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INTRODUCCIÓN

La capacidad del linfocito para reconocer

proteínas propias y extrañas y relacionarse con otras

células es fundamental en la función del sistema inmune. La

estructura mediante la cual el linfocite T reconoce al

antígeno es el llamado receptor de la célula T (TCR) (1). Al

igual que otras muchas moléculas de la superfioje de los

linfocitos que sirven para relacionarlos con el medio

exterior o con otras células, el TCR pertenece a la

superfamilia de las inxnunoglubulinas (Igs) (2>. La

configuración de estas moléculas es similar en todas ellas

y esté formada por una serie de cadenas que se pliegan sobre

si mismas para formar la estructura que se relaciona con el

exterior Ca>.

Una de las primeras moléculas en conocerse

bien, y que da el nombre a este grupo de proteínas, fueron

las inmunoglobulinas (Iga) que son los receptores del

linfocito E (4). Las Iga están formadas por dos cadenas
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pesadas y otras dom ligeras cada una con sus porciones

variables y constantes <5). La unión de la zona variable de

una cadena pesadacon la zona variable de otra ligera forma

el sitio de reconocimiento del antígeno (6). Las Ige son

producidas por ~l linfocito a y se vierten al medio donde

reconocen al antígeno en forma soluble.

Se supuso que también el linfocito T tendría

su receptor para e]. antígeno, pero no fue hasta 1982 cuando

se aisló y se donaron los genes que codifican sus cadenas

<1,7,8). Pronto se vio que era un heterodimero compuesto por

dos cadenas llamadas a y 8, unidas por puentes disulfuro. En

ambas cadenas existen una serie de zonas codificadas por

distintos genes y que constituyen la región constante y la

región variable de las cadenas, Nuevamente la unión de ambas

zonas variables crea una estructura que es precisamente la

zona mediante la cual el linfocito T reconoce al antígeno

<9). Cada una de estas cadenas está codificada por una serie

de genes denominados V <variable), J (de unión), D

(diversidad> (este último sólo para las cadenas 8) y O

(constante), dependiendo de las regiones de la cadena que

codifican (10,11, rey, en 9>. Existe un número variable de

genes y, ~ y O, normalmente entre 50 y 100, que una vez

reordenados se combinan de distintas maneras y se unen a la

parte constante de la cadena, dando lugar a una gran

diversidad de moléculas distintas (12>.

A diferencia de las Igs, el TCR es una



3

estructura fija en la célula que no se vierte al medio. Es

capaz de reconocer al antígeno siempre que sea presentado

por otras células llamadascélulas presentadorasde antígeno

<13). Estas células presentadoras tienen entre sus funciones

la misión de metabolizar en parte al antígeno para que pueda

ser reconocido por el linfocito a través del TCR ya que no

es capaz de reconocer al antígeno soluble como le ocurre al

linfocito E <14).

Existe una gran diversidad de TCRs, uno por

cada antígeno conocido. Esta gran variación traerla consigo

la necesidad de una enorme información genética y sin

embargo los genes que codifican estas estructuras no ocupan

demasiado espacio en los cromosomas. Como en el caso de la

Igs, el TOR tanto para las cadena a y fi como t y 6,

consiguen esta variación gracias a la reordenación de los

genes que codifican los segmentos y, D, .1 y C para dar lugar

a genes funcionales que constituyen el llamado repertorio de

la célula T (12,15),

Pero el TCR es sólo un receptor que reconoce

al antígeno. La molécula que se encarga de transmitir la

señal al interior de la célula para poner en marcha los

mecanismos de activación se vio que era el complejo conocido

como COS (7,16). Esta molécula se encuentra invariablemente

unida al TOR y por lo tanto la expresan todos los linfocitos

T pero no los E. También pertenece a la superfanilia de las

Igs y estí formada por al menos cinco cadenas que son las
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encargadas de generar las reacciones químicas que ponen en

marcha la activación de la célula <16).

Más tarde se describieron otra serie de

moléculas perteí~ecientes también a la superfainilia de las

Igs y que eran de gran importancia en la función del

reconocimiento del antígeno. Entre estas, las moléculas CD4

y CDB dividieron a los linfocitos T extratiniicos en dos

subpoblaciones mutuamente exoluyentes y con distintas

características funcionales (17). A los linfocitos CD4+ se

les atribuyó una acción cooperadora en la producción dc 193

por las células 5 y se les llamó linfocitos T cooperadores.

Por el contrario, los CDE+ se ha visto que tienen una

función supresora unida a la capacidad de lisar a otras

células cuando están activados y son los linfocitos T

citotóxicos/supresores (18).

Aunque hoy día se sabe que la especialización

en la función de estos linfocitos no es tan clara se los

sigue dividiendo en respecto a estas dos moléculas. Se ha

podido comprobar que las proteínas del complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC) también juegan un papel esencial

en el reconocimiento del antígeno (19,20). Loa linfocitos T

reconocen al antígeno presentado por el MMC da las células

presentadorasde antígeno. Los linfocitos CD4+ reconocen al

antígeno en relación con las molécula MHO tipo II (19>

mientras que los linfocitos CDBt lo hacen con las moléculas

MMC tipo 1 (20). Probablementeen la forma de reconocer al
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antígeno radique la diferente función de los linfocitos T.

Los linfocitos T de sangre periférica son

portadores en su mayoría de las moléculas accesorias 004 o

COS. Sin embargo, un pequeño porcentaje de alrededor del 3*

del total de las células periféricas mononucleares (flMc) no

expresa ninguno de estos marcadores y a estos linfocitos T

CD3+CD4-CDS- se les ha llamado linfocitos doble negativos

(eN) <21—23). Por una serie de razones, entre las que se

encuentran el pequeño porcentaje de estas células en sangre

periférica y otros tejidos, y el hecho de su reciente

descripción, los linfocitos OH no han sido estudiados con

tanta profundidad.

En el desarrollo ontogénico de los linfocitos

T hay un momento en el cual las células que pueblan el timo

son portadoras del fenotipo DM CDS+C04-CDS- pero evolucionan

hacia la madurez expresando las moléculas C04 o 008 y

abandonando el timo como células maduras (24>. El origen de

los linfocitos OH lo discutiremos más adelante, pero parece

fuera de toda duda que también son células maduras y por lo

tanto deben desempeñar un papel especifico en la respuesta

inmune (25).

Recientemente se ha visto que existe además

otro TOE formado por unas cadenas distintas a las aB

(26,27>. Se sabia que había un gen denominado 6 que se

expresabaen las primeras fases del desarrollo ontogénico de
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los linfocitos pero no se había encontrado su expresión en

las células maduras (28>. Lanier 1986 y Brennen 1986 (26,27)

de forma separada y casi al mismo tiempo describieron que

existí a una subpoblación de linfocitos maduros portadores de

un TOR con cadenas diferentes a las aB y que llamaron té.

Más tarde se vio que estas células no sólo se encuentran

presentes en sangre periférica sino también en todos los

órganos linfoides en cantidades variables entre el 1—10%

(22,23,29-33, rey, en 33>.

La distribución del ‘roRtó entre la población

de linfocitos es diferente a la que tiene el TCRaB. Mientras

que casi todos los linfocitos Cfl4+ y la mayoría de los CDS+

expresan el TCRaB, el TCRí¿ es expresado por alrededor del

25% de lo linfocitos CD8+, un mínimo porcentaje de

linfocitos CD4. y por el 78% de los linfocitos SN <30) . Por

lo tanto, la población de linfocitos ON está formada por dos

grupos, uno de linfocitos ONté que constituye

aproximadamente el 75% de la población, y el otro, formado

por un 25%, y que son linfocitos DNafl (22,23>. La molécula

accesoria CD3 es común para ambos tipos de receptor <7,16).

El papel que los linfocitos SN, a~ o té,

desempeñanen el entramadode la respuesta inmune no está

completamente dilucidado. La capacidad supresora o

estimuladora, - su relación con otros linfocitos, el

reconocimiento del antígeno en asociación al MMC clase 1 0

clase xx, la capacidad citotóxica y todas las
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características funcionales tan bien descritas en los

linfocitos 004+ o CDS+, no están del todo estudiadas en

estas células y constituye el campo actual de trabajo de

numerosos investigadores.

Se sabe que el linfocito té tiene un escaso

repertorio, a diferencia de lo que ocurre con el cB~CR (34).

En sangre periférica, por ejemplo, la mayoría de los

linfocitos té muestra un ‘lCR con el segmento Vtg en

asociación con el segmento V62 (35). Es como si existiera

una expansión clonal. Por otro lado, algunos investigadores

han encontrado que los linfocitos té reconoceny reaccionan

ante las proteínas del estrás (hsp), expresadas en aquellas

células alteradas por diferentes estímulos nocivos (36>. Por

último, se ha encontrado una peculiar distribución de las

células té en los epitelios mucosos de algunas especies como

el ratón (33). Todos estos datos han llevado a pensar que

los linfocitos ONté juegan un papel importante en la

vigilancia inmune actuando como una primera línea de defensa

frente a la agresión <37).

Algunos de los linfocitos DN tienen un

desarrollo ontogénico fuera del timo y por tanto existe la

sospecha de que no han sido sometidos a los mecanismos de

selección natural que garantizan el reconocimiento de las

propias estructuras y la no reactividad frente a antígenos

del propio individuo <38). Este aspecto tiene implicaciones

muy importantes pues en situaciones patológicas en las que
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exista una alteración en la regulación inmune, estas células

pueden tener capacidad autoreactiva y estar envueltas en

procesosde autoininunidad.

En este sentido, en el lupus eritematoso

sistés,ico (LES), una enfermedad caracterizada por una roture

de la tolerancia del sistema inmunitario hacia los antígenos

del propio individuo <39>, se ha visto que la población de

linfocitos DNa~ está aumentada (40). AsimismO. se han

encontrado clones celulares derivados de linfocitos flNtt o

DNa~ de estos pacientes con un claro comportamiento

autoreactivo pues son capaces de aumentar la producción de

anticuerpos anti-DNA <41). Por otro lado, en los ratones

autoinmunest4RL lpr/lpr, que desarrollan de forma espontanee

una enfermedad bastante parecida al LES humano y que se

estudia como una forma experimental de esta enfermedad,

también existe una enorme expansión de las células DNa~

(42). En otro tipo de enfermedad autoinimune humana como es

la artritis reumatoide (AR>, las células té se encuentran

anormalmenteelevadas (43).



9

JUSTIFICACIÓN

Todos estos datos sugieren que la población

de linfocitos OH desempeña un papel todavía no conocido en

la regulación inmune.

Como sea que en las enfermedadesautoinmunes

existe una profunda alteración de esta regulación que se

pone de manifiesto por el hallazgo constante de células

autoreactivas y de una excesiva producción de anticuerpos

contra las estructuras del propio organismo, y que por otro

lado, se han encontrado alteraciones cuantitativas y

cualitativas de la población de células ON en estas

enfermedades, es por lo que hemos pensado que los linfocitos

0W pueden tener un protagonismo importante en la regulación

de la formación de anticuerpos. El estudio de la función

reguladora da los linfocitos DM sobre la producción de

anticuerpos por las células B a través de la interacción 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-CDS— (Doble negativos> en personas sanas
en relación con la producción de inmunoglobulinas
dependientes de la célula T.

- Determinar la diferencia que existe entre

linfocitos OH en reposo y activados en

referente a esta capacidad reguladora.

los

lo

Determinar las diferencias

regulación de la producción

subpoblaciones ~a~ o Té)

linfocitos OH.

que existen en

de Igs entre las

que componen

-Estudiar las características funcionales de las

células ON en cultivo, en lo referente a la

capacidad de proliferación, comparándolas con

otras poblaciones conocidas de linfocitos.

la

dos

los

- Determinar si el fenotipo de los linfocitos ON se
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modifica tras la estimulación en lo referente a la

expresión del ‘lCR y de las moléculas 004 y 008.

-Determinar si la capacidad reguladora de los

linfocitos OHnecesita del reconocimiento del MHO,

al igual que otras funciones de los linfocitos.

-Verificar la función de las células nulas CD3-CD4-

008- en lo referente a la producción de

inmunoglobulinas y determinar si esta población

celular tiene capacidad supresora.

-Determinar si el efecto supresor anteriormente

descrito para los linfocitos 008+ depende en

alguna medida de su interacción con las células

DN.
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MATERIAL

Y

MÉTODOS

Anticuemos monpclpnales

En estos experimentos se han utilizado los

siguientes anticuerpos monoclonales (AcM).

Para los cultivos, separación de células por.

citofluorografla y separación por medio de cuentas

inmunomagnéticas• se han utilizado los sobrenadantes de

cultivos de hibridomas de ratón productores de anti-CD2,

subtipos GtZ (cedido por A,Eernard> <44) y OXT-ll <ATCC,

Bethesda, Maryland), anti-CD4 408.1 <w.Stohl), anti-CDS

284,1 (W.Stohl) anti—CD3 454 (W. Stohl) (16), anti-C016 308

(3. Unkeless), antí-COSO NRM-l (Coulter immunology>, asti—
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CD11b 010.1—1 (ATCC> and antí-BLA DR (0074) L—243 (MCC) y

antí-Fra <anti-IgG2 isotipo) (D•Posnett> (45>.

También se han usado los siguientes AcM

purificados: antí-CDé (Leu 3), anti-CDS (Leu 4), antí—ODS

<Leu—2), antí—COES (Leu 19), anti-Cu20 <Leu 16> y antí—

receptor c~ (WT-31) conjugados, o no, con fluoresceína o

ficoeritrina y adquiridos a Becten Dickinson (Mauntain View,

California). El anticuerpo contra el receptar té de la

célula T, antí-TCRól, fue amablemente proporcionado por el

Dr. E. Modlin (UCLA, Los Angeles, USA) (46>. El anticuerpo

antí-receptor ap fue amablemente proporcionado por el Dr.

gurrle (Behring,qerke Research Laboratories, Marburg/Labn,

West Germany) (47). Estos Oltimos ~cm se han usado para la

separación celular y para analizar el fenotipo de las

diferentes subpoblaoiones celulares. Por último, se ha usado

un AcM de cabra antí-ratón marcado con fluoresceína (Cal

Tag, South San Francisco, California) como segundo

anticuerpo.

