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INTRODUCCION




1.~ ALGUNCS CONCEPTOS BASICOS

La respuesta inmune puede definirse como la reaccifn
que desarrolla un animal ante la entrada de sustancias -
extranas, y que tiene como fin la eliminacién de estas Gl
timas y por tanto, la preservaciftn de la identidad del -
animal.

Dos caracterfsticas inherentes a esta respuesta de
fensiva del organismo son las de ser especifica y la de -
poseer memoria (ROITT, I. 1971).

La base anatbmica de la respuesta inmune es el sis_
tema inmune, y la base celular de la misma es =21 linfocito
en sus diferentes subclases (GOWANS, J.L. y McGREGOR, D.D.
1965).

El sistema inmune se organiza jerfrquicamente en d£
ganos primarioé y secundarfos, relacionados entre si y -
con lcs tejidos mediante la circulacién sanguinea y linfé
tica.

Los 6rganos primarios son el timo y la bursa u 6rga
no bursa=-equivalente de los mamiferos, que muy posiblemente
se encuentre en la mé&dula dsea. La misibdn de estos &rganos
es la de servir de lugar de maduraci®n de los linfocitos -
haciéndolos pasar de. cé&lulas precursoras a linfocitos -
competentes en la respuesta inmune. Este efecto parece re-
guerir por una parte un micrcambiente adecuado y por otra
de sustancias inductoras (hormonas u hormeonas-like). De -
ambas cosas se surten los linfocitos precursores en estos
6rganos (GOLUB, E.S. 1977a). Los linfocitos asi inducidos-
se denominan T o B segfin hayan sido procesados en el timo ©
la bursa u &rgano bursa-equivalente respectivamente (ROITT,
I. GREAVES, M.F., TORRIGIANI, G., BROSTOFFr, J., y PLAYFAIR,
J.H.L., 1969).



En los 6rganos secundarios (bazo, ganglios y tejido
linfoide asociado al tubo digestivo, vias respiratcrias y
vias genito-urinarias}, los linfocitos ya competentes para
la respuesta inmune, son almacenados, y tras el contacto -
con el antigeno adecuado sufren los cambios madurativos ne
cesarios para ejercer sus funciones de defensa. En estos -
6rganos, los linfocitosBy T se distribuyen en zonas preci
sas denominadas B-dependientes y T-dependientes respectiva
mente (GREAVES, M.F., OWEN, J.J.T., y RAFF, M.C. 1973b}.

La respuesta inmune se ha clasificado en humoral y -
celular dependiendc de que los efectos de la misma sean -
transferibles del animal que los crea a cotro animal virgen,
por suerc o por linfocitos respectivamente. Esta clasifica
cién, aunque arbitraria en algunos aspectos, se corresponde
con las dos clases fundamentales de linfocitos existentes.
Asi los linfocitos B se encargan de la produccién de los =
agentes responsables de la respuesta humoral (los anticuer
pos), mientras que los linfocitos T son las células gque in
tervienen en los mecanismos que, agrupados, constituyen la
respuesta celular (reaccidn de hipersensibilidad retardada,
reaccidn de injerto contra huesped, reaccidn de cultivo mix
to, reacciones citotdxicas ) (GREAVES, M.F. OWEN, J.J.T, y
RAFF, M.C. 1873a).

Aunque los linfocitos B y T son las cé&lulas gestoras
de la respuesta inmune, otra serie de cé&lulas y de sustan-
cias intervienen en la misma (macréfagos, polimorfonuclea
res, sistema del complemento, sistema de la coagulacidn, -
sistema de la kalicreina, etc.).

Esta intervencidn se da por un ladeo en la generacidn
de las sehales gue son necesarias para la activacidn de los
linfocitos efectores, y por otro como c&lulas-diana y poste
riormente efectoras de los mecanismos que los linfocitos -

engendran tras su activacidn.



La diferencia entre los linfocitos vy el resto de las
células gue intervienen en la respuesta inmune, es que es -
en aquellos, en los que reside la especificidad v la memoria
de dicha respuesta, mientras gue éstas cooperan de forma -

inespecifica a la misma.

2.- COOPERACION CELULAR

Al estudiar los mecanismos Intimos de los distintos pro
cesos efectores de la respuesta inmune surge un nuevo concep
to: el de la cooperacidn celular. Con este concepto se pre_
tende englobar las interacciones celulares gue se reguieren
para la elaboracidn de un efecto de los gue componen la res
puesta inmune. Se conoce hoy que al mencs se requieren cua
tro células para el funcionamiento de un sistema efector:

1°) Cé&lula efectora: es un linfocito que es el encarga
do de ejercer la funcidn final del sistema. Esta cé&lula ha
de tener un receptor especifico para el antigeno.

2°) Célula cocperadora: es un linfocito T gue ejerce -
una accidn positiva sobre el linfocito efector. Sin la parti
cipacién de esta cé&lula el sistema no funciona en casi nin_
glin caso. El linfocito T cooperador reconcce mediante un -
receptor especifico al ".antigeno, aunqgue por un lugar dife
rente al gue es reccnocido por la cé&lula efectora.

3°) CElula supresora: es un linfocito T que ejerce una
accidn negativa sobre el sistema, sirviendo asi de freno del
mismo. Su reconocimiento del antigeno es también especifico.

4°) Macréfago: su funcidén no estd absolutamente aclara
da, pero se sabe gue participa en €l como célula accescria
y de forma no especifica.

Este esquema general es aplicable a gran cantidad, si
no a todos , los sistemas efectores (GOLUB, E.S. 1977a). Es



a este nivel, en donde se ejercen la mayor parte de los me
canismos reguladores de la respuesta inmune. Es por ello -
gue el estudioc da estos fenbmenos sea actualmente el centro

de atencidén de gran cantidad de investigadores.

3.— REGULACION DE LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS EN RATON

La produccién de anticuerpos es uno de los mdltiples
efectos de la respuesta inmune contra una sustancia extrana.
Este efecto es de incuestionable importancia, y su utilidad
en la eliminacidn de los antigenos es indudable.Los anticuer
pos son producidos por la poblacidn de linfocitos B, Un -
clon determinado de linfocitos B se caracteriza por poseer -
en su membrana receptores capaces de écoplarse a un determi
nante antigénico. Es conocido desde hace tiempo gue estos -
linfocifos poseen inmunoglobulinas de superficie. (MOLLER,

G. 1961). '

Aunque no hay una demostraci®n directa, se acepta gue
esta inmunoglobulina es el receptor para el determinante =~
antigénico con el gquereacciona cada clon.

Tras la activacitn, el linfocito B sufre una serie de
transformaciones que dan lugar a la c&lula plasmitica, célu
la terminal.de la serie, absolutamente especializada en la
produccién de anticuerpos.

El conocimiento md&s exacto de los mecanismo que inter
vienen en la produccidn de anticuerpos, se ha obtenido en -
animales de experimentacidn, y fundamentalmente en el ratédn.
En estos animales se ha comprobado que los linfocitos B, por
si mismos, sdlo pueden formar anticuerpos para una minoria -
de antigenos (antigenos timo-independientes). Para la produc
cidn de anticuerpos contra la mayoria de los antigenos (anté

genos timo-dependientes), se requiere la presencia de linfo



citos T (MILLER, J.F.A.P., y MITCHELL, G.F. 1968} y macréfa
gos (MOSILR., DI E. 1967) . Estos hechos indican que para -
que exista produccidn de anticuerpos, es necesaria la coope_
racién celular entre linfocitos B, T y macrdfago.

Los linfocitos T que participan en este mecanismo, -

tiénen que reconocer al antigeno mediante un receptor especl
fico, pero por una zona (determinante carrier), que es dis_
tinta de la reconocida por el linfocito B (determinante -
hapteno) (MITCHINSON, N.A. 1971), (RAFF, M.C., 1970}). Este -
linfocito T se denomina cooperador y en el ratdn puede ser
f&cilmente identificado por poseer una antigeno de membrana
definido (L y 1) (CANTOR, H., y BOYSE, E.A. 1977).

Los mecanismos intimos que actflan en la cooperacidn -
celular se encuentran ain en discusién. Para explicar como el
linfocito T cooperador interactfia con el linfocito B existen
dos teorfas fundamentales. Segln la primera de ellas, la se
nal cooperadora es transmitida por el linfocito T al B median
te el contacto celular. Esta teoria estd basada en que en al
gunos sistemas experimentales es necesario que la c&lula efec
tora y la cooperadora sean singénicas en la regidn I del comple
jo H, . Se especula con que productos de la regidn I act@en -
como reguladores de la interaccidn celular, cuando se produzca
el contacto celular obligado por el reconocimiento de porcio_
nes diferentes del antigeno gue actuaria de puente (KATZ, D.H,.
DORF, M.E., v BENACERRAF, B. 1974).

La segunda teoria para explicar estos hechos es la del -
factor scluble. Segfin esta teoria la segunda senal requerida
para que el linfocito B se active, proviene de un factor solu
ble formado por el linfocito T, Existen varios modelos gue -
cumplen el enunciado de esta tecria. Cada uno de ellos se basa
en el aislamiento de factores solubles, con caracteristicas di_

ferentes (Tabla I) de un modelo a otro, gque pueden sustitulr



la funcién del linfocito T cooperador de la activacién del
linfocitos B (TAUSSING, M. 1974), (ARMERDING, D., SACHS, D.H.,
y KATZ, D.H., 1974), (FELDMANN, M. 1972).

TABLA I

ALGUNAS CARACTERISTICAS DE FACTORES SOLUBLES QUE EJERCEN LA
ACCION T~ COOPERADORA.-

AEF IgT Ta
Preducido por 1inf. T gi Si . Si
Especifico para Ag. , No i Si
Naturaleza H-2 (1) Ig H-2 (IA)

Se une a Ag No Si 51




El papel del macrdfago en estos mecanismos es induda
ble. Experimentos realizados in vivo e in vitro asi lo su
gieren (UNANUE. E. E., 1972). El mecanismo por el que estas
células actfian es desconocide, aunque es posible gque sea por
uno o varios de los procescs siguientes: procesamiento y pre
sentacidn del antigeno a los linfocitos, elaboracidn de fac
tores solubles gue intervienen en la activacidn, o proporcio
namiento de factores nutriciocnales. ‘

Simultaneamente a estos descubrimientos, se describe -
la existencia de linfocitos T capaces de ejercer un efecto -
supresor sobre el complejo Linfocito T cooperador -linfocito
B, y por tanto sobre la procduccidn de anticuerpos. Por ejer
cer esta funcidn a estos linfocitos T se les denomina supre
sores { GERSHON, R.K. 1974). Estos linfocitos se distinguen
por tener en su membrana los antigenos L y 2, 3 e Ia (CANTOR,
H., v colsl%977). Los linfocitos T supresores parecen actuar
sobre los linfocitcs T cocperadores para realizar su funcidn.
La supresifn se realiza de forma especifica, y ha podido ais
larse un factor soluble que ejerce la funcidén (TAKEMORI, T.,
y TADA, T. 1975).

Por lo tanto el sistema de producci®n de anticuerpos -
consta de un célula efectora (linfocito B), una cé&lula auxi_
liar (macr6fago), y dos cé&lulas reguladoras gque ejercen fun
ciones de estimule y freno del sistema (1infocito T coopera_
dor y T supresor respectivamente). Recientemente se han des
crito circuitos de retroalimentacidn de estas células regu
ladoras con un linfocito T caracterizado por poseer los anti
genos de membrana L y 1,2,3. Estas cé€lulas puedel proveer -
senales para aumentar o disminuir una u cotra rama de las -
cé&lulas reguladoras (EARDLEY, D.D., HUGEMBERGER, J., McDAY-
BOUDREAU, L., SHEM, F.W.,, GERSHON, R.K., y CANTOR, H., 1978),
(CANTOR, H., McDAY-BOUDREAU, L., HUGEMBERGER, J., NAIDORF, -
N., SHEN, F.W. y GERSHON, R.K, 1978}.



Todos estos hechos muestran que la produccién de'anti
cuerpos es una funcidn sobre la gque existe un control y regu
lacidn estrictos. Aunque algunos de estos mecanismos regula
dores son ya conocidos, queda una gran parte de ellos por -

aclarar.

4.- MARCADORES DE LINFOCITOS HUMANOS

Los linfocitos humanos pueden diferenciarse por la pre
sencia en su memebrana de receptores, gque pueden ser utiliza
dos como marcadores de las diversas subpoblaciones (Tabla 2).

- TABLA 2

MARCADORES DE LINFOCITOS ¥ MONOCITOS HUMANOS

Receptor para Ig de su- Ig intracito Fagoci.
eritrocito de perficie plasmatica tosis. -
carneroc
Linfocito T + - - -
Linfocito B - + - -
Cel. Plasmética - - + -

Monocito - - - +




Los linfocitos T tienen receptores para eritrocités de
carnero. Este hecho puede evidenciarse por una técnica de ro
setas, y se ha demostrado como un método excelente para mar__
car a estes linfocitos en la especie humana (FROLAND, S.5. -
1972).

Los linfocitos B se caracterizan por poseer inmunoglo_
bulinas en su superficie, que pueden ser detectadas, hacien
do reaccionar a estos linfocitos con un suero antiinmunoglo
bulina al que se le adiciona algGn marcador. Este hecho se
ha demostrado en linfocitos B humanos, y de otras especies -
{MOLLER, G., 1961).

Tras la activacidn los linfocitos B se transforman en
c€lulas plasméticas, las cuales, carecen de inmuncocglobulinas
en la membrana, pero la poseen en gran cantidad dentro del -
citoplasma, pudiendo ser detectadas en este compartimento por
técnicas parecidas.

Los monocitos pueden diferenciarse de los linfocitos por
su capacidad de fagocitar (DE VRIES, G., LAFEBER, J.M., VANDER
WEIS, J.P., VAN BUIJSEN, A.G., LEIJH, P.C.J., y CATS, A. 1980),
vy su tincibén para esterasas no especificas (KOSKI, I.R., PCPLA
CK, D.G., y BLEASE, R.M., 1976).

Recientemente se han descrito marcadores capaces de des_
lindar subpoblacicnes funcionales de linfocitos T humanos.

Una parte de los linfocitos T poseen receptores para la
porcidén Fc de la IgM (Tm), y otros para la misma porcidn de la
IgG, (T@) . Se han presentado experimentos que apoyan el que los
linfocitos Tm tengan funcidn cooperadora, y los linfocitos TG
supresora (MORETA, L., WEBB, S.R., GROSSI, C.E., LIDYARD, P.,
M., COOPER, M.D. 1977).

También por medio de anticuerpos monoclonales conseguidos
en hibridomas, parecen distinguirse diferentes subpoblaciones -
funcionales (cooperadora vy supresora) de linfocitos T humancs
(THOMAS, Y., SOSMAN, J., IRIGOYEN, 0., FRIEDMAN, F.M., KUNG,-
P.C., GOLDSTEIN, G., y CHESS, D., 1980).



Sin embargo, es dificil en la actualidad poder admitir
estos filtimeos hallazgos como absolutamente ciertos v compara

bles a lo que los antfgenos L y 1, 2 y3 significan en ratén.

5.~ REGULACION DE LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS -
POR LINFOCITOS HUMANOS. '

El estudio de la produccidn de anticuerpos por linfoci
tos humanos en respuesta especifica a un antigeno, se ha en_
contrado con numerosos obstdculos.

Aparte de los @roblemas experimentales obvios, hay di
ficultad de encontrar sistemas in vitro que sirvan de ensayo
de este mecanismo efector.

El ensayo de las placas hemolfticas, como medic de de-
tectar linfocitos B productores de anticuer?os es?ecificos en
ratén vy otras especies, ha su?uesto un avance capital en este
campo (JERNE, N, K., y NORDIN, A.A., 1963). Gracias a esta -
técnica, ha sido posible el desarrollo que se ha descrito -
hasta el momento, en el estudio de este mecanismo efector.lLa
adaptacidn de esta té&cnica para la puesta de manifiesto de -
cé&lulas humanas productoras de anticuer§OS'especificos, ha -
contado con gran nGmero de intentos. Sin embargo, s6lo algunos
investigadores han conseguido resultados positivos (FAUCI, A.
y PRATT, K., 1976a), (DOSCH, H,M, y GELFAND, E.W., 1976), (DEL
FRAISSY, J,F., GALANAUD, P., DERMONT, J., vy WALLON, C. 1977),
(LUZZATI, A.L., TAUSSING, M.J,. MED, T., y PERNIS, B, 1976).La
inasequibilidad de este método, asi como la cuestionada repeti
bilidad del mismo, pueden deberse a los requisitos té&cnicos -
del metodo (BALLIEUX, R.E., HEISNEN, C.J., VITDEHAAG, F., v =~
ZEGERS, B.J.M. 1979).

En estos trabajos .han podido comprobarse grandes simili

tudes entre lo descrito para otras especies y los hallazgos -
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en ellos expuestos. AsiI se ha mostrado la absoluta necesi-
dad de la cooperacidén con linfocitos T cooperadores para la
produccidn de antiguerpos es?ecificos para los antigenos es
tudiados (BALLIEUX, R.E. v cols,1979 ), (GALANAUD, P., 1979),
(DbOSCH, H,M., y GELFAND, E., 1979), (GEHA, R.S., 1979).Tam-
bien v por iguales mecanismos a los descritos en ratdn se
encuentra esta respuesta regulada por linfocitos T supreso_
res especificos ( BALLIEUX, R.E. y cols.1979)}, (DOSCH, H.,
M., v colsl979), (GEHA, R.S. 1979) .Para ambos mecanismos se
han podido encontrar factores solubles (BALLIEUX, R.E. y -
cols. 1979), (GALANAUD, P. 1979), (GEHA, R.S. 1979]).

El uso de técnicas de deteccidn de cé&lulas productoras
de anticuerpos especificos en humanos, asi como métodos ase_
quibles de obtencifn de subpoblaciones funcionales de linfo
citos T, permitiri el conocimiento més profundo de este pro

ceso efector.

6.- LOS MITOGENOS EN' EL ESTUDIO DE LA FPUNCION DE LOS LINFOCI-
TOS.

Desde hace unos veinte aflos se conoce la existencia de
algunas sustancias, gue anadidaa en c¢ultives de linfocitos -
son capaces de producir fendmenos similares a los que normal
mente ocurren en estas céluklas, tras su activacidn por el -
antigeno.

Estas sustancias, cuyo efecto mas notorio sobre los lig
focitos es el de provocar la mitosis y la transformacidn blés
tica, son denominadas por ello mitdgencs.

Los mitdgenos se diferencian de los antigenos en dos -
hechos sustanciales: por un lado provocan la activacidn de gran
cantidad de clones de linfocitos, siendo por tanto de carécter
inespecifico; en segundo lugar los linfocitos no adquieren me_

moria tras el contacto con los mitdgenos. Dado estos hechos,
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los mit8genos difieren b&sicamente en la respuesta que‘desg
rrollan, de la desencadenada por los antigenos. Por estos -
hechos lOS*mitﬁgenoS son también denominados activadores po_
liclonales.

No obstante estas diferencias, la estimulacidn por mi_
t8genos es sensiblemente parecida a la producida por antfgg
nos, vy han sido usados por ello, como medios de estudio de
la misma en gran cantidad de.asﬁectds, tanto en animales -
como en el hombre.

En este sentido, los mit&genos tienen una ventaja so_
bre los antigenoé, y es gque al ser activadores policlonales,
las reséuestas ?or ellos desencadenada, son cuantitativamente
mayores, ofreciendo esto facilidades obvias para los métodos
de ensayo. Esto tiene especial relevancia en los estudios en
linfocitos humanos, yva que facilitan enormemente los disehos
experimentales.que, de otra forma, no serian posibles.

La desventaija que ofrece el uso de los mitdgenos, es -
que, necesariamente, las correlaciones entre respuesta espe_
cifica y activacién policlonal, han de hacerse con suma cau
tela.

A ?esar de ello, el trabajo realizado en este tiempo con
estas sustancias, ha creado un cuerpo de evidencias suficien-
tes, como para adoptarlos como métodos vilidos de investiga-
cidn sobre las funciones de los lihfocitos.

En lineas generales, los mitdgenos mds conocidos dan 1u
gar a la activacidn de los linfocitos. la cual puede seguirse
secuencialmente seqgfin el tiempo transcurrido por diferentes =

fénomenos. (Tabla 3)
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TABLA 3

EVENTOS QUE OCURREN TRAS LA ACTIVACION DE LINFOCITOS POR
MITOGENOS.

0-36h. 36=-96h. 96-108h.
Linfocitos T . ' Células cit
tbéxicas
Sintesis RNa, Transformacidn
proteinas, blastica,
linfoquinas sintesis DMNA
Linfocitos B Produccidn
de anticuer
pos.

En las primeras 24 horas puede detectarse sintesis de RNA
y posteriormente de proteinas. Entre é&€stas, unas de interés es-
pecial son las linfoquinas.

Entre los dias 3 v 4 puede observarse la aparicidn en el
cultivo de gran cantidad de c&lulas blisticas, asi como un pico
de sintesis de DNA, hecho que puede revelarse afiadiendo al cul-
tivo timidina tritiada, y midiendo tras un cierto tiempo la im-
corporacidén de dicha sustanciz en el DNA de las células. En los
dias 5-7 se comprueba el paso de linfocitos B a cé&lulas plasma-
ticas, vy la aparicidén de linfocitos T citotdxicos (OPPENHEIM, J.
J., v ROSENSTREICH, D.L., 1976).

Los mitdgenos aungue pueden unirse en igual cantidad a -
todos los linfocitos, no los activan de forma homogé&nea. De ahi,

gue se les pueda clasificar en relacidn a las subpoblacicnes -
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linfocitarias que activan en cada caso.
Una lista de los m&s importantes mitdgenos se ofrece
en la tabla 4.

TARTA 4

Mit8genos Linfocitos T Linfocitos B
Lectinas

PHA + -

Con A + -

PwM + +
Productos bacterianos

LPS -

PPD - +

Estas sustancias se unen a la membrana de los linfocitos
por receptores especificos. La unién de la fitohemaglutinina -
(PHA) puede ser inhibida adicionando el medio N-acetil-D galac
tosamina, y la concanavalina A, con metil-D monésido o pirand_
sido. Estas inhibiciones de la unibn del mitb8geno a las cé&lulas
se corresponden con una inhibicidn de la activacidn. Parece por
tanto que estas moléculas compiten con el mitSgeno por el recep
tor celular (FISHER, D.B., y MUELLER, G.C. 1969%), (POWELL, A.E
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vy LEON, M., 197Q].

Aungue los linfocitos poseen gran nGmero de sitios de
unidn para estas sustanciasl(MOLLER, G., ANDERSSON. J., POH
LIT,H., ¥y SJOBERG, O. 1973), no es necesaria la saturacifn
de los mismos para una 6ptima activacidn. Asf, el nfmero de
sitios de unidn que necesitan reaccionar para la mixima actli
vacibn de los linfocitos, se estima que es de un 3% para la
PHA, vy del 15% al 25% ?ara la Con A (ALLAN, D., y CRUMPTON,
M.J. 1973}. )

~ La saturacifn en los sitios de unidn no lleva a mas -
activacidn, sino que, por el contrario, puede observarse una
disminucidn de la misma. Este hecho se relaciona a la existen
cia de diferentes receétores celulares, que serian activados
por diversos grados de saturacidn del mitdgeno. Hay eviden-..
cias de que, al menos para la PHA, ocurre asi (ALLAND, D.,
y c0ls.1973). El resto de los mitSgenos también parecen ——
actuar a través de la unifn a receptores especificos existen
tes en la membrana de los linfocitos, aunque sus caracteristi
cas son peor conocidas.

"El tratamiento de la superficie celular con enzimas, ha
sido un medio para analizar la interaccién mit8geno-receptor.
La tripsina inhibe la activacibn de linfocitos por Con A y PHA;
no obstante, *si el mitdgeno era mantenido suficiente tiempo-
en el cultivd, se producia la activacién, como expresidn, pro_
bablemente, de la resintetizacidén de los receptores (LIDHAL-
KIESLING, K., ¥ PETERSON., R.D.A. 1969%), (PAULI, R.M., SALLE,
L. DE, HIGGINS, P., HENDERSON, E., NOAIN, A., vy STRAUSS, B.,
1973). El tratamiento con nueraminidasa, el cual "pela" la -
superficie celular de dcido sidlico, produce un aumento de la
activacidn por Con A y PWM (HAN, T., 1973). Sustancias reduc
toras come la L-cisteina, glutation, y tiosulfito, provocan -
un aumento de la respuesta a PHA. ( FANGER, M.W., HART, D.A.,
WELLS, J,V., y NISONOFF, A., 1970).
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Toda este conjunto de hechos parecen indicar, que la
activacidén de los linfocitos por mitbgenocs, deéende de la -
interaccifn en la supérficie'de estas c8lulas de las sustan
cias estimuladoras con receptores especificos. La demostra _
cidén de que PHA y Con A unidas a bolas de sefarosa u a otras
superficies inertes puedenractivar a los linfocitos, vienen
a confirmar esta hiﬁétesis. (GREAVES, M.F., y BAUMINGER, S.,
1972), ( ANDERSSON, J., EDELMAN, G.M., MOLLER, G. y SOBERG,
0., 1972).

Se ha podido determinar ¢l tamafio de la pcblacidn de -~
linfocitos activados por algunos mitdgenos: solo el 11% -26%
lo son @or PHA, v el 29%-46% bor Con A. También ha podido -
verse que no son las mismas poblaciones las estimuladas por
unc y otro activador. (JONES, G. 1973).

