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INTRODUCCION

La capacidad del linfocito para reconocer
proteinas propias y extrafas y relaclonarse con otras
célulaas es fundamental en la funcién del sistema inmune. La
estructura mediante la cual al linfocito T reconocce sl
antigeno es el llamedo receptor de La célula T {TCR) (1). AL
igual gque otras muchas moldculas de la suparficie de los
linfocitos que sirven para relaclonarios con el medio
exterior o con otras células, el TCR pertensce a la
superfamilia de las dinmunoglubulinas (Iga) (2). La
configuracién de astas moléculas es similar en todas ellas
y estd formada por una serie da cadenas que sa plisgan sobre
si mismas para formar la estructura gque se relaciona con el

exterior (3).

Una de las primerss mcléculas en conocerse
bien, y que da el nombre a este grupo de proteinas, fuaron
las dinmunoglobulinas (Igs) gque =on los raceptores dal

linfocito B (4). Las Igs estén formades por dos cadenas



2
pesadas y otras dos ligeras cada una con sus porciones
variables y congtantes (5}. La unién de la zona variable de
wna cadena pesada con la zona variable de otra ligera forma
el sitic de reconocimiento del antigeno (6). Las lgs son
producidas por &1l linfocito B y se vierten al medio donde

reconocen al antigeno en forma soluble.

Se supusc que también el linfocito T tendria
su receptor para el antigeno, pero no fue hasta 1982 cuando
se aislé y se clonaron los genes que codifican sus cadenas
{1,7,8). Pronto se vio que ers un heterodimero compuesto por
dos cadenas llamadas a y 8, unidas por puentes disulfuro. En
ambas cadaenas existen una serie de zonas codificadas por
distintos genes y que constituyen la regitn constante y la
regién variable de las cadenas. Nuevamente la unién de ambas
zonas variables crea una estructura gque es precisamente la
zona mediante la cual el linfooito T reconoce al antigeno
{9}. Cada una de estas cadenas estd codificada por una serie
de genes denominados V (variable}, J (de unién), D
{diversidad) (este dltimo sdlo para las cadenas B) y C
{constante), dependlendo de las regliones de la cadena que
codifican (10,11, rev. en 9). Existe un nimero variable de
genes V, J y D, normalmente entre 50 y 100, que una vez
recrdenadcs se combinan de distintas maneras y se unen a la
parte constante de la cadena, dande lugar a una gran

diversidad de moléculas distintas (12},

A diferencia de las Igs, el TCR es una
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astructura fija en la célula que no se vierte al medio. Es
capaz de reconocer al antigenc siempre que sea presentado
por otras células llamadas células presentadoras de antigeno
(13). Estas células presentadoras tienen entre sus funciones
la mision de metabolizar en parte al antigeno para que puada
ger reconccido por sl linfocito a través del TCR ya que no
es capaz de reconocer al antigeno soluble como le ocurre al

linfocito B (14).

Existe una gran diversidad de TCRs, uno por
cada antigeno conocido. Esta gran variacién traeria consigo
la necesidad de una enorme informacién genética y sin
embargo los genes que codifican estas estructursas no OCuUpan
demasiado espacio en los cromosomas. Como en el caso de la
Igs, el TCR tantoe para las cadena a y B como « y &,
congiguen esta varlacidn gracias a la reordenacidn de los
genes que codifican los segmentos ¥V, D, J y C para dar lugar
a genes funcionales que constituyen sl llamadc repertorio de

la célula T (12,15).

Pero el TCR es sflo un recaptor gue reconoce
al antigeno. La molécula que se encarga de transmitir la
gsefial al interior de la célula para poner en marcha los
mecanismog de activacidn se vio gue era el complejo conooido
como CD3 (7,16). Esta molécula se encuentra invariablemente
unida al TCR y por lo tanto la sxpresan todos los linfocitos
T pero no los B. Tamblén pertensce a la supsrfamilia de las

Igs y estéd formada por al menos cinco cadenas qua son las
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" encargadas de generar las reacciones quimices qQue pohnen en

marcha la activacién de la célula {16).

Mas tarde se describleron otra serie de
moléculas pertenscientes también a la superfamilia de las
igs y gue erasn de gran importancia en la funcién del
reconccimiento del antigeno. Entre estas, las moléculas CD4
y CDB dividieron a los linfocitos T extratimicos en dos
subpoblaciones mutuamente excluyentes y con distintas
caracteristicas funcionalas (17). A los linfocitos CD4+ se
les atribuyé una accién cooperadora en la produccidn de Igs
por las células B y se les llamd linfocitos T cooperadores.
Por el contrario, log CDB+ sa& ha visto que tienen una
funcién supresora unida a la capacidad de lisar a otras
células cuando estén activados y son los linfocitos T

citotdéxlcos/suprescres (18).

Aunque hoy dia se sabe que la especializacidn
en la funcién de estos linfocitos no es tan clara se 10s
gigue dividiendo en respecto a estas dos moléculas. Se ha
podide comprobar gque las protelnas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC)} también juegan un papel aesencial
en 8l reconocimiento del antigeno (19,20). Los linfocitos T
reconocen al antigeno presentado por el MHC de las células
presentadoras de antigeno. Los linfocitos D4+ reconocen al
antigeno en relacidSn con las molécula MHC tipo II (19)
mientras que los linfoclitos CDB+ )o hacen con las moléculas

MHC tipo I (20). Probablemente en la forma de reconocer al
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antigeno radique la diferents funcidn de los linfocitos T.

Los linfocitos T de sangre periférica son
portadores en su mayoria de las moléculas acoesorias CD4 o
cp8. Sin embargo, un pequefio porcentaje de alrededor del 3%
del total de las células periféricas mononucleares (PBMc) no
expresa ninguno de estos marcadores y a estos linfociteos T
CD3+CD4-CD8- se les ha llamado linfocitos doble negativos
(DN) (21-23)., Por una serie de razones, entre las que se
encuentran el pequefio porcentaje de estas célulasg en sangre
periférica y otros tejidos, y el hecho dea su recilente
descripcisn, los linfocitos DN no han sido estudiados con

tanta profundidad.

En el desarrollo ontogénico da los linfocitos
T hay un momento en el cual las células que pueblan el timo
son portadoras del fenotipo DN CD3+CD4-CDB- paro avolucionan
hacia la madurez expresando las molécules CD4d o CDB y
abandonando el timo como cédlulas maduras (24). El origen de
los linfocitos DN lo discutiremos mAs adalanta, pero parece
fuera de toda duda qua también son cé&lulas maduras y por lo
tanto deben daesempefiar un papal especifico en la respuesta

inmune (25).

Recientemente se ha visto gue existe ademés
otre TCR formado por unas cadenas distintas a las aB
(26,27). Se sabia que habia un gen danominado & que &8

expresaba en las primeras fases del dasarrolle ontogénico de
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los linfocitos pero no se habia encontrado su expresidn en
las células maduras (28). Lanier 1986 y Brennen 13986 (26,27)
de forma separada y casi al mismo tiempo describileron que
existia una subpohlacidn de linfocitos maduros portadores de
un TCR con cadenas diferentes a lag aB y que llamaron té,
Més tarde se vio qus estas células no s6lo 56 encuentran
presentes en sangre periférica sino también en todos log
Sérganos linfoides en cantidades variables entre el 1-10%

(22,23,29-33, rev. en 33).

La distribucién del TCRté entre la poblacién
de linfocitos es diferente a la que tiene el TCRaB. Mientras
que casl todos los linfocitos CD4+ y la mayoria de los cCD8+
expresan el TCRa8, el TCRté @5 expresado por alrededor del
25% de lo linfocitos CD8+, un minimo porcentaje de
linfocitos CD4+ y por el 78% de los linfocitos DN {30) . Por
lo tanto, la poblacién de linfocitos DN ests formada por dos
grupos, ung de linfocitos DNt& que constituye
aproximadamente el 75% da la poblacién, y el otro, formado
por un 25%, y que son linfocitos DNaB (22,23). La molécula

accesoria CD3 es comin para ambos tipos de receptor (7, 16).

El papel que los linfocitos DN, aB o =86,
desempefan en el entramado de la respuesta inmune no estd
completamente dilucidado. La capacidad supresora o
estimuledora, ' su relacién con otros linfocitos, el
reconocimiento del antigeno en asociacién al MHC clase I o

clase 1I, la  capacidad citotéxica Y todas las
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caracteristicas funcionales tan bilen descritaz en los
linfocitos CD4+ o CD8+, no estén del todo estudiadas en
astas células y constituye el campo actual de trabajo de

numerosos investigadores.

Se saba que el linfocito 6 tiene un escaso
repertorio, a diferencia de lo que ocurre con &l aBTCR (34).
En sangre periférica, por ejemplo, la mayoria da los
linfocitos 6 muestra un TCR con el segmento V9 en
asoclacidén con el segmento V&2 (35). Es como s! existiera
una expansién clonal. Por otro ladeo, algunos investigadores
han encontrado que los linfocitos t6 reconocen y reaccionan
ante las proteinas del estrés (hsp), expresadas en aquellas
células alteradas por diferentes estimulos nocivos (36). Por
Gltimo, se ha encontrado una peculisr distribuclén de las
células 5 en los epitelios mucosos de algunas especies como
el ratén (33). Todos estos datos han llevado a pensar gque
los linfocitos DNtSs Juegan un papel importanta en la
vigilancia inmune asctuando como una primera linea de defensa

franta a la agraesién (37).

Algunos de los linfocitos DN tienen un
desarrollo contogénico fuera del timo y por tanto existe la
sospecha da gue no han sido sometides a losg mecanismos de
seleccién natural gque garantizan el raconocimiento de las
proplas eatrﬁcturaa Yy la no reactividad frenta & antigenos
del propie individuo (38). Este aspecto tiene implicaciones

muy importantes pues en situaclones patolédglces en las que
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existe una alteracién en la regulacidn inmune, estas células
pueden tener capacidad autoreactiva y estar envueltas en

procesos de autoinmunidad i

En este sentido, en el lupus exitemateso
silstémico (LES), una enfermedad caracterizada DPOr una rotura
de la tolerancia del sistema inmunitario hacia los antigenos
del propio individuo (39), éa ha vistp que la poblaciédn de
linfocitos DNaf estd aumentada (40). Asimismo, se han
encontrado clonaes celulares derivados de linfocitos DNt o
DNap de estos pacientes con un ¢laro comportamiento
autoreactivo pues son capaces de aumentar la produccidn de
anticuerpos anti-DNA (41), Por otro lade, en los ratones
autofnmunes MRL lpr/lpr, que desarrollan de forma espontanea
una enfermedad bastante parecida al LES humano y gue se
estudia como una forma experimental de esta enfermedad,
también existe una enorme expansidén de las células DNap
(42). En otro tipo dea enfermedad autoinmune humana como es

la artritis reumatoide (AR}, las células td& se encuentran

anormalmente elavadas (43).



JUSTIFICACION

Todes estos datos sugleren gua la poblacién
de linfocitos DN desempefia un papel todavia no conocido en

la regulacidn inmune.

Como sea qua en las enfermedades autoinmunes
existe una profunda alteracitén de esta regulacidn gque se
pone da manifiesto por el hallazgo constante da células
autoreactivas y de una excesiva produccién de anticuerpos
contra las estructuras del propic organismo, y que por otro
lado, se han encontrado altersciones cuantitativas vy
cualitativas de la poblacién de células PN en eastas
enfermadades, es por lo que hemos pensado que los linfocitos
DN pueden tener un protagonisme importante en la regulacién
de la formacién de anticuerpos. El astudio de la funciédn
reguladora de los linfocitos DN sobre la producclién de
anticuerpos por las células B a través de la interacciédn de
los linfocitos CD4, ha sido el motivo principal de este

trabajo.
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"OBJETIVOS

Estudiar la capacidad reguladora de los linfocitos
CD3+CD4-CD8~ (Doble nagativos) en personas sanas
en relacién con la produccién de inmunoglobulinas

depandientes de la célula T.