Subnoblaciones celulares

Las células mononucleares de sangre

periférica (PBMo> se han obtenido a partir de muestras de

sangre total heparinizada, obtenida por venopunción, o de la

banda de centrifugación de las células blancas (buffy coat>

de unidades de sangre procedentes de donantes sanos

(preparación de leucocitos). Después de centrifugar la
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sangrecontra un gradiente de Eiooll-Hypaque <Nycomed, Oslo,

Noruega>, las PSMO se lavaron dos veces en PBS y a

continuación se resuspendierori en medio completo (MC>

compuestopor RPMI 1640 con 10% de suero fetal de ternera

(Irvine Ecientifio, Santa Ana, California>, 2 Mm de L-

glutamina (Irvine Scientific), 100 U/ml de penicilina y 100

ug,
1m1 de estreptomicina (Irvine Scientific> a la

concentración de l0’/ml. De esta población de PBMC se

obtuvieron las diferentes subpoblaciones celulares de la

siguiente Lerna:

a.- LinfocitOs CD3.054-CflS- (DN~

Las PENO obtenidas anteriormente se

añadierona una columna de nylon-lana. Despuésde

incubarías durante 1 hora a 37* C, 5% C02, 95%

humedad relativa, la fracción de células no

adherentes se centrifugó contra un gradiente de

Percolí al 62.5% (Phantacia,Uppsala, Suecia) para

eliminar los eritrocitos contaminantes. A

continuación se tifió la superficie (ver ¡sas abajo

tinción del fenotipo) con AcM anti-C04, CD8, CD1G.

NKH-1 y anti-DR y se hizo una separación negativa

por citometria de flujo, segúnse describe en otro

apartado. Paraeliminar las células ONíS se afladió

antí-fil al cóctel de AcM anteriormente descrito.
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En los experimentosen los que se usaron

células 0W previamente activadas con

interleuquina-2 (1L2), éstas se trataron con 1L2

recombinante <Biogen, Westwood, Massachussets)

(ZxlO’ u/mg) lOOu/ml, a 37* 0 durante un periodo

de tiempo entre 2 y 18 horas. Después se lavaron

3 veces con PBS para eliminar toda la 1L2 antes de

incorporarlas a los cultivos. Así se obtuvieron

las células preactivadas DN-1L2.

b. - Linfocitos 004+

Una parte de las células no adheridas a

la columna de nylon-lana se tiñó con anti-CD8,

0016, 0056 y antí-OR y se incubaron con cuentas

inmunomagnéticas <flynal, Oslo, Noruega) (ver más

abajo separación con cuentas inmunomagnéticas>

durante 30 minutos a 400, agitando frecuentemente,

y a continuación se separaron las células

positivas con un imán. Esta separaoión se repitió

al menos 2 veces en cada experimento. La fracción

negativa constituye la subpoblación de linfocitos

CD4+,

c. - Linfocitos CD8+

El metido de obtención es exactamente

igual que el utilizado para obtener los CD4+
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cambiando el AcM antí-COS por anti-CD4.

d ‘ - Lin199IS~L.i

Para obtener los linfocitos 5, se

extrajo el nylon-lana de la columna, se deshizo

con unas pinzas y se lavó varias veces con PBS

recogiéndose las células adheridas. Se lavó dos

veces con PBS y a continuación se resuspendieron

en MC. Posteriormente se centrifugó contra un

gradiente de Percolí al 42.5% (Pharmacia> para

eliminar los monocitos que permanecen en la

interfase.

El precipitado de células se incubo con

eritrocitos de carnero previamente tratados con

AE’l (2-aminoethyl-isothio—uronium bromide

hydrobromide) <Sigma) para que formen rosetas, y

mediante centrifugación contra un gradiente de

Ficolí se obtuvo la fracción negativa (E—> que

queda en la interfase (48,49). Esta fracción E— se

trató entonces con una solución 40 Mm de LME <L—

leucin-metil-ester) (Sigma) (50) durante 30

minutos a 37 OC para usar monocitos y células NR,

y a continuación se lavé con PBS fríe 3 veces para

eliminar completamente los restos de LHE. Los

linfocitos B así obtenidos se resuspendieronen MC

a una concentración de 10’ células/mí,
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En LOS eXperimentosen los que se usaron

células 5 activadas, los linfocitos 5 se trataron

con paredes celulares de E.aureus fijadas con

for,talina <SAO> <Gibco-BRL, Gaithersburg,

Maryland) a concentraciones de 1/20.000 o 1/40.000

y se cultivaron en una placa de cultivo con fondo

plano de 24 pozos (F’low ¡abs, McLean, Virginia>

con 2 ml de MC durante 18 horas, a 37*0 y 5% de

002. Después de ese tiempo se puede ver como las

células E han formado pequeños acúnulos si la

estimulación ha tenido éxito. A continuación se

lavaron 3 veces con PEE antes de ponerlas en

cultivo con otras células y se resuspendieron en

MC a una concentración de íO células/mí,

obteniéndose así los linfocitos preactivados o

Sao-E.

e. - Células 0D3—cn4-cDA- <Células Nulaul

Estas células se obtuvieron de dos

formas diferentes. La primera, tiflendo las células

de la fracción no adherente a la columna de nylon-

lana con un cóctel de AcM a basede anti’-CD3, CD4,

0DB, CDl6, NKH-l y antí-DIL A continuación se hizo

una selección negativa con cuentas

inniunosagnéticas-

En la segundaforma, el total de PBMC se
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incubó con eritrocitos de carnero para la

formación de rosetas, como henos explicado

anteriormente, se recuperó la fracción negativa y

se tiñó con el mismocóctel de AcM y por último se

hizo una separación con cuentas inrnunomagnétícas.

Condiciones de cultivo Sara la Droducción de

insureolobulinas

Las células 004 en número de
2.5x10 se

cultivaron con SilO’ linfocitos E o Sao-E en placas de

cultivo de 96 pozos con fondo plano (Flow Labe). Se

añadieron diferentes concentraciones de células DM o DN—1L2,

habitualmente 10’, 10’, 2.SxlO y 5x10’ células/pozo hasta un

volunen final de 200 ul/pozo. Estos cultivos se estimularon

con una combinación óptima de anti-C02 <OKT-ll al 1/loo y

Gil al 1/50) <51> y se incubaron a 3700, 95% de humedad

relativa y en ambiente de 002 al 5%. Después de 7 días se

recolectaron los sobrenadantes de los cultivos y se

almacenaron a -400 C, hasta su utilización. En algunos

experimentos se añadió lOul de antí-TCRál o anti-FFB a los

cultivos.

Tinción del fenotiso

Las células a teñir se resuspendieronen RPM!

1á40 a una concentraciónentre l-lOxlO’ células/ml. En una

placa de cultivo flexibl, de p’/~ con 96 pozos de fondo
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redondeado (Dynatech) se pusieron 0.2 ml de la suspensióa de

células (2x10~> en pozos alternativos, se centrifugó para

precipitar las células en el fondo del pozo y se eliminó el

sobrenadante. A continuación se añadieron los AcM en

cantidades suficientes de saturación y se incubó a 4*0 en

agitación continua. Después de 30 minutos se lavaron las

células 2 veces con PSE y se abadió, en el caso de que el

primer AcM no estuviera conjugado, el segundo ACM de cabra

antí-ratón marcado con fluoresceína <Cal mg) y se incubé

nuevamente en las mismas . condiciones. Después de la

incubación se lavó con PSE para eliminar el sobrante de AcM

conjugado y se resuspendió en MC a una concentración de 10

células/ml.

Las células se mantuvieron en la oscuridad a

400 hasta ser analizadas. Si no podían ser analizadas el

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

a pH 7.2 hasta durante una semana,

Análisis y separación de células por citometria de Llule

Se utilizó un citofluorógrafo del tipo

FACstar plus (Becton Dickinson, Mountain ‘lev, California)

para analizar y separar las diferentes subpoblaoiones

celulares. Este citómetro de flujo usa un láser de argón que

se utilizó en una longitud de onda dc 488 ma para la

excitación de fluoresceína y de ficoeritrina.
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Una vez teñida la superficie celular con los

distintos AcM como se ha descrito anteriOrmente, las células

fueron resuspendidasen RPMI 1540 con 2% de suero fetal de

ternera y divididas en alícuotas a una concentración entre

de 2~5xl0 células/ml. Se abrió una ventana sobre los

linfocitos, eliminando electrónicamerite con el “forward

light” y el “gOQlight scatter” los monocitos, blastos,

eritrocitos, células muertas y otros restos celulares. Se

separaron los diferentes tipos de linfocitos mediante los

“scatters” de fluorescencia FU. y ELZ, haciendo siempre una

separación negativa, es decir, excogiendo sólo los

linfocitos no teñidos con AcM (52 ) -

Para el análisis del fenotipo, las células

fueron resuspendidasen MC a una concentración de O. lxlO’/ml

y analizadas con el mismo citónetro, de la misma ferina.

Seoaraeiónde células nor cuentas inmunoeaenática*

Las células no adherentes eluidas de la

columna de nylon-lana fueron teñidas según se ha explicado

previamente con los AcM específicos según la población a

separar. Se lavaron dos veces con RPM! 1640 con 2% de FCS y

se añadieron cuentas recubiertas con anticuerpo de cabra

anti—lqG de ratón (Dynal) en número de 10 ul de cuentas/lO
7

células. Se incubá a 400 durante 30 minutos, agitando

suavemente cada 10 minutos. A continuación se añadieron 5 ml

de RP~ 1640 2% FCS frío y se puso el tubo conteniendo las
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células en un imán durante otros 2 minutOs. Las células en

suspensión se recolectaron cuidadosamente con una pipeta

Pasteur. Este ciclo se repitió al menos 2 veces en cada una

de los experimentos. Con este procedimiento los linfocitos

fueron separadostambién de forma negativa.

cuantificación de insunoplohulinas

La cuantificación de IgO e IgM se hizo

mediante un ELISA directo de la siguiente forma, según se ha

descrito anteriormente (53). De una forma resumida, una

placa de cultivo de 96 pozos con fondo plano CFlow Labs) se

incubó con anticuerpo de cabra anti-IgG, IgM e IgA humanas

(Zymed, California> a 4QC en bufer carbonato 0.05 mi a Ph

9.6. Después de 18 horas, se añadió PES con 10% de suero

fetal de ternera y se mantuvo 2 horas a 370C, lavándose a

continuación tres veces con CiNa 0.9% y rween 20 0.05%. Se

añadieron los sueros problema a diferentes diluciones y se

cultivó 1 . 5 horas a 37*0. De la misma forma se prepararon

diluciones standard de Igo e IgM procedentes de mieloma

humano <Jackson, California>. Después de la incubación, las

placas se lavaron 3 veces y se incubaron con anticuerpo de

cabra antí-Igo o 1g14 humanas conjugado con HA? (horse radish

peroxidasa conjugated> (Zymed) durante 1.5 horas a 370C. Por

último se reveló con OPD (0—phenylenediamina) (Sigma> en

bufar citrato y se paró la reacción con una solución 6W de

S0
4E, y por último se sddió la densidad óptica de los

diferentes pozos con un lector óptico (Bio—Rad).
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La equivalencia entre la densidad óptica y

los mg correspondientesde Igs se hizo mediante un análisis

de regresión con el programa Mystat en un computador

Mcímtosh.

Prolí feración

Las células OH o PBMO se cultivaron por

triplicado a una concentración de 10’ células/0.2 ml en NC

en placas de cultivo de fondo plano con 96 pozos (Flow Labs)

a 3700, 95% de humedad relativa y 5% de Co2. Los cultivos

fueron estimulados con PilA 0.5 ug/ml o 1L2 recombinante 100

U/ml <Biogen>. Después de 3 días de cultivo, se midió la

incorporación de timidina a las células añadiendo 1 uCí/pozo

de timidina triflsda [‘HJ <6,7 ti/Mm) (ION radiochemicals,

Irvine, California) y se cultivó durante 18 horas más. A

continuación se recolectaron las células en un filtro de

fibra de vidrio y se midió la radiactividad en un contador

p. El resultado se expresa en cpm.
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RESULTADOS

Orado de pureza de las diferentes noblaciones celulares

El porcentaje de linfocitos DN, definidos por

el fenotipo 003+0134-0DB-, entre las PBMc fue de 3.6% ± 1.9

con un rango entre 0.8-7% entre una población total de 24

donantes sanos que se usaron en estos estudios (figura 1).

Después del proceso de separación, la pureza final de las

células 0W utilizadas en los experimentos de supresión fue

de 87% ± 9 con un rango de 83-92% (figura 2). cuando se

determimó el fenotipo de esta población con una combinación

de anti-003, CD4, 008 y antí-fil, el 74* de los linfocitos

cD3+004-CDE- eran cé positivos mientras que el 26* eran 003+

0W aB (tabla 1>,

Invariablemente en esta población purificada

de células DM hubo una pequeña cantidad de células nulas

(CDS-CD4-CDB-> contaminantes que oscilé entre el. 6-9% con

una media de 8% . 1.8. Esta pequeña contaminación fue debida

a que la población de células DM se obtuvo siempre mediante

una separación negativa para no imprimir ninguna posible
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señal de activación a las células con los diferentes AOH

utilizados para la separación

En los primeros experimentos, cuando las

células UN fueron obtenidas directamente de los donantes y

no a través de las preparaciones de leucocitos del banco de

sangre, el porcentaje de células nulas fue siempre muy

superior, tanto entre las diferentes PBMc como al final del

proceso de separación. Las PBMc obtenidas a partir de las

preparaciones de leucocitos de los “buffy coats” siempre

tuvieron un número menor de células nulas (Rivera 3 y

Horwitz U, datos no publicados).