La PHA vy la Con A, en estado soluble, no estimulan a -
poblaciones purificadas de linfocitos B, y si de linfocitos
~ T. Esto parece sugerir que estas sustancias estimulan especl
ficamente a los linfocitos T. Sin embargo, al final del cul_
tivo de poblaciones mixtas, pueden observarse cé&lulas de la
serie B transformadas. Esta-estimulacidn parece T-dependiente
CROSENSTREINCHV,‘ D.L., NOWOTNY, A., CHUSED, T., y MERGENHAGEN,
S.E., 1973), (. JANOSSY, G., GREAVES, M.F., DOENHOFF, M.J., ¥
SNAJAR, J. 19737.

. Otros mitdgenos (LPS, PPD), se muestran ineficaces para
activar poblaciones purificadas de linfocitos T, estimulando
sin embargo poblaciones B. En este caso, el fenfmeno activador
parece ser claramente restrictivo, no encontrandose en cultivos
de poblaciocnes mixtas estimuladas, c€lulas transformadas €€ la
serie T. Por este motivo se denominan a estas sustancias como
mit8genos B o T- independientes. La caracteristica estructural

comin a todas ellas de poseer determinantes repetidos sobre
una base rigida, ha hecho pensar, gue este esquema molecular -

sea el requisito para la activacién de los linfocitos B. Esto
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vendria apoyado por el hecho de que, tanto la PHA como'cOnA,
conocidos mitédgencs T, ﬁueden estimular a linfocitos B, -
cuando se les une a sefarosa o© pldstico, que les hacen reme
dar la estructura descrita. La accidn de estos mit8genos ha
sido bien establecida ?ara linfocitos B de animales, pero -
se han encontrado mayores dificultades para demostrar efec_
tos similares sobre linfocitos B humanos (ROSENSTREINCH. D.L.
% cols.1973j, ( JANOSSY, G. y cols.1973), { PEAVY, D.L., -
ADLER, W.H., y SMITH, R.T., 1970Q), (SULTZER, B.M., y NILSSON,
B. 1972)."

No hay dudas en cuanto la necesidad de la presencia de
los monocitos para que se produzca la respuesta a los mitdge
nos T ( LEVIS, W.R., y ROBBINS, J.H. 1970}). Este mismo punto
es dificil de aclarar ﬁara los mitégenos B, dada la dificul _
tad de obtener éoblaciones de linfocitos B sin contaminacidn
de monocitos. No obstante, parece que la accidn de estas sus__
‘tancias son'mas indeﬁendientes de la presencia de monocitos
(YOSHINAGA, M., ¥OSHINAGA, A., y WAKSMAN, B.H. 1972).

7.- EL MITOGENO PWM

Tiene especial interé&s el estudic de los efectos activa
dores del PWM. Este mitdgeno se extrae de las rafces de Phytola
cca Americana. Se ha combrobado en gran variedad de especies
incluida la humana, gue es capaz de estimular tanto a linfoci
tos B como T. Al final del cultivo ﬁuede apreciarse que el 25%
de los linfocitos transformados poseen caracteristicas B (cé&_
lulas plasmocitoides) ( GREAVES, M,, JANOSSY, G. y DOENHOFF,
M., 1974), ( JANOSSY, G., y GREAVES, M.F., 1971j).

Mediante una serie de experimentos, ha podido comprobar
se el efecto de PWM sobre voblaciones T purificadas (JANOSSY,
G., SHOHAT, M., GREAVES, M.F., t DOURMASHKIN, R.R. 1973). &in



embargo, mis dififcil es establecer si PWM puede estimular a
poblaciones B purificadas; A este respecto, la mayoria de
los autores apuntan la necesidad de, al menos, éequeﬁas can
tidades de linfocitos T para que la activacidn se produzca.
( WATSON, J., EPSTEIN, R., NAKOINZ, I., y RALPH, P. 1973).

En contraste con la PHA y Con A, poco es conocido -
acerca del receptor especifico celular, y el mecanismo de
activacidn del PWM. Recientemente se ha informado, que el
pWM estd integrado por 5 protefnas, 4 de las cuales son -
mitégenos T, y 1 mitégeno B (WAXDAL, M.J. 1974).

Transcurrido un neriodo de 4 dias tras la estimulacidn
de un cultivo de.. linfocitos con PWM mantenido en condicio_
nes apropiadas, puede detectarse un pico de actividad de -
sintesis de DNA en las cé&lulas. Esto puede apreciarse por la
toma por tas c&lulas de Timidina-3H' . A partir del 5°dia de
cultivo y con un maximo hacia el 7° - 8° dia, se detecta 1la
aparicién;de gran cantidad de linfocitos B transformados. -
Esta filtima actividad buede medirse por una serie de té&cnicas
encaminadas a detectar bien la presencia de fases celulares -
maduras de la serie B (células plasmi&ticas o plasmocitdides),
bien la cantidad de inmunoglobulinas producidas por las mis-
mas. El primer objetiwvo puede ponerse de manifiesto, si al -
final del cultivo se cuentan la cantidad de cé&lulas que poseen
caracteristicas de c&lulas plasmiticas; es decir cuantifican-
do las c&lulas que poseen gran cantidad de inmunoglobuinas en
su citoplasma, hecho que puede detectarse por una variedad de
técnicas, siendo la mds comin la tincidn con suero antiinmuno__
globulinas fluoresceinado. El segundo objetivo puede cubrirse
con una serie de técnicas como la cuantificacidn de las inmuno
globulinas liberadas al sobrenadante por radioinmuncensayo -
(RIA) , enzimainmuno andlisis (ELISA), o por un sistema de pla
cas hemoliticas (MORETTA, L. y c¢ols.1977), (PLATTS -MILLSm F.A
E., e ISHIZAKA, K, 1875), (WASSERMAN, J., VON STEDINGK, L.V.,
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BIBERFELD, G. y PERTINI, B. 197%), (ROITT, I. 1971), (EAUCI,
A. ¥ colsgl976a).

Por estas té&cnicas se ha podido ver la activacidn por
PWM de una gran cantidad de clones diferentes de linfocitos
B. (PLATTS-MILLS, T.A.E. y colsl975).

Este sistema tiene un gran inter&s en la experimenta_
cifn de la produccién de anticuerpos en el ser humanc. Esto
se debe a que es un método adecuado para ensayar esta activi
dad efectora, en proporciones detectables.

La diferenciacifn de linfocitos B tras estimulo por -
PWM en el hombre, es claramente T-dependiente (KEIGHTLEY, R.
G., COOPER, M.D., y LAWTON. A.R. 1976); (HIRANO, T., KURITANI,
T., KISHIMOTO, T., vy YAMAMURA, Y. 1977), (SAXON, A.R., STEVENS,
H., y ASHMAN, R.F. 1977), (FAUCI, A.S. PRATT, K.R.K., y WHALEN,
G., 1976). Esta accidn cocoperadora de los linfocitos T puede -
ser suplantada por factores solubles provenientes de estas cé@
lulas (HIRATO, T. y cols,1977), (INSEL, R.A., y MERLER, E. -
1977), ( FAUCI, A.S., y.cols.1976).

No hay acuerdo acerca de si este sistema requiere la pre
sencia de monocitos. Una serie de trabajos parecen indicar la
no- existencia de este requerimiento para la produccidn de anti
cuerpos inducida por PWM (SAXON,A.R., y cols, 1977), (FAUCI, A.
S., y cols,1976), (JANOSSY, G., GREAVES, M., 1975). Sin embar
~go en estos trabajos se usan técnicas'que no consiguen una -
deplecidn total de estas c&lulas. Por lo tanto, los resultados
obtenidos pueden estar mediados por pequeflias contaminaciones de
monocitos gque permanecen en las preparaciones celulares., Con -
técnicas més perfeccionadas que consiguen suspensiones celulares
en las que restan tan solc 0'2% de monocitos, se ha detectado =.
el requerimiento de estas c&lulas para el funcionamiento del -
sistema (BLEASE, R.M., LAWRENCE, E.C., y POPLACK, D.CG. 1977),
(KNAPP, W., y BAUMGARTEN, G. 1978).

Recientemente usando té&cnicas de deplecifn de monocitos,



y al mismo tiempo condiciones de cultivo de baja densidad -
celular como medio de obstaculizar la actividad de la pobla
cifn monocitica restante, se han obtenido resultados, que -
indican también gque estas células son requeridas en el siste
ma. Esto era comprobado ademés, adicionando poblaciones enri
quecidas en monocitos, a poblaciones de linfocitos previamen
te depleciocnados de los mismos. Se observa gue sin la adicién
no hay produccién de anticuerpos, que si se produce tras la-
adicidn de monocitos al cultivo (DE VRIES, G., y cols.1980),

(RESEMBEAG © | G.A., y LIPSKY, P.E. 1979). No se conoce por qué
mecanismo actuarian los monocitos en el sistema.

Para observar la interaccidn T-B en este sistema se han
tenide que obtener poblaciones enrigquecidas en cada una de -
estas series celulares, y co-cultivar diferentes mezclas de
las mismas, bien sea variando las proporciones de cada serie
manteniendo la concentracidn celular constante, o afladiendo -
.cantidades crecientes de una de l& series,generalmente 1la T, a
una cantidad fija de la otra serie. De esta forma se pueden -
obtener - . curvas de produccidn de anticuerpo, y analizar cémo
varia la produccidn de diferentes mezclas celulares. En estos

trabajos se obtiene una curva en campana,en la que el punto -
mds bajo es la produccidn de la poblacidn enriguecida en linfo

citos B.Cuandose van adicionando cantidades crecientes de lin_
focitos T, va aumentando paralelamente la produccidn de anti -
cuerpos, hasta alcanzar una meseta cuando las proporciones de
linfocitos B y T son similares. Esta fase de la curva es inter
pretada como de predominio del estimulo cooperador de los linfo
citos T sobre los B. Posteriormente a esto, cuando se agregan -
mayor nlmero de linfocitos T la produccién de inmunoglobulinas
desciende. Esto se interpreta como un predominioc del estimulo -
negativo o supresor de los linfocitos T en =1 sistema (SAXON, A.
R., y cols, 1977), (ASHMAN, R.S., SAXON, R., y STEVENS, R.H. 1980)
(DE LA CONCHA, E.G., OLDHAM, G., WEBSTER, A.D.B., ASHERSON, G.I.,
y PLATTS-MILLS, T.A.E., 1977), (PLATTS-MILLS, T.A.E., OLDHAM,
G., CASSIDY, J.T., WEBSTER, A.D.B., v DE LA CONCHA, E.G., 1979).
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En este sistema se ha demostrado la no existencia de
restricciones debidas al sistema mayor de histocompatibili
dad. (ASHMAN, R.S., y cols,1980), ( LIPSKY, P.E., GINSBURG,
W.W., FINKELMAN, PFP.D. y ZIFF, M., 1978),( DE LA CONCHA, E.

G., y colss1977), ( BROOM. P.D., DE LA CONCHA, E.G., WEBST
ER, A.D.B., JANOSSY, G. y ANDERSON, G.L., 1976), (SIEGAL,
F.P., SIEGAL, M. y GOOD, R.A., 1978).

Este hecho facilita grandemente la posible investiga
cibén de la interaccidén celular de pacientes, puesto que pueden
realizarse mezclas de poblaciones linfocitarias de pacientes¥y
Sujetos  sanos, sin que existan problemas debidos a la mezcla
halogénica. En este sistema, por tanto, se han realizado mez
'clas de poblaciones funcionales, con las gue ha podido eva .-
luarse en alguna extensidn los defectos detectables en algunos
estados patoldgicos.

Sobre este esquema operativo bisico, se han introducido
una serie de modificaciones con objeto de analizar mds deteni
damente los mecanismos de interaccidn T-B. Con estas manipu
laciones experimentales, se ha pretendido fundamentalmente, -
conseguir poblaciones de linfocitos T portando una funcidn es
pecifica: bien poblaciones . T = | gue transmitan a los lin_
focitos B sefales positivas, o sea linfocitos T cooperadores,
© por el contrario, poblaciones T con una actividad negativa
exclusivamente, es decir linfocitos T supresores. Con esto se
pretende llegar & una situacidn, como la ya asequible en algu_
nos animales de experimentacidn, en la cual poder disponer de
poblaciones puras desde el punto de vista funcional. Sin lugar
a dudas, el tener esto ayudaria de forma decisiva al an&dlisis
de los fenfmenos gque acontecen en este sistema, y, en consecuen
cia, a la aplicacién para el conocimiento de ciertos estados-
patoldgicos de la respuesta inmune.

Asi se ha demostrado, que linfocitos T precultivados de
uno a tres dfas con dosis mitogénicas de Con A, tienen una -

mayor actividad suprescra, que linfocitos T mantenidos en las



mismas condiciones a excepcidn de la exposicién a la Con A.
Este efecto se pone de manifiesto en aquellas dosis de lin
focitos T afadidos sobre linfocitos B, en las que se obtie
nen mayor produccidn de anticuerpos. Tras el estimulo con
PWM en estas dosis, los linfocitos T tratados con Con A pro
vocan una profunda depresidn de dicha produccidn (SCHWARTZ,
S.A. SHOU, L., GOOD, R.A. y CHOI, Y.S. 1977),(SHOU, L., -
SHWARTZ, S.L., y GOOD, R.A. 1976),(GUPTA, S., SHWARTZ, S.L.,
y GOOD, R.A., 1979), (XKRAKAUER, R.S., GLOUGH, J.D., FRANK,
S.y SUNDEEN, J.T. 1979), (MORIMOTO, C., 1978). Este efecto,
gue ya habfa sido descrito en ratén (EKSTEDT, R.D., WATER
FIELD, J.D., NESPOLI, L., y MOLLER, G. 1977}, (DUTTON, R.
W., 1973), (RICH, R.R., y PIERCE, C.W. 1973a), (RICH, R.R.,

vy PIERCE, C.W. 1973B), es dependiente de la dosis de Con A
usada; se consigue el efecto a dosis mitogénicas de Con A,

y a dosis submitogénicas puede conseguirse el efecto contra_
ric (DUTTON, R.W. 1973), (DUTTON, R.W., 1972), (DUTTON, R.W.
1976) . Asfmismo para que ocurra'el fenomeno, han de anadirse
los linfocitos pretratados al inicio del cultivo(RICH, R.R.,
y cols.1973), (DUTTON, R.W., 1972} .Aunque no son conocidos -
los mecanismos por los que actfian los linfocitos T tratados
con Con A, se especula con la posibilidad de que esta pobla
cibén ejerza una actividad supresora, de igual manera a como -
esta se realiza en situaciones fisioldgicas.

Por otro lado, ciertos tratamientos realizados sobre po
blaciones T, conducen a estas cé&lulas a tener actividades -
cooperadoras superiores a las ejercidas por linfocitos T nor_
males afiadidos en la misma cantidad. Tanto irradiacidn, como
la incubacidén previa de estas células con mitomicina o ciclo
fosfamida, generan linfocitos T, que anadidos a linfocitos B
y PWM, desarrollan una mayor produccidn de anticuerpos que la
inducida por un mismo nfmero de linfocitos T sin tratar (MORI
YA, N., NAGAOKIT, T., OKUDA, N., vy TANIGUCHI, N., 1979), (MORI
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TO,T., BANKHURST, A.D., y WILLIAMS, R.C. 1980), (SIEGAL,
F.P., y SIEGAL, M., 1977), (KISHIMOTO, S., TOMINO, S., MIT’
SUYA, H., y FUJIWARA, H., 1979), (SAXON, A., STEVENS, R.H.,

y GOLDE, D., W., 1979). (LYDYARD, P.M., y HAYWARD, A.R., =-
1979), (DOSCH, H., SCHUURMANA, R.K.B., y GELFAND, E.W. 1980},
(FAUCI, A.S., 1979). Se piensa que estos tratamientos, consi
derados generalmente como lesivos, tienden a disminuir a las
poblaciones supresoras en mayor extensibdn que a las coopera-
doras, siendo é&sta la explicacidn del fendmeno (FAUCI, A.S.
1979).

Estas manipulaciones se estén usando profusamente para
investigar en &ste, y en otros sistemas los mecanismos de la
interaccidn celular tanto normal como patolBgica. Asi se han
usado estas té&cnicas para analizar las alteraciones existentes
en inmunodeficiencias (MORITO, T. v cols. 1980), (ASHMAN, R.S.,
y cols. 1980), (DE LA CONCHA, E.G., y cols 1977), (BROOM, P.D.
y cols. 1976}, (REINHERZ, E.L., RUBERNSTEIN, A., GEHA, R.S.,
1979) ,enfermedades autoinmunes (MILLER, K.B., y SHWARTZ, R.S.,
1%79) , { STRELKAUSKAS, A.J., CALLERY, R.T., McDOWELL, J., BOREL,
Y., .y SCHLOSSMAN, S.F. 1978), ( KRAKAUER, R.S., y cols. 1979} ,~
{(MARIMOTO, C., 1978), vy procesos linfoproliferativos {(BRODER,
S., EDELSON, R.L., LUTZNER, M,A., NELSON, D.L., McDERMONT, R.P.,
DURM, M.E., GOLDMAN, C.K., MEADE, B.D., y WALDMANN, T.A., 1976),
(HOPPER, J.E., y cols.1980), (REINHERZ, E.L., y cols. 1979),-
(BRODER, S., y cols,1978), siendo de gran utilidad en disecar
el defecto existente en la respuesta humoral de estos pacientes
(ASHMAN, R.S., y cols.1980), (DE LA CONCHA, E., y cols. 1977},
(BROOM, P,D., v cols 1976), (MORITO, T., y cols. 198Q), (BRODER,

<

S., v cols. 1978).

8.- PATOLOGIA DE LA INTERACCION CELULAR, -

La base fisiopatoldgica de una extensa gama de enfermeda-
des reside en anomalias en la respuesta inmune. Tanto en las -
inmunodeficiencias come en los procesos autoinmunes se detectan

profundos defectos en la respuesta de los linfocitos de estos -



pacientes a antigenos, ya sea por disminucidén o por exce

so de la misma. Estos defectos eran entendidos como meras

alteraciones cuantitativas de las funciones efectoras alte
radas.

Al conocer ahora los fenBmenos de interaccidén celular
que sirven de base de la regulacidn de la respuesta inmune,
algunos de estos conceptos pueden ser mejor entendidos como
ancmalias de la regulacidn, que como meros fallos cuantita
tivos. De ahi que pueda hablarse en estos procesos de la -
existencia de una patologia de la interaccidn celular. En
este sentido habrid que analizar si el defecto funcional, va
sea de los linfocitos B o T, que caracteriza los estados de
inmunodeficiencia, es debidoc a un fallo de la cé&lula efecto
ra, o si.por- el contrario.reside en un errdneo comportamien
to de los linfocitos reguladores, bien por un exceso de su
presidn, o por un defecto de cooperacidn.

De forma parecida debe estudiarse si las exageradas -
respuestas apreciables en los fenfmenos autoinmunes, se deben
a una excesiva funcidn de la célula efectora, o mis bien a -
una alterada regulacién de la misma, entre las que cabria -
invocar a un aumento de la cooperacidn o un descenso de la su
presidn.

En los dltimos afios se han venido detectando alteracio-
nes de la regulaci5n de la respuesta inmune, tanto en enferme
dades autoinmunes como en inmunodeficiencias. (WALDMANN, T.A,
BLAESE, R.M., BRODER, S., y KRAKAUER, R., 1978).La participa
cidén de las alteracicnes de la regulacidn en la ‘patogenia de
estos procesos, explicaria adem&s la frecuente coincidencia
de ambos tipos de patologia en un mismo enfermo, va que en -
principio resulta llamativa la aparicidn de fendmenos autoin
munes en enfermos con deficits inmunoldgicos manifiestos -
(AMMANN, A., 1977). Por otra parte la gran frecuencia con que
los enfermos mencionados desarrollan procesos linfoprolifera
tivos, podria residir en los mismos trastornos de la regula_
cién ( TALAL, N., 1977).
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Aunque el papel regulador de los linfocitos T se ejer
ce tanto en la respuesta humoral como en la celular, la pre
sente revisidn se va a enfocar sobre la primera de estas - -
respuestas. La mayor parte de estos estudios sobre regulacidn
se han realizado con el sistema de estimulacién de la produc_
cidn de inmunoglobulinas en cultivos de linfoecitos a los que
se afiade PWM { DE LA CONCHA, E., y cols.1977), ( MOLLER, G.,.
197%), ( FAUCI, A.S., y BALLIEUX, R.E., 1979).

Entre las inmunodeficiencias, y aunque se clasifican -
en homorales, celulares y combinadas, es raro encontrar un -
caso en el que se conserve totalmente la respuesta humoral.

La clasificacifn en humorales o celulares, seglin el me
canismo patogénico predominante en cada caso, de los procesos
autoinmunes, es mucho menos definida. A pesar de la intensa -
bisqueda experimental, no se han conseguido conclusiones ter-—
minantes, en este aspecto. Ello es debido en gran manera al -
hecho de que frecuentemente se asocian ambos tipos de mecanis
mos. Asi parece que en la mayoria de las‘enfefmedades autoin_
munes hay alteraciones en la regulacidn de la respuesta humoral
(ALLISON, A.C., 1977).

8-1 ALTERACIONES DE LA REGULACTON EN INMUNODEFICIENCIAS.

8-1-1~ Hipogammagliocbulinemias.

La mayoria de los enfermos con hipogammaglobuline-
mia congénita ligada al sexo (enfermedad de Bruton) carecen de
linfocitos B circulantes. En este caso, para la mayoria de los
autores, parece claro gue el trastorno depende de un defecto -+
intrinseco en la maduracién de las células progenitoras de la
m&dula €sea a linfocitos B (DE LA CONCHA, E.G., y cols-1977).
Sin embargo, Dosh y Gelfand en estudios recientes sostienen -

haber encontrado en estos enfermos linfocitos T con actividad
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supresora que podrfan ser responsables: de este blogueq en
la diferenciacifén de linfocitos B (DOSH,H.M., y co0ls.1979).

En las hipogammaglobulinemias ﬁrimarias adquiridas,
la poblacidn de linfocitos B aparece casi siempre bien con
servada. Aqul por tanto, se ﬁlantea de forma mucho méds cla
ra el problema de si la falta de produccién de anticuerpos
es causada por un trastorno intrinseco de estos linfocitos
o por alteraciones extranas a ellos, fundamentalmente, en

la regulacifn producida por linfocitos T.

Diversos trabajos han demostrado que en algunos enfer
mos existe un aumento de la capacidad supresora de estos lin
focitos (WALDMANN, T.A. BRODER, S., BLAESE, R.M., DURM, M.,
BLACKMAN, M., v STROBER, W., 1974),( BROOM, P.D. vy cols, 1976),
aunque es mis constante la presencia de un defecto intrinse_
co en los linfocitos B (PE LA CONCHA, E.G., y cols.1977), -
"(WALDMANN, T.A., vy BRODER, S., 1977),( SIEGAL, F.P. y cols.-
1978), que indudablemente es la base del trastorno en la ma_
yoria de los casos. En ellos las alteraciones en la funcidn
reguladora de los linfocitos T pueden ser secundarias a la
presentacidén de la hipogammaglocbulinemia como sugiere el -
hecho de que tambi&n se observan en la enfermedad de Bruton
(SIEGAL, F.P., SIEGAL, M., y GOOD, R.A., 1976}. Esto no des_
carta la posibilidad de que casos aislados de hipogammaglobu
linemias adquiridas puedan deberse a déficit de funcidn coope
radora de los linfocitos T o a un exceso de supresidn {REINHE
RZ, E.L., RUBENSTEIN, A., GEHA, R.S., 1979).

B-1-2 D&ficit aislado de TgA.

Esta es la inmunodeficiencia primaria mé&s frecuente
y junto con las hipogammaglobulinemias, la mis estudiada. Los
resultados han sido paralelos a los observados en las hipogamma

~globulinemias adquiridas primarias. Poseen linfocitos B con -
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IgA de_supexﬁicieﬁ ne pnoducen_;gA‘en cultivos "in vitro"_
y algunos-sﬁérimen la produccidn de IgA por linfocitos nor
males. Dado gque existen linfocitos T supresores que ?ueden
actuar sobre la @roduccién de una sola clase de inmunoglobu
linas se pensd que un aumento de actividad subresora podia
ser responsable de algunos de los casos (WALDMAN, T.A., ¥y
cols, 1978). Sin embargo, se ha visto que en la gran mayo-~
ria de eéllos el trastorno érimario parece radicar en un de
fecto intrinseco de los linfocitos B encargados de diferen
ciarse en cé&lulas prcductoras de IghA (PLATTS-MILLS, T.A.E.
"y colss 1979).

8-1-3 Otras inmunodeficiencias primarias.

Las interacciones T-B en las inmunodeficiencias
celulares y combinadas han sido mucho menos estudiadas hasta
la fecha. Sin embargo, parece gque en un cierto nfimero de -
ellos las alteraciones presentes de la respuesta humoral son
consecuencia de desequilibrios en la regulacidn de linfocitos
T.

Se han descrito casos de Inmunodeficiencia combinada -
severa con linfocitos B presentes y capaces de éroducir anti
cuerpos " in vitro" en mezclas con linfocitos T normales. -
(GELFAND, E.W., y DOSH, H.M., 1979).

~

" 8=1-4 Inmunodeficiencias secundarias.