Determinar la diferencia que existe entre los
linfocitos DN en reposo y activades en lo

referente a esta cepacidad reguladora.

Determinar las diferencias que existen en la
regulacién de la produccién de Igs entre las dos

subpoblaciones (af o <t8) que componen los

linfocitos DN.

Estudiar las caracteristicas funcionales de las
célulag DN en cultivo, en lo referente a la
capacidad de proliferacién, comparéndolas con

otras poblaciones conocidas de linfocites.

Determinar si el fenotipo de los linfocitos DN se
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modifica tras la estimulacién en lo raferente a la

expresidn del TCR y de las moléculas CD4 ¥ Cha.

Determinar si la capacidad reguladora de los
linfocitos DN necesita del reconocimiento del MHC,

al igual que otras funciones de losg linfocitos.

Verificar la funcién de las cdlulas nulas CD3-Cp4-
Ch8- en 1lo refarente a 1la produccidn  de
inmunoglobulinas y determinar si esta poblacidn

celular tiene capacidad supresora.

Determinar si el efeacto supresor anteriormente
descrito para los linfocitos CDE+ dependa en
alguna medida de su interaccién con lam células

DN,
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MATERIAL

Y

METODOS

Anticuerpos monoclonales

En estoa experimentos se han utilizado los

sigulentes anticuerpos monoclonales {(AcM).

Para los cultivos, separacién de células por,
citofluorografia ¥ separacién por medio de cuentas
inmunomagnéticas, se han utilizado los sobrenadantes da
cultives de hibridomas da ratén productores de anti-CD2,
subtipos GT2 (cedido por A.Bernard) (44) y OKT-11 (ATCC,
Bathesda, Maryland), anti-CD4 408.1 (W.Stohl), anti-CDB
284.1 (W.Stohl), snti-CD2 454 (W. Stohl) (16), anti-CD16 3GB
(J. Unkeless), anti-CD56 NKH-1 (Coulter immunology), anti-



13
CD11lb OKM=-1 (ATCC) and anti-HLA DR (CD74) L~-243 (ATCC) y
anti-Fre {anti-Ig62 isotipo) (D.Posnatt) (45).

También sa han usado los siguientes AcM
purificadeos: anti-CD4 (Leu 3), anti-CD3 (Leu 4), anti-CpRs
(Leu-2), anti-CDS6 (lLeu 19), anti-Cp20 (leu 16) y anti-
receptor ap (WT-31) conjugadeos, o no, con fluoresceina o
ficoeritrina y adquiridos a Becton Dickinson (Mountain View,
California). El anticuerpo contra el receptor 5 de la
célula T, anti-TCRS1, fus amablemente proporcionado por el
Dr. R. Modlin (UCLA, Los Angeles, USA) (46}. El anticuerpo
anti-receptor af fue amablemente proporcionado por el Dr,
Kurrle (Behringwerka Rasearch Laboratories, Marburg/Lahn,
West Germany) (47). Estos Ultimos Acm se han usado para la
separacién celular y para analizar el fenotipo de laa
diferentes subpoblaciones celularas. Por Gltimo, se ha usado
un AcM de cabra anti-ratén marcado con fluoresceina {Cal
Tag, South San Francisco, California) como segundo

anticuerpo.

Subpoblaciopas gelulares

Lags células mononuclearas da sangre
periférica (PEMc) se han obtenido a partir de muestrag de
sangre total heparinizada, obtenida por vanopuncién, o de la
banda de can:rifugacidn de las células blancas {buffy coat}
de unidades de sangre procedentes da donantes aanos

(preparacién de leucocitos). Daspués de cantrifugar 1a
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sangra contra un gradiente de Ficoll-Hypaque {Nycomed, Oslo,
Noruega}, las PBMc se lavaron dogs veces en PBS y =a
continuacién se resuspendieron en medio completo (MC)
compuesto por RPMI 1640 con 10V de suero fetal de ternera
(Irvine Scientific, Santa Ana, California}, 2 Mm de L-
glutamina (Irvine Seientific), 100 U/ml de penicilina y 100
ug/ml de estreptomicina (Irvine Scientific) a la
concentracién de 10%/ml. De esta poblacidén de PBMc se
obtuviercn las diferentes subpoblaciones celulares de la

siguiente forma:

a.- Linfeci DA+CD4-CDEB =

Las PBMo obtenidas anterlormente se
afadieron a una columna de nylon-lana. Después de
incubarlas durante 1 hora a 379 C, 5% CO2, 95%
humedad relativa, la fraccién de c<élulas no
adherentes se centrifugd contra un gradiente de
Percoll al 62.5% (Pharmacia, Uppsala, Suecia) para
eliminar los eritrocitos contaminantes. A
continuacién se tifhd la superficie (ver mas abajo
tincién del fenotipo) con AcM anti-CD4, CD8, CD16,
NKH-1 ¥ anti-DR y se hizo una separacidén negativa
por clitometria da flujo, segin se describe en otro
apartado. Para eliminar las células DNté se afiadid

anti-51 al cbctel de AcM antericrmente descrito.
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En los experimentos en los que se usaron
células DN previamente activadas con
interleuquina-2 (IL2), éstas se trataron con IL2
recombinante (Blogen, Westwood, Massachussets)
(2x10* u/mg) 100u/ml, a 372 C durante un periodo
de tiempo entre 2 y 18 horas. Después se lavaron
3 veces con PBS para eliminar toda la IL2 antes de
incorporarlas a los cultivos, Asi se obtuvieron

las células preactivadas DN-ILZ.
Linfocl 4+

Una parfe de las células no adheridas a
la columna de nylon-lana se tifid con anti-cDS,
CDl6, CD56 y anti-DR y se incubaron con cuentas
inmuncmagnéticas (Dynal, Oslo, Noruega) (ver mas
abajo separacién con cuentas inmunomagnéticas)
durante 30 minutos a 49C, agitando fracuentemente,
Yy & continuacién se separaron las células
positivas con un im&n, Esta separacién se repitid
al menos 2 veces en cada expsrimento. La fraccidn
negativa constituye la subpoblacién de linfocitos

CD4+,

Linfocitos CD8+

El metido ds obtencién es exactamente

igual que el utilizado para obtener loa CD4+



16

cambiando el AcH anti-CDB por anti-CD4.

Linf B

Para obtener los linfocitos B, =se
extrajo el nylon-lana de la columna, se deshizo
con unas pinzas y se lavd varias veces con PBS
recogléndose las células adheridas. Se lavd dos
veces con PBS y a continuaciéin se resuspendieron
an MC. Posteriormente se centrifugd contra un
gradiente de Percoll al 42.5% {(Pharmacia) para
aliminar los monocitos que permanecen en la

interfase.

El precipitado de células se incubd con
eritrocitos de carnero previamente tratados con
AET (2-aminoethyl-igothioc-uronium bromide
hydrobromide) {(Sigma) para que formen rosetas, y
mediante centrifugacién contra un gradiente de
Ficoll se cbtuvo la fraccidn negativa (E-)} que
queda en la interfase {48,49). Esta fraccidn E- se
traté entonces con una solucidn 40 Mm de LME (1~
leucin-metil-ester) (Sigma) (50) durante 30
minutos a 37 ©C para lisar monocitos y células NK,
¥ a continuacidn se lavd con PBS frio 3 veces para
eliminar completamente los restos de IME. Los
linfocitos B asi obtenidos se resuspendieron en MC

a una concentracién de 10' céiulas/ml.
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En los experimentos en los que sa usaron
células B activadas, los linfocitos B se trataron
con paredes celulsres de S.sureus fijadas con
formalina (SAC) {Gibco-BRL, Salthershurg,
Maryland) a concentraciones de 1/20.000 o 1/40,000
¥ se cultivaron en una placa de cultivo con fondo
plano de 24 pozos (Flow Labs, Mclean, Virginia)
con 2 ml de MC durante 18 horas, a 370C y 5% da
C0Z, Después de asa tiempo se pueda ver como las
células B han formade pequefios actmulos =i la
estimulacién ha tenido éxito. A continuvacién se
lavaron 3 veces con PBS antes de ponerlas en
cultivo con otras células y se resuspendieron en
MC a una concentracién de 10* células/ml,

obteniéndose asi los linfoocitos preactivados o

Sac-B.

Estas células se obtuvieron de dos
formas diferentes. La primera, tifiendo las células
da la fraccién no adherente a la columna da nylon-
lana con un céctel de AcM a base de anti-CD3, CD4,
Cb8, Chlé, NKH-1 y anti-DR. A continuacién ee hizo
una selecoibn negativa con cuentasn

inmunomagnéticas.

£n la segunda forwa, el total de PEM: ee
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incubd con eritrocitos de carnero para la
formacién  de rosetas, como hemos explicado
anteriormente, se recuperd la fraccidn negativa y
s8 tifid con el mismo cdctel de AcM y por Gltimo se

hizo una separacién con cuentas inmunomagnéticas.

dicion d v ar

lob

Las célulag CD4 en nimerc de 2.5x10' se
cultivaren con 5x10° linfocitos B o Sac-B en Placas de
cultivo de 96 pozos con fonda plano (Flow Labs). Sa
afiadieron diferentes concentraciones de células DN o DN=-ILZ,
' habitualmente 10, 10%, 2.5x10' y 5x10* células/pozo hasta un
volumen final de 200 ul/pozo. Estos cultivos se estimularon
con una combinacién éptima de anti-CD2 {OKT-11 al 1/100 bd
GT2 al 1/50) {51} y se incubaron a 379C, 95% de humedad
relativa y en ambiente de CO2 al 5%, Después de 7 dias se
recolectaron los sobrenadantes de los cultives y se
almacenaron a -400 C, hasta su utilizacién. En algunos

experimentos se afiadié i0ul de anti-TCR&! o anti-FFB a los

cultivos.
Tincidn del fenotipo
Las células a tefiir se resuspendieron en RPMI

1640 a una concentracidn antre 1-10x10* cdlulas/ml. En una

placa de cultivo flexible de PVC con 96 pozos da fondo
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redondeada {Dynatech) se pusieron 0.2 ml de la suspensién de
células (2x10%) en pozos alternativos, se centrifugd para
precipitar las ¢élulas en el fondo del pozo y sa elimind el
sobrenadante. A continuacién se afiadieron los AcM en
cantidades suficlentes de saturacién y se incubd a 400 en
agitacidn continua, Después de 30 minutos sa lavaron las
células 2 veces con PBS y se afadid, en el casc da que el
primer AcM no estuviera conjugado, el segundo AcM de cabra
anti-ratén marcado con fluoresceina (Cal Tag) y se incubé
nuevamente en las mismas , condiciones. Daspude ds la
incubacidén se lavé con PBS para eliminar el sobrante de AcM
conjugado ¥y se resuspendid en MC a una concentracidn de 10%

células/ml.