La población de linfocitos 004+, definidos

por el fenotipo 004+008— fue de 86* ±3 (rango 72-96%> y la

población de linfocitos 008+ (C04-0D8+) fue 85 + 4 (rango

82-87%).

La pureza de los linfocitos 5 (0020+003—) fue

del 84% ~ 12 con un rango entre el 51-86%. El análisis del

fenotipo de estas células se hizo 18 horas más tarde de su

obtención debido a que inmediatamente después del

tratamiento con [ME todavía quedan células que aunque no son

viables, siguen manteniendo la forma y por tanto son

analizadascomo tales por el citofluorógrafo. Después de ese

tiempo, todas esas células se han destruido por la acción

del [ME y el contaje se hace sólo sobre células viables

(Gray 0, comunicación personal). Los l~nfocitos 5 tratados
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con Sao durante las 18 horas no mostraron diferencias

significativas en el análisis del fenotipo cuando se

compararon con aquellos que no habían recibido dicho

tratamiento.

En la tabla 1 se puede ver un resumen del

fenotipo de las diferentes subpcblaciones linfocitarias

utilizadas en estos experimentos.

Las células nulas fueron 60* + 11 003-004-

008- <rango 52-68*>. La pureza de las células nulas

obtenidas mediante separación con formación de rosetas y

cuentas inmunomagnéticas fue superior a la obtenida

solamente con separación por cuentas (68% vs. 52%) (ver

material y métodos).

Producción de tpo e 1aM por las células E denendiente de los

linfocitos T

En estos experimentos nos henos basado en la

reciente observación hecha en el laboratorio del Dr.Horwitz

de que los linfocitos E pueden servir como células

accesorias a la vez que como células efectoras cuando las

células T son estimuladas con una combinación de anti-CD2 a

base de 0T2 y ORTíl (51). La ventaja que tiene esta forma de

estimulación es que no necesita la presencia de monocitos o

de otras células accesorias, a diferencia de la inducida a

través del complejo 003, y por tanto los resultados y las

4
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diferentes interacciones celulares son más Sencillas y

fáciles de interpretar.

Los linfocitos E o los Sao-a estimulados con

anti-0D2 y dejados en cultivo durante una semana no

produjeron cantidades apreciables de Igs <tabla 2). La

presencia de las células CD4t fue indispensable en ambos

casos para inducir la producción. En estos trabajos el

cultivo de células E junto a las 004+ y estimuladas con

anti-CD2 en las condiciones de cultivo antes mencionadas

produjeron 2376 + 2508 ng/ml (rango 350-6500 ng/mí> de IgG

y 1861 + 1938 ng/ml (rango 250-4500 ng/mí> de IgM. Los

cultivos con células Bac—E produjeron 10431 + 6258 ng/ml

<rango 1500-19700 ng/mí) de IgO y 6608 ±5240 ng/ml (rango

480-18000 ng/mí) de IgM, una cantidad sensiblemente mayor

(figura 3, barras limpias).

La producción de Igs en los cultivos

estimulados con anti—C02 de células E o Sao-E solas se usó

como control negativo. Los cultivos en las mismas

condiciones pero añadiendo linfocitos 004+ se usaron para

obtener los valores basales de IgG e IgM en cada uno de los

experimentos. Así mismo se usó MC en lugar de antí-COZ

también como otro control negativo.
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Efecto de los linfocitos DM sobre la sroducción de

anticuerpos

En primer lugar se trató de averiguar si las

células 0W podían substituir a los linfocitos CD4+ en su

función cooperadora en la producción de Igs. Para ello se

cultivaron cantidades crecientes de células ON con células

B, o Sao-B. Las células DN fueron incapaces de inducir la

maduración y producción de Igs por las células E o Bac-E

(figura 4).

Los linfocitos DN se ha comprobado que son

activados y proliferan cuando se les expone a la acción de

la 1L2 (23). Incluso en estas condiciones, las células

preactivadas DN-ILZ tampoco fueron capaces de inducir la

producción de Igs por los linfocitos E (tabla 2 y figura 4).

A continuación se estudiaron los efectos de

las células DM sobre la maduración y diferenciación de los

linfocitos E en células productoras de anticuerpos, Al

comienzo de los experimentos se observó que se producía una

supresión de la producción de anticuerpos que era más

evidente cuanto mayor era la producción de Iga por la célula

5. Los linfocitos E previamente estimulados, o Sao-E,

producen mayores cantidades de Iga y también se vio que los

efectos supresores eran más evidentes (figura 3). En los

siguientes experimentos se usaron siempre linfocitos Bac-E,
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Los linfocitos Oil en cantidades crecientes

produjeron una progresiva inhibición de la producción de

anticuerpos por las células Sao—E en 7 diferentes

experimentos (figura 5). Cantidades entre lo’ y ío’

células/pozo, equivalentes al 1—10% de las células del

cultivo, no produjeron una supresión apreciable. Estas

cantidades se pueden considerar como fisiológicas ya que el

número que se encuentra en sujetos sanos en sangre

periférica es de alrededor del 3% de las PEMO (21). Sin

embargo, cantidadesentre 2. SxlO< y SxlO’, equivalentes al

25-Set aproximadamente, si produjeron una importante

supresión. En la figura 5 se puede observar la supresión en

la producción de IgG así como la variación que hubo entre

los diferentes experimentos. El fenómeno supresivo fue el

mismo en lo referente a la producción de IgM (datos no

mostrados).

Efecto de lo. linfocito. oreaetiúapps DN—1L2 sobre la

nrodupción de anticuaron

.

Cuando las células 0W fueron tratadas

previas,entecon 1L2 se comprobóque la supresión era mayor.

Con cantidadesde células Oil entre el 1-10%, la supresión en

la producciónde Igo fue prácticamentetotal en 3 diferentes

experimentos <figura 6>, La producción de IgM se vio

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

efecto no fue debido a un consumoaumentadode 1L2 ya que la

adición de 1L2 a los cultivos celulares a los que ademásse

u
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había añadido células DN-1L2 produjo un incremento de la

producción de Igs más que una disminución <figura 4),

Cantidades tan pequeñas de células OH-ITa

como 10’ (0.1% del total de células del cultivo) fueron

capaces todavía de producir cierto grado de supresión en la

producción de Igs como puede verse en el experimento de la

figura 7 donde se añadieron diferentes cantidades de células

DN—1L2 a los cultivos de linfocitos 004+ y células Sao—E.

Cantidades mayores de células DW-1L2

superiores al 10* produjeron una reversión en la inhibición

de la producción de anticuerpos en 2 de los experimentos,

como puede verse en la figura 6. Este fenómeno aparentemente

es debido a que entre las células DN-1L2 existen una o

varias subpoblaciones que al activarse son capaces de

superar la supresión producida por las células fil. Esta

reversión fue una constante en los primeros experimentos

(datos no mostrados) donde la separación de las células OH

se hizo directamente de la sangre de los donantes con

cuentas inmnunomagnétícas y no mediante citofluorografía, y

donde la pureza de la población de células O» sólo alcanzaba

el 40-50%, con un porcentaje además de células nulas de

alrededor del 30%. Aunque las células nulas sólo

contaminaban las preparaciones altamente purificadas de

células Oil en cantidades inferiores al 9%, como hemos visto

antes, entra dentro de lo posible que esta pequeña

contaminación fuera la responsable del fenómeno de reversión
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(ver más abajo).

‘lampoco queda descartado que este fenómeno

sea debido a la presencia de diferentes subpoblaciones de

linfocitos DM <aBON) como veremos más adelante,

Efecto de la denleción de linfocitos DNtA o DNaB sobre la

oroducción de anticuerno

.

Se consideró, en base a que los linfocitos té

constituyen más deI. 75% de la población de células Oil

(22,23), que aquellos eran los responsablesdel fenómeno de

supresiónobservado. La eliminación mediante citometria de

flujo de la población de células DN marcadascon AcM anti-6l

tuvo un claro efecto inhibitorio sobre la capacidad

supresora de estas células (figura 8>. Para ello, se

prepararondos poblaciones de células Oil a una de las cuales

se le habían eliminado los linfocitos cfi. Como puede verse

en la figura 8 la población de células DM produjo el efecto

supresor antes mencionado mientras que la población de

células DNa~ no fue capaz de producir el mismo efecto, todo

lo contrario, se produjo un claro aumento de la producción

de anticuerpos.

En ceta ocasión también puede verse la

reversión del efecto supresor de las células 0W con altas

concentraciones.
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Este fenómeno se conf irmó en un experimento

posterior en el que se prepararon 3 poblaciones de células

diferentes. Una de células Oil, otra de DNa~ eliminando las

células tS con el anticuerpo antí-al y una última población

de células DNxB eliminando las células a~ con el anticuerpo

anti-ap <47). Como puede verse en la figura 9, en este

experimento las células OH no produjeron una buena supresión

de la producción de IgG. Sin embargo, la población de

células DNt6 si la produjo. También puede verse como las

células DNap en esta ocasión produjeron una supresión de la

producción de anticuerpos aunque claramente menor que la

producida por las células Dilcó. En este experimente no se

pudo determinar el fenotipo de las diferentes poblaciones

por el escaso número de células obtenidas tras la división

en las tres subpoblaciones mencionadas. En cualquier caso es

evidente que ambaspoblaciones tenían un enriquecimiento en

sus células respectivas.

En cuanto a la producción de IgM se obtuvo un

resultado parecido. La población de células Oil sólo suprimió

a altas concentraciones mientras que la de células ONeS y

Dilcé lo hicieron a bajas concentraciones. Sin embargo, a

altas concentraciones la población de células VilaS volvió

nuevamentea estimular la producción mientras que se mantuvo

la supresión producida por las otras dos poblaciones (figura

10).
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Elisiinación del efector sunresor sor el AcM antí-tá (antí-ET
1 w
64 507 m
344 507 l
S
BT


Una evidencia posterior de que las células

ONtA son las responsables de la supresión observada se

obtuvo añadiendo AcM antí-té (anti-6l> (46) a los cultivos.

En este experimento se produjo una supresión de la

producción de anticuerpos con bajas concentraciones de

células ON-1L2 y se mantuvo a altas concentraciones. Como

puede verse en la figura 11, la adición a los cultivos del

AcM antí-té bloqueé completamente esa supresión

produciéndose incluso un aumento en la producción de

anticuerpos.

En otro experimento se pudo confirmar el

efecto inhibidor de la supresión por el AcM antí-tó en los

cultivos celulares esta vez con linfocitos OH, como puede

verse en el gráfico de la figura 12.

La adición como control a los cultivos del

AcM isotipico antí-FrE no tuvo ningún efecto en la

producción de tgs.

Efecto de las célula. mulas 003-004-008- sobre la nrodutcióa

de anticuerso

.

Como podemosver en la figura 2, siempre hubo

un pequeño número de células nulas en las poblaciones
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purificadas de células Oil. Se estudió la capacidadde las

células nulas en la producción de anticuerpos con el objeto

de ver st estas células podían explicar el fenómeno de

reversión de la supresión que se observa con altas

concentraciOnes de células DM-ITa. En dos experimentos se

obtuvieron células nulas de las dos formas descrita

anteriormente (ver material y métodos) y se atiadieron a los

cultivos de células 5 solas o con linfocitos 004+, a

diferentes concentraciones, Previamente se habían tratado

con !L2 de la misma forma que las células Oil. En ambos

experimentos las células nulas produjeron un notable

inoremento en la producción de Ige <figura 13).

Proliferación y diferenciación d. los 11 najaN

Se estudió la capacidadde prolifereción de

los linfocitos Oil estimulados con PIJA, anti-C03 Canti-0D3

454) y ITa, y se comparócon la proliferaoión de las PBMc ~‘

linfocitos totales (después de eliminar las células

adherentes de las PBMc por su paso a través de la columna de

nylon-lana> en las mismas condiciones. En este experimento

el fenotipo de las células OH mostró un 81* dc células

CD3.C04-COB- y un 19% de células nulas. Como puede verse en

la tabla 3 los linfocitos Oil fueron los que mostraron la

mejor respuesta al estimulo con 1L2 y sin embargo la

respuesta con PilA fue bastante pobre en comparación con los

otros grupos. En este experimento se puede ver tomo la

respuesta al AcM anti-003 454 fue nula entre las células OH

II

¿5

r
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con o sin la presencia de monocitos, mientras que las otras

poblaciones celulares respondieron correctamente.

En estos mismos experimentos se analizó

también la expresión fenotipica del receptor té y de las

moléculas COS, 004 y 008 a lo largo del tiempo en los

cultivos de células Oil estimuladas con 1L2. Mientras que el

porcentaje de células OH no varió sensiblemente a lo largo

de los fi días de cultive (81% vs 84%>, si hubo variaciones

en cuanto a la expresión del ‘lCR. Al comienzo del cultivo

la preparación de células DM tenía un 56* de células té

positivas. Al quinto día de cultivo el porcentaje se había

elevado al 70% apareciendo también un 13% de células con una

sobre-expresión de dicho receptor. Al octavo día el 94% de

las células eran té positivas con un 47% de células con

sobre-expresión del receptor té. Las células negativas,

principalmente 0ila~ y células nulas, fueron disminuyendo

desde e]. 44% el primer día de cultivo, al 5% el octavo día

(figura 14). El marcador para células MX Leu—l9 no

experimenté ningún aumento a lo largo de los 8 días de

cultivo.

