, tanto la inmunotransferencia como la hemolisis en placa,
encontramos que ki tespuesta proliferativa y Ia respuesta inmune inducida por antigenos
T de la clase 2 se encuentra intactd,

Podemos finalizar concluyendo que el efecto del etanol estd dirigido directamente sobre
las células T cooperadoras. aungue se deben tener en cuenta otras explicaciones
alternas, tales como la disminucion y/o alteraciones de las células T supresoras.
disminucién o alteraciones funcionales de subpoblaciones de células B capaces de
responder a diferentes tipos de antigenos,

En suma, en este trabajo demostramos que alimentando durante 7 y 14 dias con dieta
liquida conteniendo 37 de alcohol, resuita en cambios demostrables en ¢l sistema
inmune; estos cambios fucron: Péndida de células en los drganos linfoides primarios
(timo y bazo) y disminucion de la respuesta proliferativa de hinfocitos I a estimulos T-
especificos. Este modelo también ha permitido demostrar que la respuesta inmune a
antigenos TI-2 y la respuesta proliterativa a LPS, ambos estimulos especificos y
marcados de la capacidad funcional de células B, no se encuentran alteradas.
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