Las célulag se mantuvieron en la cscuridad a
49C hasta ser analizadasg, 51 no podian ser analizadas el

mismo dia, las células se fijaban en paraformaldeido al 1%

a pH 7.2 hasta durante una semana,

Se utilizé un citofluordgrafo dal tipo
FAaCstar plus (Becton Dickinson, Mountain View, California)
para anallzar y separar las diferentes subpoblaciones
celulares. Este citématro de flujo usa un ldser de argén que
s utilizé en una longitud de onda de 488 nm para la

excitacion de fluoresceina y de ficoeritrina.
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Una vez tefiida la superficie celular con los
distintos AcM como se ha descrito anteriormente, las células
fueron resuspandidas en RPMI 1640 con 2% de suero fetal de
ternera y divididas en alicuctas a una concentracién entre
de 2-5x10° células/ml. Se abrié una ventana scbre los
linfocitos, eliminando electrénicamente  con al "forward
light™ y el "90flight scatter” los monocitos, blastos,
eritrocitos, células muertas y otros restos celulares, Se
separaron los diferentes tipos de linfocitos madiante los
*geatters” de fluorescencia FLL ¥ FL2, haciendo siempre una
separacién negativa, es decir, excogiendo sdlo los

linfocitos no tefildos con AcM {52).

Para el anAlisis del fenotipo, las células
fueron resuspendidas en MC a una concentracién de 0.1x10%/ml

¥ analizadas con el mismo cltbmetro, de la misma forma.

Las células no adherentes eluildas de 1la
columna de nylon-lana fueron tefiidas segin se ha explicado
previamente con los AcM especificos segin la poblacién a
separar. Se lavaron dos veces con RPMI 1640 con 2% de FCS y
se afladieron cuentas recublertas con anticuerpo de cabra
enti-igG de ratén (Dynal) en nimero de 10 ul de cuentas/10’
células, Se incubd a 46C durante 30 minutos, agitando
suavemente cada 10 minutos. A continuacidn se afiadieron 5 ml

de RPMI 1640 2% FCS frio y se puso &l tubo conteniando las
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chlulas en un imén durante otros 2 minutos., Las células en
suspensién se recolectaron cuidadosamente con una pipeta
Pasteur. Este ciclo se repitid al menos 2 veces en cada una
de los experimentos. Con este procedimiento los linfocitos

fueron separados también de forma negativa.

Euantificacién de inmunoglobulinag

I.a cuantificacién de Igé e IgM sa hizo
mediante un ELISA directo de la siguiente forma, segin se ha
descrito antericrmenta (53). De una forma resumida, una
placa de cultivo de 96 pozos con fondo plano (Flow Labs) se
incubd con anticuerpo de cabra anti-IgG, IgM e IgA humanas
(Zymad, California) a 4RC en bufer carbonato 0.05 m a Ph
9.6, Después de 18 horas, se afiadid PBS con 10% de sueroc
fetal de ternera y se mantuvo 2 horas a 372C, lavandose a
continuacién tres veces con ClNa 0.9% y Tween 20 0.05%. Se
afiadieron los sueros problama & diferentes dilucicones y =a
cultivé 1,5 horas a 372C. De la misma forma se prapararon
diluciones standard de IgG a IgM procedentes da mieloma
humano {Jackson, California). Daspués de la incubacién, les
placas se lavaron 3 veces y se incubaron con anticusrpo da
cabra anti-IgG o IgM humanas conjugade con HRP (horse radish
peroxidasa conjugated) (Zymed) durante 1.5 horaa a 372C. Por
altimo se reveld con OPD (O-phenylenediamina) (8Sigma) en
bufer citrato y se pard la reaccidn con una solucidén 6N da
S0H, Yy por Gltimo se midié la densidad 6bptica de los

diferentes pozos con un lector dptico (Bio-Rad).
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La equivalencia entre la densidad 6ptica ¥
los mg correspondientes de Igs se hizo mediante un andlisig
de regresién con el programa Mystat en un computador

Melntosh,

iferaci

Lag células DN o PBMc se cultivaron por
triplicado a una concentracién da 10_‘ células/0,2 ml en MO
en placas de cultive de fondo plano con 96 pozos (Flow Labsg)
a 372C, 95% de humedad relativa Y 5% de CoZ. Los cultivos
fueron estimulados con PHA 0.5 ug/ml o IL2Z recombinante 100
U/ml (Biogen}. Después de 3 dias de cultivo, se midid 1la
incorperacitn de timidina a las células afiadiendo 1 uCl/pozg
de timidina tritiada (R} (6.7 Ci/Mm) (ICN radicchemicals,
Irvine, California) y se cultivé durante 18 horas masg., A
continuacitn se recolectaron las células en un filtro de
fibra de vidrio y se midiéd la radiactividad en un contador

B. El resultado se expresa en cpm.
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RESULTADOS

El porcentaje de linfocitos DN, definidos por
el fenotipo CD3+CD4-ChB-, entre las PBMc fue de 3.6% 1 1.9
con un rango entre 0,8-7% entre una poblacidn total de 24
donantes sSanos gua s5& usaron an estos estudios (figura 1),
pDespués del proceso de separacidn, la puraza final de las
células DN utilizadas en los experimentos de supresidn fua
de 87% + 9 con un rango de B3-92% (figura 2). Cuando se
determinéd el fenotipo de esta poblaclén con una combinacidn
de anti-CD3, CD4, CD8 y anti-&1, el 74% de los linfocltos
CD3+CD4~-CDE- eran t& positivos mientras que el 25% eran CD3+

DN aB8 (tabla 1).

Invariablements en esta poblacidn purificada
da células DN hub¢ una pequefia cantidad de células nulas
{CD3-CD4-CDBA~} contaminantes que oscild entra el §-9% con
una madia da 8% # 1.8. Esta pequefia contaminacidn fue debida
a gue la poblacién de cédlulas DN se obtuvo siampre medisnte

una separacién negativa para no imprimir ninguna posible
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geftal de activacién a las células con los diferentes AcM

utilizados para la separacidn.

En los primeros experimentos, cuando lag
células DN fuercn obtenidas directamente de los donanteg y
no a través de las preparaciones de leucocitos del banco ge
sangre, el porcentaje de células nulas fue siempre muy
superior, tanto entre las diferentes PBMc como al final del
proceso de separacién. Las PBMc obtenidas a partir de lasg
preparaciones de leucocltos de los "buffy coats" slempre
tuvieron un ndmerc menor de cédlulas nulas (Rivera J Yy

Horwitz D, datos no publicados).

La poblacién de linfocites €D4+, definidos
por el fenotipo CD4+CDE- fue de 86% + 3 (rango 72-96%) y la
poblacién de linfoclitos CDB+ (CD4-CD8+) fue 85 + 4 (rango
82-87%).

La pureza de los linfocitos B (CD20+CD3-) fue
del B4% * 12 con un rango entre sl 51-86%. EL andlisis del
fenotipo de estas células se hizo 18 horas més tarde de su
cbtencién debido a que inmediatamenta después del
tratamiento con LME todavia quedan células que aungue no son
viables, si'guen manteniendo la forma y por tanto son
analizadas como tales por el citofluorégrafo. Después de ese
tiempo, todas esas cé&lulas se han destruido por la accién
del LME y el contaje se hace 86lo sobre células viables

{Gray D, comunicacién personal). Los linfocitos B tratados
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con Sac durante las 1B hors® no mostraron diferenciasg
significativas en el andlisis del fenotipo cuando sa
compararon con aguellos que no habian recibide dicho

tratamilento.

En la tabla 1 se puede wver un resumen del
fenotipo de las diferentes subpoblaciones linfocitarias

utilizadas en estos experimentos.

Las células nulas fueron 60% + 11 CD3-CD4-
CbB- (rango 52-68%). La pureza de las cé&lulas nulas
obtenidas mediante separacién con formacién de rosetas y
cuentas inmunomagnéticas fue superior a la obtenida
solamente con separacidén por cuentas (68% vs, 52%) (ver

material y métodos).

Pr i6n de T r
linfocitog T

En estos experimentos nos hemos basado en la
reciente observacién hecha en el laboratorio del Dr.Horwitz
de que 1los linfocitos B pueden servir come células
accesorias a la vez que come células efectoras cuande las
células T son estimuladas con una combinacién de anti-CD2 a
base de GT2 y OKT11 (51), La ventaja que tiene essta forma de
estimulacidn es que no necesita la presencia de monocitos o
de otras células accesorias, a diferencia de la inducida a

través del complejo CD3, y por tanto los resultados y las
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diferentes interacciones celulares son més sencillag y

faciles de interpretar.

Los linfocitos B o los Sac-B estimulados con
antl-CD2 ¥y dejados en cultive durante una semana no
produjeron cantidades apreciables de Igs {tabla 2). La
presencia de las células CD4+ fue indispensable en ambos
casos para Induclir la produccidén. En estos trabajos el
cultivo de cédlulas B junto a las CD4+ y estimuladas con
anti-CD2 en las condiciones de cultive antes mencionadas
produjeron 2376 + 2508 ng/ml (rango 350-6500 ng/ml) des 1gG
y 1861 % 1938 ng/ml (range 250-4500 ng/ml) de IgM. Los
cultivos con células Sac-B produjeron 10431 + 6258 ng/ml
(rango 1500-19700 ng/ml) de IgG y 6608 : 5240 ng/ml (rango
480-18000 ng/ml) de IgM, una cantidad sensiblemente mayor
(figura 3, barras limpias).

La produccién de Igs en los cultives
estimulados con anti-CD2 de células B o Sac-B solas se usd
como control negative. Los cultivos en las mismas
condicicnes pero afadiendo linfocitos CD4+ se usaron para
obtener los velores basales de IgG e IgM en cada uno de los
experimentos, As{ mismo se usé MC en lugar de anti-CD2

también como otre control negativo.



En primer lugar se tratd de averiguar si las

células DN podian substituir a los linfocitos CD4+ en su
funcidn cooperadora en la producclén de Igs. Para ello se
cultivaron cantidades crecientes de células DN con células
B, © Sac-B. Las células DN fueron incapaces de inducir la
maduracién y produccidn de Igs por las cgélulas B o Sac-B

(figura 4).

Loz linfocitos DN se ha comprobado que son
activados y proliferan cuando se les expone a la accidn de
la ILZ (23). Inclusc en estas condiciones, las células
preactivadas DN-IL2 tampoco fueron capaces de inducir la

produccién de Igs por los linfocitos B (tabla 2 vy figura 4).

A continuacitn se estudiaron los efactos da
las células DN sobra la maduracidn y diferenciacidn de los
linfocitos B en células productoras de anticuerpos. Al
comienzo de los experimentos se observd que se producia una
supresién de la produccldSn de anticuerpos gque era mis
evidente cuantc mayor era la produccién de Igs por la célula
B. Los linfocitos B previamente estimulados, o Sac-B,
proeducen mayores cantidades de Igs y tambilén se vic qua los
efectos supresores aeran mas evidentes (figura 3). En los

siguientes experimentos se usaron giempre linfocitos Sac-B,
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Los linfocitos DN en cantidades crecienteg
produjeron una progresiva inhibicién de la produccidn ge
anticuerpos por las células Sac-B en 7 diferentesg
experimentos (figura 5). Cantidades entre 10° y 104
células/pozo, equivalentes al 1-10% de las células del
cultive, no produjeron una supresién apreciable. Estag
cantidades se pueden considerar como fisiolégicas ya que el
nimero que se encuentra en sujetos sanos en sangre
periférica es de alrededor del 3% de las PBMo (21). sin
embargo, cantidades entre 2,5x10° y 5x10, equivalentes al
25-50% aproximadamente, si produjeron una importante
supresién., En la figura 5 se puede cbservar la supresidn en
la produccién de 196 asi como la variacidn que hubo entre
los diferentes experimentos. EL fendmeno supresivo fue el

misme en lo referente a la produccién de IgM (datos no

mostrados).