Los linfocitos DM alocánicos carecen de efecto sunresor

sobre la oroducoiña de las

.

En este experimento se trató de averiguar si

en este fenómeno supresivo existía o no restricción por el

MHO y por tanto si los linfocitos DM alogénicos eran
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capacesde suprimir la producción de Igs en los cultivos de

células Sao-E y 004+ autólogas.

Se añadieron linfocitos Oil de un donante a

los cultivos de células Sao-E y linfocitos C04. de otro

donante distinto. El haplotipo del MMC tipo 1 era

completamente diferente para ambos donantes como puede verse

en la figura 15. El haplotipo del MHO tipo II mostraba un

alelo común, siendo diferentes para todos los demás.

Mientras que los linfocitos DM autólogos fueron capaces de

suprimir la producción de IgO e Igil a concentraciones de

5x10’, los linfocitos Oil alogénicos no lo hicieron (figura

15).

Efecto de la deoleción de linfocitos ORcé en la supresión

vroducida por linfocitos 008+

Se obtuvieron dos poblaciones de linfocitos

008+ a una de las cuales posteriormente se la deprivó de

linfocitos ONcé mediante el AcM anti-él y posterior

separación negativa con el citofluorografo (CDBab>. Ambas

poblaciones fueron añadidas a diferentes concentraciones al

cultivo de linfocitos 004+, células Sac-B y estimuladas con

anti—0D2. Como se observa en la figura 16, la producción de

Igs en los cultivos celulares fue la misma así como la

supresión producida por las dos poblaciones de linfocitos

008+.
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DISCUSIÓN

Las células hematopoyéticas precursoras de

los linfocitos, una vez producidas en médula osea, colonizan

el tino donde se desarrollan hasta alcanzar la fase de

linfocitos P maduros del individuo adulto. En el tino, los

linfocitos embrionários sufren una serie de transformaciones

que se pueden detectar por las diferentes moléculas que se

expresan tanto en sí citoplasma como en su superficie (54>.

Las primeras células con capacidad para poblar el timo son

los timocitos 003-0134-C08-. Estas células comienzan a

expresar diversas moléculas en su superficie según van

madurando y con ello van adquiriendo la capacidad para

realizar diversas funciones.

Uno de los primeros genes en expresarse son

los de las cadenas c y 6 del ‘lCR junto a los de el complejo

003, produciéndoseel linfocito cG que pasa directamente a

la perif ería como célula madura. Si el ordenamiento de estos

genes no tiene éxito, entonces comienzan a expresarse los

genes que codifican las moléculas 004 y 009 y más tarde las

cadenasa y fi del TOE produciendo los timocitos CDS+0D4+CDB+
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aBTOR+, que forman la población mayoritaria del timo. Más

tarde pierden una de las dos moléculas 004 o 0DB y quedan

convertidos en linfocitos 003+004+008- aBTCR+ o 0D3+0fl4-COB+

aBTCR+ emigrando a sangre y a los órganos linfáticos

periféricos como células maduras (rey, en 24,55), La mayoría

de los investigadores en este campoestán de acuerdo hoy día

en que las células té y oS son dos lineas independientes de

linfocitos maduros (26,56,57).

Sin embargono todos los linfocitos tienen su

origen en el timo. En ratones atimicos que presentan un

defecto congénito en el desarrollo de las células

epiteliales y por lo tanto ausencia de timo <58>, se ha

podido comprobar que con el paso del tiempo aparecen

pequeñas cantidades de linfocitos aB en órganos linfáticos

periféricos (59) y linfocitos té en mayor cantidad (60).

Existen evidencias de que parte de estas células tienen un

desarrollo independiente del timo (38,61). Los linfocitos

que se desarrollan fuera del timo no han estado sujetos a

los mecanismos de selección positiva y negativa por el que

se controla el reconocimiento de lo propio, como ocurre con

el resto de los linfocitos (62>. Esto significa que las

células 0W podrían se más fácilmente autoreactivas y estar

envueltas en el desarrollo de fenómenos de autoinnunidad

(63).

En sangre periférica la mayoría de los

linfocitos T son 004. o 008+. Aunque la función de los
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linfocitos hoy día se sabe que no está invariablemente unida

a estas moléculas, los linfocitos maduros 0134+ desarrollan

en general una función cooperadora con las células E en la

producción de Igs y se les llama células
1helper” o

linfocitos T cooperadores. Por el contrario, los linfocitos

CDB+ sOn mediadores de fenómenos de supresión y de

citotoxicidad (18). Una visión más reciente muestra que el

reconocimiento del, antígeno por estos linfocitos también es

diferente siendo probablemente aquí donde radique la

diferente función de los linfocitOs. Los linfocitos 004+

reconocen al antígeno en relación con las molécula MHO tipo

II (19) mientras que los linfocitos 008+ lo hacen con las

moléculas MHOtipo 1 (20).

Con el uso reciente de la citometria de

flujo, más precisa a la hora de valorar pequeñas

subpoblaciOries de células, se han descrito la presencia en

sangre periférica de pequeñas cantidades de linfocitos

maduros que no expresanninguna de estas dos moléculas de

superficie (21). Estos linfocitos C03+004—CD8 o OH

constituyen alrededor del 3% del tota), de los linfocitos de

sangre periférica (21-23>. Esta población de Linfocitos DM

está compuestaen su mayoría de células portadores del TOR

tipo té mientras que sólo el 25% portan el ‘lCR a~ (26-33).

El porcentaje de células DN es variable. En

nuestro trabajo la media de linfocitos CDS,C04-CD8- en

sangre periférica de sujetos sanos fue de 3.8% con un rango
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comprendido entre 0.5-7%. El 75% de los linfocitos ON

mostraron un TOR té mientras que el restante 25% tenía un

‘lCR aB. Estos datos coinciden con los de otros autores, como

hemos visto anteriormente. No obstante, existen cifras aun

mayores, que en algún caso han llegado a alcanzar hasta el

23*, sin que hubiera ninguna patología asociada (71).

Los linfocitos 0» parece que van

incrementándose en número desde el nacimiento, donde se

observancifras muy bajas, hastael primer año de vida donde

se alcanza la cifra que va a mantenersedurante la edad

adulta (64). La población de linfocitos ENré también cambia

con la edad. En sangre del cordón umbilical se ha comprobado

como la población de linfocitos ONcé es menor que en el

adulto (31,64>.

En sangre periférica de adultos sanos existen

dos tipos de subpoblaciones de células té mutuamente

exoluyentes v;9/v6(diferente de 1) y Vc(diferente de 9>/Val,

con un claro predominio de las primeras que alcanzanel 90*

del total (35,65—66). Por el contrario, en el cordón

umbilical haycélulas queexpresanprincipalmenteel subtipo

Vc281 y con el tiempo se produce un incremento de estas

células a expensas del subtipo Vc9é2 (66,64>. Se ha

comprobado que prácticamente todas las células Vt9/V62 de

sangre periférica son portadorasdel fenotipo 0045PA-RO+,

mientras que las que expresan el gen VÓI son 0045RA+RO-

(69,65>. El fenotipo CO4SRA+ se ha relacionadocon células
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virgenes, mientras que el 0045R0+ lo expresan aquellas

células memoria que ya han estado en contacto cOn el

antígeno (70). Esto indica que existe una expansión

preferentede las células con memoria inmunológica que usan

el genvc9&2, probablementeen relación con una estimulación

antigénica específica.

A diferencia de los linfocitos 004+ o 008+,

las características funcionales de las células O» no son

completamenteconocidas. Está descrito que la estimulación

con antí-COS, anti-002, PIJA, 1L2, 1L4 y la estimulación

alogénica las hacenproliferar de una forma parecida a como

lo hacenel restode los linfocitos (23), aunque con algunas

diferencias apreciables entre las subpoblaciofles de

linfocitos aB y cG que constituyen la población de células

Oil. El estimulo con PIJA o con anti-C133 produce una

proliferación casi exclusiva de los linfocitos aB mientras

que cuando la estimulación se hace con ITa se produce una

notable expansión de células cG (71,72>. por otro lado, las

células cG se ha visto que responden a la estimulación con

un sólo AcM anti—0D2 <93) mientras que los linfocitos 0.0

necesitan dos diferentes anti-0D2 para su correcta

estimulación (74,51).

Las células ON en nuestro trabajo mostraron

una mayor proliferación al estimulo con 1L2 cuando fueron

comparadas con el resto de los linfocitos y con las FEMO,

como cebria esperarpor el alto número de células té que
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componen esta población. Estos datos indican que las células

EN tienen una mayor sensibilidad al estimulo con 1L2 lo cual

las haría especialmente sensibles a pequeñas cantidades de

ITa, situación que ocurre en los comienzosde una respuesta

inmunológica cuando todavía el número de células activadas

no es demasiado elevado. Sin embargo, la estimulación a

través del 003 en nuestro caso no indujo ninguna

proliferación en estas células pero si en los otros

linfocitos y en las PBMO, Probablemente la diferencia

radique en los epitopos reconocidos por el Act4 antí—COS

utilizado en estos experimentos y que es distinto a otros

utilizados. No se ha profundizado en este punto debido a que

en ningún momento la estimulación de estas células por la

vía del 003 ha sido el método empleadoen nuestro trabajo y

tampoco ha sido objeto de este estudio.

En lo referente a la producción de

citoquinas, los linfocitos té parece que tiene la misma

capacidadque los linfocitos ap para producir diversos tipos

de citoquinas con algunas diferencias cuantitativas (75).

Producenmenoscantidadesde 1L2 <75) y diferentes patrones

de producción de otras citoquinas dependiendo de los clones

de linfocitos r& estudiados.

Los linfocitos 0» estimulados con PilA o ILZ

mantienen estable su fenotipo CD3*CD4-C08— durante el tiempo

de cultivo (71>, Este dato lo hemos podido constatar cm

nuestrosexperimentos.En cultivos de células DM estimuladas
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con 1L2 hemos podido comprobar que son precisamente los

linfocitos Dilté los que proliferan de manera que al octavo

día de cultivo todas las células 0» muestran este fenotipo.

Esto indica que es precisamente la subpoblación de

linfocitos OMíG la que muestra una mayor sensibilidad al

estimulo con 1L2 de la que tienen el resto de las

subpoblaciones linfocitarias.

La sobre expresióndel receptor té en estos

cultivos se pudo comprobar en al menos dos experimentos.

Este es un fenómeno que ocurre con algunas moléculas de la

superficie de los linfocitos que cuando son estimulados

incrementan el número de moléculas por unidad de superficie

para mostrar una mayor capacidad de reacción frente al

estimulo. Un ejemplo sencillo y bien conocido de lo que

estamos diciendo ocurre con los receptores de la 1L2 que

pasan de ser casi indetectables en los linfocitos en reposo

a expresargrandescantidadesde ellos tras la estimulación

(77). En el casode las células té, no hemos encontradoen

la literatura ningún antecedentede este tipo y la mejor

explicación para este fenómenoobservadoseria la misma que

la que ocurre en el casode la 1L2, el linfocito té aumenta

el número de moléculasdel ‘lCR para un mejor reconocimiento

del ligando especifico.

Los linfocitos DM en reposo carecen de

actividad citotóxica (26,78,76). Sin embargo, despuésde la

estimulacióncon ¡1,2 estos adquieren la capacidadde lisar
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células dianas tanto MK—sensibles como NK-resistentes

(22,79,76). La capacidadcitotóKioa de estapoblación se ha

comprobado que radica en la subpoblación de linfocitos ONcé

y que además no existe restricción por el MMCy por lo tanto

no es capaz de discriminar entre células autólogas o

alogénicas (22, 76,75). Los linfocitos DNO0 sólo muestran esa

capacidad con alguna célula diana NR-sensible y sienpre en

menor grado que las células té. No obstante, la capacidad

citotóxica de estas células parece estar ligada más a las

moléculas 008 o al fenotipo DM, que a los diferentes TOR. En

este sentido, se ha comprobado que los clones de células

0n4+ té TOR muestran una escasa actividad citotóxica en

comparación con las células DM o 008. con el mismo TCRré

(75).

Al faltarles ambas moléculas, 0134 y 008, los

linfocitos OH parece que no necesitan reconocer a su ligando

presentado por las moléculas del MHO tipo 1 o II como lo

hacen el resto de los linfocitos 7. Como vimos

anteriormente, la capacidad citotóxica de estas células no

tiene restricción por el MHO. Sin embargo, parece que los

linfocitos DM pueden reconocer estructuras diferentes como

son las moléculas coí, que aunque son diferentes a las

moléculas del MHO, pueden ser reconocidas por las células DM

haciendo una función parecida a la restricción que imponen

los antígenos~el MHO <80>. Este reconocimientopuede tener

importantes implicaciones en la función de las células ~é

pues las moléculas coí son expresadas principalmente en
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células presentadoras de antígenos.

Recientemente se ha podido comprobar que los

linfocitos té reaccionan preferentemente a antígenos de

mycobacterias, proliferando y produciendo una expansión

clonal (81,36>. Pósteriornente se demostró que los antígenos

responsables de esta estimulación eran las proteínas del

estrés (hsp) <36>. particularmente la hsp-65 que se

comportaría como un superantigeno activando clonalmente a

las células té (82). Este tipo de proteínasestá ampliamente

presente en bacterias y se mantienen de una forma casi

invariable a través de la escala filogenética, desde

organismos procariotes hasta células cucariotes (83). Las

hsp se expresan en la superficie de las células sometidas no

solamente a estímulos térmicos sino también ante cualquier

tipo de estrés, como por ejemplo el producido por la

infección y los mediadores de la inflamación (84). De esta

forma, los linfocitos té reconocerían y reaccionarían ante

células alteradas que expresan en su superficie las hsp, por

ejemplo, en el caso de células infectadas, ejerciendo una

acción de vigilacia. Esta acción de vigilancia inmune ha

sido la primera función que se le ha atribuido a los

linfocitos té <37).