El nfimero de procesos no inmunoldgicos donde se-
cundariamente se presenta un deficit en la respuesta humoral
o celular es muy amplio. Los mecanismos por los cuales esto

ocurre son, en general, mal conocidos. Estudios muy recientes

han demostrado, sin embargo, que en uno de ellos, la leucemia
linfoide crénica, los linfocitos no son capaces de cooperar
" in vitro" con linfocitos B autdlogos o de sujetos normales

en la produccidén de inmunoglobulinas (CHIORAZZI, N., FU, S.M.,
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MONTAZERI, G., KUNKEL, H.E., RAJ, K., y GEE, T., 1979) .Este
defecto en la cooperacidn que por ahora s6lo se ha descrito
en este proceso, podria contribuir al déficit inmunoldgico
de estos enfermos e incluso intervenir en la éatogenia del
proceso. (CHIORAZZI, N., FU, S.M., KUNKEL, H,G., 1978).

En otros procesos tumorales, por el contrarico, parece
que seria un exceso de funcidn supresora (mediada por linfo
citos T o por otro tipo de c&lulas) la responsable del défi
cit inmunoléqico secundaric (WALDMAM, T.A., y co0ls.1878).

8-2  ALTERACIONES DE LA REGULACION EN ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Los trabajos sobre la patogenia de enfermedades autoin
munes sSOon muy numerosos y aéuntan como posibles causas facto
res genéticos, virales e inmunol&gicos. Posiblemente, todos
estos factores pueden intervenir en mayor o menor grado segfin
el proceso e inclusoc el enfermo del que se trate.

Es indudable que las alteraciones inmunol&gicas juegan
un papel importante. El proceso donde se ha realizado estudios
més completos, es el modelo experimental de autoimunidad que
aparece en hibridos de ratones negros y blancos de Nueva Ze_
landa (NZB/W). Estos animales desarrollan, esponté&neamente =
una enfermedad muy similar al lupus eritematoso diseminado -
con aumento de los niveles s&ricos de inmunoglobulinas, anti
cuerpos antinucleares y antilinfocitos, anemia hemolitica -
Coombs positiva y glomerulonefritis por inmunocomplejos. Los
estudios realizados han demostrado que estos animales pierden
con la edad la capacidad supresora de los linfocitos T y como
consecuencia aparecen en ellos clones de c&lulas con especifi
cidad para autoantigenos. (WALDMAN, T.A. y cols, 1978), (TALAL
N., 1977). La inyeccidn de cé&lulas de animales mads jovenes,-
retrasa este proceso (WALDMAN, T.A. y cols.1978).También la
inyeccidn de factores solubles producidos por la estimulacidn

de linfocitos T supresores, produce una disminucién en los ni

veles de inmunoglobulinas séricas y en el nmero de autoanti
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cuerpos presentes y aumenta la supervivencia de los anima
les ( TALAL, N, 1977). Esto podia,. en el futuro, orientar
en el desarrollo de nuevos tratamientos de las enfermedades

autoinmunes en humanos,

De los procesos observados en éatologia humana, el -
lupus eritematoso diseminado es sin duda el gue ha sido mo
tivo de estudios mé&s exhaustivos. Se ha visto gque existen
alteraciones en la funcidn tanto de linfocitos B como T.

Los linfocitos B aparecen hiperactivos proliferando exce_
sivamente vy produciendo inmunoglobulinas en cultivos no es
timulados (KRAKAUER, R.S5., vy cols.1979). Los linfocites T
aparecen disminuidos en nfimero, posiblemente, como conse -
cuencia de la presencia de autoanticuerﬁos antilinfocitos -~
en suero, estando afectada sobre todo la funcidn su?resora
de los mismos. (KRAKAUER, R.S., y cols. 1979). Sin embargo,
también se detecta en ocasiones, una disminucién de la fun-
cién cocoperadora y de la ?roducqién de inmunoglobulinas " in
vitro™ en respuesta a mitbgenos, tal vez, como consecuencia
de la activacidn policlonal ?resente " in vivo" (FAUCI, A.,

STEINBERG, A.D., HAYNES, B.F., y WHALEN, G., 1978).

Las alteraciones de las interacciones entre linfocitos
B y T son tambié&n evidentes. Se sabe que los linfocitos T de
individuos normales proliferar. " in vitro™ en respuesta a -
células no-T autdlogas. Esto es lo que ha sido llamado reac-
cidn de cultivo mixto autbSlogo. Esta capacidad desaparece en
er.fermos con lupus eritematoso diseminado (SAKANE, T., STEIN
BERG, A.D., y GREEN, I., 1978).

En este conjunto de alteraciones resulta muy dificil -
averiguar cuales son el origen y cuales consecuencia del pro
ceso. Ademids, no todas estin prccentes en todos los enfermos

e incluso en un mismo enfermo el patrdn se modifica segfin el

grado de actividad del procesc. En cualquier caso, es eviden
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te una hiperactividad de los linfocitos B con fallo de la

funcidn reguladora de los linfocitos T.

Las interacciones entre linfocitos B y T juegan un
papel fundamental regulando la respuesta inmunoclogica. Alte
raciones en esta regulacién abarecent tantc en enfermos con
inmunodeficienciés como con enfermedades autoinmunes. Dado
que parece que las funciones cooperadora y supresora depen
den de subpoblaciones distintas de linfocitos T y que ejercen su

a&cion probablémente, mediante factores solubles producidos
por esas éubpoblaciOne% cabe la esperanza de poder actuar -
sobre ellas de forma independiente. De hecho, un primer ejem
plo es la mejoria clinica y la prolongacién de la vida cbte
nida en ratones NZB/W con ﬁroductos solubles obtenidos a par
tir de células T supresoras activadas. Este y otros trabajos
permiten albergar esperanzas de poder actuar selectivamente
sobre la regulacidén de la respuesta inmunoldgica, corrigiendo
alteraciones que, cada dia con mayor certeza, sabemos inter-

vienen en la produccién de numerosas enfermedades.

2.- GLUCOCORTICOIDES Y RESPUESTA INMUNE E INFLAMATORIA.

El uso farmacoldgico de las hormonas glucocorticoideas
que fisiologicamente se producen en la corteza adrenal, es -
hoy en dia muy extendide. Tienen especial utilidad estos agen
tes en afecciones en las que la fisiopatolegia se halla rela
cionada con fenbmenos inflamatorios o con trastornos de la -—-
respuesta inmune. Los mecanismos por los cuales estos fiarma-
cos ejercen su accifin son mal conocidos a pesar del intenso -
trabajo clinico y experimental dedicado a ello. El conocimien
to preciso de los mismos, se hace cada vez m&s necesario para
una utilizacidn correcta que permite aprovechar los efectos

deseados y evitar terapias lesivas e improcedentes.

El desarrollo del conocimiento en el complejo campc de

la inflamacidn y de la respuesta inmune, abre nuevas vias a
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la exploracidén de las acciones que los glucocorticoides -
ejercen, tanto en situaciones fisiolégicas como farmaco

légicas.

9.1. ALGUNAS CARACTERISTICAS DE ESTOS COMPUESTOS:

Las caracteristicas quimicas de los glucocorticoides
gue més intensamente afecta a los tejidos linfoides son: un
anillc A nco saturado; un qruﬁo cetona en éosicién 3; un 0 u
0H en posicién 11l; y un grupo C=0 CH,0H en las posiciones:
29 v 21 ( DOUCHERTY T.F., BERLINER, M.L., y SCHNERBELI, G.L.
1964).

Esta familia de compuestasesta integrada por sustan-
cias naturales y sintéticas. (tabla 5),que. no difieren en
cuanto a su accidn bioldgica sobre el sistema linfoide, y
solo se diferencian en su potencia relativa (SAYERS.G, vy
TRAVIS, R.H., 1970). |

La hidrocortisona o cortisol es la principal hormona
glucocorticosteroidea en el hombre. El nivel de cortisol en

plasma varfa diariamente oscilando entre (,04-0,2 gr/ml.

-7
Esto equivale a una concentracién de alrededor de 10 M.

Con dosis farmacolbgicas exdgenas se obtienen concentracio

5 6

nes del f&rmaco de 10" °M a 10 °M { CLAMAN, H. N., (1972).
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TABLA 5

COMPARACION ENTRE GLUCOCORTICOIDES USUALES

Compuesto ' Potencia equivalente mg T1/2 Plasma min.
Cortisona 25 30
Cortisol 20 90
Prednisona 5 60
Prednisolona _ 5 200
Metilprednisolona 4 180
Triamcinolona | 4 300

Dexametasona 0.75 200
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9.2.< MOPQ DE ACCION

La forma como los—glucocprticoides ejercen su accidn
es algo ain no totalmente claro,

Se admite generalmente que la respuesta tisular y ce
lular a los glucocortlc01des estd mediada por la unidn de
la hormona a un receptor especiflco intracitoplasmdtico. El
modelo propuesto para este mecanismo serfa brevemente como
sigue: la hormeona se une a su receétor especifico dentro del
citoplasmé formando un complejo hormona—receﬁtor; el comple
jo emigrarfa, puediéndose encontrar mis tarde asociado al nf
cleo celﬁlar; esto servirfa de sefial para la sintesis de RNA
mensajero, que serfa el encargado de dirigir la sintesis de
proteina como determinante filtimo de la res?uesta a la hor-
mona. (O'MALLEY, B., W. 1971), ( THOMPSON, E.B., y LIPPMAN,
M.E., 1974). Este proceso puede ser, potencialmente, la for
ma de modulacidn del afecto de la hcrmona scbre una serie de
funciones celulares, que determinarian su actividad antiin-
flamatoria e inmunosu?resora ( BAXTER, J.D., y HARRIS, A.W.
1975).

Se conoce desde hace algun tiempo.la diferente sensibi
lidad que los linfocitos de diversas especies tienen a estos
agentes. Estas diferencias se basan en la mayor o menor faci
lidad con la que estas hormonas provocan deplecidn de los -
6rganos linfoides primarios y secundarios, asi como efectos
liticos scobre las cé€lulas linfoides. Seglin estos hechos se
han clasificado las especies en c8rtico-sensibles y cértico-

resistentes (Tabla 6),
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.....................

AT 'S'en's'i"b'l‘esi TN e ~ o " Resistentes
RATON ' HURON
HAMSTER COBAYA
RATA MONO
CONEJO . HOMBRE

Asf linfocitos T de rata, en los que se ha demostra_
do la existencia de receptores especificos, gue actuan segfln
el modelo descriteo, son inhibidos y';iSQQOS-por los glucocor

ticoides a dosis de 10"'7

M ( HALLAHAN, C., YOUNG, D.A., y -
MUNCK, A., 1968). Dosis superiores (lG—SM —10’4M) no consi-
guen un efecto similar sobre linfocitos humanos (CLAMAN, H.
N., 1972). Estos hechos plantean problemas importantes a las
extrapolaciones de hallazgos en especies de diversa sensibi
lidad a los glucocorticoides. No obstante es bastante posi-
ble gque la reaccidn hormona—receﬁtor medie muchas de las ac-
tividades de estas hormonas sobre linfocitos, v otras células

de la reaccidn inflamatoria, en seres humanos.

La existencia de estos receptores especificos en lin-
focitos humanosg es un hecho demostrado ( NEIFELD, J.P., LIP-
PMAN, M.E., y TORNEY, D.C. 1977).Este hecho no explica la di
ferente sensibilidad de diversas subclases de linfocitos hu-

manos, yva que los linfocitos T son m8s sensibles a estos agen
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tes que los linfocitos B, aunque ambas series celulares -
poseen el mismo nGmero de receptores de similar afinidad y

especificidad (LIPPMAN, M., y BARR, R., 1977).

Por otro lado es un hecho admitido que los nucledti
dos ciclicos estin involucrados en una variedad de capacida-

des funcionales de los linfocitos (BRAUN, W., 1974).

Es desconocida hasta el momento la relacidn entre glu

cocorticoides y nucleotidos ciclicoes, Particularmente AMP -
cfclico. Sin embargo, llama la atencidn gue algunos efectbs -
de estas dos sustancias son similares (BAXTER, J.D., y FOR -
SHAM, P. H., 1972 }. Los glucocorticoides ademis aumentan el
nivel de AMP cfclico de los linfocitos (PARKER, C.W., HUBER,
M.G., v BAUMANN, M.L., 1973}, {( MENDELSHON, .J.., MU'I‘LER,. M.,- M.,
BOONE, R.F., 1973), y potencian esa misma actividad cuandoc =

es producida por prostaglandinas E, o beta adrené&rgicos (LEE,

T.P., Y REDD, C.E., 1977). Se ha demostrado también que la =
biosintesis de macromol&culas no es requerida en esta Gltima
actividad descrita, para los glucocorticoides, y el efecto -
parece, parcialmente al menos, debido a una inhibicifn sobre
la nucleotidofosfodiesterasa (LEE, T.P., y REDD, G.E. 1977).

La forma y medida en que cada uno de estos mecanismos
actudan modulando las diversas funciones gue conccemos en cada
una de las series celulares participantes en la inflamacién vy
en la respuesta inmune, son en la mayoria de sus aspectos des-

conocidas.



9.3. ACCION DE LOS GLUCQOCORTICOIDES SOBRE LA FUNCION DE LAS
CELULAS QUE INTERVIENEN EN LA INFLAMACION Y EN LA RES~
PUESTA INMUNE.

" Cuando sé analizan los efectos de los\glucocortico&
des sobre las c&lulas de la inflamacibn y de la respuesta inmu-
me, surgen dos aspectos fundamentales a destacar aungue intima
menfe ligados:: accidn sobre el trdfico celular y sobre las -

funciones gque ejercen estas c&lulas,

9.3.1. ACCION DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE EL

- TRAFTICO CELULAR,

Quizid el efecto de los glucocorticoides conocido
desde hace mads tiempo, es el que ejercen sobre la circulacifn
de las cé&lulas de la serie blanca entre los diversos tejidos
y Brganos.

Estos efectos se encuentran esquematizados en 1la

tabla 7.
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IABLA 7

EFECTO DE LOS CORTICOIDES SOBRE EL TRAFICO DE LEUCOCITOS
HUMANOS. i

NEUTROFILO (neutrofilia)l

a) Salida de cé&lulas de las reservas de la médula &sea.
b} Prolongacidén de la vida media.

c) Blogueo dela migracidn al lugar de la inflamacidn

EOSINOFILOS (eosdinopenia)

a) Deplecidn de cé&lulas de la circulacibn.

b) Probablemente redistribucidn a otros compartimentos.

MONOCITOS (monocitopenia)

a) Deplecidn de células de la circulacidn
b) Probablemente redistribucidn a otros compartimentos.

¢) Blogueo de la respuesta migratoria a linfoguinas

LINFOCITOS (linfopenia)

a) Deplecidn de c&lulas de la circulacidn

b) Deplecidn selectiva. Linfocitos T son mis depleciona

dos que linfocitos no T.

c) Redistribucidn a otros compartimentos, en especial
[
a la médula oOsea.
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9,3.1.1 NEUTROFILOS

Tras la administracidn dc glucocorticoides in vivo

a seres humanos se ha podidec observar la entrada en la cir
culacidn de neutrdfilos procedentes de las reservas medula-
res ( DALE, D.C. FAUCI, A.S., GLERRY, N.D., ¥ WOLF, S5.M.,
1975}, asi como la prolongacion de la vida media de los -
mismos ( ATHENS, J.W., HAAB, D.P. RAAB, S.0., MAVER, A.M.,
1961) . Estos hechos son los causantes de la granulocitosis
si bien, no existe afin una exélicacion precisa para estos

fenfmenos.

Pero quizd el efecto mas trascendente gue estos fé£
macos ejercen sobre los neutr8filos es el de impedirles la
migracién al foco inflamatorie (BOGGS, D.R. ATHENS, J.W,
CARTWRIGHT, G.E. y WINTROBE, M.M., 1964}, (DALE, D.C.. FAU
CI, A.S., y WOLF, S.M., 1974).

Este fendmeno parece poder explicarse por los cambios
que el farmaco produce en la capacidad de adherencia que -
poseen estos leucocitos. Asi es conocido que en los primeros
" momentos de una inflamacién puede observarse a los neutrdfi-
los adheridos a la pared interna del endotelic de los capila
res de la zona envuelta. (GRANT, L. 1974). Los glucocorticoi
des provocan un bloqueo de esta capacidad (EBERT, R.H. y -
BARCLAY, W.R., 1952), hecho que ha podido comprobarse al mos
trar que neutrdfilos provinientes de pacientes tratados con
glucocorticoides, son incapaces in vitro de adherirse a la
lana ée nylon en columnas (MACGREGOR, R.R., SPAGNUOQOLO, P.J.,
LENTNEK, A.L., 1974). '

Por otro lado se ha comprobado que neutrdfilos trata
dos con glucocorticoides in vitro sufren una inhibici®dn de
la quimiotaxis. Este efecto parece deberse a gque la droga -
interfiere en la interaccidn factor quimiotdctico-neutrdfi-
lo { WARD, P.A., 1966}.
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As? mismo se ha confirmade que los glucocorticoides inhiben
la produccidn del activador del plasmindgeno por parte de -
neutrdfilos humanos. La iméortancia de este hecho reside en
que la secreccidn de este enzima se relaciona con la migra-
citn celular al foco inflamatoriom(}GRANELLIePIPERNO, a.,
VASALLI, J.D., y REICH, E., 13977).

Si se comprueba la realidad de estos efectos in vivo,
serian otros mecanismos a contribuir en el bloqueo del paso
de estas cé&lulas al foco inflamatorio.

El bloqueo de estas cdlulas es éosiblemente el mayor
mecanismo antiinflamatorio de los glucocorticoides, asi como
el mayor obstaculc para la defensa del huesped. (O'MALLEY,
B.W. 1971).

9.3.1.2,FOSINOFILOS

Los gtucocorticoides actfan de?ledionando el componeg
te de eosindfilos de la circulacién ( (THORN, G.W., 1973).
Este efecto parece ser el resultado de una redistribucidn de
las cé&lulas desde la sangre a otros compartimentos (ANDERSEN,
V., 1969} .58e ha mostrado tambi&n gue la migracidn de estos
leucocitos al lugar donde se realizs una prueba cutdnea para
producir una reaccidn de tipo inmediato. se halla blogqueada -
por los glucocorticoides (ZWEIMAN, B,, SLOTT, R.I., y ATKINS,
P.C., 1976).

9.3.1.3 LINFOCITOS Y MONOCTTOS

La administracidn de glucocorticoides 8 seres humanos
produce unz drdstica caida del nitemro de células mononuclea-
res sanguineas. Este efecto es m&ximo 4 a 6 horas después de
la administracifn y revierte tras 24 horas, siendo similar
en monocitos y linfocitcs (FAUCI, A.S., DALE, D.C., y BALOW
J.E., 1876).



-40-

Este efectQ no es cuyantitativamente similar para todos
los linfocitos. Les linfocitos B agnqge,son‘disminuidos4 1o
son en un grado mucho menor que los linfocitos T. (FAUCI, A.
S, y DALE, D.C., 19741,( YU, D.T.Y.,CLEMENTS, P.J., PAULUS,
H.E., PETER, J.B., LEVY, J. y BARNETT, E.V., 1974).

M&s interesante aln_.es 13 observacion de gque no todas
\
las subpoblaciones que componen la serie T en la sangre, son

afectadas de la misma forma; son los linfocitos T _més afec_

tados que'los linfocitos Tq (HAYNES, B.FP., ¥ FAUC?, A.S5.1978)
Estos hallazgos in wivo pueden confirmarse éor tests
funcionales de los linfocitos in vitro. Tomando poblaciones
celulares en el tiempo en el que se observa el maximo efec_
to depleccionador y probando ?ara diversas ca@acidades de
estas células, se encuentran los resultados que teoricamente
cabria esperar: - por las modificaciones porporcionales que -
surgen én las diferentes-sub?oblaéiones afectadas. Asi fun_
ciones come la sintesis de DNA tras la adicidn "a. linfocitos
de mitdgenos-se encuentra disminuida en poblaciones ensayadas
4 horas despues de la administracitn de glucocorticoides.
Esta funcidn se restablece tras ahadir al cultivo monocitos,
disminuidos en la poblacidn tratada (FAUCI v cols,.1974).Tam=>
bién puede apreciarse el caso contrario: en poblaciones celu
lares 4 horas despues del tratamientc se aprecia un aumento
de la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos; esto no
es mas que la expresidn del aumento relativo de la poblacidn
celular con receptores para el Fc de la IgG , que es la que
ejerce dicha funcién (PARRILLO, J.E., y FAUCI, A.S.1980).

Esta bien establecido que la linfopenia inducida por
los glucocorticoides no se debe a lisis o muerte celular-
(CLAMAN, H.N., 1972} .Mas bien barece deberse este efectc a
una distribucidn de estas células, desde la sangre a otros
Sérganos (FAUCI, A.S., y DALE, D.C. 1975),( FAUCI, A.S., 1975)

Los linfocitos sanguineos se distribuyen entre un compartimen
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to celular recirculante y otro no recircuylante. (YU, D.T.¥,
y. cols.1974} JEn circunstancias~noﬁmales el com?artimento re -
circulante se encuentra libre de pasar al espacio extravas
cular vy viceversa; de forma gque se establece un equilibrio
entre estos espacios uno de cuyos reflejos es el nfmero de
linfocitos existentes en sangre en cada momento. Es proba-
blemente a expensas de este_coméartimento sobre el que gra
vitan las modificaciones transitorias que ejercen los gluco
corticoides. (¥U¥, D.T.Y. y cols 1974), ( PAUCI, A.S. y DALE,
D.C. 1975).

El mecanismo ?or el que se produce esta redistribu-
cién‘no estd bien aclarado, pero es probable que el efecto
de los glucocorticoides se produzca scbre la interaccidn -
endotelio de la microéirculacidnnlinfocito, hecho que pare
ce inicial en el trifico de estas cé&lulas{ PAUCI, A.S. y
cols 1976).. Esto puede apoyarse en que los glucdcorticoides
pueden alterar la funcidn de la membrana celular (THOMPSON,
E.B. y LIPPMAN, M.E. 1974), y en ex?errmentos en animales =
en los que produciendo in vitro parecidas alteraciones en la
membrana celular e introduciendo estas cé&lulas modificadas en
animales reproducian patrones de trdfico celular. similares a
los inducidos por glucocorticoides {(SCHLESINGER, M., € ISRAEL
E., 1974).

Se desconoce alin si el mecanismo de la redistribucdidn
se debe a un aumento de la salida o a un blogqueo de la entrada
de linfocitos. Sin embargo, el hallazgo de. que los glucocorti
coides suprimen la linfocitosis fisioldgica inducida por el -
ejercicio, puede hablar en favor de la filtima hipdtesis{ YU,
D.T., CLEMENST, P.J,, y PEARSON, C.M., 1977},
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9.3.2, ACCION DE 1OS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA FUNCION CE
LULAR

Este aspecto de la accidn de los glucocorticoides es
indudablemente mas dificil de analizarQIEsto se debe en par
te a la diffcil trasposicidn de modelos animales al modelo
humano, y dentro de los trabajos realizados en humancs a la
cautelosa interpretacicn que es necesario hacer de los expe
rimentos, que obviamente se han realizado en su mayoria in

vitro.

9.3.2.1, NEUTROFILCS Y EOSINOFILOS

Existen una gran cantidad de trabajos scbre el efecto
- que los glucocorticoides ejercen sobre la funcidn de los neu
trédfilos (revisado ?or FAUCI, A.S. Yy cols, 1976) .Muchas de -
las observaciones:aéortadas son conflictivas por las causas
antes dichas. En general se ha reportado gque tanto la fago-
citosis como la capacidad bactericida se inhiben in vitro en
presencia de altas dosis de glucocorticoides. El problema =
para aceptar estos efectos es el de asumir que estas dosis
pueden ser conseguidas in vivo. Esta duda proviere de expe-
rimentos en los que en neutréfilos provenientes de donantes
sanos y pacientes en el curso de tratamientos muy intensos .-
con estas drogas, no se observaban alteraciones de la fagoci
tosis o de la capacidad bactericida (WEBEL, M.L. RITTS, R.E.
TASWELL, A,F., DONADIO, J.V. y WOODS, J.E., 1974}, (CLARKE,
J.R,, GAGNON, R.F., GOTCH, F.M., HEYWORTH, M.R., MACLENNAN, I.
C.M., TRVELORE, S.C., vy WALLER, C.A., 1977).

Los glucocoriicoides in vitro parecen modular la libe-
racidn de los enzimas lisosomales de los nuetrdéfilos, estabili
zando la memebrana de estos Srganos (WEISSMANN, G., y THOMAS,

L. 1863), e inhibiendo este mecanismo tanto en la fagocitosis
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(WRIGHT, D.G., y MALAVISTA, S.E., 1973), como en la libera
cién de enzimas lisosomales no fagociticas (IGNARRO, L.J.,
1977). Este hecho puede tener gran importancia para expli
car los efectos antiinflamatorios de estos fdrmacos,

Las funciones de los eosindfilos son peor conocidas
que las de los neutréfilos. Esto se debe fundamentalmente
a la dificultad de obtener estas células en las cantiades
requeridas para estudiarlas. Esto unido a gque los glucocor
ticoides producen eosino?enia, hace muy dificil el analizar
la accidn de aquellos sobre este ti?o de leucocitos.

9.3.2.2. MONOCITOS Y MACROFAGOS

Las investigaciones llevadas a cabo en animales para
dilucidar la accidén de los glucocorticoides sobre las fun-
ciones de la serie monocito-macréfdgica, arrojan resultados
contradictorios en muchos aspectos. Ciertos estudios muestran
que el tratamiento con glucocorticoides provoca una anormal
persistencia de microorganismos fagocitados (WIENER, E., -
MARMARY, Y., y CURELARU, Z., 1972); trabajos realizados in
vitro en ratdn hablan a favor de que los glucocorticoides no
influyen en la interaccidn fagosoma=lisosoma (VAN FURTH, R.
y JONES, T.C. 1975)7, o sobre la fagocitosis y actividad mi-
crobicida intracelular (VAN ZWET, T.L., THOMPSON, J,. VAN
FURTH, R., 1975).