Cuande 1las cé&lulas DN fueron tretadas
previamente con ILZ se comprob$ que la supresién era mayor.
Con cantidades de células DN entre el 1-10%, la supresién en
la produccién de 196 fue précticamente total an 3 diferentes

experimentos {figura 6), Ls produccién de IgM sa vio

afectada en la misma medida (datos no mostrados). Este

efecto no fue debido a un consumo aumentado de IL2 ya que la

adicidén de ILZ a los cultivos celulares a los que ademds se
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habia afadidc cé&lulas DN-IL2 produjo un incremento da la

produccién de Igs mds que una disminucidn (figura 4),

Cantidades tan pequefias de células DN-ILZ
como 10° (0.1% del totsl de células del cultivo) fueron
capaces todavia de producir cierto grado de supresidn an la
produccién de Igs como puede verse en el experimento de la
figura 7 donda se afladieron diferentes cantidades de célulag

DN-IL2 a los cultivos de linfocitos CDd+ y células Sac-B,

Cantidades mayores da células DN~IL2
superiores al 10% produjeron una reversitdn en la inhibicién
de la produccién de anticuerpos en 2 de los experimentos,
como puades verse en la figura 6. Este fantmenc aparentemanta
es debido a que entre las células DN-IL2 existen una o
varias subpoblaciones qua al activarse son capaces da
supsrar la supresién producida por las c¢éAlulas DN. Eata
reversion fue una constanta an los primeros exparimentos
{datos no mostrados) donds la separacién de las células DN
sa hizo directamente de 1l1a sangre de los donantes con
cusntas inmunomagnéticas y no mediante citofluorogratia, Yy
donde la pureza de la poblacién da células DN adlo aloanzaba
el 40-50%, con un porcentaje ademés de células nulas de
alredador dal 30%, Aungque las células nulas 8dlo
contaminaban las preparacionas altamente purificadas dae
células DN en cantidades infericres al 9%, como hemos vigto
antes, entra dentro dea lo pesibla qua esta pagueafa

contaminacidn fuera la responsabla de) fenémeno da ravargldn
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{ver mas abajo).

Tampoto gueda descartado que este fendmeno

sea debido a la presencia de diferentes subpoblaciones de

linfocitos DN {0BDN) como veremos mas adelante.

£

produceldn de antlguerpog

Se considerd, en base a que los linfocitos 18
constituysn mhs del 75% de la poblacitn de células DN
(22,23), que aquallos eran los responsables del fendmeno de
supresidn observado. La eliminacitn mediante citometria de
flujo de la peblacién de células DN mercadas con AcM anti-&1
tuve un claroc efecto inhibitorio sobre la capacidad
supresors de eatas <células (figura 8}, Para ello, se
prepararon dos poblaciones de células DN a una de las cuales
se le habian eliminado los linfocitos t$. Como puede verse
an la figura 8 la poblacidén de células DN produjo el efecto
supresor antes mencionado mientras gque la poblacidn de
células DNaff no fue capaz de producir el mismo efecto, todo

lo contrario, se produjo un claro aumento de la produccidn

de antlcuerpos.

En esta ocasién también puede verse la
reversidén del efecto supresor de las células DN con altas

concentraclones,
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Este fendmeno se confirmé en un experimento
posterior en el gque se prepararon 3 poblaciones de células
diferentes. Una de cédlulas DN, otra de DNof aeliminando las
células tS& con el anticuerpo anti-&1 y una Gltima poblacién
de células PNI6 eliminando las células ap con el anticuerpo
anti-ap (47)., Como pueda verse en la figura 9, ean este
experimento las células DN no produjeron una buena supresién
de la produccién de IgG. Sin embargo, la poblacién da
células DNtéd sl la produjo. También puede verse como las
célulag DNaf en esta ocasidn produjeron una supresién de la
produceidn de anticuerpos aungue claramente menor gue la
producida por las células DNtdS. En este experimentc no sa
pudo determinar el fenotipo de las diferentes poblaciones
por al escaso nimero de células obtenidas tras la divisién
en las tres subpoblaciones mencionadas. En cualquler caso es
evidente que ambas poblacionsa tenfan un enriguecimiento en

sus células respectivas.

En cuante a la produccidn de IgM se obtuve un
resultado parecido. La poblacién de células DN sélo suprimié
a altas concentraciones mientras que la de células DNaS y
DNt& lo hicieron a bajas concentraciones. Sin embargo, a
altas concentracionas la poblacién de células DNaB volwid
nuevamente a estimular la produccldn mientras que se mantuvo
la supresidn producida por las otras dos poblacicnes ({figura

10).



32

im r res M - i-

Una evidencia posterior de gque las células
DNté son las responsables de la supresién cbservada se
obtuvo afadiendo AcM anti-t6 (anti-51) (46) a los cultivos.
En este experimentoc se produjo una supresitn de la
produccién de anticuerpos con bajas concentracicnes da
células DN-ILZ y se mantuvo a altas concentraciones. Como
puede verse en la figura 11, la adicidn a los cultivos del
hecM - anti-é blogqued completamente asa supresién

produciéndose incluso un aumento en la produccidén de

anticuerpos.

En otro experimento se pude confirmar al
efecto inhibidor de la supresién por el AcM anti-t5 en los
cultivos celulares esta vez con linfocites DN, como puede

verse en el grafico de la figura 12.

La adicién como control & los cultivos del
AcM isotipico anti-FFB no tuvo ningdn efecto en la

produccidn de Igs.

Como podemos ver en la figura 2, siempre hubo

un pequefio niumerc de células nulas en las poblacicnes
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purificadas de células DN. Sa astudld la capsacidad de las
células nulas en la produccién de anticuerpos con sl obhjeto
de ver sl estas células podian explicar el fentmeno da
reversién de la supresién que se obsarva con altan
concentraciones de células DN-IL2. En dos experimentos se
obtuvieron células nulas de les dos formas descrita
anteriormente (ver material y métodos) y se afiadiexon a loa
cultivos de células B solas o con linfocitos CD4+, a
diferentes concentraciones. Previamente se habfan tratado
con ILZ de la misma forma que las células DN. En ambog
axperimentos las eélulas nulas preodujeron un notable

incremento en la produccidn de Igs (figura 13).

infocitos DN

Se estudid la capacidad de proliferacidén de
loe linfocitos DN estimulados con PHA, antli-CD3 (anti-CR3
454) v IL2, y se compard con la proliferacidn de lam PBMc y
linfocitos totales (después de aliminar Jas cdlulas
adherentes de las PBMo por su paso a través da la columna de
nylon-lana) en las mismas condicicnea. En eate experimento
el fenotipo de las células DN moatrd un B1% de cdlulas
CD3+CD4-CDB- y un 19% de células nulas. Como puads vorsa an
la tablas 3 193 linfocitos DN fueron lom que mostraron la
mejor respuesta al estimulo con IL2 y sin embargo la
raspuesta con PHA fue bastante pobre en comparacién con los
otros grupos. En este experimento se puede ver como la

respuesta al AcM anti-CD3 454 fue nula antre leas células DN
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con o sin la presencia de monocitos, mientras que las otrag

poblaciones celulares respondieron correctaments.

En estos mismas experimentos se analizé
también la expresidn fenotipica del receptor 6 y de lag
moléculas CD3, CPh4 y CD8 a lo largo del tiempe en los
cultivos de células DN estimuladas con ILZ. Mientras que el
porcentaje de células DN no varid sensiblemente a lo largo
de los 8 dias de cultivo (B81% vas 84%), si hubo variaciones
en cuanto a la expresién del TCR. Al comienzo del cultivo
la preparacién de células DN tenfia un 56% de células &
positivas. Al quinto dia de cultivo el porcentaje se habia
alevado al 70% apareciendo también un 13% de células con una
sobre-axpresion da dicho receptor. Al octavo dia el 94% de
lag células eran 6 pogltivas con un 47% de células con
sobre-expresién del receptor 18, Las células negativas,
principalmente DNap y célules nulas, fueron disminuyendo
desde el 44% el primer dia de cultivo, al 5% el octave dia
(figura 14). El marcador para oélulas NK Leu-19 no

experimentd ningin aumento a lo largo de los 8 dias de

cultivo.
Los linfocitos DN alogénicos carecen de efecto supregor
sobre la produceidn de Igs.

En este experimento se tratd de averiguar si
en este fentmeno supresivo existis o no restriccién por el

MHC y por tanto si los linfocitos DN alogénicos eran
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capaces de suprimir la produccién de Igs en los cultivos de

células Sac-B y CD4+ autdlogas.

Se afiadieron linfocitos DN de un donante a
los cultivos de células Sac-B y linfocitos CD4+ de otro
donante distinto. El haplotipo del MHC tipo I era
completamente diferente para ambos donantes como puede verse
en la figura 15. E]l haplotipo del MHC tipo II mostraba un
slele comin, siendo diferentes para todos los damés,
Mientras que los linfocitos DN autdlogos fueron capaces de
suprimix la produccién de IgG @& IgM a concentracionas da

5x10', los linfocitos DN alogénicos no lo hicderon { figura

15).

Se gbtuvieron dos poblaciones de linfocitos
Cp8+ & una de las cuales posteriormente se la deprivd de
linfocitos DNxé mediante el AcM anti-61 y postarior
separacién negativa con el citoflucrografo (CD8ab)., Ambas
poblaciones fueron afadidas a difarentes concentracionss al
cultivo de linfocitos CD4+, células Sac~B y astimuladas con
anti-CD2, cOmp 8a observa en la figura 16, la produccison de
Igs en loe cultivos celulares fue la misma asi como la
supresidn producida por las dos poblaciones de linfooitos
cna+,
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DISCUSION

Las células hematopoyéticas precursoras de
los linfocitos, una vez producidas en médula osea, colonizan
el timo donde se desarrollan hasta alcanzar la fase de
linfocitos T maduros del individuo adulto. En el timo, los
linfocitos embriondrios sufren una serie de transformacicnes
qua se puedan datectar por las diferentes moléculas que se
expresan tanto en el citoplasma como en su superficie (54}).
Las primeras células con capacidad para poblar el timo son
los timocitos CD3-CD4~-CD8~-. Estas células comienzan a
expresar diversas moléculas en su superficie seglin van

madurando y con elle van adguiriendo la capacidad para

realizar diversas funciones.

Une de los primeros genes en expresarsa son
los de las cadenas t y & del TCR junto a los de el complejo
€p3, produeciéndose el linfocito 15 gue pasa directamente a
la periferia como célula madura. Sl el ordenamiento da estos
genes no tiene éxito, entoncas comienzan a expresarse los
genes que codifican las moléculas CD4 y CDB y més tarda las

cadenas a ¥y B del TCR produciendo los timocitos CD3+CD4+CD8+
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aBRTCR+, gque forman la poblacién mayoritaria del timo. Mas
tarde pierden una de las dos moléculas CD4 o CDS y guedan
convertidos en linfocitos CD3+CD4+CD3~ aBTCR+ o CD3+CD4-CDB+
aBTCR+ emlgrando a sangre y a los drganos linféticos
periféricos como células maduras (rev. en 24,55), La mayoria
da los investigadores en este campo estédn de acuerdoc hoy dia
en que las células té y aff son dos lineas independientes da

linfocitos maduros (26,56,57).