Además de en sangre periférica, los

linfocitos té se encuentran distribuidos en todos los

órganos linfoides donde constituyen de una manera casi

constante entre el 1-5 % de los linfocitos (22,23,29—
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32,B5,86,rev. en 33). En los ratones se ha encontrado que

además existe un aumento de células té a nivel de mucosas,

principalmente epidermis, mucosa intestinal, vagina, útero

y lengua (3~,59,33>. Esta especial localización junto a la

capacidad para reconocer células autólogas alteradas es lo

que ha llevado a pensar que estos linfocitos pudieran

constituir una primera línea de defensa frente a la

infección (37).

Por otro lado, el hechode que los linfocitos

aB y té constituyen dos lineas bien diferenciadas de

linfocitos y que los genes que codifican las cadenas té

aparezcan antes que los otros, ha hecho pensar a algunos

autores que las células té son una forma de inmunidad

primitiva. Más tarde y cono consecuencia de la necesidad de

una reacción más precisa frente a los antígenos externos, se

desarrollé el ‘lCR a13, con una notable especificidad frente

al antígeno(37>.

Esta teoría sobre las características

funcionales de los linfocitos té también explicaría el

pequeño repertorio del ‘lCR que se ha encontrado en estas

células, en comparación con los linfocitos T ap (34,87>.

Mientras que los linfocitos aB necesitan un amplio

repertorio para la región variable de las cadenas. del ‘lCR

con el objeto de reconocercualquier antígeno extraño, las

células té, debido a que sólo van a reconocerdeterminados

antigemos con una conformación muy constante, como son las
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hsp, sólo necesitan un pequeño número de genes para

codificar el segmento variable de las cadenas r y 6

presentando por tanto un repertorio limitado. La presencia

de un limitado repertorio en estaslocalizaciones indica que

estos linfocitos tá son específicos frente a determinados

estímulos. Esto permitiría una respuesta inmediata frente a

una agresión sin necesidad de poner en marcha todo el

mecanismo de respuesta inmune (61).

Esto es lo que ocurriría en condiciones

normales ante una agresión, por ejemplo una infección. Pero

cono hemos dicho, las hsp muestran una analogía importante

a lo largo de la escala filogenética, de forma que cuandose

produce una reacción inmune contra estas proteínas en el

curso de una infección es posible que a su vez Se esté

desencadenando un proceso autoinnune contra las propias

proteínas del huésped (85,65). Esta reacción autoin$flune

seria la responsable de perpetuar el cuadro al producir un

aumento de la expresión de las hsp en las células dañadas y

por tanto un aumentode la respuestainmune cerrando así el

circulo vicioso que se observa en las enfermedades

autoinjaunes.

Las células té estarían por lo tanto en

condiciones de eliminar células autólogas estresadas

incluyendo aquellas que son autoreactivas <34.37). En este

sentido, se ha comprobado como los linfocitos

intraepitelíales del ratón reconocen antígenos propios
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expresadOs en los queratinocitos vecinos y reaccionan contra

ellos de una manera no se encuentra limitada por el MMC

(89).

Los linfocitos intraepiteliales (TEL)

constituyen una población de células dentro del sistema

inmune con propiedades poco conocidas. Hay 4 subpoblaciones

de este tipo de linfocitos, definidas por la expresión del

fenotipo ODé y 008. La más común es C03+004-CDB+, con un

75%, siendo el resto de las subpoblaciones C03.CD4—CDS-

(DM>, 003+004+008— y CD3+CD4+CDB+alrededor del 8-9% cada

una. Una gran parte da estos linfocitos (20-80*) son

portadores del ‘lCR cd (90—93,29>. En el intestino de los

ratones y de los pollos se ha visto que existe un aumento de

linfocitos cd intraepiteliales (90,91,29) aunque no se ha

podido encontrar esta misma correlación en el hombre

(94,95,85).

Algunos autores (92), en función de la

capacidad de los linfocitos cd intraepiteliales para

producir linfoquinas ILS y IEN-c piensan que pueden tener

una función inmunoreguladora asegurando una buena respuesta

inmune ante una agresión externa. Por otro lado, estos

mismos autore~ en un trabajo anterior (93> demostraron como

los cd TEL transferidos a ratones que previamente se los

había hecho- tolerantes a hematíes de caballo, eran capaces

de eliminar dicha tolerancia restableciendo la respuesta

inmune ante proteínasextrañas.
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La función cooperadora de los linfocitos

parece que va asociada a la presencia de la molécula 004.

Como cabria esperar, las células DM al faltarles dicha

molécula carecen de esta capacidad. En este trabajo se ha

demostrado que efectivamente los linfocitos ON, tanto en

reposo como preactivados con 1L2, se han mostrado incapaces

de sustituir a los 0D4+ en su capacidad cooperadora. Estos

datos confirman los hallazgos de otros autores

(21,27,96,97).

En este trabajo hemos encontrado que las

células Oil, particularmente los linfocitos con ‘lCR té,

poseen una potente capacidad supresora de la producción de

anticuerpos, Sin embargo, para que estas células realicen su

acción en cantidades que se puedan considerar como

fisiológicas, es decir entre 1-10*, es imprescindible que

estén activadas. Cantidades de células OH en reposo entre el

25-50% fueron capaces de suprimir la producción de Igs en

nuestros experimentos. Esta cifras se encuentran bastante

lejos de lo que se puede considerar como fisiológico, que es

alrededor de un 3%. También existió una gran variabilidad,

como puede verse en la figura, dependiendo de los

experimentos y probablemente en relación con el grado de

activación de estas células en los diferentes donantes. Sin

embargo, cuando fueron preactivadas con 1L2, aunque

probablemente otro tipo de activación sea suficiente, con

cantidades fisiológicas comprendidas ente el 1-10% 5~
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produjo una importante supresión de la producción de Igs.

El mecanismo responsable de esta supresión no

ha sido estudiado todavía pero se ha visto que en los

cultivos de células Oil con linfocitos Bac-E y linfocitos Cnt

que se usaron para estos experimentos se podía observar que

aquellos en los que se producía el fenómeno supresivo no se

formaban acúmulos de células en proliferación <clusters),

mientras que en los cultivos de linfocitos Sao-E y 004 al

final del tiempo de cultivo se observaban grandes •clusters”

(Rivera 3, Horwitz 0. Datos no publicados). Esto indica que

el mecanismode acción es a través de la inhibición de la

proliferación de linfocitos 004..

Cuandose estimula a los linfocitos, éstos

expresan en su superficie una serie de moléculas llamadas de

activación que les va a permitir realizar la función.

prevista, como hemos visto anteriormente, entre estas

moléculas se encuentranlas hsp que puedenser reconocidas

por los linfocitos ca reaccionando contra las células que

las expresan en su superficie y destruyéndolas mediante

citotoxicidad o simplemente inhibiendo su proliferación

mediante la secreción de linfoquinas. Así pues, los

linfocitos té suprimirían la producción de anticuerpos

eliminando, ~ simplemente inhibiendo, a los linfocitos 004+

con actividad cooperadora y/o a los linfocitos E activados,

productores de anticuerpos. Esta es la primera vez que se ha
ji
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demostrado que los linfocitos té cuando están activados

poseen una potente capacidadsupresorade la formación de

anticuerpos.

La otra subpoblación comprendida dentro de

las células OH son los linfocitos ONaS. Su función es más

parecida a la que tienen los linfocitos 0134+ o 008+

(86,98,99). Estas células cuando están activadas se

convierten en autoreactivas proliferando bien en una

reacción autóloga de linfocitos aunque en ningún caso se

convierten en citotóxicas (100,101>. En algún caso de

proliferación casi exclusiva de estas células en síndromes

de in,nunodeficiencia en el ser humano, se ha podido

comprobar que se acompañan de fenómenos de autoreactividad

del tipo de enfermedadinjerto contra huésped(102). Es poco

probableque dadassus característicasestascélulas puedan

producir supresión.

Sin embargo, se ha demostradoque algunos

tipos de células ONaS, obtenidas de ratones recién nacidos

o de ratones irradiados con dosis letales y posteriormente

trasplantados, poseen capacidad supresora del cultivo mixto

de linfocitos en el ratón <103-106). Cabria dentro de lo

posible pensar que el efecto supresor que hemos visto en los

linfocitos OH activados fuera debido a las células DMQB. Sin

embargo en los experimentos que se hicieron deplecionando

las células Oil de linfocitos «8 o té mediante la utilización

de AcN específicos contra estos receptores, se pudo
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comprobar que las poblaciones deplecionadas de células tá no

producían el mismo efecto supresor y que incluso en varios

de los experimentos los linfocitos Dios produjeron un efecto

estimulador de la producción de Igs.

Las células nulas CDS-CD4-CDB.- previamente

hemos demostrado que tienen capacidad estimuladora de la

producción de Igs (107). En este trabajo se ha confirmado

nuevamente este dato obteniendo células nulas de dos fornas

diferentes y mostrando en ambos casos capacidad

estimuladora. Además, en aquellos experimentos en los que la

población de células OH estaba contaminada con gran número

de células nulas, era más fácil ver un aumento en la

producción de Igs, sobre todo cuando se añadían altas

concentraciones de células.

Estos experimentos indican que el efecto

supresor se encuentra en la fracción té y que tanto las

células OWaB como las células nulas tiene capacidad

estimuladora de la producción de anticuerpos.

Hay que tener en cuenta que la población de

linfocitos 004+ que se preparaba como cooperadora de las

células E en la producción de anticuerpos, contenía el mismo

porcentaje de linfocitos DM que en sangre periférica, o

incluso aumentadopor la depleción de otras subpoblaoiones

linfocitarias que se había hechopara obtener estas células

cooperadoras. Aunque esta población sólo constituyó como
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mucho el 35* de las células que se pusieron en los cultivos,

cantidades tan pequeñas como 100 células Oil estimuladas son

suficientes para producir el efecto supresor, como

previamentehemosdemostrado( ver figura 7>.

La confirmación de que el efecto SupresOr

está mediadopor las células rá y no por las «13, se obtuvo

cuando se añadió AcM antí-Sí en los cultivos celulares

viéndose como se eliminaba completamente el efecto supresor.

El AcM antí-fil es un anticuerpocomún para las cadenas6 de

todas las células rá (46> por lo cual cuando se usó en los

cultivos celulares de estos experimentos, dicho AcM 55 fijó

tanto en las células OH preparadas como en aquellas que

estabancontenidasen la poblaciónde linfocitos 004. El AcM

antí-Sí probablemente bloquee el ‘lCR impidiendo el

reconocimiento del ligando especifico por parte de estas

células.

Se pudo comprobarque la función supresorade

los linfocitos té en estos experimentos necesitó del

reconocimiento del MHO en las células autólogas, como puede

verse en el experimento de la figura 15. A diferencia de los

linfocitos 0134 o 008 que reconocen al antígeno presentado

por moléculas del MMC tipo II o tipo 1 (19,20),

respectivamente, las células DM, al faltarles dichas

moléculas, reconocerían al antígeno de una forma no limitada

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

capacidad citotóxica de clones de linfocitos té fue inhibida



53

por anticuerpos dirigidos contra el ‘lCR, lo cual demuestra

que existe restricción por el MHO en el reconociniento del

antígeno por parte de estas células (108,26,58), bien sea

por el tipo Y (108,96), como por el tipo II (109) y también

por parte de las moléculas ooí (80).

De todas fornas, la cuestión de si estas

células necesitan reconocimiento del MMC para realizar

alguna o todas de sus funciones especificas, es algo que

todavía no está completanente zanjado. Hay numerosos

trabajos donde se demuestra que el efecto citotáxico de

estos linfocitos no está restringido por las moléculas del

MHO. En estos trabajos la mayoría de las células OH

provienen de clones celulares que están muy estimulados para

mantenerse en crecimiento y esto pudiera originar su

actividad citotóxica <26,110).

Al menos por nuestros experimentos queda

claro que la capacidadsupresora de los linfocitos ONré se

encuentrarestringida por el MHO.

Clásicamentese ha atribuido a los linfocitos

008+ una función supresora y citotóxica (18). Recientemente,

Takahashi et al. (51) han comprobadocono las células 008*

son capaces de suprimir la producción de Igs por las células

B dependientes 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 sugieren que existe una

interacción entre las células té y las aB (88,111). En este

caso, las células cG controlarían la respuesta de las

células «5 a través de las linfoquinas liberadas produciendo

un efecto regulador de la respuesta inmune (92>. Por otro

lado, es curioso ver como las células té se encuentren

elevadas en dos situaciones un tanto opuestas como son los

procesos autoinmunes y los síndromes de inmunodeficiencia

(88). Para Hcloshitz <88), en ambas situaciones existe una

alteración de los linfocitos aB que dejaría libre a las

células té produciéndose la enfermedad. Esta situación

revela una clara interacción entre ambos tipos de

linfocitos.

Aquí se traté de ver si los linfocitos té

ejercían algún tipo de influencia en la supresión de la

producción de Igs por las células C08+. En el experimento de

la figura 16, se puedever como los linfocitos COB. fueron

capacesde suprimir la producción de Igs con y sin la

presenciade las células té. Este dato indica que ambas

poblaciones tienen capacidad supresora de una forma

independiente.

Aunque no existen hoy día trabajos en la

literatura que demuestren tan claramente como lo hemos hecho

aquí la función supresorade la producción de anticuerpos
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por los linfocitos e8, hay datos, tanto a nivel experimental

en ratones, como en determinadosprocesospatológicos en el

ser humano, que sugierenque una de sus funciones pueda ser

esta.