No existen muchos estudios sobre la accidn de los glu
cocorticoides sobre monocitos humancs. Esto se debe en gran
parte a la relativa dificultad de consequir estas cé&lulas en
la cantidad deseable. No obstante parece gque dosis de gluco-
corticoides que no afectan sensiblemente las funciones de -~

los neutrdfilos, suprimen ciertas funciones monocitarias:-



tales come la actividad microbicida (RINEHART, J.J., SAGO~
NE, A.L., BALCERZAK, S.P., ACKERMAN, G.A,, ¥ LQBUGL:O, A.
F., 1975).La respuesta a factaores quxmlotéctlcos por los
macrbéfagos es Inhibida por estos agentes por un mecanismo
posiblemente similar al expuesto para el mismo efecto en ‘
neutr6filos (GALLIN, E.X,, y @ALLIN, J,L.,1977). Estos -
hechos podrian explicar la dificultad ?ara formar granulo
mas, observable en enfermos en tratamiento con glucocorti

coides.

[

En relacidn a la capacidad citotéxica de estas célg
las, se ha demostradec, que macr8fagos de cobaya tratados -~
con glucocorticoides éoseen una actividad disminuida en un
sistema de citotoxicidad celular mediada por antlcuerpos—
(HUNNINGHAKE C.W., y FAUCI, A.S. 1977]. Esto no parece -

" deberse a una disminucidn de la caéacidad citotdxica de -
estas células,]sinOTa un bloqueo del contacto entre la cé~
lularefectora y la célula diana ejercido a nivel del receé
tor para el Fc de los anticuerpos que han reaccionado con
esta Giltima ( ATKINSON, J.P., y FRANK, M.M., 1974).

Los corticoides suprimen la respuesta de los-macrdfa
gos a las linfoquinas ( BALOW, J.E., y ROSENTHAL, A.T, 1973)
Este puede ser el factor mas 1mportante gque, Junto con otros,
determine la dificultad para hacer respuestas de hlpersen51
bilidad retardada durante los-tratamientos glucocorticoideos
(CUMMINS, M.M., y HUDGINS, P.C. 1852).

3.3.2.3. LINFOCITOS

El desarrollo de la literatura sobre la accifn de los
glucocorticoides sobre las funciones linfocitarias es enorme,
y ha sido revisada en mﬁlti?les-ocasiones (CLAMAN H.N 1972),
(BAXTER, J. D., y HARRIS, A.W. 1975)f( FAUCI, A.S., 1976) Se

puede afirmar sin lugar a dudas gue practicamente cada fase
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de la funcidén linfocitaria incluyendo la activacién celu-
lar, proliferacidn, diferenciacién, produccidn y libera-

cidén de mediadores, respuesta a mediadores, reconocimiento
del antfgeno, efecto citotdxico, receétores de membranas vy
algunas otras, son moduladas en mayor ¢ menor grado por -
los glucocorticoides, y esto a ﬁesar de la relativa resis-

tencia de los linfocitos humanos a estos agentes.

Estd bien establecido que in vitro se produce una -
inhibiéién_de la blastogénesis-en presencia de glucocorticol
de ( FAUCI, A,é. y cols. 1976}, ( YU, D.T.Y, 1977), Surge el
problema de valorar este hecho en su real sentido in vivo,
va gque de ocurrir como sugieren estos experimentos, la inhi
bicidn de la blastogénesis ?odria invocarse cComo un mecanis
mo importante para explicar los efectos suprescores de los
glucocorticoides . En este sentido es de sumo interes el -

‘descubrimiento de que dosis fisioldgicas de glucocorticoides
inhiben la reaccidn del cultivo mixto autédlogo, sin afectar
la reaccion del cultivo mixto alogénico (HAHN, B.H., MACDER
MONT, R.P., BURKHOLDE JACOBS, S., PLETSCHER, S., y BEALE, M.
G., 1980).Esta reaccidn en la que linfocitos T se estimulan
en presencia de linfocitos B autdlodos, parece de importan-
cia en mecanismos de autoregulacidn de linfocitos T, v tam=
bién ge relaciona con la generacidn de linfocitos T supreso_
res. Parece por tanto que los glucocorticoides tendrian un

papel fisioldgico en estos importantes mecanismos reguladores.

Los linfocitos T citotdxicos son afectados en una se-
rie de aspectos por los glucocorticoides, segfin se desprende

de la investigacion en animales y en el hombre.

Los linfocitos de ratones tratados con glucocorticoi
des, sufren una disminucidn del. nfimero y/o la actividad de
linfocitos T citotdxicos contra células diana de tumores -
alogénicos ( FERNANDES. G., YUNIS, E.J., G0OD, R.A., 1975).



Efectos més complejos se han reportado en estudios con lin-
focitos de rata} mientras gue los glucccorticoides aumenta
ban la activacifn primaria de estas c&lulas en la sensibi-
lizacidn antigénica (. STAVY, L,; COHEN, I.R., y FELDMAN, M.
1974) , producfén una'marcaQa supresidn de la subsecuente =
actividad citotdxica, posiblemente gracias a un blogueo de
la activacidn de los mecanismos citolfticos ( STAVY, L., -
COHEN, I.R., y FELDMAN, M., 1973).

En .modelos humanos también se ha com?robado induc--
cidn de diversos efectos sobre la actividad c¢itotdxica de
‘linfocitos T, debidas a corticoides, Estas incluyen supre_
sidén de la liberacion de linfotoxinas (WILLIAMS, T.W., Vy
GRANGER, G.A., 1969), de la citotoxicidad contra cé&lulas
diana infectadas por virus, (THONG, Y,H., HENSEN, S.A., -
VINCENT, M.M., ROLA~PLESZCZYNSKY, M., WALSER, J.B., y -
BELLANTI, J.A.,19753), y disminucidn cuantitativa del nfimero
de linfocitos citotdkicos.generadosucontra antigenos, sin
disminucién‘de la actividad efectora de los mismo (BALOW,
J.E., HUNNINGHAKE, G.W., y FAUCI, A.S., 1977). Solo muy al-
tas dosis de glucocorticoides in vitro son capaces de inhibir
la citotoxicidad creada por el receptor de un injerto de piel
contra fibroblastos del donante (LUNDGREN, G., 1970).

La actividad citotdxica dependiente de anticuerpo pare
ce bastante resitente al tratamiento con glucocorticoides en
animales y en el hombre (PARRILLO, J.E. y FAUCI, A.S.,1980 ),
(CHEDID, L., JUY, D., y BONA, C., 1974). Sin embargo la acti
vidad citotdxica natural es suprimida por un tratamiento si

milar tanto in vivo como in vitro (PARRILLO, J.E., y FAUCI,
A.5.,1980).

No existe acuerdo en tornc a la accidn de estos fdrma
cos sobre la produccidn de linfoquinas por los linfocitos.

Mientras algunos estudios demuestran gue glucocorticoides in
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vitro no afectan esta actividad tras_el estimulo antigé
nico (BALOW, J.E., y ROSENTHAL, A.S., 1973), (WESTON, W,
L., CLAMAN. H., N., y KRUEGER, G.G., 1973}, otros obser
van una supresidn de la generacidn de estos importantes
mediadores (WAHL, S.M., ALTMAN, L.C., y ROSENSTREINCH,

D.L., 1975).

Los niveles de inmunoglobulinas en suero sdlo pue
den afectarse con administracidn de altas dosis de hor-
mona (FAUCI, A.S., y cols. 1976), (McMILLAN, R., LONGMI
RE, R., y YELENOSKY, R., 1976). Sin embargo, no se puede

apreciar disminucifén de la formacién de anticuerpos.

Como se deduce de todo lo anterior, los glucocor-
ticoides, debido a su extenso uso farmacoldgico, y mar-
cados efectos sobre la respuesta inmune, constituyen un
interesante campo para la investigacidn. Al mismo tiempo,
la funcidn productora de inmuncoglobulinas de linfocitos
en cultivo estimulados con PWM se muestra COMO un nuevo
sistema de andlisis de la respuesta humoral en seres -
humanos, de especial interés dado su parecido con la fun_
cidn y capacidad de regulacidn de dicha respuesta in vi-
vo. Los efectos de los glucocorticoldes sobre la produc-
cibn de inmunoglobulinas estimulada por el PWM, puede -
acercarse al conocimiento de los mecanismos de dicha fun

cifn y su regulacidn.
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Se pretende en el presente trabaje ahondar en el cono
cimiento de los efectos gue los glucocarticoides ejercen -
sobre la funcidn de los linfocitos. La oportunidad de este
estudio reside en el extenso uso que de estos férmacos se
estid haciendo en la actualidad, fundamentalmente en aquellas
afecciones cuya fisicpatologia se basa en trastornos de la

respuesta inmune.

Para ello se quieren ver los efectos causados por estos
agentes, cuando son incorporados a dbsis fisioldgicas o farma
coldgicas, en sistemas de cultivo in vitro de linfocitos huma
nos , en los gque pueden detectarse las funciones linfocitarias

Resumidamente se cubririn los siguientes aspectos:

1°) Se estudiard el efecto de los glucocorticoides (hi
drocortisona y prednisolona) sobre la capacidad de prolifera_
cidn de linfocitos sanguineos en cultivo, estimulados con mi
tégenos (PHA,Con A, PWM), mediante la medida de la caétacién

de timidina tritiada por las cé&lulas en divisidn.

2°) Se observari la accidn de las mismas sustancias -
sobre la produccidn de inmuncglobulinas por cultivos de linfo
citos estimulados con PWM, midiendo la respuesta mediante un
RTA.

3°) Se analizarid la cinética y requisitos de los efec-

tos encontrados.

4°) Se compararan los efectos producidos por los gluco
corticoides sobre la produccidn de inmunoglobulinas ¢e poblacio

nes totales de linfocitos de sangre y amigdala.
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5°)Se werdn estes efectos sobre poblaciones enrique
cidas en linfocites B y linfocitos T, asi como en diferentes
mezclas de estas poblaciones provenientes tanto de sangre -

"como de amigdala.

6°) Se relacionardn los efectos hallados con los produ
cidos por las poblaciones reguladoras de linfocitos T irradia
dos o pretratados con Con A.

7°) S evaluard la modulaci8n que sobre las actividades
encontradas efectuen los monocitos, usando poblaciones deple

cionadas de estas cé&lulas por técnicas de adherencia.

Con todo esteo se pretende ahordar la actuacién de los
glucocorticoides a dosis alcanzables in vive, Sobre los mecan-
nismos de interaccidn cé&lular puestocs en juego en la produc: -~
cidén de inmunoglobulinas estimuladas éor PWM, sistema este para
el que se han descrito gran cantidad de similitudes con los -

eventos que ocurren en la respuesta inmune normal.
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1.~ OBTENCION DEL MATERIAL:

La sangre fué obtenida de donantes sanos.

Las amfgdalas fueron remitidas desde el Servicia de ORL.

2.— CONDICIONES DE ESTERILIDAD:

Todos los materiales usados estaban en condiciones es
tériles. Las manipulaciones se efectuaron tambien en condicio
nes de esterilidad, en una camara de flujo laminar (Slee, Lon
don, G.B.). -

3.- MEDIO DE CULTIVO:

Como medio de cultivo se usd de forma constante el - ~ 3
medio RPMI 1640 ( Flow Laboratories, E.G.).

Egte medio se suplementaba con 10% de suero de ternera
fetal ( Gikco-Bio-Cult, Scotland, G.B.), L-glutamina (Flow -
Cultek, Scotland, G.B.) a una concentracién de 200 mM, y una
mezcla de penicilina estreptomicina (Difco Laboratories, Michi

gan, USA) a 100U/ml y 100 pg/ml respectivamente.

4.f OBTENCION DE LINFOCITOS

4.1. Sangre: La sangre extraida se depositd en un tubo

que contenia 30U/ml de heparina (Heparina Analema). Dos vold
menes de sangre heparinizada se mezclaron con un volGmen de
solucidn de Hanks (Gibco), v se depositaron sobre un volfmen

de Lymfoprep (Nvegaard Co) cuidando de no alterar la interfase.
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La purificacién de linfocitos se obtuvo tris centrifugacidn

en gradiente de densidad a 60Q g durante-3a minutos, tomén=

dolos al cabo de este tiempo de la interfase entre el suero

v el medio. La poblacidn celular asf obtenida contiene de un
85 a un 95% de linfocitos. Trés lavar tres veces en el mismo
medio centrifugando a 400 g, 5 minutos, se contaron en: una

cémara de Neubauer y se ajustaron a la concentracidn deseada
en medio de cultivo.

4.2, Amfgda;a; Las amigdalasg se trocearon repetidamente

con bisturf dentro de una placa Petri en la que habia solucidn
de Hanks. De esta forma los linfocitos gse desprenden de la -
c3dpsula, suspendiéndose en el medio. Las cé&lulas asi aisladas
se dejaron depositar en un tubo en posicidn wvertical durante
10 minutos. El sobrenadante obtenido en el gue se encontraban
las c&lulas en suspensidn se centrifugd a 400 g durante 5 minu
tos. A éartir de aquil las c&lulas se lavaron y se ajustaron -

como en el punto anterior.

'5,*-MITOGENQS}

Se usaron PHA (Wellcome Research Lakoratories, G.B.), -
Con A (Pharmacia Pine Chemical, Sweden) y PWM (Grand Island Bio
logical Co. USA). Se diluyeron en medio de cultivo y se agrega-

ron a las c&lulas en las cantidades indicadas.

6.— GLUCOCORTICOIDES:

Se utilizaron hemisuccinateo=2l hidrocortisona (Sigma) Y
hemisuccinato-21 prednisolona (Sigma). Ambos se diluyeron en -~
medio de cultivo y se agregaron a las cé&lulas en las concentra

ciones indicadas.
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7.—= PROLIFERACION DE LINFOCITOS EN CULTIVQO ESTIMULADOS CON
MITOGENO:

Los linfocitos una vez ajustados a la concentracién -
deseada se dispusieron en una microplaca con 96 pocillos de
" fonde plano (Nunc; Inter Med, Denmark) en un volumen final de
250 pl. A estos pocillos se le agregd al mismo tiempo que las
células 1-2 ul. de medio. (pocillos-control), o las sustancias
bajo estudio (mitdgenos, glucocorticoides) disueltos en 1-2 pl
de medio. Cada punto se hizo al menos por triplicado. Las mi
croplacas fueron incubadas en estufa (Forma Scientific, Ohio,
USA) a 37°C, 5% de C02 y atmdsfera saturada de humedad. La -
dosis a la que se us8 cada mitSgeno fue: = 4 pgr/ml. para la
PHA, qugr/ml para la Con Ay 4 pl/ml para el PWM. Los culti=-
vos se incubaron durante 3 dias cuando eran estimulados con -
PHA y Con A y 4 dias cuando lo rfueron con PWM. Estas .condicio:
nes fueron fijadas en trabajos previos ( Campos,A. 1980).16 -
horas antes de sacar los cultivos se les adicionaba 2 upl de
timidina —3H(Amershan ) conteniendo lpCi con una actividad -
especifica de 200 pCi/mmol,a todos los pocillos. Tras este -
periodo las cé&lulas fueron recogidas mediante un harveSter -
. (Flow Laboratories, @.B.) sobre papel (GF/A, Wathman Ltd., G.
B.) y lavadas exhaustivamente, secadas y posteriormente dis-
puestas en viales con 3ml. de liquido de centelleo ( 4gr de
PPO v 0.05 gr de POPOF en un litro de tolueno). Tras elld se
“midieron las c.p.m. existentes en cada muestra en un contador
de particulas betas (Intertechnigue PG400Q, Francia). Los re
sultados de cada punto se obtuvieron como media de al menos

triplicados.
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8.- MARCADORES CELULARES:

8.1. Deteccifin de linfocitos T por la formacidn de

rosetas espontidneas con eritrocitos de carnero:

8.1.1. Preparacidn de eritrocitos tratados con

neuraminidasa: Una suspensifn de eritrocitos de carnero (Llo-

rente). se lavd tres veces con solucidn de Hanks centrifugando

a 600 g durante 5 minutos. A una solucifn de efitrocitos al 5%
se le afiadieron 5U/ml de neuraminidasa (Behring}, incubando la
mezcla en un bafio a 37°C durante 30 minutos. Tras ello se lava

ron tres veces y se resuspendieron al 2% en el mismo medio.

8.1.2. Absorcidn de anticuerpos heterdfilos del

suero de Ternera Fetal: A cuatro voltGmenes de Suero de Ternera

Fetal (Flow Laboratories) se anadi8 un volGmen de eritrocitos
de carnero lavados. Esta mezcla se incubd 2 horas a 4°C. Tras

esto-se cenctrifugd a 600 g v se tomd el sobrenadante.

8.1.3. Deteccidn de linfocitos formadores de ro-

setas con eritrocitos de carnero:” Se mezclaron 100 ul de la

suspensidn de linfocitos (10 millones/ml) con 200 ul de la sus
pénsién de eritrocitos tratados con nueraminidasa y 100 pl de
Suero de Ternera Fetal absorbido. Tras centrifugar a 100 g -
durante 5 minutos, se incubaron sin agitar el pellet 30 minutos
a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se resuspendid
el pellet cuidadcsamente y se contd en Cimara de Neubauer la -
cantidad de linfocitos que formaban roseta (linfocitos rodeados
por mis de tres eritrocitos), refiriéndolc como porcentaje de la
cantidad de linfocitos totales. En todos los casos se leyeron

al menos 2900 linfocitos.
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8.2, Deteccidn de linfocitos B por marcaje de inmuno-—

globulinas de suéerficfe (Igs).

A diferentes tubos conteniendo 100 pl de la
suspension de linfocitos (10 millones/ml) se agregaron 25 ul

de los siguientes antisuercs fluoresceinados: antiinmunoglo-

bulinas totales, anticadena § » anticadena A antica
dena ' ,anticadena & , anticadena Kk ¢ Y
anticadena A (Meloy). Esta mezcla se incubd a 4°C du-

rante 30 minutos. A continuacidn los linfocitos se lavaron -
tres veces con solucidn de Hanks a 4°C, centrifugando a 400 g
5 minutos. Tras esto, los linfocitos depositados entre porta
y cubre, sé leyeron en un microscopio de fluorescencia (Ortho
lux, Leitz). Se cuantificaron como porcentaje de linfocites -
fluorescentes con un antisuero determinado con respecto a los

linfocditos totales contados en campo claro.

8.3. Deteccidn de monocitos mediante tincidn para este -

rasas no especificas:

Se hacen extensiones sobre portas de las suspensiones de
células que se desean analizar, a una concentracidn de 2x106/m1
y se realiza sobre ellos la té&cnica de tincifn (KOSKI, I.R. POPLA
CK, D.G., y BLEASE, R.M., 197s6).

8.3.1. Reactivos:

- FPijador: se mezclan 20 ml de buffer fosfato ~
(PO4HNa2 20 mgr, PO4H2K 100 mgr en 20 ml de agua), 20 ml de ace
tona v 25 ml de formaldehido (30%). Esta solucidén se ajusta a -

un pH 6.6.

- Solucidn de pararosanilina: 1 mgr de pararosa-
nilina (SIGMA) se disuelve en 20 ml de ClH 2N,
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10.- OBTENCION DE POBLACIONES ENRIQUECIDAS DE LINFOCITOS B v
T POR TECNICA DE ROSETAS:

Se mezclan 1 volGmen de linfocitos a una concentracion
10x106/ml, con 1 volfimen de suero de ternera fetal absorbido
y esterilizado por Filtracibén (Millipore 0,2 p), y con 2 vo-
lGmenes de eritrocitos de carnero tratados con neuraminidasa.
Una vez preéarada la mezcla se centrifuga a 150 g por 7 minu
tos, se incuban 15" a temperatura ambiente y posteriormente
se agita suavemente para resuspender el pellet volviendose -
a repetir la centrifugacidn e incubacidn. Al final se resus
pende de nuevo el pellet muy suavemente. Con esto se ha con
seguido formar una suspension de linfocitos en la que los lin
focitos T se encuentran formando rosetas con los eritrocitos
de carnero. Ahora esta suspensidn se coloca lentamente sobre
Lym?hoéreé en la proporcidn 2/3 de suspensidn celular por -
1/3 de Lymého?re?, y se centrifuga a 600 g durante 30 minutos.
En estas condiciones eritrocitos aislados y linfocitos forman
do rosetas atraviesan el limphoprep y pueden recogerse en el
pellet, mientras gue linfocitos aislados permanecen en la -
Interfase, Posteriormente pueden recogerse por separado estas
dos fraccicnes. La fraccifn de la interfase es muy rica en -
linfocitos B. La fraccidn de pellet lo es en linfocitos T.

A esta (Gltima fraccidn se le agrega 4 ml de una solucién de -
CINH, (0.91%), para un pellet de unos 15 ml de suspensidn de
rosetas. Esta mezcla se incuba a 37°C en un bafio durante 5 mi
nutos agitando frecuentemente.Con ello se consigue lisar los
eritrocitos sin afectar a los linfocitos. Postericormente tanto
la fracecién rica en linfocitos T como la rica en linfocitos B
se lavan 3 veces con Hanks, se cuentan y se cologan a la con-

centracidn deseada en medio de cultivo.
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La poblacidn enriquecida en linfocitos T poseia un 95%
de linfocitos formadores de rosetas espontineas con eritroci
tos de carnero y menos de 1% de linfocitos con inmunoglobuli
nas de superficie y de células positivas para la tincién de
esterasas no especificas.

La poblacidn enriquecida con linfocitos B tenia menos
del 2% de linfocitos formadores de rosetas espontineas con =
eritrocitos de carnero y una cantidad variable de células pe
sitivas para la tincidn de esterasas no especificas: 32.7+
5.2 cuandc eran provenientes de poblaciones sanguineas, y -

7.6% 2.1 cuando provenian de amfgdala.

11.-~ PRECULTIVOS:

Pobalciones celulares totales fueron cultivadas a 2xlO6
celulas/ ml en medio de cultivo en placas petri de plastico -

(Nunc, Inter, Med. Denmark) en estufa en condiciones de culti
vo. A estos cultivos se le agregaba Con A 10pg/ml © nada ( en
cultivos contrel). En estas condiciones se mantenian durante

48 horas pasadas las cuales se tomaban las cé&lulas con pipeta
pasteur, se lavaban exhaustivamente, y se resuséendian a la con

centracidn deseada en medic de cultivoe.

12.- IRRADIACION DE LINFOCITOS T:

Una suspensibdn a 2x106 linfocitos T/ml fué irradiada a
2000 rads en una unidad de irradiacidn Theratron 780 con una
fuente de 60

ci. el 15 de noviembre de 1977.

Co de 1.75 cm. de diametro y una actividad de 9.913

13.- COCULTIVQS:

Se construian cocultivos como los descritos en el punto 6

con una mezcla de diferentes poblaciones enriquecidas By T -
frescas o precultivadas, en concentraciones variables, en un vo
lGmen final de 250 pl por pocillo. Estos cocultivos eran ensava

dos como se describe en el punto 14.
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14.-~ PRODUCCION DE TINMUNOGLOBULINAS POR LINFOCITOS EN CULTI
VOS ESTIMULADOS CON PWM.

Se cultivaron poblaciones de linfocitos totales o mez-
clas de subpoblaciones frescas o precultivadas, resuspendidas
a las concentraciones indicadas en medio de cultivo, en micro
placas de cultivo (Nunc, Inter. Med. Denmark), en un volfimen
final de 250 ul por pocillo. A estos cultivos se le afiadian
los reactivos bajo analisis en 1-2 Pl ( PWM, glucocorticoides)
0 1-2 pl de medio de cultivo (cultivos control). Cada punto -
era ensayado al menOS‘ﬁor tri@licado. Las placas de cultivo
fueron incubadas en una estufa en las condiciones descritas -
en el @unto 6. Tras 8 dias de cultivo se analizaba la sintesis

y la secrecidn de inmunoglobulinas,

e
<I431,‘Técnica‘de‘deteccién'de‘células sintetizado-~ |

~ras de Inmunoglobulinas,

Al final del periodo de incubacidn de los cultiveos des

~ critos, se tomaron las células despegdndolas del fondo de cada
?ocillofmediante una Pipeta pasteur, y -~ se. unid cada tripli
cado en un tubo. Estos se centrifugaron a 300 g y ulteriormen_
te se analizaron por separado el sobranadante y las cé&lulas.

El pellet de estas fué& resuspendido en el mismo vollmen y las
células contadas en una c@mara de Neubauer. Tanto la viabili-
dad (punto 15) como la recuperacidn de cé&lulas era similar en
los diferentes cultivos, Se obtuvieron preparaciones de citocen
trifuga de una suspensién de linfocitos sujetos a estudios ajus
tados a 1=2 millones/ml., Las preparaciones se fijaron en &acido
acético al 5% en alcohol etilico durante 10 minutos. A continua
cidn se lavaron tres veces con solucidn de Hanks v se incuba-

ron con una gota de los antisueros fluoresceinados del punto -
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8«2 a una dilucifn 1:10 durante 30 minutos en cé&mara hfimeda.
Tras ello se lavaron de nuevo tres veces, se cubrieron y se
leyeron de la misma forma gque en el punto 8-2. Con esta té&c
nica se tifile el citoplasma de las cé&lulas plasméticas‘gene-
radas en el cultivo. Los resultados se expresan como canti-

dad de estas c&lulas en cada punto.