Sin embargo no todos los linfocitos tienen su
origen en el timo. En ratones atimicos gue presentan un
defecto congénito en el desarrollo de las células
apiteliales y por lo tantoc ausencia de timo (58), se ha
podido comprober que con el paso del tiempo aparecen
pequefias cantidades de linfocitos af en érganos linféticos
periféricos (59) y linfocitos 56 en mayor cantidad (60).
Existen evidencias de que parte de estas célulaa tienen un
desarrolle indespeandiente del timo (38,61). Los linfocltos
que se desarrcllan fuera del timo no han estado sujetos a
los mecanismos de seleccidn positiva y negativa por sl que
sa controla el reconocimiento de lo propilo, como ccurra con
el resto de los linfocitos (62). EHsto significa que las
células DN podrian se més fAcilmente autoreactivas y estar
envueltas en el desarrcllo da fendmenos da auteinmunidad

(63).

En sangre periférica la mayorfia de loas

linfocitos T son CD4+ o CDB+. Aungue la funcién de los
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linfocitos hoy dis se sabe que no esté invariablemente unida
a estas moléculas, los linfocitos maduros CD4+ desarrollan
en general una funcidn cooperadora con las células B en la
produccion de Igs y se les llama células “"helper” o
linfocitos T cooperadores. Por el contrario, log linfocitos
CDB+ s=on medisdores de fentmenos de supresion y de
citotoxicidad {18). Una visidn més reciente muestra que el
reconocimiento del antigeno por estos linfocitos también es
diferente siendo probablemente aqui donde radigque la
diferente funcién de los linfocitos. Los linfocitos CD4+
reconccen al antigenc en relacién can las molécula MHC tipo
1T (19) mientras gue los linfocitos €pD8+ lo hacen con las

moléculas MHC tipo I (20).

Con el uso reciente de la citometria de
flujo, més precisa a la hora de wvalorar pequefias
subpobleciones de células, se han descrito la presencia en
gangre periférica de pequefias cantidades de linfocitos
maduros que no expresan ninguna de estas dos moléculas de
superficie (21). Estos tinfocltos CD3+CD4-CDB~ o DN
constituyen alrededor del 3% del total de los linfoclitos de
sangre periférica (21-23). Esta ;iohlac:l.én de linfocitos DN
estd compussta en su mayoria de células portadores del TCR

tipo x4 mientras que sblo el 25% portsn el TCR ap (26-33).

El porcentaje de células DN es variable. En
nuestrs trabajo la media de linfocitos CD3+CD4-CD8~- en

sangre periférica de sujetos sencs fue da 3.8% con un rango
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comprendido entre Q.8-7%. El1 75% de los linfocitos DN
mostraron un TCR té mientras qua el rastante 25% tenia un
TCR aB. Estos datos coinciden con los de otrom autores, como
hemos visto antericrmenta. No obstante, existen cilfras aun
mayoras, que en alglin caso han llegado a alcanzar hasta el

23%, sin que hubiera ninguna patologis asociada (71).

Los linfocitos DN parece que van
incremanténdose en namero deade el nacimiento, donde se
observan cifras muy bajas, hasta el primer afic de vida donde
se alcanza la cifra gue va a mantensrse durante la edad
adulta (64}, La poblacién de linfocitos DNté también cambia
con la edad. En sangre del corddn umbilical se ha comprobado
como la poblacidn de linfoclitos DNté es menor qua en al

adulto (31,64},

En sangra periférica da adultos sanos existen
dos tipos de subpoblaciones de cédlulas 5 mutuamente
excluyentes Vi9/VS(diferente de 1) y Vr(diferente de 9)/VEl,
con un claro predominio de les primeras gue alcanzan el 90%
de)l total (35,65-68). Por el contrario, en al cordén
umbiligal hay células que expresan principalmente el subtipo
V261 y con el tiempo se produce un incrementoc de estas
células a expensaz del subtipo Vi962 (66,64). Se ha
comprobade qua préacticamenta todas las células Ve9/vs2 'de.
sangre periférica son portadores del fenotipo CD4SRA-RO+,
mientras qua las gque expresan el gen V81 son CD45RA+R0—‘

(69,65)., E1 fenotipo CD45RA+ se ha relacionado con células
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virgenes, mientras que el CD45RO+ lo expresan aguellas
células memoria gque ya han estado en contacto con el
antigeno (70), Esto indica que existe una expansién
preferente de las células con memoria inmunolégica que usan
el gen V952, probablemente en relacién con una estimulacidn

antigénica especlifica.

A diferencia de los linfocitos CD4+ © CDB+,
las caracteristicas funcionales da las células DN no son
completamente conocidas. Esté descrito que la estimulacidn
con anti-CD3, anti-CD2, PHA, IL2, II4 ¥y ia estimulacién
alogénica las hacen proliferar de una forma parecida a como
lo hacen el resto de los linfocitos (23), aungua con algunas
diferencias apreciables entre las subpoblaciones de
linfocitos af ¥ t6 que constituyen la poblacién de células
DN. El estimule con PHA o con anti~-CD3 produce una
proliferacién casi exclusiva de los linfocitos «f mientras
que cuando la estimulacién se hace con IL2 se produce una
notable expansidn de c&lulas 6 (71,72). Por otro lado, las
células t5 se ha visto gque responden a la estimulacién con
un sélo AcM anti-CD2Z (73} mientras que los linfocitos af

necesitan dos diferentes antli-CD2 para su correcta

estimulacidén (74,51).

Las células DN en nuestro trabajo mostraron
une mayor prolifaracién sl estimulo con IL2 cuando fueron
comparadas con el resto de los linfocitos y con las PBMc,

como cebria esperar por el alto nimero de células t& que
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componen esta poblacidn. Estos datos indican que las células
DN tienen una mayor sensibilidad sl estimulc con ILZ lo cual
las haria especialmente sensibles a pequefias cantidades de
IL2, situacidn que ocurre en los comienzos de una raspuesta
inmunclégica cuando todavia el nimero de cé&lulas activadas
no es demasiado elevado. Sin embargo, la estimulacidn a
través del (D3 en nuestro case no indujo ninguna
proliferacidén en estas células perc s{ en los otros
linfocitos y en las PEMc. Probablements la diferencia
radique en los epitopoce reconocidos por el AcM anti-CD3
utilizado en estos experimentos y que es distinto a otros
utilizados. No se ha profundizado en este punto debido a qua
en ninglin momento la astimulacién de estas cédlulas por la
via del CD3 ha side el método empleado en nuestro trabajo y

tampoco ha sido objeto de este estudio,

En lo referente a la produceldn de
citoquinas, los linfocitos t6& parece que tiene la misma
capacidad que los linfocitos af para producir diversos tipos
de citequinas con algunas diferencias cuantitativas (75).
Producen menos cantidadeas de IL2Z (76) y diferentas patrones
de produccién de otras citoquinas dependiendc de los clones

de linfooitos t6 estudisdos.

. Los linfocitos DN estimulados con PHA o ILZ .
mantienen estable su fenotipo CD3+CD4-CDB- durante el tiempo
de cultivo (71}. Este dato lo hemos podido constatar en .

nuestros exparimentos, En cultivos de células DN estimuladas
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con IL2 hemos podido comprobar que son precisamente log
linfooitos DNté los que proliferan de manera que al octavg
dia de cultivo todas las células DN muestran este fenotipo,
Esto indica que es8 precisamente la subpoblacién de
linfocitos DNté la gue muestra una mayor sensibilidad a)
estimulo con IL2 de la que tilenen el resto de lag

subpoblaciones linfocitarias.

La sobre expresitn del receptor 15 en estos
cultivos se pudo comprobar en al menos dos experimentos,
Este es un fendémeno que ocurre con algunas moléculas de la
superficie de los linfocltos qua cuande son estimuladosg
incrementan el nimero de moléculas por unidad de superficis
para mostrar una mayor capacidad de reaccidn frente al
estimulo. Un ejemplo sencillc y bien conocido de lo gque
estamos diciendo ocurre con los receptores de la 1IL2 gue
pasan de ser casi indetectables en los linfocitos en reposo
a expresar grandes cantidades de ellos tras la estimulacién
(77). En el caso de las células té, no hemos encontrado en
la literatura ningin antecedente de este tipo y la mejor
explicacién para eate fendmenc observado seria la misma qua
1la que ocurre en el caso de la IL2, el linfocito té aumenta
&l nimero de moléculas del TCR para un mejor reconccimiento

del ligando especifico.

Los linfocitos DN en reposo carecen de
actividsd citotéxica (26,78,76). Sin embargo, despuds de la

estimulacién con IL2 estos adguieren la capacidad de lisar
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células dianas +tantoc NK-sensibles como NE-resistentes
(22,79,76). La capacidad citotéxica de esta poblacién se ha
comprobado que radica en la subpoblacidn de linfocitos DNté
Yy que ademds no existe restriccién por el MHC y por lo tanto
no es capaz de discriminar entre células autdlogas o
alogénicas (22,76,75). Los linfocitos DNaf sélo muestran esa
cepacidad con alguna célula diana NK~sensiblg Yy slempre en
menor grado qua las cé&lulas 16. No cbstante, la capacidad
cltotédxica de estas células parece estar ligada més a las
moléculas CDB o al fenatipo DN, que a los diferentes TCR, En
este sentido, se ha comprobado que log ciones da cédlulas
CDd+ té TCR muestran una escasa actividad citotéxica en
comparacidn oon las cdlulas DN o CD8+ con el mismo TCRS

{75).

Al faltarles ambas moléculas, CD4 y CbB8, los
linfocitos DN parece que no necesitan reconccer a su ligando
bresentado por las moléculas del MHC tipo I o II como lo
hacen el resto de los linfocitos T. Come vimos
anteriormente, la capacidad citotdxica de estas células no
tiens restriccidn por el MHC. Sin embarge, paraca que los
linfocitos DN pueden reconocer estructuras diferentes como
son las moléculas CDl, que aungue son difearentes a las
moléculas del MHC, pueden ser raconocidasg por 1&3 células DN
haciendo una funcidn parecida a la restriccidn que imponen
los antigenos del MHC (80). Este reconocimiento puedas tenar
importantes implicaciones en la funcién de las células 4

pues las moléculas CDl son expresadas principalmente an
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células presentadoras de antigenos.

Recientemente se ha podido comprobar que los
linfocitos 16 reaccionan preferentemente a antigenos de
mycobacterias, proliferando y produclendo uns expansicn
cional (81,36). Pésteriormente se demostrd que los antigenos
responsables de esta sstimulacién eran las proteinas del
estrés (hsp) (36), particularmente 1la hsp-65 que se
comportaria como un superantigeno activando clonalmente 2
lag células t& (82). Este tipo de proteinas estd ampliamente
presente en bacterias y se mantienen de una forma casi
invariable a través de la escala filogenética, desde
organismos procariotes hasta células eucariotes (B3). Las
hsp se expresan en la superficie de las células sometidas no
solamente a estimulos térmicos sino también ante cualquier
tipe de estrés, como por ejemplo el producide por la
infeccidén y los mediadores de la inflamacion (84). De esta
forma, los linfocitos & reconccerian y reaccionarian ante
células alteradas que expresan en su superficie las hsp, por
ejemplo, en el caso de célules infectadss, ejerciendo una
accién de vigilacia. Esta accidén de vigilancia inmune ha

sido la primera funcidén que se le ha atribuide a los
linfocitos 8 (37).

Ademds de en sangre periférica, los
linfocitos t& se encuentran distribuidos en todos los
6rganos linfoldes donde constituyen de una manera casi

constante entre el 1-5 % de los linfocites (22,23,29-
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33,85,86,rev. en 33). En los ratones se ha encontrado que
ademds existe un aumento de c&lulas té a nivel de mucosas,
principalmente epidermis, mucosa intestinal, vagina, dtero
¥y lengua (34,59,33). Esta espacial localizacién junto a la
capacidad para reconocer células autédlogas alteradas es lo
que ha llevado a pensar que astos linfocitos pudieran
constituir una primera linea de defensa frante a 1la

infeccldn (37).