En ratones a los que se ha eliminado la

población de linfocitos «E mediantetratamiento con un AcM

anti-aS lCR y que por lo tanto sólo tienen linfocitos ca,

Carboneet al. (97> han podido comprobarque la capacidad

funcional de las células B es normal aunque se encuentra

fuertementedeprimida. Por otro lado, estos animales no son

aloreactivosy aceptaninjertos sin que se produzcarechazo.

(97>. Probablementeen estos ratones las células tó estén

ejerciendo algún tipo de supresión sobre la producción de

Igs por las células 5.

Los ratones infectados por vía nasal con el

virus influenza tipo A desarrollan un proceso inflamatorio

de vías altas y neumonía. En los exudados se ha podido

comprobarque existe un aumentode células té coincidiendo

con la mejoría del cuadro (112). Esto implica que las

células ra estén frenando de alguna manera la reacción

inmunológica que está teniendo lugar en las vías

respiratorias de estos ratones.

En el ser humano, en las biopsias

endomiocárdicas de trasplantados de corazón existe un

aumento significativo del número de linfocitos té que
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infiltran el tejido. Estas células sólo se pueden ver en

fases tardíascuando ha pasadoel riesgo de rechazoagudo.

Se piensa que la presencia de las células té en estos

pacientes esté relacionada con la supresión del rechazo

(113).

Un paciente trasplantado de médula ósea

experimentó una expansión en sangre periférica de una

subpoblaciónde linfocitos ‘có. Estascélulas purificadas a

partir de la sangre periférica del paciente fueron capaces

de suprimir la reacción mixta de linfocitos y la respuesta

proliferativa a la estimulación con lectinas de los

linfocitos tanto del propio paciente como del donante. La

función supresora que ejercieron en este caso las células té

fue evidente <114>.

Es probable que una de las funciones de las

células té en condiciones fisiológicas sea la de suprimir la

respuesta inmune, bien sea suprimiendo la producción de

anticuerpos, como hemos demostrado en este trabajo, o bien

eliminando las células que expresanen su superficie las

hsp, como las células autoreactívas.Un cambio en su función

supresora, una disminución en su número o bien una

alteración en su interacción con los linfocitos aB podría

convertir a las células té en estimuladoras,o bien hacerlas

insuficientes frente a otras poblaciones de células

autoreactívas Por lo tanto es probable que estas células

estén jugando un papel importante en la patogénia de las
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enfermedadesautoinmunes.

En este sentido, en el LES se ha comprobado

que existe un aumento de los linfocitos OHaB (40> y que

tanto éstos como los té son capacesde inducir la producción

de autoanticuerpos por las células 5 <41). En los ratones

Mfl lpr/lpr, que desarrollan espontáneamente un cuadro

inmunológico similar al LES, el hallazgo patológico más

importante es la presencia de una linfadenopatia

generalizada producida por linfocitos DilaS (115,116>. El

aumento de estas células autoreactivas se ha encontrado

también en otras cepas de ratones que desarrollan

enfermedadesautoinmunes(42). En estaenfermedadparecepor

lo tanto que los linfocitos OH, especialmente los aB, están

jugando un papel importante en la aparición de la

autoreactividadque la caracteriza.

Desde que Holoshitz st al. (117> aislaran un

clon de linfocitos ONrá en el liquido sinovial de un

paciente con AB, se ha intentado relacionar a estos

linfocitos en la patogénia de la AB. Algunos autores han

encontradoun aumentode las células té en los pacientescon

AR (43,118,119), mientas que otros las encuentran

disminuidas (120,121). En estamisma enfermedad,tambiense

ha encontrado una correlación entre el aumento de linfocitos

té y linfocitos 5 0135+ (43>. Estosúltimos linfocitos se han

rélacionado con la producción de anticuerpos en las

enfermedades autoinmunes <122>. Por otro lado, los

5’

1

¿5
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linfocitos del liquido sinovial de pacientes con AR parece

que responden preferentemente a antígenos procedentes de

myccbaterias <117>, produciéndose una egpansión de la

población de linfocitos rá (123).

Corno vimos anteriormente, en Sangre

periférica de sujetos sanos existen dos tipos de

subpoblaciones de células té mutuamente exoluyentes

VtS/V6(diferente de 1> y Vc<diferente de 9)/Val (35,65—6S).

Tanto en la AH como en la artrosis, el 90% de las células té

de sangre periférica son Vr962 pero en la membrana sinovial

de iR se ha encontrado que son Vt(diferente de

9>/V6(diferente de 1),V6(diferente de 2), mientras que no

ocurre así en la artrosis <124). Cabe preguntarse si esta

expansión clonal de las células té que se observa en la

sinovial de la iR obedece a una necesidad de suprimir una

respuesta inmune que está teniendo lugar en las

articulaciones frente a un antígeno responsable de la

enfermedad.

La infección por el MIV se esté revelando

como algo más que una simple infección virica. En estos

pacientes se ha comprobado que existen diversas

manifestacionesreumáticasy procesosautoinnunes(125—127)

que tienen como base una alteración del sistema inniunitario

como la que se puede ver en los fenómenos de autoinmunidad.

Existen datos hoy di. que permiten pensar que en La

infección por el Vfl4 la producción de células autoreactivas
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y de anticuerpos 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 ON (130>,

principalmente de las células té (131) y fundamentalmente a

expensas de la subpoblación Vél.. que habitualmente está en

menor número en Sangre periférica, mostrando por lo tanto

que también existe una expansión clonal (67,132). El

significado de este aumento de las células té en la

infección por MIV tampoco está claro pero su función

nuevamente podría ser la de frenar la actividad de las

células autoreactivas y productora de autoanticuerpos que

existen en esta enfermedad.

En algunas otras enfermedades estudiadas se

ha observado también una expansión de células té. Diversos

síndromes de inmunodeficiencia (133>, la lepra y otras

enfermedades con formación de granulomas (134>, la

enfermedad celiaca <135), linfadenitis tuberculosa (81>,

mononucleosis infecciosa (136) y un caso descrito de

polimiositis cuyo infiltrado inflamatorio muscular estaba

constituido preferentemente por linfocitos ‘cfi (137). salvo

la alteración que existe en todos ellas a nivel del sistema

inmune, no existe aparentemente ningún otro dato en común.

El papel que están jugando los linfocitos Té en estas

enfermedades es también desconocido pero desde luego tanto
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el papel de vigilancia de células alteradas, como la función

supresora de la producción de anticuerpos descrita en este

trabajo son perfectamente posibles.
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CONCLUSIONES

A la vista de 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 DM activados con 11,2 en sujetos

sanos producen una marcada supresión de la

producción de anticuerpos por las células 5, en

presencia de células 004+. Este efecto se consigue

con pequeñasconcentracionescomprendidasentreel

1 y el 10%, cantidades que se pueden considerar

como fisiológicas.

a> Los linfocitos DM en reposo

también son capaces de

producir dicha supresión

aunque se necesitan mayores
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concentraciones, entre el 25

y el 50%, para producir este

efecto.

b) Los linfocitos DM, tanto en

reposo como activados,

estimulados con anti—C02 son

incapaces de inducir la

transformación de los

linfocitos B en células

productoras de anticuerpos.

Esta incapacidad también es

manifiesta en el caso de los

linfocitos s preactivados.

o> Los linfocitos DM proliferan

mejor que las PBMc o los

linfocitos totales al

estimulo con 1L2. La

estimulación con lactinas y

antí-ona muestra un efecto

contrario.

d> En los cultivos de linfocitos

Oil estimulados con 1L2 se

produce una expansión casi

exclusiva de los linfocitos

t6.
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2.- Las células responsablesde este efecto supresor

se encuentran en la subpoblación de linfocitos DM

con ‘lCR té.

a> El mecanismo de esta

supresión es a través de la

inhibición de la

proliferación de los

linfocitos C04t y/o de

células 5.

b> La capacidadsupresorade los

linfocitos Diltó necesita del

reconocimiento del MMC.

o) Los linfocitos DNré en

cultivo muestran una sobre

expresión de las moléculas

del lCR té.

3,- Por el contrario, los linfocitos Oil con ‘lCR aB

producen un efecto estimulador en la producción de

anticuerpos.

4.- Las células nulas CD3-004-CD8-, después de ser

preactivadas con 1L2, también tienen capacidad

estimuladora de la producción de anticuerpos.
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5.- La capacidad supresora de los linfocitos CDB+ es

independiente de su interacción con las células

Té.
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RESUMEN

Recientemente se ha comprobado que los

linfocitos flN están elevados en las enfermedades con

características autoinmunes. En el LES además inducen a un

aumentode la producciónde anti-DNA, de indudable capacidad

patogénica. En la AH también se he visto que existe una

expansiónclonal. da los linfocitos té.

Las propiedades inmune reguladoras de los

linfocitos ON «5 y té en los sujetos normalesno es del todo

conocida y ha sido el objetivo principal de este trabajo.

Se han aislado linfocitos DN de sangre

periférica de donantessanosy se ha valorado su capacidad

para inducir a las células 5 a madurar y convertirse en

células productoras de anticuerpos. Para ello se han

utilizado cultivas de células 5 con linfocitos 004. come

cooperadorespara la producción de ¡ge y se han estimulado

con anti-0D2. Se he medido el efecto que producen las

diferentes subpoblacionesde células ON en la producción de

¡gO e IgM.
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Los linfocitos ON activados, pero no en

reposo, produjeronuna supresiónmarcadade la producción de

anticuerpos. Mediante estudios de depleción se pudo

comprobarque la subpoblaciónresponsablede este fenómeno

de supresióneran los linfocitos té mientras que tanto los

linfocitos an cono las células nulas producían una

estimulación.

Este trabajo nuestrapor primera vez en la

literatura que los linfocitos té poseen una potente

capacidadinhibidora de la producción de anticuerpos. La

alteración en el número o en el estado de activación de

estascélulas puede afectar a la capacidadsupresoradando

lugar a una falta de inhibición de la producción de

autoanticuerpos como ocurre en el LES y en otras

enfermedadesautoinnunes.
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TAfiLA 1:

Fenotipo de las diferentes poblaciones de

linfocitos utilizadas en estetrabajo.

Subpoblaciónde linfocitos Ifl

COS+CD4-0D8— 87 + 9

tó 74

aB 26

C04+CDS- 86 ±3

CD4—CDB+ 85 + 4

células 3 84 + 12

Media + desviaciónestándar
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TASLA 2:

Producción de ¡go por células Sao-aa les que

se han afiadido diferentes tipos de linfocitos Y SC han

estimulado con anti-CD2. A diferencia de los linfocitos

CD4+, las células DN en reposo e activadas no inducen a la

producción de Igo. Resultados de 3 experimentos

representati~o~~



69

TABLA 2:

(ver leyenda en la página anterior)

Producción de ¡gO (ug/ml)

Linfocitos afladidos
a las células Sao-E Medio anti-CD2

Experimento 1

Nada <0.5 <0.5

004+ <0.5 9.7

CDS+ 0U4- 008- <0.5 <0.5

0D3+ CD4- CUS- <0.5 <0.5

tratadas con 1L2

Experimento 2

Nada <0.1 <0.1

004+ <0.1 19.8

CDS+ 0D4- 008- <0.1 NO

003+ 004— 008— <0,1 <0.1

tratadas con 1L2

Experimento 3

Nada <0.1 <0.1

004+ 0.8 16.4

003+ 004- 008— MD <0.1

003+ 004- 008- <0.1 <0.1
tratadas con 1L2
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TABLA 3:

Resultado de la proliferación de diferentes tipos

de células con varios estinulos. Los linfocitos DM fueron

los que mostraron la mejor respuesta al estimulo con 1L2 y

sin embargo la respuesta con PNA fue bastante pobre en

comparación con los otros grupos.

Proliferación

Tipo de células antí-ODa Mcd. PHA 1L2

PBMc

Linfocitos

Linfocitos + sonocitos 50*

DM

DM + nonocitos 50%

12.666 551

449 723

6,237 464

508 271

523 782

44 • 201

62.473

73. 780

10. 502

30.742

3.202

2.698

4.225

6.457

8.253

Opn
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FIGURA 1:

Análisis del fenotipo de las PEMo de un

donante sano por citofluorografia. En el eje de aboisas está

representado el logaritmo de la intensidad de las células

tenidas con anti-C04 y anti-CDS marcados con fluoresceina.

En el eje de ordenadas aquellas células tenidas con anti-0b3

marcado con ficoeritrina. La población de células DM es la

que se éflcue~tta en el cuadrante 1 con el fenotipo 0D3+004-

0DB- Y constituye el 2.8% del total de PENo.
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FIOIIRA 1:

(Ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 2:

Uespués del proceso de separación marcando el

fenotipo de las células con diferentes AcM fluoresceinados

y separándolas por citometria de flujo, la población de

células UN alcanzó una pureza del 83* en este experimento,

como muestra el cuadrante 1. <Ver la leyenda de la figura 1)
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FIGURA 2:

(Ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 3;

Comparación en la producción de Ige por

células E y células preactivadas sac-B a las que se han

añadidO linfocitos 0U4+ y diferentes tipos de células DN.