Los sobrenadantes obtenidos comoc se ha descrito en el
punto 14, son congelados a -70°C (Ultra Low, Revco Inc.) hasta
su ensayo. Este se reallzﬁ mediante un RIA de doble anticuerpo
en el que la muestra complte con un antigeno marcado con125
por una cantidad constante de antrcuerpo

La cantidad de anticuerpo debe ser la necesaria para -
unir alrededor del 55% de antfgeno marcado de modo que haya
un exceso de muestra de antlgeno marcado en relacidn a los -
lugares de unidn en el antiéuerpo, de forma gue se establezca
una com?etencia entre la muestra y el antigenoc marcado.

El RIA por nosotros utilizado es de doble anticuerpo -
utilizindose para precipitar el complejo Inmunoglobulina-anti-
Inmunoglobulina un segundo complejo presente en mayor concen-
trac%én de x'globulina de conejo « Sueroﬁanti—w(r-globUIina de
conejo.

14.2.1. Obtencidn de la proteins : Las gammaglo

bulinas utilizadas son IgM, IgG e IgA - purificadas, que fueron
cedidas por el Dr. Pedro Gonzdlez Porqué del Servicio de Inmuno

logia del Centro de la Seguridad Social "Ramdn y Cajal”, Madrid.
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14.2.2. Marcado de la proteina: Colocamos en un

tubo 50Q<100 pgrs de la proteina a la concentracién de 2,5 pgr/
ml. en tampdn fosfato 0,05 M pH 7,5.

lZBi-Na ( 1 mCi,Arershan, England) en

Ponemos lo ul de
40 pl de tampdn fosfato 0,05 M pH 7,5 y lo afiadimos a la protel
na. .

A continuacidn se anade 20 ul de Cloramina Ta la concen-
tracidn de lpgr/ml en tampdn fosfato 0,05 M pH 7,5. Se espera
1l minuto.

La Cloramina T es una sal sb&dica del N-monocloro-p-toluen
sulfonamida que neutraliza los agentes reductores del I-NA v -
oxida el I” a I' (Catidn-iodino). Los restos de  amino&cidos
que se iodina son los Tyr.

Afadimos 100 ul de metabisulfito sddico a la concentra-
cidn de 0,5 pgr/ml en tampdn fosfato Q,05 M pH 7,5 para detener
la reaccidn.

Esperamos 2 minutos y afiadimos 2ml. de tampdn salino £i-
sicldgico gue contiene alblmina bovina 0,3% (BBS-BSA) ?H 8.0 y
esto se pone a dializar contra tampdn salino fisioldgico para

1251 libre. Cambiamos el liquido de dialisis a las

1257

eliminar el
4,16,24 v 48 horas midiendo siempre la concentracion del
libre en este liguido. Cuando esta es pricticamente nula se ex_
trae el contenido del saco de didlisis, calculandose el 12517 -
incorporado a la proteina.

De ahi obtenemos el porcentaje de 1251 unido y la activi-
dad especifica. Consideramos v&lido el marcaje si la prc?orciﬁn

de 12571 incorporado a la proteina es mayor del 70%.



-pl-

4542,3& Antiinmunoglohulinas;Utilizamos anti-

inmunoglobulinas comerciales, gue son sueros humanos valora
dos de la casa Operdn(IgGIgM lote 143 y IgA lote 152). Las
concentraciones 6ptimas de inmunoglobulina-anti-inmunoglobu

lina las wvaloramos mediante RIA.

Para ello hicimos diluciones seriadas del anticuerpo -
desde 1/50 a 1/819.200 més blanco por triplicado.

Se anadio suero de conejo a dilucion adecuada,previamen
te establecida, y rﬂ- globulina marcada a dilucidn adecuada,
previamente establecida. Se dejd incubar 2 horas. Se afiadid
antisuero de conejo a dilucién adecuada previamente estable .
cida. Se dejd incubar 16 horas. Se lavd por tres veces con
BBS + BSA 0,3%, centrifugando a 1.600x g durante 30 minutos,
contdndose las c.p.m. del precipitado en ur contador x’ (In
tertechnique PG 4.000). Se toma como dilucidn 6ptima la dilu_

cidn que une algo mas del 75% de la unidn maxima.

14.2.4., Obtencidn del suero de conejo:

Sacamos sangre de un conejo, la dejamos coagular, la -~
centrifugamos a 1.700 x g durante 10 minutos vy obtuvimos el

suero del conejo.

14.2.5. Asilamiento de gammaglobulina a partir -

del suero de conz=ijo.

Se precipita la K -globulina del suero de conejo con
S0, (NH4)2 al 50%. Se lava 3 veces con tampdn salino fisiolecgi

con. Una vez obtenida la K’-globulina se diluye en tampdn -
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salino fisioldgico a un velumen aproximadamente la mitad del
gue tenfa inicialmente el suero,

Se elimina el S0, (NH4)2

fisioldgico a 4°C durante 2-3 dias, hasta que se comprueba la

dializando contra tampdn salino

eliminacién total del soz de la ‘rglobulina‘

Se calcula la cantidad de x%globulina por precipitacidn

con antisuero y se lleva a la concentracidn de 2 mgr/ml.

14.2.6. Inmunizacidn de la cabra y obtencidn del

antisuero de conejo.

Para formar agregados de '(vglobulina, tomamos 4@ ml. de
X’ —globulina de conejo a la concentracidn de 2mgr/ml. y la
calentamos a 69°C ¥ 0,5 y los centrifugamos durante 30 minutos

a 1.700 x g desechandao el precipitado.

Luego emulsionamos por ultrasonido los &6 ml de x'eglobg

lina agregada con 12 ml. de adyuvante completo de Freund.

Inyectamos 4,5 ml en cada una de las patas de la cabra.

A las 6 semanas realizamos la segunda inmunizacidn.

A las 2 semanas siguientes a la segunda inmunizacidn, sa_
camos suero de cabra, que habri creado anticuerpos contra el -

suero de conejo.

Vemos si existe alguna reaccidn cruzada con las ‘ -globu
linas humanas pasando el suero de cabra anticonejo por una co=

lumna de Sefarosa-BrCN a la que se ha pegado la irmunoglobulina.
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La valorgcidn del suerq de cahra anticoneje se realizd
por precipitacién en tuba, observanda las concentraciones de
suero de conejo-suero de cabra anti‘COnejfof adecuadas ?ara obtg

ner un precipitado visible.

14.2.7, Procedimientp;

A)Curva_patron1 Se ponen 13 tubos por

%,

duplicado, con 100 pl de diluciones seriadas de la Inmunoglobu

lina valorada (suero humano de referencia), en concentraciones

decrecientes desde 2.000 a 1 ngr/ml mds 1 blanco

B) Sobrenadantéipreblema1 sefhacén‘ﬁdi

duplicado, colecando-en . dada.tubo 100 Pl del sobrenadante a

la dilucidn convenida.

C) Contaje:Terminada la incubacidn, se
efectua la separacidn de la radiocactividad libre en el medioc y
la actividad ligada, lavando por tres veces con 3 ml de BBS-
BSA 0,3% pH 8,0 mediante centrifugacisn a 1.600 x g durante -
30 minutos v despreciando el sobrenadante.

Contamos en el contador K- ; la radicactividad presente

en el precipitado.

Una vez contada la radicactividad se traza la curva de
referencia vy de ella por extrapolacifn, se obtienen los valores

de los problemas.
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15.- MEDIDA DE LA VIABILIDAD CELULAR;

Se mezclan 90 Pl de la sus?ensiﬁn de cé&lulas a testar
con 10 pl de solucidn de azul de tripédn 0,2%. Se incuban du
rante 5 minutos a temperatura ambiente y se cuentan en una
camara de Neubauer., Las cé&lulas muertas se tifien de azul.

Los resultados se expresan como porcentaje de cé&lulas no tefii
das por cada 100 cé&lulas.
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DE_LINFOCITOS SANGUINEQS ESTIMULADOS CON MITOGENOS

Se cultivaron linfocitos de sangre de donantes sanos,
para medir su capacidad de transformacién blastica, tras la
estimulacidn con mitdgenos (PHA,Con A, PWM)., A cultivos para
lelos-a estos se les anadid, al inicio de los mismos, gluco_
corticoides (hidrocortisona v bednisolona) en un amplio ran=-
~0 oy 5 1074

go de concentraciones molares (10
el efecto que producian estas sustancias sobre la toma de ti

M), y se vio
midina 3H de los linfocitos proliferantes. Los resultadeos -
obtenidos en varids experimentos pueden observarse en la tabla
8. Estos resultados se expresan como media de las c.p.m. obte
nidas en,al menos,tres cultivos por cada punto. También se -
expresan como porcentajes de los cultivos controles, es decir
sin glucocorticoides, en cada ex?erimento. Las medias y erro-

res standard de estocs procentajes pueden verse en la grafica 1.

La adicidn de hidrocortisona y pednisolona actua -~ glo=-
balmente inhibiendo la proliferacifn. Este efecto es dosis-de
pendiente, aumentando paralelamente al incremento de la canti

dad del agente.

Asi este efecto se suave a dosis fisioldgicas (1078 M),
con porcentajes medios de inhibicidn de 0% para la estimulacidn
por PWM, 8,8% para la PHA y 15,4% para la Con A, en el caso de
la hidrocortisona,~y de 3% para el PWM, 14% para la PHA, 29,7%
para la Con A, cuando es la prednisolona el agente incorporado

a los cultivos.

A dosis farmacoldgicas (107% M), el efecto inhibidor es
més notorio, siendo de 19,5% para el PWM, 27,8% para la PHA y
48,7% para la Con A, en el caso de la hidrocortisona, y de un
18,5% para el PwM, 49,4% para la PHA v 61,7% para la Con A, -

cuando se anhade prednisolona.



-66-

10@-.'.‘&}
PV M
50 {
PHA
Con A
O __H H 1 ! i
00 g8 4 gt
M. HCO.
100] g
50 L PWM
_ CénA
®PHA
0 ;%r- l, i L |
1079 1078 b gt
M. PR.

Pp) SObr!

GRAFICA 1: Efecto de hidrocortisona (HCO) v prednisclona (
la proliferacidn de linfocitos sanguinecs (1x106 linf/m

por mitdgenos.
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TABLA 8

ACCION DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA RESPUESTA A MITOGENOS

0

6540

22312(100)
28127(100)
19513(100)
15224 (100)
12100(100)

100

7843 (100}

14170(100)
16326 (100)

100

8600(100)
13750(100)
6130(100)
7312(100)

100

CONCENTRACION DE HCO

1074

10594 (47)
13195 (47)

4812 (31)
8177(67)

agt 7.3

2280(29)
2950 (19)
10375(66)

35.6%16,1

5470(63)

Ll

4050 (66)
5092 (69)

66<1.7

1070

4374 (66)
14327 (93)
23572(83)
15867 (81)
"8527(56)
10023(82 )

72.2% 4.3

2294 (29)
5896 (41)
13721 (84)

51.3% (21.4)

6602 (76),
10573 (64)
5271(85)
7129 (97)

80.5%6.7

. 1078

5843 (83)
20921(93)
25728 (91)
19320(99)
12178 (80)
12349(102)

91.2% 3.5

51111 (65)
©13491(95)
15507 (94)

84.6%9.9

8351(97)
12468(90)
6930(113)
7544 (103)

100.75%4.8

10—_10

6291 (96)
21765(97)
29022(103)

15010(98)

_l_

99-2" l.l

5972(76)
13993 (98)
15917(97)

90.3%7.2

13520(98)

_Lg_



TABLA '8 " CONT.

ACCION DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA RESPUESTA A MITOGENOS

CONCENTRACIQON DE PR.

PHA
1074 107° 1078 10710
1783 (27) 4387(67) 5390 (82) 7114 (108)
4875 (22) 8930 (40) 19977 (90) 25512 (114)
3327(22) 6955 (45) 13226 (87) 14285(94)
Media error 23.632.1 50.6%6. 4 86.3%2.9 105.3%7.6
standard
con A 15606 (20) 1720(22) 3525 (46) 7009(89)
2641 (19) 4828 (34) 11543 (81) 13512 (95)
8452 (51) 9780 (59) 13725 (84) 14417 (88)
Media error 4 + . +
standard 30 Yi0.6 38.3%11 70.3%12.3 90.6%2.2
PWM 4426 (52) 6322(73) 7517 (87) 8873 (103)
- 11329(87) 14589 (106) -
2776 (45) 4818 (78) 5989 (97) —
3927 (533 6864 (93) 7217 (98) _
Media error N - +
standard 50%2.5 81.5%4.2 97338 —

...89._
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Como se deduce en estos datos, la estimulacifn induci-
da por Con A es la mis sensible a estos agentes, y la por -
éWM la menos, siendo la por PHA intermedia. |

Ambes agentes usados, hidrocortisona y prednisolona,
muestran una accibén sensiblemente parecida, si bien el segun
do parece, en algunes puntos, algo mis activo.

El efecto inhibidor de la proliferacidn presente en los
cultivos, no se debia a actividad citotdxica de los agentes
ensayados, puesto que el fndice de viabilidad, estimado por la
coloracidn vital con azul de tripdn, era similar en todos los
cultivos.

2.—- ACCION DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA PRODUCCION DE INMU-
NOGLOBULINAS EN CULTIVOS DE LINFOCITOS SANGUINEQS ESTIMULA-~
DOS CON PWM .

Los linfocitos sanguineos fueron cultivados con PWM para -
observar la capacidad productora de inmunoglobulinas, en ausen
cia o presencia de los agentes ya mencionados en un amplio rango

de concentraciones (10™°

M a 107%). Transcurridos 8 dias de culti
vo, se analiz8 el contenido de inmunoglobﬁlinas en los sobrena-
dantes de los mismos, mediante RIA.

En la grdfica 2 puede observarse las medias y errores standard
de los resultados obtenidos al analizar el contenido de IgM de
cultivos de linfocitos sanguineos de 17 sujetos. De forma contra-
ria a lo que ocurre en la proliferacidn, la capacidad de producir
inmuncglobulinas estimulada por el PWM es aumentada en presencia
de glucocorticoides. El1 efecto es muy suave a dosis fisioldgicas,
pero es claramente detectable a dosis farmacolbgicas, siendo esta
disticamente significativo para la hidrocortisona a las concentra
b v 107°
te, y para 10”%n prednisolona con una p<0,01.

ciones de 10~ M, con unas p£ 0,01 y 0,005 respectivamen

Concentraciones mavores de ambas sustancias conducen de nuevo
a un descenso de la produccidn de inmunogiobulinas a la lincz de
base, o iInclusc a valores por debajo de esta.

El efecto producido por ambos agentes es similar.

En la grafica 3 se muestran las medias y errores standard de
los resultados obtenidos de analizar el contenido en IgG de los
sobrenadantes de los cultivos de linfocitos sangufheos de 6 suje-

tos por RIA.
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GRATICA- 2: Efecto de hidrocortisona (HCO) y prednisclona (PP) sobre la produccidn de
Igi por linfocitos sanguineos (lxlo6 linf./ml) estimulados por PWM..p¢0.01,

P <€ 0,005,
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GRATICA 3: Efecto de hidrocortisona (HCO) v prednisolcona (P_) sobre

la produccidn de IgG por linfocitos sanguineos (1x10~ 1inf./ml) es-

timulada por PWM , p<£0.05 , pg0.01
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GRAFICA 4: Efecto de hidrocortisona (HCO) y prednisolona (Pg) sobre
la produccidn de IgA por linfocitossanguineos (lxlO6 1linf/ml) esti
mulados por PWM.
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Comq puede verse se pueden hacer simjilares deduccicnes
a las-realizadas para la IqM, El efecto de incremento signi
ficativo es apreciado a ;UgSM hidrocortisona ( p< 0.01) y

prednisolona Ci}( 0,05).

En la grafica 4 se exﬁonen las medias y errores stan-
dard de los resultados obtenidos de analizar el contenido de
IgA en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos sanguineos
de 5 sujetos por RIA.

En ella se aﬁrecia, que la ﬁroduccion basal de IgA es
aproximadamente la mitad de la de la IgM e IgG. EIl efecto -
de aumento es detectable a las mismas dosis de los agentes ,
si bien no de forma estadisticamente significativa. Ello se

debe posiblemente al escaso nfimero de experimentos.

En resfimen ﬁuede decirse que tanto la hidrocortisona -
como la prednisolona aumentan a dosis farmacoldgicas, la pro
duccidn Inducida por PWM de las tres clase érincipales de -
inmunoglobulinas de forma similar, El_éorcentaje medio de =
aumento producido por estos agentes es de 127,7% para la IgM,
84,6% para la IgG y 63,2% para la IgA.

Tras estos experimentos y en el resto del presente tra
bajo se presentan solo los datos relativos a IgM como los mas
significativos aunque paralelos a los de las otras inmunoglo_
bulinas. Asi mismo se eligid la hidrocortisona para el resto
de los experimentos, salvo en aquellos en que se indigue otra

cosa.
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3.~ EFECTO DE LA HIDROCORTISONA' SOBRE LA CANTIDAD DE CELULAS
PRODUCTORAS DE TINMUNOGLOBULINAS.

Cabe hacerse la ﬁregunta de si el efecto demostrado se
debe a un aumento de la caﬁacidad productora individual de -
cada célula, capaz de esta actividad, presente en el cultivo
0 si se relaciona a un aumento del nﬁmero de estas cé&lulass
es decir si el efecto se broduce sobre la secrecidn de inmung
globulinas o sobre la generacidn de celulasg productoras. Estas
cé&lulas son denomlnadas células plasma01t01des, vy son facilmen
te detectables en preparac1ones de citocentrifuga fijadas, por
la tincidn intensa del citéplasma mediante sueros antiinmuno-
globulinas fluorescinados. Dichas cé€lulas se encuentran en muy
bajo nfimero en cultivos controles, aumentando sensiblemente la
cantidad de las miemas, tras 8 dias de estimulo con PWM, estan
do ello intimamente relacionado a la secrecidn de inmunoglobu
linas al medio detectables por RIA u otras té&cnicas.

En la grafica 5 se observa el efecto provocado por el PWM
y por el PWM mas varias concentraciones de hidrocortisona. Cada

punto expresa la media y el error standard de 6 experimentos.

Como puede apreciarse, la hidrocortisona provoca un aumen
to del nfimero de cé&lulas ?lasmacitoides en los cultivos. Este
aumento es significativo para dosis de lO-SM; 10’6ﬁ (p £ 0.05),
siendo el porcentaje medio de incremento para esas dosis de un

111.4% .

Estos resultados son parecidos a los presentados en las -
grdficas 2,3 y 4, y parecen indicar que el efecto descrito se
debe a un estimulo de la generacidn de células productoras de
inmunoglobulinas, y no a un aumento de la capacidad secretora

individual de las mismas.

Por otro lado y puesto que el paso a celula plasmocitoide

requiere proliferacidn de linfocitos pequefios B, puede decirse
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GRAPICA t£: Efecto de hidroccrtisona (HCO) sobre el nimeroc de células

plasmacitoides en cultivos de linfocitos sanguineos (1x10

1linf/ml) estimulados por PWM. , £ 0.05
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que el efectp inhibidor sobre la proliferacién demostrado
en el punto 1, no se ejerce sobre los linfocitos B, que -
por el contrario son estimulados a proliferar en mayor can
tidad.

4.- CINETICA DEL EFECTQ.

Se hicieron cultivos de linfocitos sanguineos con PWM,
5M de
hidrocortisona. En tiempos sucesivos desde el dia de inicio

a los que se les adiciond o no una concentracién de 10~

hasta el dia noveno, se fué extrayendo sobrenadantes de cul-
tivos triplicados, que ‘habian. permanecido con o sin el agen
te.

En la grafica 6 constan las medias y errores standard

de las cantidades de IgM obtenidas en 6 experimentos.

Como puede observarse la produccién es similar en ambos
ensayos hasta el dia 5, siendo muy baja la cantidad de IgM
producida. A partir de este dia, se observa un rdpido aumento
de Ila produccidn, que se estabiliza a partir del dia 7, como
expresion de una caida en el ritmo de dicha actividad. El1 :=
aumento generado a partir del dia 6 es claramente superior en
agquellos cultivos en los gue habia hidrocortisona, si bien la

. - . . L4 - .
cinetica es identica a la de los cultivos controles.

Por tanto,. : el efecto ejercido por la hidrocortisona.
no altera el tipo de cinética de produccidn, aunque a partir
del dia sexto esta es evidentemente mayor en los cultivos que
cuentan con la presencia de dicho agente. Este agente parece
actuar facilitando o amplificando los mecanismos generados en
la estimulacién por el PWM, mas gue creando, por si mismo, me

canismos diferentes de estimulacibn.
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GRAFICA 6: C(Cinética de la produccidn de IgM en cultivos de linfocitos

sanguineos estimulados por PWM (cfrculos blancos). Efecto

de thSM de hidrocortisona (circulos nagros) .
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5.— ESTUDIO DEIL EFECTO DE LA HIDROCORTISONA SOBRE LA PRODUC-
CION DE INMUNOGLOBULINAS SEGUN EL MOMENTO DE ADICION DE
LA MISMA AL CULTIVO,.

Se pretende ver cuando es necesario anadir la hidrocor-
tisona a los cultivos para que el efecto descrito se realize.
Ya que en el punto anterior se ha visto gue el incremento de
produccidén de inmunoglcbulinas por la hidrocortisona, se mami
fiesta a partir del 6°dia, cabria pensar que la presencia de
esta hormona es solo requerida en los (ltimos momentos del -
cultivo. "

Para ello se hicieron diferentes cultivos de linfocitos
sanguineos en presencia del PWM a los que se les afadid hidro

, -5 , .
cortisona (10 "M) en dias sucesivos.

Los resultados obtenidos de produccidn de IgM en cuatro
experimentos, son presentados en la figura 1. Como puede obser
varse la hidrocortisona ha de ser ahadida desde el inicio del
cultivo, puesto gue en los cultives en los gue la adicidn se
realizd en dias sucesivos, no se aprecid el efecto de incremen-

to de la produccifén de inmunoglobulinas ya descrito.

Estos datos indican gue este efecto es ejercido en los -

primeros momentos de la estimulacidn de las cé&lulas por el PWM.

6.— EFECTO DE LOS GLUCOCORTICQIDES SOBRE CULTIVOS DE LINFOCITOS
DE AMIGDALA ESTIMULADOS CON PWM,

Se pretende observar si el efecto mencicnado es tambié&n -
detectable sobre linfocitos provinientes de otros territorios del
sistema inmune. Por su facilidad de obtencidn se eligid la amfg-
dala. Con linfcocitos de este drgano se hacen cultivos como los -

ya mostrados en el punto 2.
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FIGURA 1: Efecto de la adicidén de 10~
sucesivos sobre la produccidn de IgM por los linfocitos

sanguineos estimulada por PWM.
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GRAFICA 7: Efecto de hidrocortisona (HCO) v prednisolona (Py) sobre

I

la produccidn de IgM por linfocitos de amigdala (lxlOGlinf

ml) estimulada por PFM.
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Las medias y errores standard de las cantidades de
IgM obtenidas en 12 experimentos pueden apreciarse en la
grafica 7.

Como puede verse, la produccién de inmunoglobulinas
de los linfocitos obtenidos de amfgdala es sensiblemente -
superior a la de sangre, lo que sugiere la existencia de di
ferencias entre los linfocitos de ambos territorios. No obs__
tante a ninguna de las dosis de hidrocortisona y prednisolo
na usadas, se obtiene un efecto de aumento de la produccidn
de inmunoglobulinas como el apreciado en cultivos de linfoci
tos sanguineos. Los glucocorticoides no parecen producir, en
este caso: ningin cambio significativo, si bien cabe desta-

car un discreto descenso observable a la dosis de 10-5M_

Una de las posibles exﬁlicaciones de la diferencia ob
servada entre el efecto de los glucocorticoides sobre la fun
cidén de linfocitos de sangre y de amigdala, puede residir en
las diferentés proporciones de subﬁoblaciones linfocitarias

detectables entre estos drganos.

En este sentido, se pasd a cuantificar las distinatas
subpoblaciones en sus?ensiones celulares de sangre y amigdala.
Se usd para ello el receptormra eritrocitos de carnero como
marcador de linfocitos T, la inmunoglobulina de superficie -
para marcar linfocitos B y la tincidn para esterasas no espec£
ficas paraidentificar a la serie monocito—macrofé@ica.Se cuan
tificaron por tanto estos marcadores en 17 muestras de sangre

y 9 de amfgdala.

Las medias y errores standard de estas determinaciones

se muestrayen la tabla 9.

como puede observarse existen notorias diferencias ern el
contenido de cada una de las subpoblaciones estudiadas, entre
ambos territorios linfeides. Los Linfocitos T son mas numero-
sos en sangre (62%) que en amigdala (41%). Lo mismo ocurre -

con la cantiad de monocitos: 25% en sangre, 7% en amigdala.



TABLA 9

MARCADORES CELULARES EN SANGRE ¥ AMIGDALA

Linfocitos . T ... . . Linfocitos B Monocitos
SANGRE 62 ( £14) 9 (fs5) 25 (£ 3)
AMIGDALA a1 (f o7 53 (¥ 9 ) 7 (2

...28—



-83-

' Por el contrario, la proporcign de linfocitos B es mayor
en amigdala (53%), que ap sangre (9%). Por tanto la rela
cidén B/T en sangre es de 1/8 y en amigdala es cercana a 1/1

Se puede pensar, coénsecuentemente, gue pueda residir
en estas diferencias la explicacidn del diverso efecto encon

trado entre ambos territorios.