Por otro lado, sl hecho da que los linfocitos
eB y 18 constituyen dos lineas bilen diferenciadas de
linfocitos ¥y que los genes que codifican las cadenas t&
aparezcan antes que los otros, ha hecho pensar a algunos
autores que las célulags v& son una forma de inmunidad
primitiva. MAs tarde y como consaecuencia de la necesidad de
una reaccidn més precisa frenta a los antigenos extarnos, sa
desarrolld el TCR aB, con una notable aspecificidad frante

al antigeno (37},

Esta teoria sobre las caracteristicas
funcionales de loa linfocitos 15 también explicarim el
pequeflo repertoric del TCR que sa ha encontradc en aestas
células, en comparacién con los linfocitos 7 af (34,87).
Mientras que los linfocitea aB necesitan un amplio
repartorio pa.ra la regién varisble de las cadenas del TCR
con el oﬁjto de reconocer cualquier antigenc extrafio, las
células 18, dabido a que sdlo van a reconocer determinados

antigencs con una conformaclién muy constante, como son las’
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hsp, s6lo necesitan un pequefio nimero de genes para
codificar el segmento variable de las cadenas T Yy 6
presentando por tanto un repertorio limitado. Ls presencia
de un limitade repertorio en estas localizaciocnes indica que
estos linfocitos 18 son especificos frente a determinados
estimulos. Esto permitiria una respuesta inmediata frente a
una agreesién sin necesidad de poner en marcha todo el

macanismo de respuesta inmune (61).

Esto es lo que ocurriria en condiciones
normales ante una agresién, por ejemplo una infececidn., Pero
come hemos diche, las hsp muestran una analogia importante
a lo largo da la escala filogenética, de forma que cuando se
produce una reaccién inmune contra estas proteinas en el
cursc de una infeccidén es posible que a su vez se esté
desencadenando un proceso asutcinmune contra las propias
proteinas del huésped (88,65). Esta reaccién autoinmune
seria 1a responsable de perpetuar el cuadro al producir un
aumento de la expresidn de las hsp en las células dafadas y
por tanto un aumento de la respuesta inmune cerrando asi el

circulo wvicioso que s5a cobserva en las enfermedades

autoinmunes,

Las células 14 estarian por lo tanto en
condiciones de eliminar células autdlogas estresadas
incluyendo aquellas que son autoreactivas (34,37). En este
sentido, 86 ha comprobado como log linfocitos

intraepiteliales del ratén reconocen antigenos proplos
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expresados en los queratinocitos vecinos y resccionan contra
vllos de una manera no se encuentra limitada por el MHC

(89).

Los linfoaitos intraepiteliales {IEL)
constituyen una poblacién de células dentroe del sistema
inmune con propiedédes poco conocidag, Hay 4 subpoblaciones
de este tipo de linfocitos, definidas por la expresidn del
fenotipo CD4 y CDB. La mAds comin es CD3+CD4-CDS+, con un
75%, siendo el resto de las subpoblaciones CD3+CD4-CDA-
(DN), CD3+CD4+CD8-~ y CD3+CD4+CD8+ alrededor del 8-9% cada
una. Una gran parte de estos linfocitos (20-80%) son
portadores del TCR t6 (90-93,29}. En el intestino de los
ratones Y da log pollos se ha visto que existe un aumento de
linfocitos t6 intraepiteldales (90,91,29) aungua no se ha
pedido encontrar esta misma correlacién en el hombre

(94,95,85).

Algunbs autores (92), en funcién de la
capacidad da los linfocitos 16 intraepiteliales para
producir linfogquinas ILS y IFN-t piensan que pueden tener
una funcién inmunoreguladora asegurando una buena respuesta
inmune ante una agresidn externa. Por otro lade, estos
mismos autores en un trabajo anteriox (93) demoséraron como
loa t6 IEL transferidos a ratones que previameﬁta se iog
habia hecho.tolerantes a hematies de caballo, eran capaces
de eliminar dicha tolerancia restableciendo la respuesta

inmuna ante proteinas extrafas.
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La funcién cooperadora de los linfocitos
parece que va asociasda a la presencia de la molécula CD4.
Como cabria esperar, las célullas DN al faltarles dicha
molécula carecen de esta capacidad. En este trabajo se ha
demostrado que efectivamente los linfocitos DN, tanto en
reposo como preactivados con ILZ, se han mostrado incapaces
da sustituir a los CD4+ en su capacidad cocperadora. Estos
datos confirman las hallazgos de otros autores

(21,27,96,97).

En este trabajo hemos encontrade gue las
células DN, particularmente los linfocitos con TCR <8,
peseen una potente capacidad supresora de la producciédn de
anticuerpos. Sin embargo, para que estas células realigen su
sccién en cantidades que se puedan considerar como
fisioclégicas, es decir entre 1-10%, es imprescindible que
egtén sctivadas. Centidades de células DN aen reposo entre el
25-50% fueron capaces de suprimir la i:roduccidn de Igs en
nuestros experimentos. Esta cifras se encuentran bastante
lejos de lo que se puede considerar como fisiolégica, que es
alrededor de un 3%, También existid una gran variabilidad,
como puede verse en la figura, dependiendo de los
experimentos y probablemente en relacién con el grado de
activacién de estas células en los diferentes donantes. Sin
embargo, cuando fueron preactivadas con IL2, aunque
probablemente otro tipo de activacién sea suficiente, con

cantidades fisioldgicas comprendidas ente el 1-10% se
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produjo una importante supresién de la produccién de Igs.

E) mecanismo responsable de esta supresién no
ha sido estudisde todavia pero se ha visto que en los
cultivos de células DN con linfocitos Sac~B y linfooitos cD4
que se usaron para estos experimentos se podia observar que
aquellos en los que se producia el fendmeno supresive no se
formaban acimulos de células en proliferacién (clusters),
mientras que en los cultives de linfocitos Sac-B y CD4 al
final del tiempo de cultivo se observaban grandes "clusters"”
(Rivera J, Horwitz D. Datos no publicados). Esto indicas que
el mecanismo de accidén es a través de la inhibicién de la

proliferacidn de linfocitos CD4+.

Cuando se estimula a los linfocitos, é&stos
exprasan en su superficie una serie de moléculas llamadas de
activecién que les va a permitir realizar la funciédn .
prevista. Como hemos visto anteriormente, entre estas
moléculas se encuentran las hsp que pueden ser reconocidas
por los linfocdtos 16 reaccionando contra las células que
las expresan en su superficie y destruyéndolas mediante
citotoxicidad o simplemente inhibiendo su prollferacibn
mediante la secrecién de linfoquinas. Asi pues, los
linfocitos <té& suprimirian la produccién de aﬁticuerpdsl
eliminando, o0 simplemente inhiblendo, a los linfocitos Chi+
con actividad cooperadora y/o a log linfocitos B activados,

productores de anticuerpos. Esta es la primerp vez gque se ha
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demostrado gue los linfoclitos t6 cuando astén activades
poseen una potente capacidad supresora de la formacion de

anticuerpos.

La otra subpoblacién comprendida dentro de
las células DN son los linfocltos DNaB., Su funcién es masg
parecida a la que tienen los linfocitos CD4+ o CD8+
(86,98,99). Estas células cuando estdn activadas sga
convierten en autoreactivas proliferando bien en una
reaccidn autdloga de linfocitos aunque en ningln caso se
convierten en citotdéxicas (100,101). En algin caso de
proliferacidn casi exclusiva de estas células en sindromes
de inmuncdeficiencia en el ser humano, se ha pedido
comprobar que se acompafian de fendmenos de autoreactividad
del tipo de enfermedad injerto contra huésped (102). Es poco

probeble que dadas sus caracteristicas estas células puedan

producir supresién.

Sin embargo, se ha demostrado que algunos
tipos de cd4lulas DNaB, obtenidas de ratones recién nacidos
o de ratones irradiados con dosis letales ¥ posteriormente
trasplantados, poseen capacidad supresora del cultive mixto
de linfocitos en el ratén (103-106). Cabria dentro de lo
posible pensar que el efecto supresor que hemos visto en los
linfocitos DN activados fuera debido a las células DNeS. Sin
embargo en los experimentos que se hicieron deplecionando

las células DN de linfocitos aB o té& mediante la uvtilizacidén

de AcM especificos contra estos receptores, se pudo
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comprobar que las poblaciones deplecionadas de células té no
producian el mismo efecto supresor y que incluso en varios
de los experimentos los linfocitos DNaB produjeron un efecto

estimulador de la produccidn de Igs.

Lag células nulas CD3-CD4-CP8~ previamenta
hemos demostrado que tienen capacidad estimuladora de la
produceidn de Igs (107). En este trabajo se ha confirmado
nusvemente este dato obteniendo células nulas de dos formas
diferentes y mostrando en ambos  casos capacidad
estimuladora. Adem&s, en aguellos experimentos en los que la -
poblacién de células DN estaba contaminada con gran ndmerc
da c¢édlulas nulas, ere mas facil ver un aumento en la
produccidn da Igs, sobre todo cuando se afiadian altas

concentraciones de células,

Estos experimentos indican gque el afecto
supresor &se encuentra en la fracclén 6 y que tanto las
células DNaB como las células nules tlene capacidad

estimuladora de la produccidn de anticuerpos.

Hay que tener en cuenta gue la poblacidn de
linfocitos CD4+ que se preparaba como cooperadora de las
células B en la produccién de anticuaerpos, contenia el mismo
porcentaje de linfocitos DN que en sangra periférica, o
incluso aumenfudo por la deplecidn de otras subpoblaciones
linfocitarias que se habia hecho para obtener estas células

cocperadoras. Aungue esta poblacidén sblo constituyd como
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mucho el 35% de las células que se pusieron en los cultives,
cantidades tan pequefias como 100 células DN estimuladas son
suficientes para producir el efecto supresor, como

previamenta hemos demostrado ( ver figura 7}.

La confirmacién de que el efecto supresor
estd mediado por las células 6 y no por las aff, se obtuvo
cuando sea afiadid AcM anti-81 en los cultivos celulares
viéndose como se eliminaba completamente el afecto supresor.
El AcM anti-81 es un anticuerpo comin para las cadenas & de
todss las eélulas té6 (45) por lo cual cuando sa uséd en los
cultivos celulares de estos exparimentos, dicho AcM se £116
tanto en las células DN preparadas como en aguellas que
estaban contenidas en la poblacién da linfocitos CD4. El AcM
anti-51 probablemente blogues el TCR impidiendo el

raconocimiento del ligando especifico por parte de estas

células,

Se pudo comprobar que la funclén supresora de
los linfocitos 6 en estos experimentos necesitd del
reconocimiento del MHC en las células autdlogas, come puede
verse en el experimento de la figura 15. A diferencia de los
linfocitos CD4 o CD8 que reconocen al antigeno presentado
por moléculas del MHC tipo II o tipo I (19,20),
respectivamente, las células DN, al faltarles dichas

moléculas, reconocerian al antigeno de una forma no limitada

por el MHC. Sin embargo, existen trabajos en los que la

capacidad citotéxica de clones de linfocitos 15 fue inhibida
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por anticuerpos dirigidos contra el TCR, lo cual demuestra
que existe restriccién por el MHC en el reconocimiento del
antigenc por parte de estas célulags (108,36,68), bien sea
por el tipo I (108,96), como por el tipo II (109) Yy también

por parte de las moléculas CD1 (80).