Los linfocitos Sao-E produjeron mayor cantidad de igs

(columnas abiertas) y la supresión producida por las células

DN-1L2 <columnas negras) fue mayor que la de las células DN

<columnas ralladas), Datos obtenidos de un experimento

representativo.
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FIGURA 3;

(Ver leyenda en la página anterior)

COMPARACION DE LA PRODUCCION DE Iga
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FIGURA 4;

Resultados de un experimento tipo. Tanto las

células DM como las células DNIL2 fueron incapaces de

inducir la maduración y producción de ¡ge por las células

Sao-E sin la presencia de los linfocitos CU4+. En este

experimento se puede ver como grandes concentraciones de

linfocitos DN-1L2 son capaces de eliminar la supresión que

se produce a pequeñas concentraciones. También se puede ver

como la adición de 1L2 a los cultivos elimina la supresión

que producen las células DN-1L2.
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FIGURA 4:

(Ver leyenda en la página anterior)

PRODUCCION DE IGG E IGM POR DIFERENTES
CULTIVOS DE LINFOCrTOS
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FIGURA 5:

Efecto de las células DM sobre la producción

~Uerpos en 6 diferentes experinentos. Sólo las altas

raciones de células DM fueron capaces de suprimir la

Lón de anticuerpos por células Sac-B. Las bajas

raciones entre 1-10%, que se pueden considerar cono

Jicas, no produjeron ningún efecto.
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FIGURA 5:

(Ver leyenda en la página anterior)

EFECTO DE LAS CELULAS DN SOBRE LA
PRODUCCION DE ANTICUERPOS

20

10

o

<5

4>
~0
5

4>

o
o
O.

Expl
Exp2
Exp3
Exp4
BpS

Exp 6

-u-
-6-
-A-

0 1 10 26 5o

Porcentaje de células ON añadIdas



81

FIGURA 6;

Efecto de las células preactivadas DN—1L2

sobre la producción de anticuerpos. Aquí se puede ver el

fenómeno de la supresión con bajas concentraciones de

células y el fenómeno de la estimulación a altas

concentraciones. La estimulación no sigue un patrón

homogéneo como le ocurre a la supresión.

[t
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FIGURA 6:

<ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 7;

En este experimento se puede ver que

cantidades tan pequeñas como el 0.1% de células DN-¡L2

añadidas a los cultivos fueron capaces de producir cierto

grado de supresión.
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FIGURA 7:

(Ver leyenda en la página anterior)

EFECTOPRODUCIDOPOR CRECIENTES
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FIGURA 8:

Efecto producido por la depleción de las

células tó. La población de células UN-1L2 produjo una

marcada supresión de la producción de Igs a bajas

concentraciones, Sin embargo, cuando a esa población se le

deprivó de las células té, la población resultante <DNab> no

fue capaz de producir la misma supresión.

1
1

[
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FIGURA 8:

<Ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 9:

Efecto producido por diferentes poblaciones

de células DM sobre la producción de ¡gO. A concentraciones

del 25%, sólo la población de células DMtS fue capaz de

producir una significativa supresión. [y

1
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FIGURA 9:

<ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 10:

Producciónde IgM en el experimentode la

figura anterior. A altas concentraciones<25%) se observa

como las células DM inhiben la producción de IgM, la

inhibición producida por las células DNtS es todavía mayor

y, por el contrario, a esa concentración se observa un

aumentode la producción de IgM por las células DNaB.
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FIGURA 10:

(Ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 11:

Efecto producido por la adición al medio de

cultivo del ACM antí-tó. La supresión producida por las

células DN-1L2 es completamente eliminada por este AcM. En

alguno de los experimentos, como el de la figura, se produjo

un gran aumento de la producción de anticuerpos sugiriendo

que la estimulación de estas células vía TCR produce un

efecto diferente al que estamos estudiando.
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FIGURA 11:

(Ver leyenda en la página anterior>

ELIMINACION DEL EFECTOSUPRESOR POR EL

ANTICUERPO ANTI-GAMA DELTA
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FIGURA 12;

En esta figura también se puede ver como el

AcM antí-tó es capaz de eliminar la supresión producida por

altas concentraciones de células ON en reposo.
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FIGURA 12;

(Ver leyenda en la página anterior)

ELIMINACION DEL EFECTOSUPRESORPOR EL
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FIGURA 13:

Las células nulas CUS-C04-CD8- produjeron una

estimulación en la producción de anticuerpos por las células

B dependientes de los linfocitos CU4+. Las células nulas,

actuando directamente sobre los linfocitos B, no fueron

capaces de inducir la maduración y diferenciación de los

linfocitos B en células productoras de anticuerpos.
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FIGURA 13:

(Ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 14:

Secuencia que muestra el fenotipo té positivo

de los linfocitos de un cultivo de células EN estimuladas

con 1L2 en los días 1, Sy 8’. En el día 10 un 56% de las

células son té, mientras que el resto son células nulas y

linfocitos ctS. Al 50 día, el 70* de las células son tO y

además hay una subpoblación que está enpresando el TCaré con

mayor intensidad. El último día de cultivo, práctioamentela

totalidad de las células del cultivo son linfocitos té.
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FIGURA 14:

(Ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 15 y 15 bis:

Efecto de las células EN alogénicas en la

producción de IgO e IgM. El fenotipo de los donantes es como

sigue:

Donante 1: 124, 126, 87, 844, CWS, URS, D0w2

Donante 2: Al, 132, 88, 840, 0143, DR3, DRw2

Slientras que las células flN autólogas

produjeron supresión de la producción de anticuerpos, las

células alogénicas fueron incapaces de hacerlo.
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FIGURA 15:

(Ver leyenda en la página anterior)

EFECTO DE LAS CELtJLAS ON ALOGENICAS
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FIGURA 15 bis;

(Ver leyenda en la página anterior)
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FIGURA 16:

Comparación del efecto supresor producido por

los linfocitos CD8+ con el efecto producido por una

población de linfocitos CDS+ a los que se ha deplecionado de

células rá. En este experimento no se observaron diferencias

significativas produciendo ambas poblaciones el mismo efecto

Supresor.
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FIGURA 16:

(Ver leyenda en la página anterior>
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ABREVIATURAS

Principales abreviaturas usadas en este

trabajo.

AcM Anticuerpos monoclonales

AH Artritis reumatoide

O región Constante

cpm cuentas por minuto

U región Diversidad

DN Doble negativos

hsp proteínas del estrés

Igs Inmunoglobulinas

1L2 Interleuquina 2

3 región de Unión

LES lupus eritematoso sistémico

MO Medio completo de cultivo

MMC Complejo mayor de histocompatibilidad

PBMc células periféricas mononucleares

Sao paredes celulares de S.aureus

‘POR Receptor de la célula 1’

V región Variable



105

BIBLIOGRAFÍA

1.- Allison dF, Mclntayre 5W, Bloch D. Tumor

specifio antigen of murine T lycnphosa defined

with monoclonal antibody. 3 Imnunol

1982429:2293—2300

2,- Williams AP, Barclay Att ‘rbe immunoglobulin

superfamily-domains for cdl surface

recognition. Annu Rey Immunoll9SB;6:38l-4O5

3.- Leder P, Honjo ‘1’, Packman 5, Swan U, Nau 14,

Norman E. The organization and diversity of

inmunoglobulin genes. Proc Nat Acad ací USA

1974;71:5109—5114

4.- Dreyer WJ, Eennett30. ‘Phe molecularbasteof

antibody formation. Proc Nat Acad Ecí USA

1965 54;8 64—869

5.- Legler MX, Cohen EP. Hybridization properties

of inmunoglobulin sENA: Failure te detect

cocalently aseociated IgG mEMAtranscripta of

reiterated and unique incuBe DNA. Proc Nat Asad

Sci USA 1977;74:3528-3532

6,- Capra 3D, Kehoe 3M. Eypervar±ablC regione,



--5

106

idiotypy and the antibody combining site. Adv

Imnunol 1975:20:1—40

7.- Meuer 5, Fitzgerald K, Hussey E, Hodgon a,

Schlossmann 5, Reinherz E.

Clonctypiostructures involved in antigen

specifio human 7 cdl funotion. Relationship

to the ‘rS molecular oomplex. 3 ~><p Mcd

1983;157:705-719

8.- I4askins 1<, Xubo E, White 3, Pigeon M, Kappler

3, Marrack P. The major histocompatibility

corplex-restricted antigen receptor en T

celís. 1. Isolation with a nonoclonal

antibody. 3 Exp Mcd 1983;157:1149-1169

9.- Kronenberg M, Síu O, Heod LE, Shastri N. The

molecular genetios of the 7 cdl antoigen

receptor and 7 cdl antigen recognition. Ann

Rey Ingunol 1986;4:529—591

10.— Síu O, Clark SP, Yoshikai Y. me human 7 cdl

antigen receptor is encoded by variable,

diversity and joining gene segmente that

rearrange to generate a complete V gene. Cdl

1984;37;393—401

11.- leed L, Xronenberg M, Munkapiller 7. T cdl

antigen receptor and the imnunoglobulin

supergenefamily. Cdl 1985740:225—232

12.- Tonegawa 5. Somatio generation of antibedy

diversity. Nature 1983;302:575—581

13.— Geppert TO, Davis LS, Gur E, Wacholtz MC,



107

Lipsky FE. Accessory cdl signale involved in

7-celí activatien. Insiunol Rey 1990:117:5—66

14.- Kindred E, Shreffler UC. H-2 dependence

coeperation between T and B celís in vivo. 3

Imnunol 1972009:940—945

15.- Lafaille 33, DeCloux A, Bonneville 14, Takagaki

Y, Tonegawa 5. Junotional sequences of 1’ cdl

receptor t/ó genes: Implication. for té T ccli

lineages and for a novel intermediate of y-

(D)—J joining. Cela 1990:59:859—870

16.- Eorst 3, Prendiville MA, Terhorst C, The ‘Pa
cemplex en human lyinphecytes involves feur

structurally distinct glyucoproteins. 3 BicI

Chein 1953;258:5135-5142

17- Reinherz EM, Sohícesman EF. vhs funtion and

differentation of human T celís. Cdl

1980:19:821—827

18.- Engleman EG, benike CG, Gluoksan E, Evams RL.

Antibodies to membrane etructures that

distiguish suppressor/cytotoxic and helper T

lywphocyte subpcpulations block the mixed

lymphocyte reaction in man, 3 Exp Mcd

1981;l54:193—198

19.- Doyle C, Strominger JL. Interaction between

CD4 and daca II n,olecules mediatas celí

adhesion. Natura 1987>330:256

20.- Norment AH, Saltar RU, Parham P, Engelhard Vn,

Litmann DR. Celí-celí adhesion mediated by CUS



105

and MMC class 1 moleculea. Nature 1888:335:79

21.- Lanier U,, Ruitenberg 33, Phillips 3M. Human

efla. 1’ lymphocytes that expresa neither 0U4

flor 008 antigens. .7 Exp Med 1986,164:339-344

22.- Bcrst 3, van de Griend R3, van Oostveen .714,

Ang SL, Melief 0.7, Seidman 3% BolMuís RLH. A

T-cell receptor t/0D3 conplex feund on cloned

functional lymphocytes. Nature 1987,325: 683—

688

23.- Bender A, Kahelitz D. CD4-CD8— Human T Celís:

Phenetypic Heterogeneity and Activatien

Requirements of Freshly Isolated “Beuble

Megative” y Celís. Cdl Imnunol 1990:128:542—

554

24.— Fowlkes 83, Pardolí D. Mollecular and cellular

events of 1’ cdl developnent. Adv Imnunel

1989,44:207—264

25.- Toribio NL, Martínez-A 0, Marces MAR, Marquez

0, Cabrero E, de la Mera A. A role fer T3+4-S—

transitional thynooytes in the differentation

of natura and functional T celle tren human

prothymocytes. Proc Nat Acad Sci USA

1986:83:6985—6988

26.— Lanier U,, Weiss A. Presence of Ti (14T31)

negative T lytnphocites in normal bloed amd

thy,Bus. Nature 1986:324:268-270

27.- Brenner MB, MoLean .7, Dialynas DF, Streminger

JL, Smith JA, Oven FL, Seidman 3G, Ip 5, Rosen



109

F, Xrangel MS. Identification of a putative

seccnd T—cell receptor. Nature 1986;322:145—

149

28.- Saito H, Kranz DM, Takagaki Y, Hayday AC,

Sisen HM, Tonegava 5. complete primary

atructure of a heteredimerio ‘r-cell receptor

deduced 2 real oDMA sequences. Matute

1964;309:757—762

29.- Bucy RP, Chen CLH, Cihak 3, Losch U, Coeper

MD. Avían y cdl expressing té receptots

localize in dic aplenio sinuseida and the

intestinal epitheliun. 3 Insunol 1985,141:2200

30.— Scott OS, Richarda, 53, Roberta BE. Patterns

of membrane TcRa~ and Toaltó chain exprsssion

by normal bloed CD4+CD8-, CD4-CDB+, CD4~CD8d~

and CD4-0D8- lymphocytes. mmnunology

1990;70:3Sl—356

31.- Smith MU, Wornan C, VuRsel E. ytlksel E,

Moretta L, Ciccone E, Groscí CE, Maokenzie L,

Lydyard PM. Tró-celí subsets in cord and adult

bloed. scan 3 Eheumatol 1990>32:491—495

32.- Inghirami G, Ying Zhu B, Chees L, Xnowles DM.

Flo. cytometric and iyvnunchistochejnical

oharacterization cf the 0~ ?—lyiuiphocyte

population in normal human lymphoid tissue aid

peripheral bleod. flt .7 Pathel 1990;136:357-367

33.- Allison 3P, Havran WL. ¡he immunobiology of

the ‘r celle with invariant té antigen



110

receptors. Annu Rey Imnunol 1991;9:679—705

34.- Asarnow DM, guziel WA, Bonyhadi M, Tigelaar

RE, Tucker PW, Allison 3P. Limited diversity

of gamma delta antigen receptor genes ot Thy-

1+ dendritio epidermal celís. Cdl 1988>55:837

35.- Borst .7, Whicherink A, Van Uongen 3314, De

‘fríes E, Comnans-Bitter 1411, WassenaarF, Van

Den Elsen P. Non-randon expression of T-cell

receptor t and 6 variable gene segments in

funcional 1’ lymphocytes clones f ron human

peripheral bloed. Europ .7 Inmunol

1989; 19:1559—1568

36.- Haregewoin A, Sornan G, Hon RO, Finberg ltW.