7.- EFECTO DE LA HIDROCORTISONA SOBRE LA PRODUCCION DE INMU-

- NOGLOBULINAS DE CULTIVOS DE MEZCLAS DE POBLACIONES ENRI-

QUECIDAS EN LINFOCITOS B ¥ T DE SANGRE Y AMIGDALA ESTIMU'
LADOS CON PWM.

Para ver la importancia queﬂbudiera tener la diferente
composicidn celular de la ﬁoblacién linfocitaria objeto de
estudio sobre la accion de la hidrocortisona en la produccidn
de inmunoglobulinas, se obtuviercn éoblaciones'enriquecidas -
en linfocitos B y T y se mezclaron en diversas ﬁro?orciones,

manteniendo la concentracidn celular constante a lxlO6 célu-
las/ml. Estos cultivos se estimularon con PWM v se les afiadid

QO no hldrocortlsona a 10~ M.

En la grafica 8A se exponen los resultados, expresados
como medias y errores standard, de 9 experlmentos realizados
con linfocitos de amiédala. Cuando la relacion B/T era de 9/1
los cultivos con glucocorticoide mostraban un notable descenso
de la produccidn de inmunoglobulinas ('p<iD.Gl).ﬂEn cultivos
con una relacidén B/T de 1/1 no se observaban cambios significa
tivos al anadir hidrocortisona. En los cultivos con una rela-
cidn B/T de 1/%2 la adicion de hidrocortisona conduce un aumen-
to significativo C_pq 0.01) de 1la broduccién de inmunoglobuli-

nas.
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GRAFICA 8: Efecto de lO_SM de hidrocortiscona en la produccidn de IgM

de diversas mezclas de poblaciones B y T estimuladas con

P¥WM. Sin hidrocortisona (circulos blancos) con 10 °M hidro

cortisona (circulos negros) , p<&0.01
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En’la gréafica 8B se muestran idénticos experimentas
con poblaciones enriguecidas en linfocitos B y T de sangre,
Los resulados son expresacdos como media y error standard de
7 experimentos. Como puede verse, con linfocitos sanguineos
se obtienen similares resultados a los ya mostrados para -
amigadla, siendo tambien el efecto de descenso en la rela-
cidn B/T de 9/1 y el de aumento en la relacidén 1/9 ?roduci

5

dos por la hidrocortisona a 10 °M y significatives (p&0.01).

Estos experimentos indican que los efectos provocados
por los glucocorticoides sobre linfocitos de ambos territo_
rios linfoides son similares cuando se usan proporciones ce

lulares parecidas.

Estos datos explican las diferencias encontrados para
dicho efecto, entre poblaciones totales de linfocitos de -
sangre y amigdala, En aquellos, en los que la relacidn B/T

es cercana a 1/9 se observa una marcado aumento; en estos, -
.cuya relacion B/T eé proxima a 1/1,no se observa ninguna -
variacidn. Estos hechos son superﬁonibles a los experimentos

mostrados en este punto.

8.— ACCION DE LA HIDROCORTISONA SOBRE POBLACIONES LINFOCITA-
RIAS' ENRTQUECIDAS.

Se pretende estudiar si el efecto modulador de los glu
cocortiooides, se ejerce exclusivamente sobre los linfocitos
B aportando a la activacidn de los mismos las sefiales coope
radoras necesarias, y suplantando de esta forma la funcidn

de los linfocitos 7.

Se hicieron pues, cultivos de poblaciones enriquecidas
en linfocitos B vy T, y de mezclas de ambas poblaciones en una
relacion B/T de 1/3. Estas poblaciones se obtuvieron de sangre

y de amigdala vy se cultivaron a una concentracion celular de
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FIGURA 2:

E1l efectq de 10—5 M de hidrocortisona en la vroduccién de

IgM de poblaciones B v T,v mezcla B, + T3 estimulada por
P¥M., Sin hidrocortisona (barras hlancas) con lD_SM hidro-

cortisona (barras ravadas).
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lle6 células/m-l. Se estimularon con PWM y con PWM mas

hidrocortisona a lO?SM

-

En la figura 2A se muestran las medias y errores de
las cantidades de IgM producidas'en 5 experimentos reali-

, 7
zados con poblaciones sanguineas.

En la figura 2B constan los mismos-parémetrGS"anali

zados en 6 experimentos con linfocitos de amigdala.

Como puede verse las poblaciones enriquecidas B y T
de ambos- territorios son incaﬁaces-de producir cantidades
importantes de inmunoglobulinas cuando son estimulados con
PWM. Esto se puede exﬁlicar ﬁorque en el caso de los linfo
citos B carecen del.requisito de la cooéeracién T v en el
caso de los linfocitos T estos no pueden, obviamente, pro
ducir inmunoglobulinas., .La broduccién,~sin-embargo es fa
cilmente consegulble en los cultivos de mezclas de ambas

poblaciones celulares tras el estimulc con PWM.

Al afadir hidrocortisona se observa un marcado aumen .
to de la produccidn de inmunoglobulinas en los cultivos -
de mezclas de ambas poblacicnes, tanto si provenian de san
gre como de amiédala. Sinh embargo este efecto de aumento -
no es observado sobre la produccién de inmunoglobulinas de

poklaciones B o T aisladas.

Estos datos llevan a asumir, que el efecto de la hidro
cortisona no se relaiza por medio de un aporte a los lin-
focitos B, de senales cooperadoras similares a las genera-
das por los linfocitos T. Dicho efecto debe ejercerse por =-
tanto sobre los tempranos mecanismos de interaccidén linfoci
toB - linfocito T- monocito, engendrados en los cultivos -

tras el estimulo con PWM.
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9.- REGULACION DE LA PRObUCCION DE ;NMUNOGtOBULINASfDEfUNA
CANTIDAD;CONSTANTE DE’LINFOCITOS:B_MEDiANTE LA ADrCiON
DE CANTIDADES CRECIENTES DE LINFOC&TOS‘T EN CUtTIVOS =
ESTIMULADOS CON PWM; EFECTO DE LA HIDROCORTISONA.

Se hicieron cultivos con poblacicones enrigquecidas B y
T de amfgdala en los que se afiadian cantidades crecientes de
linfocitos T (5000,25.000,125.000 y 250.000)a un nimero fijo
de linfocitos B (250.000), en presencia de PWM. Con este tipo
de cultivos se pretendia analizar fendmenos de requlacidn de
los linfocitos T sobre los linfocitos B.

En la grdfica 9 se presentan las medias y errores stan

dard de las cantidades de IgM obtenidas en 13 experimentos.

Como se observa en los cultivos que contenian exclusiva
mente PWM (curva de cfrculos blancos) a medida gue se agregan
linfocitos T, se va - obteniende un aumentc de la produccién
de inmunoglobulinas, llegdndose al méximo de produccidén en la
relacidn B/T de 10/1. A partir de este punto, la adicidn de
mayores cantidades de linfocitos T,conduce a un descenso de =
la produccidn de inmunoglobulinas, como resultado de un pre-
dominio de las seflales reguladoras negativas sobre las positi
vas, predominantes en la fase anterior.

Los cultivos similares a estos, a los que se les anadicd

Sy (circulos negros)

hidrocortisona a la concentracion de 10~
se comportan de manera diferente; la produccifn de inmunoglo
bulinas aumenta a medida que se agregan cantidades mayores de
linfocitos T, pero se mantiene significativamente por debajo
(p £, 0.005) de los valores obtenidos en los cultivos que =--.°
habian cursado en la ausencia de glucocorticoides; cuando la
cantidad de linfocitos T aumenta hasta llegar a una relacidn
B/T de 3/1 , la produccidn de inmunoglobulinas tiende a igua
larse o incluso a hacerse significativamente superior (p‘<

0.05) en aquellos cultivos en los que la relacidn B/T era de
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GRPAFICA 9: Produccidn de IgM de cultivos estimulados por P¥M en los que

a 250}{103 linfocitos B de amigdala se le agregan cantidades crecientes
de linfocitos T de amigdala (cfrculos blancos). Efecto de lO_SM de hidrc

cortisona (circulos negros), p & 0.005 . v & 0.05
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1/1 ., El mdximo conseguido en cultivos. con glucocorticoides
es superior al obtenido en los cultivos que no contenfan -
este fidrmaco, y se obtuvo en una relacion B/T de 1/1. Esto
es, con glucocorticoides se necesita un nfimero diez veces

mayor -~ de linfocitos T para conseguir el mé&ximo de produc

¢cidn, y este es superior.

Parecidas conclusiones pueden extraerse de un expe_
rimento similar en el que se disminuyeron a la mitad el -
ntmero de linfocitos B (125.000), como se desprende de la
observacién de la grdfica 10 (8 experimentos), la curva de
produccidn de inmunoglobulina conseguida en los cultivos -
control (cfrculos blancos) es similar a la anterior, (la
produccidn es menor puesto que hay la mitad de linfocitos
B), salvo el hecho de que el méximo es conseguido cuando
exist{a una relacién E/T de 1/1. La curva de los valores
obtenidos en cultivos en @resencia de hidrocortiscna (cfz
culos negros), muestra parecido aspecto a la de la gréfi
ca 9. Asi, hay una primera fase en la gue hay una rela =
cidn entre linfocitos B y T, positiva para los primeros ,
en la que la curva de Produccién es significativamente -
inferior (p < 0.0l1) a la curva control. Ambas curvas se -
igualan en torno a una relacion B/T de 1/1 y posteriormente
la curva se hace significativamente superior - ( p< 0.01)
a la curva control. El mdximo obtenido en los cultivos a -
los que se les afladid glucocorticoides es tambien superior
al de la curva control, y son requeridos asimismo mayor -

cantidad de linfocitos T para conseguirlo.

En la grafica 1l se observan los resultados obtenidos
en seis experimentos similares, cuando cantidades de linfo
citos T iguales a las ya descritas se anaden sobre un bajo
nlmero de linfocitos B (72.500). La produccidn de inmunoglo
bulinas en los cultivos control wa aumentando al agregar =

cantidades crecientes de linfocitos T (Cfrculos blancos).
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CRAFICA 10: Produccidn de IgM de cultivos estimulados con PUM en los que
a l25x103 linfocitos B de amicdala se adregan cantidades crecientecs de
linfocitos T de amigdala (circulos blancos}. Efecto de 10-5 M de hidro-

cortisona {circulos negros), 00.01
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CRAFICA 11: Produccidn de Ig! de cultivos estimulados con P¥M en los

gue a 62.5:«{103 linfocitos B de amigdala se agrecan cantidades crecien
tes de linfocitos T de amigdala (circulos blances). Efecto de le-SM

de hidrocortisona (circulos negros) . P < 0.05



-93-

En los cultives a los se afiadid hidrocortisona {(circulos ne_
gros) producen menos inmunoglobulinas que los contreles en
relaciones B/T mayvor de 1. Cuando la relacidn B/T es de 1

o] menos, la produccibn es suéerior (p < 0.05) en los culti_
vos con glucocorticoide,

Sé hicieron cultivos similares a los descritos para la
grifica 9, con poblaciones linfocitarias enriquecidas B y T
de sangre. Los resultados de 6 experimentos pueden observar

se en la grdfica 12.

Como se ve el efecto ejercido por la hidrocortiscna, es
similar al descritq . en- la grafica 9. Cuando la relacidn -
B/T era mayor de 1, dicho agente provoca una sensible disminu
cidn de la produccién (p£ 0.05). En la relacidn B/T de 2/1 no
se ejerce efecto alguno. Cuando se agregaban mas cantidad de
linfocitos T, la hidrocortisona aumentaba la produccidn de -

inmunoglobulinas ( p< 0.05].

En Ia“grafica 13 se.muestran los resultados de 3 experi_
mentos, similares a los descritos en la gr&fica 10, realizados

con poblaciones de sangre.

Como puede verse los efectos encontrados son idénticos a
los ya comentados.

Estos experimentos demuestran que el efecto producido por
la hidrocortiscna, es similar en las poblaciones de sangre y -

amigdala, como era ya apuntadoc en los puntos anteriores.

Se han realizado experimentos con el mismo esquema opera
tivo, para determinar cual es la dosis m&s activa de hidrocorti
sona (Tabla 10). Como puede verse no existen grandes diferen =
cias entre usar concentraciones de hidrocortisona de lO?SM o}
10 M (dosis farmacoldgicas). A dosis fisioldgicas (lOFBM) sin
embargo, no se observan los efectos descritos, obteni&ndose va

lores no diferenciables de los cultivos sin hidrocortisona.
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CRAFPICA 12: Produccidn de IgM de cultivos estimulados con DI en los
cue a

250x103 linfocitos B de sanore se agregan cantidades crecientes
de linfocitos T de sangre (circulos blancos). Efecto de lO—SM de hidro
cortisona {circulos negros) . o < 0.05
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GRAFICA 13: Procduccidn de IglM de cultivos estimulados por DM en los aque

a 125x10° linfocitos B de sangre se le ac¢regan cantidades crecientes de
linfocitos T de sangre {(circulos blancos). Efecto de lO-5 M de hidrocor

tisona (circulos negros)



TABLA 10

%10~ LINFOCITOS T DE AMIGDALA ANADIDOS A 250.0000 LINFOCITOS B DE AMIGDALA

0 5 25 125 250

0 680.0 6.511.5 22.938  21.553.8 13.833.8
(£213.3) (1154.1) (3.712.9) (6.050.4) (4.252.6)

HCO 107 °M 1.841.5 6.900.0 21.946.1 24.950.7
(460.2) (1.547.2) (3.580.7) (5.863.3)

p 0.005 p 0.005 — p 0.05

HCO 10 %M 2.323.9 8.135.0 20.792.2 © 22.888.6
(687.1) (2.005.5) (4.137.6) (5.317.9)

p 0.01 p 0.0l —— p 0.05

HCO 10 8m 3.728.0 19.920.0 23.100.0 14.400.0
(1.811.4) (5.604.2) (7.433.5) (5.801.4)

3

TABLA 10: Produccién de IgM de cultivos estimulados por PWM en los que a 250x107 linfocitos B

de amigdala se le agregan cantidades crecientes de linfocitos T de amigdala

Efecto de hidrocortisona a diversas dosis

.—96—
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El determinar si para el efecto de mayor produccién de
inmungglobuiina en cultivos de linfocitos estimulados con PWM
v adicionados con hidrocortisona (10ﬂ5ﬂ) era determinante la
existencia de una relacidn B/T favorable a los T, no podia -
hacerse con el tiﬁo de exﬁerimentos-descritos, dado que €l -
aumentar el ntmero de linfocitos T, y bor tanto la concentra
cidén de c&lulas en el cultivo por encima de 2x106/ml, daba -
lugar a malas condiciones de cultivo ﬁor sobrepoblacidn - del
mismo, que hace de dificil evaluacidn los resultados.

Por ello se hicieron cultivos en los que se mantenia -
una cantidad constante de linfocitos T (250.000}, y se les -
iban agregando cantidades decrecientes de linfocitos B -
(125.000, 63.000, 31.000, 16.000, 8.000}. Con ello se conse_
gulan mezclas con una relacifn B/T menor de 1 y no afectadas

por problemas de sobrepoblaciones en los cultivoes.

Los resultados de la cantidad de IgM de 7 experimentos
realizados con linfocitos de amigadala se muestran en la gré
fica 14.

En ella se comprueba gue la cantidad de IgM producida -
en losg cultivos, desciende en relacifn al menor nfimero de lin
focitos B en el mismo. Cuando se agrega hidrocortisona a la -

concentracifn de 1077

M (cffculos negros) , se consigue una cur
. 4 . .
va paralela a la sin el agente (circulos blancos), perc cons-

tantemente superiocr ( p <  0.01).

Esto viene a confirmar que el efecto de aumento de la -
produccidn de inmunoglobulinas inducida por el PWM, debido a
la hidrocortisona, se mantiene de forma constante en la pre-

sencia de una relacidn B/T menor de 1.

Todos estos experimentos indican que los glucocorticoides

ejercen un doble efecto sobre la produccidn de inmunoglobulinas

en cultivos estimulados por PWM: en relaciones B/T mayores de
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GRAFICA 14: Produccidn de IgM de cultivos estimulados por PWM, en los
linfocitos T de amigdala se le agrecan cantidades decre

gue a 250x103
cientes de linfocitos B de amiodala. Sin hidrocortisona (circulos blan

cos) con 10771 hidrocortisona (circulos negros) , p € 0.01
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1 disminuyen la produccibn, vy en relaciones B/T menores de 1
provocan un aumento de la misma.

Estos efectos son ejercidos sobre los linfocitos, de -
forma independiente a la proveniencia de los mismos, puesto
gue son identicamente demostrable en poblaciones de sangre
y amigdala.

La actuaci®én descrita para estos agentes son claramente

observables a d6sis farmacoldgicas de los mismos (lO_SM, lO—GM).

10.- COMPARACION DEL EFECTO DE LA HIDROCORTISONA Y LA IRRADIA-
CION DE LINFCGCITOS T SOBRE LA PRODUCCION DE INMUNOGLOBULI
NAS EN CULTIVOS DE LINFOCITOS ESTIMULADQS CON PWM.

. Se pretende comparar los efectos de los glucocorticoides
en el sistema de producci&n de inmunoglobulinas en cultivos de
linfocitos estimulados con PWM, con los efectos que linfocitos
T irradiados a 2000 rads ejercen en el mismo sistema. Para ello
se hicieron experimentos similares a los mostrados en la grafi-
ca 9. Los resultados de cuatro experimentos pueden chservarse
en la grafica 15.

En A se muestran el efecto de la hidrocortisona ya anterior
mente descrito. En B se ha repetido el experimento anterior agre
gando linfocitos T (circulos blancos) vy linfocitos T irradiados

5

a 2000 rads (triéhgulos blancos)] y ademds con 10" °M de hidrocor-

tisona (tridngulos negros). Como puede verse, la accibén de los

linfocitos T irradiados sobre la produccidn de inmunoglobulinas
es sensiblemente parecido al producido por los glucocorticoides;
la produccién de inmunoglobulinas es inferior en los cultivos en

los que la relacidn B/T es mayor de 1, pero en torno a2 1/1 se -
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CRAFICA 15: Comparacidn del efecto de la hidrocortisona vy la irradiacidn

sobre la produccidn de Ig! de cultivos de mezclas de linfocitos de amigda
la estimulada por DP¥M, B) R 250x103 linfocitos B se le agregan cantidades
crecientes de liinfocitos T. Sin hidrocortisona (circulos blancos) con -
hidrocortisona (circulos negros). B)A 250x103 linfocitos B se le agregan
cantidades crecientes de linfocitos T (circulos blancos), linfocitos T
irradiados a 2000 rads sin hidrocortisona (tridngulos blancos)}, v con -

-

-5 o , . -
10 M hidrocortisona {tri@nculcs negros).
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hace superior. El mdximo de produccién conseguida con linfo-
citos T irradiados es superior, y desplazado a una relacién
B/T de 1.

Cuando a estos cultivos se les attadia hidrocortisona
. s .
(tridngulos negros) se obtenia un nuevo desplazamiento de la
curva de produccibdn hacia la derecha, gue se muestra como una

curva agudamente ascendente.

De la comparacibén de A y B puede deducirse que los meca
nismos que intervienen en el efecto descrito para los glucocor
ticoides, pueden ser los mismos que los involucrados en la -
actividad de los linfocitos T irradiados, va que los resulta-
dos finales son similares. Por otra parte ambas actividades -
son adicionables, ya que la suma de las mismas (triangulos ne

gros} produce tambien una suma de efectos.

11.- EFECTO DPE LOS GLUCOCORTiCOIDES SOBRE LA ACTIVIDAD REGULA-
DORA DE LINFOCITOS T PRETRATADCS CON CON A EN LA PRODUC -
CION DE INMUNOGLOBULINAS EN CULTIVQS DE LINFOCITOS ESTI -
MULADOS CON PWM.

Los linfocitos T cultivados durante 48 horas en presencia
de Con A a dOsis mitogénicas ( 10 jpgr/ml), presentan una acti-
vidad reguladora predominantemente negativa sobre la produccion
de inmunoglobulinas estimuladas con PWM, como se ha descrito -
previamente. Se persigue en estos experimentos ver el efecto -

gue la hidrocortisona ejerce sobre esta actividad.

Por ello se estudiaron poblacicnes de amigdala,agregéhdg
se a una cantidad constante de linfocitos B (250.000) cantida-
des crecientes (1000, 5000, 25000, 125000, 250000) de linfoci-
tos T controles precultivados sin Con A (circulos blancos) ,

precultivados con Con A (tridangulos blancos)y precultivados con
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GRAFICA 16: Produccibn de IgM en cultivos de linfocitos de amigdala -

estimulados por P¥M,

A 250x10°

linfocitos B se le agregan cantidades

crecientes de linfocitos T precultivados sin Con A (cSrculos blancoes)

linfocitos T precul

blancos), y con 10~

tivados con Con A sin hidrocortisona (triangulos -

> M hidrocortisona (trifngulos negros). Las signifi

caciones se detallan en el texto.
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Con A y adicionados al inicio del cocultiyo con 107°1 hidro

cortisona (tridngulos negros).

Los resultados de 6 experimentos se expresan en la gré
fica 16. Como puede verse los linfocitos pretratados con ConA
se comportan de forma distinta a los precultivados sin ConA.
Mientras que estos dan lugar a una curva de produccién de in-
munoglobulinas similar a la que producen linfocitos T contro-
les, aguellos dan mayor producccidn de inmunoglobulinas cuan-
do son agregadas muy pequenas cantidades.de linfocitos T -
(p€ 0.01) siendo sin embargo mucho m&s bajas en los cultivos
con mayores cantidades de linfocitos T ( p< 0.001) . El pre
tratamiento con Con A provoca por tanto un desplazamiento del
maximo de produccidén hacia la izquierda (relacibn B/T de 250/1
6 100/1), asi como una disminucidén del mismo v un predominio

de la actividad negativa en el sistema.

Cuando se compara el efecto de los linfocitos T tratados
con Con A (tridngulos blancos), con los mismos. al afiadf{rseles

hidrocortisona a 10"-5

M (tridngulos negros), se observa que en
el segundo caso existe una disminucidn de la actividad coopera
dora inicial ( p &£ 0.01), vy un aumento de la produccidn de -
inmunoglobulinas por encima de la conseguida sin glucocorticol

des en la fase de accidn supresora de estas c&lulas (p £ 0.05).

No obstante la reversidn obtenida por la hidrocortisona
sobre la actividad de leos linfocitos tratados con Con A, no se
consigue inhibir absolutamente la funcidn de estas c&lulas, -
fa que las produccicnes de inmunoglcobulinas alcanzadas siguen
siendo inferiores a las inducidas por linfocitos T brecultivaﬁ

dos sin Con A.

Estos datos indican, que la hidrocortisona revierte de
forma parcial, pero significativamente. la funcitn supresora -

de los linfocitos T pretratados con Con A,
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12.- EFECTO DE LA DISMINUCION DE CELULAS ENE POSITIVAS (MONO
CITOS).SOBRE LA ACCION DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA
PRODUCCION DE INMUNOGLOBULINAS EN CULTIVOS DE LINFOCITOS
ESTIMULAbOS CON PWM, o

El propd%ito de estos experimentos era ver el papel, -
que en el efecto ejercido por los glucocorticoides en este sis
tema, juegan los monocitos, siendo esta poblacién identificada
por su tincidn positiva para esterasas no es?ecfficas. Median-
te técnicas de adherencia se obtuvieron poblaciones linfocita-
rias de amigdala relativamente deplecionadas en cé&lulas identi
ficadas por este marcador como de la serie monocito-macréfago.
Con estas técnicas se consiguid disminuir la proporcidn de mo-
nocitos de un 5,2% (¥ 1-8) a un 1% (¥ 0.5) ( p <& 0.01). Se -
compararon para el efecto que nos ocupa, mezclas como las deg
critas para la grafica 9, de poblaciones controles (A) o pobla
ciones deplecionadas de monocitos (B). Los resultados de 6 -

experimentos se exponen en la gré&fica 17.

Como se ve en A los resultados son similares alos expues-—
tos yva anteriormente comc era de esperar; curva de produccién -
en los cultivos control (cfrculos blancos) y curva de cultivos
tratados con hidrocortisona (cfrculos negros). En presencia de
una relacidn B/T mayor de 1, la produccidn de inmunoglobulinas
egs inferior al ahadir hidrocortiscona ( p <& 0.05). En presencia
de una relacidén B/T de 1/1, la produccidn es incrementada por -
el agente (p< 0.05).

Cuando se hace el mismo experimento con poblaciones deple
cionadas de monocitos (B), se observa que los cultivos sin hi-
drocortisona dan lugar a una curva de produccién de inmunoglo-
bulinas (circulos blancos) ?arecida a su andloga en A, si bien

cabe destacar que en algunos puntos es discretamente inferior,
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GRAFPICA 17: Efecto de la hidrocortisona sobre la funcidn de los

monocitos. Produccibdn de IgM en cultivos de linfocitos de amigdala
estimulados con P, A 250x103 linfocitos B se le agregan cantida

des crecientes de linfocitos T. A) Poblaciones sin deplecionar -

(5.2% £ 1.2 monocitos). B) Poblacién deplecionada (1%% 0.5 mono-

citos). 8Sin hidrocortisona {(circulos blancos) con 10_5 M hidrocor

tisona (circulos negros) . p<0.05, p«0.01
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Cuando se afiade hidrocortisona {cfrculos negros) se aprecia
la produccién de inmunoglobulinas en los puntos en los que
la relacion B/T es muy favorable a los linfocitos B ser si-
milar a la de los cultivos no tratados con hidrocortisona,
de forma contraria a lo observado en A. Cuande la relacidn
B/T se acerca a 1, se observa un aumento de la produccifn

de inmunoglobulinas { p < 0.,01) similar al detectado en A,

Estos experimentos sugieren que la accidn depresora de
los glucocorticcoides en presencia de una relacidn B/T mayor
gque 1 se encuentra vehiculado por los monocitos, ya que la
deplecidén de los mismos se acompana de la desaparicidén de -~
este efecto. Sin embargo la presencia o no de monocitos no
parece jugar papel en el efecto incrementador de la produc-
cidén de inmunoglobulinas que median estos agentes en cultivos

de linfocitoscon relacidn B/T igual o inferior a 1.