De todas formas, la cuestién de si astas
células necesitan reconocimiento del MHC para realizar
alguna o todas de sus funcicnes especificas, es algo que
todavia no estd completamente zanjado., Hay numeroscs
trabajos donde se demuestra que el efecto citotérico de
estos linfocitos no esta restringide por las moléculas del
MHC. En estos trabajos la mayoria de las célulaa DN
provienan de c¢lones celulares que estén muy estimulados para
mantenerse en crecimiento y esto pudiera originar su

activided citotéxica (26,110},

Al menos por nuestrog experimentos queda
claro quae la capacidad supresora de los linfooitos DNté se

encuentra restringida por el MHC.

Clésicamenta se ha atribuido a los linfocitos
CDA+ una funcidn supresora Y cltotéxica (18). Recientemente,
Takahashi et al. (51) han comprobado come las cé&lulas CD8+
son capaces de suprimir la produccién de Igs por las células
B depandientes de los linfocitos T, con las mismas
condiciones. de cultivo que se han utilizado en estos

experimentos. En este trabajo, se ha podido confirmar ese
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hallazgo.

Hay datos que sugleren qua existe una
interaccidn entre las células t6 y las aBf (88,111). En este
case, las células & controlarian la respuesta de las
células aB a través dae las linfoquinas liberadas produciendo
un efecto regulador de la respuesta inmune (92}. Por otro
lado, es curioso ver come las células 6 sa encuentren
elavadas en dos situaciones un tanto opuestas como son los
procesos autoinmunes y los sindromes de inmunodeficiencia
(88). Para Holoshitz (88), en ambas situaciones existe una
alteracién de los linfocitos a8 que dejaria libre a lasg
cdlulas t©& produciéndose la enfermedad., Esta situacidn
revela una g¢glara dinteraccién entre ambos tipos de

linfocitos.

Aqul se tratd de ver si los linfocitos 18
ejercian algin tipo de influencia en la supresidén de la
produccién de Igs por las células CD8+. En el experimento de
la figura 16, se puede ver como los linfocitos CDB+ fueron
capaces de suprimir Jla produccidén de Igs con y sin la
presencia de las células t5. Este dato indica que ambas
poblaciones tienen capacidad supresora de una forma

indepandiente.

Aunque no existen hoy dia trabajos en la
literatura qua demuestren tan claramante comc lo hemos hacho

aqui la funclén supresora de la produccién de anticuerpos
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por los linfocitos t&, hay datos, tanto a nivel experimental
en ratones, como eh determinades procesos patolégices en el

ser humano, gue sugleren gqua una de sus funciones pueda ser

esta.

En ratones a los que se ha eliminade 1la
poblacién de linfocitos aB mediante tratamiento con un AcM
anti-aB8 TCR y que por lo tanto s6lo tienen linfocitos <6,
Carbone et al. (97) han podido comprobar que la capacidad
funcional de las células B es normal aunque se encuentra
fuertemente deprimida. Por otro lado, estos animales no son
aloreactivos y aceptan injertos sin ques se produzca rechazo.
(97}. Probablemente en estos ratones lss células t6 estén
ejerciendo algin tipo de supresién sobre la produccidn de

Igs por las células B.

Los ratones infactados por vim nasal con el
virus influenza tipo A desarrollan un proceso inflamatorio
de viag altas y neumonia. En los exudados se ha podido
comprobar gue existe un aumento de células 16 coincidiendo
con la mejoria del cuadro (112). Esto implica que las
células 5 estén frenando de alguna mansrs la reaceidn
inmunoldgica que astd tenilendo lugar en las vias

respiratorias de estos ratones,

En el sar humano, an  lasn biopaies
endomioccérdicas de trasplantados da corazén axiste un

aumento significative del nomers da linfocitos 18 que
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infiltran el tejido. Estas células sdélo se pueden ver en
fases tardias cuando ha pasado el riesgo de rechazo agudo.
Se piensa que la presencia de las células T8 en estog
pacientes estd relacionada con la supresidn del rechazg

(113).

Un paciente trasplantadc de médula &saea
experimentd una expansidn en sangre periférica da una
subpoblacién de linfocitos 16, Estas células purificadas a
partir de la sangre periférica del paciente fueron ‘capaces
de suprimir la reaceidén mixta de linfooitos Yy la respuesta
proliferative a la estimulacién con lectinas de los
linfocitos tanto del propio paciente como del donante. La
funcién supresora que ejercieron en este caso las célulag 8

fue evidente (114).

Es probable que una de las funciones de las
células 16 en condiciones fisiolégicas sea la de suprimir la
respuesta inmune, bilen sea suprimiendo la produccién de
anticuerpos, como hamos demostrado en este trabajo, o bien
eliminendo las células que expresan en su superficie las
hsp, como las células sutoreactivas. Un cambio en su funcién
supresora, una disminucién en su ndamerc o bien una
alteracidn en su interaceiédn con los linfocitos aB podria
convertir a& las células 18 en egtimuladoras, o bien hacerlas
insuficientes frente a otras poblaciones da cé&lulas
autcreactivas. Por lo tantc es probable que estas células

estén jugando un papel importante en 1la patogénia de las
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enfermedades autoinmunes,

En aste sentido, en el LES sa ha comprobado
que existe un aumento de los linfocitos DNaf (40) v que
tanto éstos como los T8 son capaces de inducir la produccién
de autoanticuerpos por las células B (41). En los ratones
MRL 1lpr/lpr, que desarrollan esponténeamente un cuadro
inmunolégico similar al LES, el hallazgo patoldglco més
importante es 1la presancia de una linfadenopatia
generalizada producida por linfocitos DNaB (115,116)., El
aumente de estas células autoreactivas se ha encontrado
también en otras cepss dJde ratones que desarrollan
enfermedades autoinmunes (42). En esta enfermedad parece por
lo tanto que los linfocitos DN, especialmente los aB, estédn
Jjugando un papel importante en la aparicidn de la

autoreactividad que la caracteriza.

Dasde que Holoshitz et al, (117) aislaran un
clon de linfocitos DNté en el liquide sinovial de un
paciente con AR, =se ha intentado relacionar 8 estos
linfocitoes en la patogénia de la AR. Algunos autores han
encontrado un aumento de las células 18 en los pacientes con
AR (43,118,119), mientas que otros las ancuentran
disminuidas {120,3121). En esta misma enfermedad, tambien se
ha encontrado una correlacién entre el aumento de linfocitos
t5 vy linfocitos B CD5+ (43). Estos Ultimoa linfocitos se han
ralacionado con la produccidén de anticuerpos en las

enfarmedades autoinmunes (122), Por otro lado, los
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linfocitos del liguido sinovial da pacientes con AR parece
que responden preferentemente a antigenos procedentes de
mycobateriasg {117}, produciéndose una expansién de la

poblacién de linfocitos t& (123).

Como vimos anteriormente, en sangre
pariférica de sujetos sanos existen dos tipos de
subpoblaciones de células 18 mutuamente excluyentes
v19/vs{diferente de 1) y Vt(diferente de 9)/VS1 (35,65-688).
Tanto en la AR como en la artrosis, el 90% de las células b
de sangre periférica son V1962 pero en la membrana sinovial
de AR sa ha encontrado gque son Vi{diferente de
9)/vs(diferente de 1),V5(diferente da 2), mientras que no
ocurre asi en la artrosis (124). Cabe preguntarse si esta
axpansién clonal de las célulazm 6 gue se observa en la
sinovial de la AR obedece a una necesidad de suprimir una
respuesta inmune que estdA teniendo lugar en las
articulaciones frente a un antigeno responsable de la

enfermedad.

La infeccién por el HIV se estd revelando
como algo mas gque una simple infeccldén virica. En estos
pacientes s ha comprobade que existen diversas
manifestaciones reuméticas ¥y procesos autoinmunes (125-127)
que tienen como bagse una alteracidn del sistema inmunitario
como la qua ss puede ver en leos fendmenos de autolnmunidad.
Existen datos hoy dim que parmiten penser gue en la

infeccién por el VIR la produccitn de células autoresctivas
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¥ de anticuerpes contra estructuras propias son responsables

en gran medida de la patogénia de esta enfermedad (128,129).

En la sangre periférica de estos pacientes se
ha encontrado un aumento de los linfocitos DN (130},
principalmente de las células t8 (131) y fundamentalmente a
expensas de la subpoblacién V5l+, que habitualmente estd en
menor nimero en sangre periférica, mostrando por lo tanto
que también existe una expansién clonal (67,132). E)
significado da este aumento de las células t6 en la
infeccidn por HIV tampoco estd claro pero su funcldn
nuevamente podria ser la de frenar la actividad de las
células autoreactivas y productora de autoanticuerpos que

existen en esta enfermedad.

En algunas otras enfermedades astudiadas se
ha cbservado tambidén una expansién de células 6. Diverscs
sindromes de inmuncdeficiencia (133), la lepra y otras
enfermedades con formacién de gresnulomas (134), la
enfermedad celiaca (135), linfadenitis tuberculosa (B81),
mononucleosis infecciosa (136) y un caso descrite de
polimiositis cuyo infiltrado inflamatorio muscular estaba
constituido preferentements por linfocitoa &6 (137). Salvo
la alteracién que existe en todos ellas a nivel del sistema
inmune, no existe aparentements ningln otro dateo en comin.
El pepel que estdn jugando los linfocitos t8 en estas

enfermedades es también desconocide pero desde luego tanto
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el papel de vigilancia de células alteradas, como la funcidn
supresora de la producclén de anticuerpos descrita en este

trabajo son perfectamente posibles.
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CONCLUSIONES

A la vista da los resultados obtenidos en
este trabajo quedan claramente demostrados una serie de
hechos de los que podemos sacar las siguientes conclusiones

principales:

1.- Los linfocitos DN activados con IL2 en sujetos
ganog producen una marcada supresidén de la
produccidn de anticuerpos por las células B, en
presencia de células CD4+., Este efecto se consigue
con pequefias concantraciones comprendidas entra el
1l y el 10%, cantidades que sa puaden considerar

coma figiolégicas.,

a) Los linfocitos DN en reposo
también son capaces da
producir dicha supresion

aunque se necesitan mayores
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)

d)
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concentracliones, entre el 25
y el 50%, para producir este

efecto.

Los linfocitos DN, tanto en
raposo como activados,
estimulados con anti-CP2 son
incaepaces de inducir la
transformacidn de los
linfocitos B en células
productoras de anticuerpos.
Esta incapacidad también es
manifiesta en &l caso da los

linfocitos B preactivados.

Los linfooitos DN proliferan
mejor gque las PBMc o los
linfocitos totales al
astimulo con IL2. La
estimulacién con lectinas y
anti-CD3 muestra un efecto

contrario.

En los cultivos de linfocitos
DN estimulados con IL2 se
produce una expansi6n casi
exclusiva de los linfocitos

8.
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Las ceélulas responsables de este efecto supresor
sa encuentran en la subpoblacidén de linfocitos DN

con TCR t8.

a) El mecanismo da asta
supresidén es a través de la
inhibiciédn de la
proliferacién de los
linfocitos CD4+ y/o de

células B.

b} La capacidad supresora de los
linfocitos DNt8 necesita del

reconocimiento del MHC.

c) Los linfocitos DNté en
cultivo muestran una sobre
axpresioén de lss moléculas

del TCR t&.

Por el contraric, los liinfocitos DN con TCR af
producen un efecto estimulador en la produccidn de

anticuerpecs.