Para asegurar este punto se hicieron 8 experimentos -
(figura 3) con linfocitos totales de sangre, que, como ya se
expuso, tienen una relacion B/T muy inferior a 1. Para ello
se compararon poblaciones linfocitarias sanguineas deplecio-
nadas (barras rayadas) o sin deplecionar (barras blancas) de
monocitos por técnicas de adherencia, y se les ahadi® hidrocor
tisona (B) o no (A) . La disminucidén de monocitos obtenida -
por técnicas de adherencia, rédujo el nfimero de los mismos -
desde un 24,8% (¥ 2.7) a un 6,3% (£ 1.6) (p < 0.01).

7 Como puede observarse en A al deplecionar monocitos se
obtiene un descenso de la produccidn de inmunoglobulinas’(p&
0.05). Cuandc se adiciona hidrocortisona a lOrSM (B), se con
sigue un aumento de la produccidn de inmunoglobulinas, tanto
para la poblacidn no deplecionada (p< 0.05), como para la de-
plecicnada (p<: 0.01).

Esto confirma, que el efecto de aumento de la produccidn
de inmunoglobulinas que genera la adicidn de glucocorticoides

en cultivos con una relacidén B/T inferior a 1, es independiente
de la presencia de monocitos.
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FICURA 3:

Efecto de la hidrocortisona sobre la funcibn de los moﬁocitqs
Produccidn de IgM en cultivos de linfocitos de sangre (1xlOGlinf/ml) -
estimulados por PWM. Poblacidn. < sin deplecionar (24.8%% 2.7monocitos)
(barras khlancas), y deplecionadas (6.3%i 1.6 monocitos) (barras raya-
das}). A) sin hidrocortisona. B) Con lOFSM hidrocortisona. Significa-

ciones constan en el texto.
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En el presente trabajo se ahonda en la accifn gque ejercen
los glucocorticoides sobre diversas funciones de los linfo
citos humanos in wvitro,

En primer lugar se estudian los efectos de estos agen
tes sobre la proliferacidn de los linfocitos estimulados con
mitégenos, Dicha proliferacién requiere obviamente sintesis
de DNA, por lo que para medirla se ha usado una técnida de
seguimiento de la neoformacién de esta macromolé&cula revela
da por la incorporacién de timidina tritiada. Los glucocorti
coides provocan una inhibicién de la ?roliferacién en los -
experimentos presentados. Esta inhibicién es dosis—de?endieﬂ
te, vy no se debe, dentro del rango de concentraciones usadas,
a un efecto de toxicidad celular. La inhibicidn, muy suave a
concentraciones fisiolb6gicas de estos farmacos, se hace mas
consistente a concentraciones farmacol8gicas {dato que es Gtil
resaltar como veremos mas adelante), aunque respetando gran
parte de la actividad proliferativa de las c&lulas. La respues
ta a los diferentes mitbgenos testados (PHA,PWM, y Con A) -
muestran una inhibicién paralela tras la adicidn de estos ' -
agentes, aungue es algo mayor para la estimulacidén por Con A
y menor para PWM, siendo intermedio el efecto para la PHA. Los
dos glucocorticoides usados muestran parecido grado de activi
dad, Estos resultados en su conjunto estln de acuerdo con lo
publicado por otros (FAUCI, A.S., DALE, D.C., y BALOW, J.E.,
1976), ( YU, D.T.Y. 1977).

Este efecto de inhibicidn de la proliferacidn linfocita
ria por mitSgenos, no debe entenderse como una accibén homogé
nea sobre todos los linfocitos, sino mas bien, como un efecto
especifico sobre determinadas poblaciones de los mismos. Asi
en cultivos estimulados con PHA, se ha comprobado que dexame
tasona a dosis farmacolbgicas, ﬁrovoca un aumento de linfoci
tos T portadores de receptores para el Fc de la IgM (TILLYER,
C.R., y BUTTERWORTH, P.H.W. 1980).En cultivos no estimulados

de linfocitos T humanos se ha comprobado, que tras la adicidn
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de hidrocortisona y metilprednisolona en estas dosis, se
produce una disminucidn de linfocitos T con receptores para
el Fc de la IgG (GUPTA, S; y GOOD, R;A;t 1977). Estos hechos
sumados a los efectos diferenciales que estos f&rmacos poseen
sobre la ciné&tica de supcblacicnes de linfocitos in vivoe, -
sugieren gue el efecto demostrédo sobre la proliferacién se
halla ligado a acciones esbecificas sobre diversas subpobla-

ciones celulares en juego en este sistema.

Posteriormente gse ha analizado la accidn de estos far-
macos sobre la produccidn de inmunoglobulinas por linfocitos
humanos. Esto se ha realizado en un sistema de cultivos de -
linfocitos estimulados con PWM. Este mitdgeno es capaz de es
timular in vitro el paso de linfocitos B a plasméticas, y -
por consiguiente la sintesis presenta la ventaja de ser T-de
pendiente, por lo gue puede ser usado en el estudio de la -
interaccidn celular y de la regulacidn de la respuesta. La -

‘medida de las inmunoglobulinas producidas se ha efectuado me-

diante una sensible té&cnica de RIA.

En contraste con el efecto de inhibicidn encontradec para
la proliferacidn, la produccidén de inmunoglcbulinas es amuenta
@a tras la adicidn de hidrocortisona o prednisclona. Este aumen
to ocurre en cultivos de linfocitos sanguineos a dosis farma-
°M a 107%M). A dosis fisioldgicas (107" - lO-8M)
el efecto era menos llamativo. Este hallazgo coincide con el -
descrito poxr otros autores ( FAUCI, A.S., PRATT, K,R., yv WHAL-
EN,G., 1977), ( COOPER, D.A., DUCKETT, M., PETT, V., ¥ PENNY,

R.(1979). El grado de aumento es aproximadamente el doble de -

colégicas (10~

la produccidn alcanzada en los cultivos a los que no se ahadia
glucocorticoides siendo esto similar a lo detectado por FAUCIT
y cols, 1977).

Aunque el efecto de aumento era similar para las tres cla

ses principales de inmunoglobulinas ( IgG, IgaA, IgM), era mas
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significativ© para la IgM. Este dato contrasta con lo encontra
do por COOPER y cols.(1979), ya que estos autores encontraban -
mas significativo el efecto para la IgG. Esta disparidad puede
posiblemente explicarse_por el uso de diferentes reactivos en
la técnica de deteccidn. No se observan diferencias entre los
efectos producidos por prednisolona o hidrocortisona. COOPER
y cols (1979) han ampliado este estudio usando otros glucocor-

ticoides, encontrando parecida actividad en todos ellos.

El efecto de aumento de produccidn de inmunoglobulinas -
de linfocitos sanguiheos, no se debe a una mayor capacidad pro
ductora de cada célula plasmitica, sino a la generacidn de un
mayor nfimero de estas células, como sugiere el hallazgo de un
aumento paralelo al de la produccidn de inmunoglobulinas, de las
c&lulas etiquetables como plasmacitoides por su tincidn cito-
plasmitica con suero antiinmunoglobulinas fluorescinado. Por lo
tanto estos agentes hacen madurar mayor cantidad de linfocitos
B hacia su transformacidn en cé&lulas plasmaticas productoras de

inmunoglobulinas.

La cinética de la secreccidn de inmunoglobulinas en estos
cultivosno sufre cambios significativos con la adicidén de los
glucocorticoiedes hasta =21 guinto dia de cultivo. A partir de
aqui, se aprecia un aumento significativo de la produccidn de

inmunoglobulinas.

Si bien los glucocorticoides solos no ejercen accidn -

alguna sobre la produccidn de inmunoglobulinas de cultivos no
estimulados, el efecto descrito se manifiesta claramente scbre
los cultivos estimulados con PWM. Pero para elle es necesario
que estos agentes se adicionen al cultivo en los primeros mome
ntos del misme. En los ex?erimentos mostrados cuando se anade
el farmaco a las 24 horas de iniciado el cultivo, se detecta -
un muy ligero efecto, si se compara con los cultivos a los que

ge adiciond el agente en el inicic del misme, v no se cbhserva
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efecto cuando se afiade a las 48 horas. Estos hechos coinciden
con los descriteos por FAUCI y cols (1977) y COOPER y cols. -
(1979) . Experimentos en los que se adicionaba glucocorticoides
para producir un aumento en la produccidn de anticuerpos espe
cificos en cultivos estimulados con antigeno, serequeria la pre
sencia de estos agentes en los érimeros dias de cultivo, pero
no eran necesarios en ia éropia fase de produccidn de anticu-
erpos (HALLYDAY, W.J., y GARVEY, J.5. 1964). FAUCI y cols. -
{(1977) han mostrado que linfocitos érecultivados con hidrocoxr
tisona y posteriormente lavados no producian mayor cantidad -
de inmunoglobulinas cuando eran estimulados con PWM, siendo -
necesaria la presencia conjunta de ambas sustancias para pro
ducir el efecto. Estos datos sugieren que los glucocorticoides
actuan sobre los primeros momentos de la activacidn linfocita-

ria por el PWM.

El efecto de los glucocorticoides no se ejerce mediante
sefilales cooperadoras directas sobre los linfocitos efectores
en este sistema: los linfocitos B. Poblaciones enriguecidas en
linfocitos B son inca?aces de'producir'cantidades apreciables
de inmunoglobulinas como res?uesta al PWM, y esto no se modifi
ca con la adicion de glucocorticoides. Sin embargo el efecto -
puede reproducirse al anadir a estos cultivos linfocitos T. Por
lo tanto los glucocorticeoides por si mismos no aportan sehales

cooperadoras similares a las generadas por los linfocitos T.

La produccidn de inmunoglobulihas en cultivos de linfoci
tos de amigdala en respuesta al PWM, no se ve afectada de la -~
misma forma que la de linfocitos sanguineos. Este hecho sugiere
la posibilidad de gue el fendmeno descrito se encuentre en re-
lacibn con las diferencias existentes entre ambos territorios.
Estas diferencias son en ?rimer lugar, las inherentes & las =
desiguales proporciones que de las diferentes subpoblaciones -
celulares involucradas, existen entre estos 6rganos. Asi mien-
tras la relacidn B/T en la amfgdala es ﬁiéxima a'l; en la san-

gre es muy inferior a esta cifra.
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Ello condujo a estudiar el fendmeno descrito mezclando
linfocitos B y T en diferentes proporcionesﬂ Estos experimeg
tos confirmaron el supuesto de que estas sustancias, poseen
un papel modulador sobre la produccién de inmunoglobulinas -
en este sistema. Asi en poblaciones de linfocitos en los que
la relacion B/T es inferior a 1, ya sea artificialmente crea
da como en estos experimentos, o naturalmente existente como
en el caso de los linfocitos sanguineos, los glucocoticoides
actuan acrecentando la produccidn de inmunoglobulinas. Por el
contraric en poblaciones celulares con una relacidn B/T supe_
rior a 1, los glucocorticoides conducen a un significativo -
descenso de la produccidn de inmunoglobulinas. En situaciones
de relacidn B/T prdxima a 1, como ocurre en la amigdala, los
glucocorticoides no modifican significativamente la produc--
cibn de inmunoglobulinas . Segun esto la diferente modulacidn
ejercida por estos agentes sobre la respuesta al PWM de lin-
focitos de sangre y amigdala, puede ser explicada por las -
diversas relaciones B/T existentes, mas que expresar diferen
cias sustanciales entre ambas pobilaciones. No obstante es -
necesario senalar, lo significativamente mas elevada respues
ta de los: linfocitos de amigdala, en relacidn con los de san
gre. La explicacién de este hecho puede residir en el distin
to caracter de estos territorios: la sangre como drgano de
relacién, y la amfigdala como &rgano de respuesta ante los an
tigenos del tubo digestivo, ¥y por lo tanto con linfocitos mas

activados.

Una serie de autores (SAXOH. A.R,, v cols.1977),(DE.LA
CONCHA, E., y cols, 1977),( PLATTS-MILLS, T,.A..E., vy cols,1979),
(ASHMAN, R.S., y cols, 1980) han utilizado en este sistema los
cultivos en los gue se agregan cantidades crecientes de lin-
focitos T a una cantidad fija de linfocitos B, como medio de
andlisis de la interaccién celular. Con este tipo de experi-

mentos se obtiene una curva de produccidén de inmunoglobulina
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en respuesta al PWM de tipo gaussiano. Cada punto de la misma
es entendido como la resultante de un balance entre los efec
tos positivos ¥y negativos,.que se generan en el sistema. =
Estos efectos son fundamentalmente broducidos ﬁor diferentes
poblaciones de linfocitos T, bien cooberadores o suéresores.
En los seres humanos no se tiene la bosibilidad de distinguir
claramente estas subéoblaciones de linfocitos T reguladores,
aungue su existencia e importancia son mas dque probables. Por
todo elloc se asume que en este sistema, la mayor ﬁroduccién~
de inmunoglobulina en la primera fase de la curva es expre—
sidn de un predominio de la funcidn de los linfocitos T coo-
peradores sobre los T supresores, y lo contrario en la fase
degscendente de la curva..Nc obstante no se conoce cual es el
caracter y la fenomenologia de las sefiales positivas y nega-
tivas en este sistema, asi como el papel del monocito, u -
otras posibles subpobalciones celulares funcionales en el -

mismo.

Al analizar la funcidn de los glucocorticoides en este
tipo de experimentos, se observa que dichas sustancias produ
cen un doble efecto: por un lado provocan un desplazamiento
de la curva de produccidn a la derecha, haciendo que sea, en
presencia de las mismas, necesaria una mayor cantidad de lin
focitos T para conseguir una determinada cantidad de inmuno-
globulinas que la gue se requiere en ausencia del f&rmaco; en
segundo término el ma&ximo cue se puedeconseguir en los cultivos
con estos agentes, es superior al alcanzado sin ellos, si -
bien para conseguirlo es necesario agregar mayor nlmero de -
linfocitos T que en los cultivos con PWM exclusivamente. De
forma bastante_xepxoduciblep las curvas se igualan cuando la
relacidén B/T se aproxima a 1. Este ﬁunto ﬁarece dividir el =-
efecto en dos partes. En la érimera {(cultivos con relacidn -

B/T mayor a 1), decrece la produccitn de inmunoglobulinas con
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los glucocorticoides en la segunda {cultivos con relaciétn B/T
inferior a 1), la aumentan. Este ultimo hecho se confirma en
aquellos exéerimentos en gue se mantiene una cantidad fija -
de linfocitos T y se agregan cantidades variables de linfoci
tos B, aungue siemére inferiores; en todos ellos se observa

un consistente efecto de aumento de reséuesta tras la adicidn

del f&rmaco.

Estos hechos no son es?ecificos de una poblacién linfo
citaria determinada, dado que de forma muy similar, son obser
vables en sangre y amigdala dos territorios del sistema inmu

ne de marcadas diferencias funcionales.

La importancia de la relacidén B/T en la determinacidn
de este fenfmeno modulador, viene ademés aubrayada por el -
hecho de gque cuando se estudian cultivos en los que gracias
a ugar una baja cantidad de linfocitos B se elimina 1a parte
decendente de la respuesta (zona de éredominio supresor), el

efecto descrito se mantiene en los mismos té&rminos.

Muchas son las explicaciones ﬁosibles de este fendmeno.
Esta multi?licidad viene dada por lo comﬁlejo de las interac
ciones celulares en este 51stema . Asi un defecto de activi-
dad del sistema revelado por una menor produc01on de inmunogls_
bulinas, puede deberse a un defecto de la cantidad de estimu-
los positivos, emanados de los linfocitos T cooﬁeradores o -
quizas de otras célulasﬂ a un aumento de los estimulos negati
vos de los linfocitos. T supresores y monocitos, o a un efecto
o cambic en la habilidad de responder por parte del linfocito
B.

Por el contrario, un aumento de la activiad del siste-
ma, detectada por una mayor producc16n de inmunoglobulinas,
puede. expllcarse por mecanlsmos opuestos a los anteriores: es

decir, 1una mayor capaC1dad para enGendrar estimulos positivos
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por parte de los linfocitos T cooperadores u otras éé,lulasf

una disminucidn de los estimulos reguladores negativos provi
nientes de linfocitos T subresores-o'monocitos, o alteracio-
nes de los linfocitos B que los hagan mas asequibles a los =

estimulos positivos y menos a los negativos.

El mecanismo por el cual los glucocorticoides ejercen
las acciones descritas, debe explicarse a través de esta red

de interacciones celulares.

La irradiacidn de linfocitos T provoca una serie de -
cambios funcionales en los mismos. Estos cambios han sido es
tudiados por una serie de autores (MORITO, T., y cols., 1980},
(SIEGAL, F.P. y SIEGAL, M., 1977), ({ KISHIMOTO, S., y cols.
1979), (SAXON, A., y cols.1979),( LYDYARD, P.M., y HAYWARD,
A.R., 1979). Estos estudios concluyen que dicho tratamiento
afecta de forma heterogénea a las diferentes sub?oblaciones
de linfocitos T. Asi, mientras producen un ligero efecto -
depresor sobre la actividad T cooberadora, brovoca un ﬁrofua
do efecto inhibidor sobre la T suﬁ:resorar como ex?resién de
una mayor sensibilidad,de la éoblacﬁn celular que la ejecuta,

para la irradiacidn.

Cuando se compara el efecto de linfocitos T irradiados
vy el de los glucocorticoides en el tipo de experimentos que
nos ocupan, se observa una gran similitud entre los resulta-
dos alcanzados en ambos casos. Esto da pie a explicar los me
canismos envueltos en la accidén de los glucocorticoides como
idénticos a los gque sirven de base para la funcidn de los -

linfocitos T irradiados.

Por otra parte es conocido que los linfocitos T precul
tivados con Con A en determinadas condiciones pmodifican su ac
tividad reguladora en este tipo de cultivos, en el sentido de

provocar una peqguefia cooperacidn ( con un mdximo de produccidn
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de inmunoglobulinas menor al consequido con linfocitos T que
‘no han entrado en contacto con Con A) mds precoz (hace falta
menor nfimero de linfocitos T)( e inmediatamente éroducen un
marcado predominio supresor sobre el sistema ( SCHWARTZ, S.
A., y cols,1977)  ( SHOU, L., y cols.1976),( GUPTA, S., ¥ cols.
1979) , ( KRAKAUER, R.S., y cols.-1979), ( MORIMOTO, C., 1978).
Este fenbmeno ha sido interbretado como una activacidn pre-
dominante de los linfocitos T supresores mediante el precul_

tivo con el mitbdgeno Con A,

El ?apel posiblemente'inhibidor de la su?resién ejer-
cido Por los glucocorticoides en los exberimentos mostrados,
hace interesante el observar su accidn sobre los linfocitos'
T pretratados con Con A, en los que como se ha visto, predo-

minan la actividad negativa.

Los exéerimentos realizados en este sentido no a?ortan
conclusiones definitivas. La accidn de los glucocorticoides
sobre este tipo de cultivos es similar a la descrita sobre -
linfocitos T sin tratar: esto es, se consigue un desplazamien
to de la curva de produccidn hacia la derecha, y un méximo de
produccidn mas elevado gue en los cultivos sin el farmaco. No
se observa por tanto un cambic radical en el comportamiento
de los linfocitos T tratados con Con A al afadir glucocortico
ides. Esto, no obstante, si bien no confirma la accidén de los
glucocorticoides sobre la poblacifn supresora, tampoco la -
descarta. En primer lugar la actividad supresorainducidq por
el tratamiento con Con A puede no ser idéntica a la existen-
te de forma natural. Por otra parte puede ocurrir, que el -
tratamiento con el mitégeno de los linfocitos T determine una
limitaci®n irreversible de la actividad cooperadora, por lo
que a pesar de que se inhibiera la actividad supresora, no se
observarian cambios redicales en el com?ortamiento de estas

células.
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Estos resultados entran en contradiccidn con los repog
tados por otros autores (HAYNES, B.F., y FAUCI, A.S., 1979).
Ellos no observan cambios al adicionar hidrocortisona a do=
sis farmacolégicas, sobre la actividad de linfocitos T pre-
tratados con Con A, en la produccisdn de células formadoras -
de placas en respuesta al PWM. La dis?aridad puede explicar-
se porque en el trabajo mencionado se usa una relacidn B/T
de 1, como unico esquema de estudio, y como se extrae del -
presente trabajo,‘asi como de otros (SAXON, A.R, y cols. -
1979), (. ASHMAN, R.S., 1980), ( DE LA CONCHA, E. G., y cols.
1977), (L PLATTS~MILLS, T.A.E., y cols:1979), la regulacidn
de la actividad en este sistema de cultivos, se ve fuertemen
te afectada por la relacidn B/T y por las concentraciones re
lativas y absolutas de cada subéoblacion en los cultivos.
" Por ello es posible no detectar cambios en unas determinadas
condiciones, y obtenerlos al cambiar las mismas. Es por tanto
necesario para analizar los cambios en la regulacidn de la -
?roduccién de inmunoglboulinas en este sistema, el uso de cul
tivos con variadas concentraciones de las diferentes subpobla

ciones celulares envueltas en el mismo.

Otra serie de evidencias adicionales, sugieren la -
accidn inhibidora de los linfocitos T supresores. HAYNES y -
FAUCI(1979) han podido demostrar que la actividad supresora
natural existente en algunos sujetos normales denominado por
ello no- respondedores, y que puede ser evidenciado en cocul
tivos de linfocitos T de estos sujetos y linfocitos B de suje
tos respondedores, es abolida en éresencia de hidrccortisona
Tambien han podido observar este mismo efecto, estudiando lin
 focitos de estos sujetos, extraidos 4 horas despues de gue -
se les hubiera suministrado hidrocortisona por via intraveno
sa ( HAYNES, B,F., KATZ, P,, ¥ FAUCY, A.S, 1979). SAXON, STE
VENS, RAMER, CLEMENST, y YU(1978)han analizado la funcién de
fas~~ diferentes subpoblaciones:linfocitarias involucradas -
en este sistema, antes y 4 horas desﬁues de suministrar metil

prednisolona intravenosa. En estos estudios ellos observan -
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una disminucidén de la actividad supresora de los liﬁﬁocitos
T tras la administracién del farmaco. No obstante debe tener
se en cuenta en los estudios resalizados in vivo, que los =
efectos observados ?ueden_ser debidos a los cambios cinéti_
cos éroducidos por los glucocorticoides sobre diferentes sub
poblaciones de linfocitos T y otras células ( FAUCI, A.S.,

y DALE, D. c. 1974)r { YU D .T., ¥ cols»lQ74)! (. HAYNES, B.
F., y FAUCI, A.S., 1978), mas que a cambios funcionales en
los mismos.

Un hallazgo de interé&s es; gque no solo la irradiacidn
y los glucocorticoides ﬁarecen ejercer un efecto inhibidor
sobre la funcidn supresora, sino que esta misma accibén se ha
demostrado con una serie de sustancias como azatioérina (DI-
MITRIN y FAUCI, 1978). AMP cidico LKATZ y FAUCI 1978), mito
micina C (FAUCI, STEINBERG, HAGNEs; y WHALEN, 1978) y cido-
fosfamida (. STEVENSON y FAUCI 1980) . Un conocido efecto -
comfin a este conjunto de agentes es el de afectar en mayor-
o menor grado la caﬁacidad proliferativa de los linfocitos
en respuesta a mitégenos. Se sabe que la blastogénesis es un
requisito previo para la éroduccién de inmunoglobulinas en
respuesta al PWM ( CHOI, Y.S., y GOOD, R.A., 1977).

Tanto en los experimentos gque se muestran en el pre_
sente trabajo como en los de otros autores ( KIESSLING, M.,
SPECK, B., y GOSELINK, H. 1972),( HEILMAN, D.H., GAMBRILL,
M.R., y LEICHNER, J.P., 1973) se demuestra gque los glucotor
ticoides son inhibidores de la ?roliferacién. Se ha podido
comprobar que esta inhibicidn recae scbre los linfocitos T
no afecténdose la proliferacién de los linfocitos B (BLOMG
REN, H., y ANDERSSON, B., 1976).Los linfocitos T cooperado
res no necesitan proliﬁerar en este sistema para efectuar -
su misidn (KEIGHTLEY, R.G., y cols. 1976} . Estos hechos apun
tan a un ?aralelismo entre dos efectos simult&neos de los -



glucocorticoidessi ?or un ladeo provocan una inhibicién de
la proliferacidn, y por otrc de la funcién de los linfo
citos T supresores. Es posible que ambos fendmenos estén
funcionalmente ligados, si, como parece, los linfocitos T
supresores necesitan proliferar para ejercer su funcidn.
Asi la inhibicidn de la misma podria venir mediada por
la inhibicién especifica de la cabacidad proliferativa

de esta subpoblacidn.

Se han realizado exﬁerimentos con el objeto de ana-
lizar el papel de los monocitos en el efecto ejercido por
los glucocorticoides. Para ello se han comparado cultivos
de ?oblaciones celulares antes y despues de ser depleciona
das de monocitos por técnicas de adherencia, De estas ob
servaciones puede deducirse que no se aprecian cambios en
las curvas de produccidn de inmunoglobulinas en respuesta

al PWM entre ambas poblaciones. Cuando se anaden glucocor
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ticoides, la curva de produccidn de inmunoglobulinas corres

pondiente a la poblacidn deplecionada de monocitos no pre
senta una disminucidn de la produccidn de los cultivos con
relacidén B/T mayor a l,como la que es apreciable en los culti
vos de poblaciones no deplecionadas. Por el contrario, la
fase de aumento de la produccidn inducida por los glucocor
ticoides en los cultivos con relacidn B/T menor de 1, se
mantiene gensiblemente similar a la evidenciada en la po-
blacién no deplecionada. Esto Gltimo es corroborado en los
experimentos mostrados en linfocitos sanguineos cuya rela
cién B/T es muy inferior a 1. Cuando se compara la respues
ta de poblaciones totales y deplecionadas de monocitos, se
observa un descenso de la misma en estas (iltimas. Este des
censo puede deberse a la deplecidh relativa de ciertos 1lin
focitos B adherentes ( FAUCI, 1979), que a la deplecidn de

monocitos, puesto que para gue mediante esta se produzca una

disminucidén importante de la respussta, es necesaria una de



plecidn mayor en estas celulas que la alcanzada, No obstan
te la menor produccién de inmunoglobulinas en estos culti-

vos, la adicibdn de glucocorticoides conduce a una respues
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ta aumentada, de forma parecida a lo que ocurre en la pobla

cidén sin deplecionar.

_ Estos hallazgos sugieren que la deﬁlecién de monoci-
tos, revierte el efecto de descenso de los glucocorticoides
sobre la respuesta de cultivos con relacidn B/T mayor de 1.
mientras que no afecta el resto del fendmeno. Los monocitos
por tanto, en presencia de una relacidn B/T mayor de 1, -
serian estimulados bor los glucocorticoides ?ara ?roducir
sefiales supresoras sobre el sistema, bien sobre el linfoci

to B directamente, bien sobre los linfocitos T reguladores.

La actividad de los monocitos en el 51stema que nos
ocupa estd aln sujeta a controver51a. En los prlmeros tra
bajos gue tratan el tema (BALOW, J.E., y ROSENTHAL, A.S.,
1973),( WAHL, S.M., y colsle75), ( McMILLAN, R., y cols,

1976), se afirma que la deplecidn de los mismos no afecta

la respuesta. Posteriormente, en estudios en los que se usa

ban técnicas de deplecidn mas eficaces de estas cé&lulas, se

obtenian resultados gue obligan a admitir la necesidad de

la presencia de los mismos para una respuesta correcta, sien

do esta funcidn garantizada por cifras tan pequefias como 1%
-4% de monocitos en el cultivo ( BLEASE, R.M., y cols. 1977)

( KNAPP, W., y BAUMGARTEN, G., 1978). Este hecho se corrobo

raba en otro trabajo en el que se demotraba la respuesta -
abolida en poblaciones altamente deplecionadas de monocitos
Tras la adicidn de cantidades relativamente pequenas de una
suspensién enrigquecida en estas c&lulas se obtenia”de nuevo
una produccidn normal de inmuncglobulinas ( ASHMAN, R.S.,y
cols., 1980) . Recientemente se ha comprobado el pa?el regula
dor de los monocitos en laproduccidn de inmunoglobulinas en

respuesta al PWM, demostrindose la capacidad de estas célu-
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las para potenciar o suprimir dicha respuesta, dependiendo
de la cantidad de los mismos adicionada a una cantidad fi-
ja de linfocitos By T (AGMELING—MEYLING( F., y WALDMANN,
T.A. 1981). Es por tanto cada vez mas evidente gque los mo
nocitos son necesarios en este tipo de cultivos, aunque -
quizds con un 1% de los mismos sea suficiente para ejercer
su funcidn, asi como la caéacidad reguladora potencial, -
tanto positiva como negativa de estas cé&lulas. No se cono-
cen los factores que condicionan las habilidades reguladoras
de estas cé&lulas, si bien no puede descartarse que las pro
?orciones en que se encuentran las c&lulas que intervienen -

en la produccidn de inmuncglobulinas, sea uno de ellos.

En los experimentos mostrados en este trabajo, no se
evidencian cambios en las respuestas obtenidas tras el esti-
mulo de PWM, con la deplecidn de monocitos. La razdtn de este
hecho puede residir en que los niveles conseguidos de deple
cidn de estas c&lulas, aungue sustanciales, nunca redujeron
la proporcidn de las mismas por debajo de un 1%, cifra al
parecer suficiente para gque no se observen alteraciones im-

portantes de la respuesta,

Estos resultados, por tanto, parecen indicar gue si -
bien la deplecidn de monocitos no ha sido lo suficientemente
efectiva para alterar 1la respuesta, si se ha conseguidc con
ella sustraer la poblacidn de los mismos, respcnsable de la
disminucidn de la produccidn de inmunoglobulinas observada
al afiadir glucocorticoides en cultivos con una relacidn B/T
mayor a 1. Esta subpoblacidén seria la encargada de, tras ser
activada por dichas sustancias, inducir un efecto supresor
en el sistema.

En los cultivos utilizados, la cantidad de monocitos
era aportada en la poblacidn enriquecida en linfocitos B, -

siendo ﬁor tanto fija a lo largo de todos los cultivos. No
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obstante, vy dada la indudable capacidad reguladora de estas
células en el sistema, no debe extrahar el que puedan obser
varse actividades diferenciales en la funcifn de estas célu_
las a lo largo de la curva de produccidn, puesto que si bien
el ntmero de monocitos se mantiene constante a lo largo de
todos los cultivos, tanto la concentracifn total de cé&lulas,
comolas regulacior=B%, monocitos-T, éon cambiadas en los mis
mos, pudiendo ser los condicionantes de la actividad o inhi

bicidn del fenbmeno supresor producido por los monocitos.

Puesto que en los resultados expuestos, el efecto de -
los glucocorticoides es similar en las respuestas de las po-
blaciones deplecionadas y no deplecionadas en cultivos en los
que la relacidn B/T se hace inferior o igual a 1, cabe pensar
que el efecto supresor de los monocitos mediado por los gluco
corticoides, es revertido en estas condiciones. Esto sugiere
que quizd el efecto ejercido por los monocitos tiene como cé@
lula diana a los linfocitos T cuando se encuentran en bajo -
ntmero, y mayor cantidad de los mismos es capaz de revocar -

dicho efecto.

La existencia de monocitos con capacidades supresoras -
para diferentes funciones del sistema inmune incluyendo la -
produccidn de inmunoglobulinas ha sido repetidadmente demostra
da en seres humanos normales. (RINEHART, J.J., ORSER, M., KA-
PLA, M.E., 1979),(YOUDIM, S., 1979).( WILSON, C.B., y REMING-
TON, J.S., 1979), (GMELIN-MEYLING, F., y WALDMANN, T.A., 1981),
y en animales (XKIRCHNER, H., FERNBACH, B.R., y HERBERMAN, R.
B., 1976). Este fendmeno se muestra mas facilmente tras la -
activacidn de los monocitos por diferentes mecanismos (GMELIG
MEYLING, F, y WALDMANN, T.A., 1981), (YOUDIM, A., 1979), (KIR-
CHNER, H. y cols. 1976), o en estados patoldgicos (KIRCHNER,
H., v cols. 1976), (BERLINGER, N.T., LOPEZ, C., y GOOD, R.A.,
1976), (sTOBO, J.D., 1977), (ELLNER, J.J., 1978), (BRODER, S.,



-123-

HUMPHREY, R., DURM, M., BLACKMAN,M., MEADE, B., GOLDMAN,C.,
STROBER, W., y WALDMANN, T., 1975), (KATZ, P,, HAYNES, B.T.
y FAUCI, A.S., 1979).

Es difficil saber cual es el mecanismo bor ellcual -
ejercen los monocitos la accidn supresora inducida por los
glucocorticoides demostrada en este trabajo. No obstante,-
algunos datos hacen ﬁensar que puedan hacerlo a traves de la
broduccién de prostaglandinas. Por una parte se ha comproba
do que monocitos ?roductores de estas sustancias suprimen -
la funcidn de colonias de linfocitos B in vitro( KURLAND,J.
E., KINLADE, P.W. y MOORE, M.A.S., 1977). Por otra parte la
accidn inhibidora de los glucocorticoides sobre la prolife-
racidén linfocitaria estd, al menos en parte, ligada a 1la -
sintesis de prostaglandinas por monocitos capaces de ello
(STASZAK, C., y GOODWIN, J.S., 1980), Es posible, por tanto,
que en el fendmeno que nos ocuba, ﬁueda ocurrir de igual -~
manera. Asi la poblacidn de monocitos productora de prosta-
glandinas, seria activada a secretarlas ﬁor los glucocorticoi
des, en presencia de una elevada relacidn monocitos/linfoci-
tos T. Este efecto desapareceria al aumentar el nmero de -
linfocitos T.

El hecho de que la curva de produccidn obtenida con
poblaciones deplecionadas y tratada con glucocorticoides sea
bastante similar en su primera fase a las de las poblaciones
no tratadas con glucocorticoides, ya sean no deplecionadas
o deplecionadas, sugiere gue tanto la funcitén de los linfoci
tos Bcomo la de los linfocitos T cooperadores, no son afecta

das por la accién de estos farmacos.

Esto no debe extranar, ya que repetidamente, se han
aportado datos aboyando la mayor resistencia de estas células
a los efectos de los glucocorticoides. Asi la produccidn de

anticuer@os es?ecificos producidos @or los linfocitos B, se
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ve poco afectada por el tratamiento in vivo con glucocorticoi
des, y es necesario una prolongacidn del mismo a altas dosis
ﬁara conseguir un descenso del pool de inmunoglobulinas séri
cas (FAUCI, A.S. y cols, 1976}, ( McMILLAN, R., y cols,1976}.
Tambi&n se ha observado la no inhibicién de la proliferacidn
in vitro estimulada por mit&genos de los linfocitos B tras

la adiccidn de estos farmacos ( BLOMGREN, H., y ANDERSSON,
B., 1976).

Hay algunas evidencias que apoyan una mayor resistencia
a estos agentes por parte‘de los linfocitos T ccoperadores. -
GU?TA y GOOD (1977) han mostrado gque en cultivos sin estimular
a los que se allade glucocorticoides no se observa afectacidn
de la ?oblacién de linfocitos Ty, los cuales Parecen involucra
dos en la funcidn T cooperadora. Esta misma poblacidn era in_ -
cluso aumentada en cultivos estimulados con PHA a los que se
agregaba dexametasona ( TILLYER, C.R., vy BUTTTERWORTH, P.H.W.
1980). SAXON y cols. (1978} han comprobado que linfocitos san
~guinenos de donantes extraidos 4 horas des?ﬁes de la adminis
tracidn intravenosa de metilprednisolona, conservaban inalte
rada la funcifén T cooperadora para la produccién de inmunoglo
bulinas en cultivos estimulados con PWM. Parecidos efectos de
resistencia de los linfocitos T cooperadores a estos agentes
han sido publicados en animales, tanto en sistema de respuesta
humoral ‘ ( MISHELL, R.I., SHIIGI, J.M., MISHELL, B.B., GRABSTE
IN, K. H., y SHIIGI, S.M., 1980), como celular ( LEE, K., 1977)

Segln todo lo expuesto, la accidn ejercida - por los
glucocorticoideé_sobre la produccidn de inmunoglobulinas de cul
tivos de linfocitos estimulados <on PWM, no se muestra como
un efecto finice y de fdcil explicacidn. Los efectos producidos
més probablemente, se dan en primer lugar sobre la poblacién
de monocitos, o una subpoblacién de los mismos, estimuldndolos

a producir una actividad supresora sobre la produccidn de inmu
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noglobulinas, en presencia de una relacidn entre linfocitos’
B/T mayor de 1. El cambio de esta relacidn, o el simple -
aumento del nfimero de linfocitos T, revierte esta actiwvidad
negativa. Por otro lado, los glucocorticoides parecen inhi-
bir la actividad de los linfeocitos T supresores en presencia
de una relacidn B/T menor de 1, dando lugar a un aumento de
la produccidn de inmunoglobulinas en estas condiciones, El
primer efecto puede estar mediado por la produccién de pros-
taglandinas por parte de la poblacidn de monocitos capaz de
realizarla. El segundo fendmeno puede realizarse mediante una
inhibicidén de la capacidad proliferativa de la subpoblacidn -
de linfocitos T supresores, actividad que es al parecer reque

rida por estas c&lulas para ejercer su funcibn,

Aunque los glucocorticoides podrian actuar sobre otras
subpoblaciones (linfocitos B, linfocitos T cooperadores),esta

actuaci®n parece menos probable.

Todos estos féndmenos muestran lo complejo de los efec-
tos de estos férmacos, y permite esborzar la importancia modu
ladora de los mismos en un sistema de = produccidn de inmuno_
globulinas in vitro, que guarda sustanciales similitudes a los
fendbmenos gue ccurren in vive. Esto sugiere que estas sustan-
cias pueden realizar un papel modulador en la respuaesta inmune

in vivo.

Este aserto se refuerza, cuando se analizan los complejos
efectos de los glucocorticoides sobre la produccidn de inmuno-

globulinas in vivo.

Asi, en xatones, las inmunoglobulinas séricas descienden
tras el tratamiento con estas drogas (DUKOR, P., y DIETRICH, -
.M., 1968), mientras que permanece: inalterada la respuesta -
de anticuerpos especificos. Para suprimir esta son necesarios
tratamientos prolongados y el efecto inhibitorio es diferencial,
afectando solo la respuesta a antigenos-T-dependientes, v no a
T-independientes (MONTZOURANIS, E., y BOREL, Y., 1979).
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En seres humanos normales estos tratamientos;_disming
yen ligeramente las inmunoglobulinas sé&ricas. pero no afectan
la reséuesta_es?ecffica a una serie de antigenos (;BUTLER, W.
T., COUCH, R.B,, ROSSEN, R.D.,, y HERSH, E.M,, 1974). Cuando
se analiza la ﬁroduccién de inmunoglobulinas en diferentes -
territorios linfoides, se aprecia que en médula Osea es varias
veces suﬁerior que en sangre o bazo. Sin embargo la produccidn
de anticuerpos especificos despues de la inmunizacidn es més
alta en sangre y bazo que en médula &sea ( McMILLAR, R., LONG
MIRE, R.L., YELENOSKY, R., LANG, J.E., HEAD, V., y CRADDOCH,
C.G., 1972). Esto sugiere que la médula bsea no es capaz de -
iniciar la reséuesta especifica, y que es mas bien un &rgano
de reserva de linfocitos B de memoria o ya activados, y por lo
tanto en ellia reside la produccién basal de inmunoglcbulinas
cuya expresidn es el pool de inmunoglobulinas séricas. Sin em_
bargo la res?uesta Primaria a un antigeno éspecffico es produ
cida en otros territorios linfoides. McMILLAN y cols. (1975) -
realizaron un estudio sobre la produccidén de inmunoglobulinas
en médula bsea y bazo de pacientes con purpura trombocitopé&ni
ca idiopética en tratamiento con glucocorticoides. Ellos obser
varon gque la éroduccién de inmunoglobulinas en la médula es -
su?rimida por el tratamiento, y este descenso se relaciona con
el descenso de las inmunoglobulinas s&ricas. Sin embargo la -
produccidn del bazo no se altera con el tratamiento. Estos da-
tos hacen pensar en un efecto diferencial de los glucocorticoi
des segln el territorig linfoide que se analize.La razdn de -
este diverso comportamiento puede explicarse por acciones espe
cificas en 6rganos determinados, o bien por interferencias en
el tr&fico normal de subpoblaicones. Aunque existen una serie
de datos para pensaren la segunda razdn como mids probable para
exblicar el efecto diferenciador descrito, los resultados ex-
puestos agqui pueden avuntar hacia la primera hloote51s. Asi

como se ha mostrado en el presente trabajo, los glucocort1c01—

des actuan suprlmlendo la produc01on de inmunoglobulinas por



-127-

medio de los mpnocitos en presencia de una relacién B/T mayor
que 1, Este hecho puede darse en realidad en_la‘médula 556@;1
6rgano donde ﬁredomina la serie B sobre la T. Milentras tanto,
en Srganos como el bazo, donde la relacidn linfocitos B/T es
cercana a l,ino es afectado en el ejercicio de esta funcidn
por los glucocorticoides, hecho similar al demostrado en este

trabajo.

En estados patoldgicos, en los que al menos en parte,
la afeccidn es expresada a traves de trastornos en la produc_
¢idén de inmunoglobulinas, también se ha observado el papel mo

dulador de los glucocorticoides .

Asi, es bien conocido gue en las enfermedades autoinmu
nes existen hipergammaglobulinemia y autoanticuerpos detecta_
bles. Ambos fendmenos disminuyen en el curso del tratamiento
con estos fdrmacos, y estos hechos se ligan a mejeria clinica
de estos ﬁacientes { RAGAN, Q,A., GROKOEST, Wey ¥ BOOTS,_R.N.
1949), ( CASEY, T.P., y HOWIE, S.P., 1965), ( DECKER, J.I.,
STEINBERG, A.D., REINERTSEN, J.L., PLOTZ, P.H., BALOW, J.E.,
y KUPPEL, J.H., 1979).( DUKOR, P., y DIETRICH, F.M., 1968},

( JANOSSY, G., y GREAVES, M., 1975).

Por otra parte en algunas inmunodeficiencias caracteri
zadas por un defecto en la produccidn de una respuesta normal
de anticuerpos contra antligenos, se ha comprobado un aumento
de la produccifn de inmunoglcbulinas, tanto in vitro como in
vivo, con el tratamiento con glucocorticoides(WALDMANN, T.A.,
BRODER, S., KRAKAUER, R., McDERMOTT, R.P., DURM, M., GOLDMAN,
C., y MEADE, B., 1976), ( SOOTHILL, J., 1975), ( WALDMANN, T.
A., BRODER, 5., DURM, M., MEADE,B., KRAKAUER, R., BLACKMAN, M.,
y GOLDMAN, C,, 1976). En algunos de estos casos se ha detecta
do la existencia de un aumento de actividad T suéresora (‘WAE
DMANN, T.A. y cols.1976).
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Vemos como en estos dos casos, los trastornos de la .
respuesta inmune son diferentes, e incluso, en algunos aspec
tos, opuestos. Mientras en los primeror la deficiente regula
cidn de la produccién de anticuerpos da lugar a una respueg
ta humoral exagerada y autolesiva, en los ultimos se aprecia
un defects de la produccidn normal de anticuerpos, debida a
deficits de células efectoras o a exceso de sefiales negativas.
No obstante, en ambas situaciones, los glucocorticoides con-
siguen un efecto benéfico. Dado que estas sustancias existen
fisioldgicamente, es posible ?ensar gue, normalmente estas -
hormonas ejercen una funcidn de mudulacidn de la respuesta -
inmune. Este efecto regulador es mas manifiesto cuando se con
siguen concentraciones mayores ( farmacoldgicas) de dichas -

sustancias.

Estos efectos pueden ser, al menos en parte, parecidos
a los descritos en este trabajo. Las situaciones de hiperres-
puesta pueden ser en parte moduladaspor la estimulacidn que
los glucocorticoides ejercen sobre una poblacidn de monocitos
supresores, y en las respuestas defectuosas por exceso de acti
vidad T supresora, estas sustancias inhibfran dicha actividad

excesiva.
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1°) La hidrocortisona y prednisclona tienen un efecto
inhibidor sobre la proliferacién de linfocitos estimulados
por mitdgenos. Este efecto no se debe a citotoxicidad y es

dosis-dependiente.

2°) Estos mismos glucocorticoides @rovocan un aumen
to de la produccidn de inmunoglobulinas de linfocitos sangu£
neos estimulados con PWM. Este efecto es mds significativo -
a 107> M a 1078

las tres clases principales de inmunoglobulinds, si bien es

M (dosis farmacoldgicas), y se observa para

més expresivo para la IgM.

3°) El efecto se debe a un aumento del nfimero de célg

las sintetizadoras de inmunoglobulinas.

4°) Para producir dicho efecto se reguiere que la hi-

drocortisona sea incorporada al inicio del cultivo.

5°} Los glucocorticoides no producen cambios en la ci

nética de produccidn de inmunoglobulinas inducida por el PWM.

6°) El efecto no se debe a un aporte por parte de los
~glucocorticoides de sefiales cooperadoras a poblaciones de lin

focitos B.

7°} No se observan efectos significativos de estos agen
tes sobre poblaciocnes de linfocitos totales de amigdala, en
contraste de lo ocurrido en sangre. Esto suglere un posible -

papel diferencial de los glucocorticoides en diversos territo



rios linfoides,

8°) Los glucocorticoides a dosis farmacoldgicas ejercen
una accidn de disminucidn de la éroduccién de inmunoglobulinas
en cultivos de mezclas de poblaciones enrigquecidas en linfoci
tos B y T, gue guardan una relacion B/T mayor de uno. Este -
efecto se debe a la accidn supresora de una poblacidn de mono
citos tras el contacto con glucocorticoides y desaparece al

deplecionar estas cé&lulas.

9°) Estos fé&rmacos a las mismas dosis aumentan la produ
ccibn de inmunoglobulinas en cultivos con una relacién B/T -
menor que uno. Este efecto parece depender de la inhibicidn
de la actividad de los linfocitos T supresores ejercida por
los glucocorticoides, dado su parecido con la accidn de lin--
focitos T irradiados, y la reversidn parcial dé la actividad -
de los linfocitos T tratados con Con A.

10°) Estos hechos sugieren un papel modulador de estos
agentes a dbsis farmacoldgicas, gue guizds pueda. explicar al
gunos de los efectos de estos farmacos en diversos estados pa
toldgicos. |
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Se pretende en el presente trabajo, abordar el andlisis
de los efectos de los glucocorticoides a dosis alcanzables in
vivo, sobre los mecanismos de interaccidn celular que se gene
ran en el sistema de produccidn de inmunoglobulinas en culti-

vos de linfocitos humanos estimulados con PWM.

Para ello se estudia la funcidén de poblaciones linfocita
rias totales y mezclas de subpoblaciones enriquecidas en linfo

citos B y T, de sangre y amigdala.

La adicidn de glucocorticoides (hidrocortisona y predniso
lona) a cultivos de linfocitos sanguineos conduce a una inhibicidn
de la sintesis de DNA estimulada por mitdgenos (PHA, Con A, PWM),
inhibicidn que es mayor a mayecres dosis, y no depende de efectos
citotdxicos. Por el contraric estos fiarmacos provocan un aumento
de la produccidn de inmunoglobulinas en cultivos de linfocitos -
sanguineos estimulados con PWM. Este aumento es mas expresivo a
dosis fdrmacolégicas (lO'SM ’ IOFGM) de estos agentes, y se ejer
ce sobre las tres clases principales de inmunoglobulinas (IgM,
IgG, IgA), si bien es mas significativo para la IgM. Este efecto
se debe a la.generaci6n en el cultivo adicionado con el f&rmaco,
de un mayor nGmero de células sintetizadoras (c&lulas plasmacitol
des) de inmunoglobulinas. Para que el efecto se produzca, es ne-
cesaria la incorporacidn del agente al cultivo al inicio del mis
mo, y el efecto no se acompana de cambios en la cinética de la -
respuesta al PWM. Este efecto no se ejerce sobre poblaciocnes -
enriguecidas en linfocitos B. Estos hechos sugieren que el efecto
de los glucocorticoides seejerce sobre los eventos iniciales de -
la respuesta al PWM. Este efecto de aumento no se observa en pobla
ciones de linfocitos de amigdala. Estos 8rganos poseen marcadas
diferencias en las proporciones que contienen de las diversas -

subpoblaciones. Esto lleva a estudiar los efectos de estos farma-

cos en mezclas de subpoblaciones B y T. Con estos experimentos se
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comprueba gue en relaciones B/T mayores de 1, los glucocorti-
coides dan lugar a un descenso de la produccidn de inmunoglo-
bulinas, y en agquellos con una relacion B/T menor de 1, actuan
aumentando dicha produccidn. Esto ocurre tanto con linfocitos

de sangre como de amigdala. E1 efecto de aumento en cultivos -
con una relacidn B/T mencr de 1 puede explicarse por una accidn
inhibidora de los glucocorticoides sobre la poblacién T supreso
ra, dado el parecido de este efecto con el.generado por linfoci
tos T irradiados, y por la reversidn parcial de la actividad -
supresora de los linfocitos T éretratados con Con A. El efecto -
de disminucidn de la produccidn de inmunoglobulinas en cultivos
con relacion B/T mayor de 1, se debe a la accidn supresora de -
una poblacidn de monocitos, ya que el efecto desaﬁarece al deple
cionar dicha poblacidn, hecho este que no conduce a cambios en el

EFendmeno observado en cultivos con relaciones B/T menores de 1.

Todo esto sugiere un papel-modulador para los glucocorticoi
des a dosis farmacoldgicas, que actuarian aumentando o disminuyen
do la produccidn de anticuerpos, dependiendo de las proporciones
que, de las distintas c&lulas que intervienen en la respuesta, =
existan en el cultivo. Esto puede exélicar algunos de los efectos

gque producen los glucocorticoides in vivo.
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