Las células nulas CD3-CD4-CD8~, después de ser
preactivadas con 1L2, también tienen capacidad

estimuladora de la produccién de anticuerpos.
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5.- La capacidad supresora de los linfocitos CDE8+ es
independiente de su interaccidn con las células

s,
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RESUMEN

Recientementa 8a ha comprobado que los
linfocitos DN estén elevados en las enfarmedades con
caracteristices autoinmunes, En el LES ademas inducen a un
aumento da la produccidn de anti-DNA, de indudable capacidad
patogénica. En la AR también se ha visto que existe una

expansién clonsl da los linfocitos 4.

Las propiedades inmuno reguladoras de los
linfocitos DN @B y t©8 en los sujetos normales no es del todo

conocida ¥y ha sido el ocbjetivo principal de este trabajo.

Se han alglado linfocitos DN de sangre
periférica da donantes sanoa y se ha valorado su capacidead
para Inducixr a las calulas B a madurar y convertirse an
células productoras de anticuerpos. Para ello se han
utilizado cultiveos de células B con linfocitos CDd+ como
cooperadorss para la producoldén de Igs ¥ se han astimulado
con anti-CD2. Se ha medido al efecto que producen las
diferentas subpoblaciones de células DN en la produccién de

IgG o IgM.
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Los linfocitos DN activados, perc no en
reposo, produjeran una supresién marcada de la producciédn de
anticuerpos. Mediante estudios de deplecién se pudo
comprobar qua la subpoblacién responsable de este fendmeno
de supresién eran los linfocitos vé mientras gue tanto los
linfocitos @B como las células nulas producian una

estimulacién.

Efte trabajo muestra por primera vez en 1a
literatura que los linfocitos 6 poseen una potente
capacidad inhibidora de la produccién de anticuerpos. La
alteracién en el nimero o en el estado de activacién de
estas células puede afectar a la capacidad supresora dando
lugar a una falta de inhibicidén de la producecidén de
autcanticuerpes como ocurre en el LES Yy en otras

enfermedades autoinmunes.
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TABLR 1:

Fenotipo de las diferentes poblaciones de

linfocitos utilizadas en este trabajo.

Subpoblacién de linfocitos E
CD3+CD4-CDB~ 87 + 9
8 74
aB 26
Cb4+CD8- 86 + 3
CD4-CDB+ 85 + 4
células B ' B4 + 12

"} Media + desviacién estandar
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TABLA 21

Produccién de 1gG por célulaa Sac-B a lag qua
g8 han afiadide diferentas tipos de linfocitos y ga han
estimulado con anti-CD2. A diferencia de los linfocitog
CD4+, las cdlulas DN en raposo ¢ activadas no inducen a la
produccién  de  IgG. Resultados da 3 experimentos

representativos.
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TRBLA 2:

(Ver leyenda en la pAgina anterior)

Produccidn de IgG (ug/ml)
Linfocitos afiadidos
a las células Sac-B Medio anti-CD2

Exparimento 1

Nada <0.5 <0.5
CD4+ <0.5 9.7
CD3+ Ch4~ CDB~- <0.5 <0.5
CD3+ CD4- CDB- <0.5 <0.5

tratadas con 1L2

Experimentoa 2

Nada <0.1 <0,1
Chd+ <0.1 19.8
Cp3+ CD4- CDB- <0.1 ND
CD3+ Cp4~ CDB- <0,1 <0.,1

tratadas con IL2

Experimento 3

Nada <0.1 <0.1
cDd+ A 0.8 16.4
CD3+ CD4- CDB- ND <0.1
CD3+ CD4-~ CDB- <0.1 <0.1

tratadas con 1L2
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TABLA 3:

Regsultado de la proliferacién de diferentes tipos
de células con varios estimulos. Los linfocitos DN fueron
los que mostraron la mejor respuesta al estimulo con IL2 Y
sin embargo la respuesta con PHA fue bastante pobre en

comparacién con los otros grupos.

Proliferaciédn ™

Tipo de cédlulas © anti-Cp3 Med, PHA IL2
FBMe 12,666 551 44.201 3,202
Linfooitos 449 723 62.473 2,698

Linfocitos + monocitos S0% 6.237 464 73.780 4,225

Du 508 271 10.502  6.457
DN + monocitos 50% 523 782 30.742 8.253

"} cpm



71

FIGURA 1:

Andlisis del fenotipo de las PBMc da un
donante sanc por citofluorografia. En el eje de abcisas esta
representado el logaritmo de la intensidad de las células
tefildas con anti-CD4 y anti-CD8 marcados con fluoresceina.
En el eje de ordenadas aquellas células tefildas con anti-CD3
marcado con ficoeritrina. La poblacidén de células DN es la
que se encusntra en el cuadrante I con el fenotipo CD34CD4-

h
CpDA- y constituye el 2.8% del total de PhMc.
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FIGURA 1:

(Ver leyenda en la pégina anterior)
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FIGURA 2:

Despuds del proceso de separacidn marcando el
fanotipo de las células con diferentes hcM fluoresceinados
Y separéndolaq por citometria de flujo, la poblacién de
células DN alcanzd una pureza del 83% en este experimento,

como muestra el cuadrante I. (Ver la leyenda de la figura 1)
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FIGURR 2:

{Ver leyenda en la pAgina anterior)
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FIGURA 3:

Comparacidén an la produccién de Igs por
células B y células preactivades Sac-B a las que se han
afiadido linfocitos CD4+ y diferentes tipos de células DN.
Los linfocitos Sac-B produjeron mayor cantidasd de Igs
{columnas ablertas) vy la supresiédn producida por las Eélulaa
DN-IL2 {columnas negras) fue mayor que la de las células DN
{columnas ralladas). Datos obtenidos da un experimento

representativo.
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FIGURA 3:

{ver leyenda en la pagine antevrior)
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FIGURA 4:

Resultados de un esxperimento tipo. Tanto las
células DN comc las células DN-IL2 fuercn incapaces de
inducir la maduraclién y preduccién de Igs por las células
Sac-B sin la presencia de los linfocitos CD4+. En este
experimenfo sa puede ver como grandes concentraciones de
linfocitos DN-IL2 son capaces de aliminar la supresién que
se produce a pequefias concentraciones. También sa puede ver
como la adicidén de IL2 a los cultivos elimina la supresiédn

gue producen las células DN-ILZ,
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FIGURA 4:

(Ver leyenda en la pagina anterior)

PROQDUCCION DE IGG E IGM POR DIFERENTES
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FIGURA 5:

Efecto de las células DN sobre la produccidén
uarpos en 6§ diferentes experimentos. 5610 las altas
‘aciones de cé&lulas DN fuercn capaces de suprimir la
ldn de anticuerpos por células Sac-B. Las bajas
raciones entre 1-10%, que se pueden considerar como

Jicas, no produjeron ningin efecto.
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FIGURA 5:

(Ver leyenda en la pagina antarior)

EFECTO DE LAS CELULAS DN SOBRE LA
PRCDUCCION DE ANTICUERPOS
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FIGURA 6:

Efecto de las células preactivadas DN-IL2
sobre la produccidén de anticuerpos. Aqui se puede ver el
fendmeno de la supresidén con bajas concentraciones de
células y el fendmeno de la estimulacién a altas
concentraciones., La estimulacién no sigue un patrén

homogéneo como la ocurre a la supresidn.
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FIGURA 6t

{Ver leyends en la pagina anterior)

EFECTO DE LAS CELULAS DN-IL2 SOBRE LA
PRODUCCION DE ANTICUERPOS
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FIGURA 7:

En este exparimento se puede ver que
cantidades tan pequefias come el 0,1% de células DN-IL2
afiadidas a los cultivas fueron capaces da producir clerto

grado de supresidn.
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FIGURA 8:

Efecto producido por 1la deplecién de las
células té. La poblacién de células DN-IL2 produjo una
marcada supresidén de la produccién de Igs a bajas
concentraciones. Sin embargo, cuando a esa poblacién se le
deprivé de las células 5, la poblacién resultante {DNab) no

fue capaz de producir la misma supresién,
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FIGURA B:

{Ver leyenda en la pAgina anterioxr)

EFECTO DE LA DEPLECION DE LAS CELULAS
DN GAMA-DELTA
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FIGURA 9:

Efecto producido por diferentes poblacionas
da células DN sobre la produccién de IgG. A concentraciones
del 25%, sdlo la poblacidén de células DNté& fue capaz de

producir una significativa suprasioén.
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FIGURA 9:

(Ver leyenda en la pégina anterior)
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FIGURA 10:

Produccidén de IgM en al experimento de la
figura anterior. A altas concentraciones (25%) se cbserva
como las células DN inhiben la produccidén de IgM, la
inhibicién producida por las células DNt& es todavia mayor
Y, por el contrario, a aesa concentracién se observa un

aumento de la produccidn de IgM por las células DNaB.
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FIGURAR 10:

(Ver leyenda en la pagina anterior)
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FIGURA 11:

Efecto producido por la adicién al medio de
cultivo del AcM anti-té. La supresidén producida por las
células DN-IL2 es completamente eliminada por este AcM. En
alguno de los experimentos, como el de la figura, se produje
un gran aumento de la produccién de anticuerpos sugiriende
que la estimulacidén de estas células via TCR produce un

efecto diferente al que estamos estudiando.
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FIGURA 12:

En esta figura también se puede ver como el
AcH antl-té es capaz de eliminar la supresién producida por

altas concentraclones de células DN en reposo.
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FIGURA 13:

Las células nulas CD3-CD4-CDA- produjeron una
estimulacion en la produccidn de anticuerpos por las células
B dependientes de loa linfocitos CD4+., Las células nulas,
actuande directamente sobre los linfocitos B, no fueren
capaces de inducir le maduracién y diferenciacidn de los

linfocitos B en células productoeras da anticuerpos.
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FIGURA 13:
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FIGURAM 14:

Secueancia que muestra el fenotipo 16 positive
de los linfocitos de un cultivo Qe célulaa DN estimulsdas
con IL2 en los dias 1', 5'y B'. En el die 12 un 56% de las
células son té+ miantras gue &l resto son célulag nulas y
linfocitos aB. Al 52 dia, el 70% da las c&lulas son 6 Yy
ademis hay una subpoblacién que estd expresando el TCRIS con
mayor intensidad, El dltimo dia de gultivo, précticamente la

totalided de las células del cultive son linfocitos 8.
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FIGURA 15 y 15 bisx:

Efecte de las cdédlulas DN alogénicas en la
produceion de IgG e IgM. El fenotipo da los donantes es como

sigue:

Donante 1: AZ4, A26, B7, Bd4, CWS, DR3, DOw2

Donante 2: AL, A32, BB, B40, Cw3, DR3, DRw2

Mientras que . las cé&lulas DN autdlogas
preodujeron supresién de la produccién de anticusrpos, las

células alogénicas fueron incapaces de hacerlo.



Produccidén de IgG (ug/ml}

EFECTO DE LAS CELULAS DN ALOGENICAS

3

100

FIGURA 15:

(Ver leyenda en la pagina anterior)

EN LA PRODUCCION DE |GG

o] 1 10 50
Porcentaje de células DN afadidas

—O0— Autdlogo
@ AOQENIco



Produccidon de IgM (ug/mil)

101
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FIGURA 16:

Comparacién del efecto supresor producido per
les linfocitos €P8+ con el efecto producide por una
poblacién de 1infocifgé €D8+ a los que se ha deplecionado da
células t&. En este experimento no se ohservaron diferencias
significativas produciendo ambas poblaciones el mismo afecto

supresor,
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ABREVIATURAS
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