Human tó. y celis respond te mycobacterial

heat-shock protein. Nature 1989>340:309—312

37.— Janeway CA, Jomes 8, Hayday A. Specificity and

funotion of T celís bearing rS receptors.

Imnunol Tcday 1958>9:73—76

38.- Bandeira A, Itohara 5, Bonneville M,Burlen-

Defranou,. O, Mcta—Santos T, Ceutinho A,

Tonegawa 5. Extrathymic origin of intestinal

intraepitheííaí lytnphocytes bearing T—cell

antigen receptor té. Proc Nat Acad Sci USA

1991;SS:43—47

39.- Horwitz D. Systemic lupus erythematosus:

Generalized autoimmunity arisisng f ron

disordered inmune regulation. En: Arthritis

and allied conditiona. Editado por McCarty Dl.

u



111

Philadelphia, 1992.

40.- Shivakumar 5, Tsokos CC, Datta SR. T Cdl

receptor olp expressing double-negative <CD4-

/CD8-) and CD4. y helper celís in humnams

augment the production of pathogenio anti-DNA

autoantibodies associated with Lupus

mephritis. J ¡nusunol 1989>143:103-112

41.- Rajagopalan 8, Zordan T, Tsokos CC, Uatta 5K.

Pathogenic antí-UNA autoant±body-imducing T

helper cdl lines f ron patients with active

lupus nephritis: Isolation of 004—8—y helper

cdl limes that express the tó T-cell antigen

receptor. Proc Natí Acad Sci USA 1990>87:7020-

7024

42.- Masuda T, Ohteki T, Ato ‘P, Seid 8, Nose 14,

Nagura H, Xumagai K. Expansion of double

negative 004-8- aB T celís in the liver is a

conmon feature of autoinsune mice. 3 Invnunol

19913147:2907—2912

43.- Brennan F, Plater-Zyberk 0, Mainí mi, Feldrnann

M. Cocrdinate expansion of “fetal type”

lymphocytes <TCRT6. ¶‘ and CDS. a) in

rheumatoid arthritis and priman’ Sjbgtefl 5

syndrome. Clin Exp Insunol 1989:77:175-178

44.— Huet 5, Wakasugi H, Sterkers O, Gilnour 3. y

cdl activation vía CD2 (T, gpSO>: The tole of

accesory celís in aotivating resting y colla

vía CD2. .7 Imnunol 1986;137:1420—1425



112

45.- Posnett DM, Bigler RD, Boshkin Y, et al. y

cdl antiidiotype antibodies reveal

differencesbetweentwo human leukenias. 3 Exp

Mcd 1954;160:494—500

46.- Band MF, ‘Hochstenbach F, MoLean 3, Rata 8,

Xrangei MS, Bremner MB. Irrununochemical proof

that a novel rearranging gene encodes the y

ccli receptor delta subunit. Science

1987;238:652—684

47.- Rurrie E, Kanzy 113, Racenberg 3, Lang 14,

Seiler PR. BMA 031— A ‘rCR-specific monoclonal

amtibody for clinical application. rransplant

Pro 1989;21:1017—l0l9

48.- Muraguchí A, Hiramo T, Tang B, Matsuda T,

Moni 1<, Nakahima 11, Rishimoto T. The

essnetial role of E ccli stimulatory factor 2

(BSF-2/IL-6> for the terminal differentation

of E celís. .7 Eep Mcd 1988;167:332—344

49.- Takahashi T, Gray O, Horwitz O. Human CDS+

lymphocytes stimulated in the absence of CD4+

celís enhance Iga production by antibody—

secretimg B celís. Clin Imnunol Immunopathol

1991; 55: 352—355

50.- Shau H, Golub SH. Depletion of WCcelís with

the lysosomotropíc agent L-Leucine methyl

ester and the in vitre generation of NR

activity from NR precursor celIa. .7 Imniunol

1985;134:í136..114í



113

51.- Takahashi T, Cray U, Mirokawa M, Hcrwitz U.

Antibody production induced by CD4+ or CDO+ T

celle stimulated with anti-CD2: A novel role

for a celle aB acoessory celle. (En prensa)

52.- Cray U, Horwitz U. Lymphocytesexpressimgtype

3 complenent receptore proliferate in response

te interleukin 2 and are the precursors of

lymphokine-activated killer celis. 3 Clin

Inveet 1982781:1247—1254

53.- Abo 14, Oray 3D, Bakke A, Horwltz O. Studies on

human bleod lymphocytes with iC3b <type 3)

complement receptors. II. Characterization of

subsete vich regulate pokeweed mitogen induced

lysphocyte proliferation and inununoglobulin

synthesis. Clin Exp Inununol 1987;67:544—555

54.- Toribio ML. Alonso 3M, Sárcena A, Gutiérrez

30, de la Hera A, Marcos MAR, Márquez C,

Martínez-A C. Human y-cali precuracre;

Involvement of the IL-2 pathway in di.

generation of sature ? celle. Immumol Rey

1988:104:55—79

55.— Scollay R, Wilson A, D’Aiuiico A, Xelly 1<,

Egerton M, Pearse M,Wu L, Shortman K.

Developmental status aid recenstitution

potential of subpopulations of murine

thymnooytes. Imeunol Rey 1988;l04:81—120

56.- Allison 3P, ranier LL. The T-cell antigen

receptor gana gene: Rearrangement and cdl



114

lineages. flnunol ‘roday 1987;E:293-296

57.- Pardolí DM, Fowlkes 83, Bluestone JA,

KruisbeelcA, Maloy WL, Coligan 3, Schwartz RH.

Differential expression cf tve distinct T-cell

receptors.-duringthywocyte development. Nature

1987>326:79—83

58.- Pantelorius EM. Absence of thymus in a mouse

mutant. Nature 1968>217-370-375

59.- Itohara 3, Nakanishi N, KanagawaO, Libo R,

Tonegawa 5. Monoclomal antibodies npecific to

native murine T-cell receptor tó: Analysis of

té ‘P celís in thynic ontogeny and in

peripheral lymphoid orgams. Proc Nat Acad Sci

USA 1989;S6:5094—5098

60.- Bonneville 14, Itohara 5, Xrecko EG, Monbaerts

P, Ishida 1, Eatsuki M, Berns A, Farr AG,

Janeway CA, Tonegava 3, Transgenic mice

demonstrate that epithelial homing of té T

celís is determinad by cdl lineages

independent cf T cdl receptor specificity. .1

Exp Med 1990:l71:1015..1026

61.- Lefran9ois L. Extrathymio diferentation of

intraepithelial ly~nphocytes: generation of a

separata and unegual T-cell repertoire?.

Imnunol Today 1991;12:436—4a8

62.- Boehjner 1< von, Kisielow P. Self-nonself

discrimination by T celís. Science

1990;248: 1369—1373



115

63.— Rivera 3, Horwitz O. IL—2 activated x8

CDS+CD4-CDB- <Uouble negative) lymphocytes

markedly inhibit y-cali dependent antibody

production. <Enviado para publicación)

64.- Vachie A, Ueno Y, Takano 14, Miyawakl. T,

aniguohí 14. Developinental changes of deubla

negative <CD3+4-S-> T celle in human

peripheral bícod. Clin Exp Imniunol

1989;76:258—261

65.- Bolhui RLH, Sturm E, Fisch P,Sondel PM,

Braaknan E. Human té T lymphocytes subsets:

Activation by suparantigene 7 Res Immunol

1990>141:658—663

66.- Parker CM. Groh y, Band 1<, Porcallí SA, Nerita

C, Fabbi t’l, Glass D, Strominger 3L, Brener MB.

Evidence for axtrathymic changas in the T-cell

receptor ‘tIC repertoire. 3 Exp Mcd

1990> 171:1597—1612

67.— Kabelitz U, Pechhold 1<, Sondar A, Wsselborg 5,

Wesch U, Friese It, Jamasen 0. Activation and

activation-driven daath of human ‘té T celle.

Iminunol Rey 1991;120:71—88

68.- Moretta L, Ciccone E, Ferriní 8, Peliccí PO,

Mingan MC, Zeromski 3, Bittino O, Groasí C,

Moretta A. Molecular and cellular analyeis of

human y lysiphooytea exprassing tC ?-cell

receptor. Imaunol Rey l991;120:l17—135

69.- Miyawaki y, Itasahara Y, Taga It, Yachie A,



116

Taniguchí u. Differential expressiom of C045R0

8UCHL-1) and its funotional relevance iii tWO

subpopulations of circulating TCR-’t/6+

lymphocytes. .7 Exp Medl99O;171:1833—1838

70.- Beverly ?CL. Human T celí subsets. IlMiunol

Letters 1987;14:263—270

71.- Aparicio P, Alonso 3M, Toribio NL, Gutiérrez

3C, Pezzi L, Martínez-A C. Differential grcwth

requirementsand cf feotor functions of a/B and

‘tIC human T celís. Inmunol Rey 1989;lll:5—33

72.- Ro 5, Campana o. Phenotypic changes and

proliferative activity of human té T celí

receptor-bearing celle upon activation. Clin

E~p mnnunol l99l;84t376—382

73.- Wesselborg3, JansaenO, Pechhold It, Kabelitz

U. Selectivo activation of xfi+ T ccli clones

by single amti-CD2 antibodies. 3 Exp Ned

1991:173:297—304

74.- Meuer 5, >{ussey 11, Fabbi ?‘l, Fox D, Acuto 0,

Fitzgerald It, , Hodgdon 3, Protentis JP,

Schlossyuanm 5, Reinherz E. An alternativa

pathway of y cdl activation: A funotional

role ter the 5OkD Tu sheep erythrocyte

receptor. Cdl 1984:36:397—412

75,— Monta CT, Vertria 5, Aparicio P, Martínez—A O,

Spits H, Brenner NS. Functionally distinct

subset of human ‘té T celís. Eur 3 Immunol (En

prensa).



117

76.- Kabelitz O, Bandar A, Schondelmaier 5, Da

Silva Lobo Mt., Jansaen 0. Human Cytotoxic

lynphocytes; Frequancy and Specificity cf ‘té

cytoxio lymphocytes precursora activated by

allogertio or autologous atimulator celís. 3

Ismunol 1990;145:2827—2832

77.- Waldmafln ‘PA. ‘Phe structure, funotion and

expression of interleukin-2 receptors on

normal and nalignant lymphocytes. Eciance

1986>232;727—732

75.- Lanier LL, Phillips JE. Evidence of three

types of human cytotoxic lymphocyta. Imnuno].

Today 1986;7:132-134

79.- Farriní 5, Zarcone O, Viale N, Cerrutí G,

Millo R, Noretta A, Gronsí CE. Morphclogic and

funotional characterizatio”. of human

paripheral blood celle expressing the

gamma/delta ‘P-cell receptor. Eur 3 Inmunol

1989>19:1183—1188

80.- Porcellí 5, Brenner M, Oraenstein J, Dalk SP,

Terhorst C, Bleicher PA. Recogmitior’ of

cluster of diffarentiatiofl 1 antigens by human

004- CUS— cytolytic T lymphocytes. Natura

1989>341:447—450

81.- Nodlin RL, Pirmez C, Hofmar. FN, TorigialY y,

Uyemura It, Rea ‘PH, alean BR, Brenner ME.

Lyncphocytes bearing antigen-apecific

gamma/delta T-cell receptora in human



118

infecticus disease lesione. Natura

1989;339 5 44—548

82.- Bern 14, Hall Ta~ Dallas A, Boynel 3, Shinnick

T, Voung U, Brennan P, 0’Brien R. Recogmition

of a pept’ide antigen by heat shok reactive té

T lymphooytes. Science 1990>249:67—69

53.- Welch 143, Kang RS, Seckrnanm RP, Mizzen LA.

Response of manwialian celle te natabolio

stress; changes in ccli physiology ana

structure/function of stress proteinin. Curr

Top Microbiol lmmunol <En prensa)

SA.- Kaufmann SHE. Heat shock proteine and the

inmune response.In’munol Today 1990>11:129—136

85.- Groh y, Porcellí 5, Fabbi M, Lamier LL, Picker

3, Anderson T, Warnke A, Bhan Alt, Strominger

3L, Brenner MB. Human lymphocytes bearing 7

cdl receptor té are phenotipically diverse

and evently distributed throughout the

lymphoid system. 3 Exp Mcd 1989>169:1277

86.- Groh y, Fabbi 14, HoohstenbackF, Naziarz RT,

Strominger 3L. Deuble negative <CD4—CU8-)

lymphocytes baaring T—cell receptor a and p

chame in normal human sicin. Proc Matí Acad

Soi 1989a;86:5059—5053

87.- ?akagaki Y, De Cloux A, Bonneville 14, Tonegawa

5. Uivereity of gamma delta T-cell receptora

en sunna intestinal imtraepithelial

limphocytes. Natura 1989;339:712



119

85.— Holoshitz 3. Potencial role of té celís in

autoimaunediseases. Res Imisunol 1990;141:65l—

657

99. — Havran 141 Chíen YH, Allison 3P. Recogmition of

self antigene by skin-derived T-cells with

invariant ‘té antigen receptors. Soience

1991; 252:1430—1432

90.- ooodman ‘P, Lefrancois L. Expression of the ‘té

‘P cdl receptor on intestinal C08+

intraepithelial lymphocytes. Nature

19SS 333:855

91.— Bonneville N, Janeway CA, fo It, Hacer 14,

Ishida 1, Nakamishi N, ‘Ponegava 5. Intestinal

intraepithelial lymphocytesare a distimct set

of ‘té T celís, Nature 1988,336:479

92.— Taguchí r, Aicher 14K, Fujihashí It, Vamamoto M,

Nochee 3R, Bluestone YA, Kiyono H. Novel

funotion for intestinal intraepithelial

lymphooytes. 3 Immunol 1991>147:3736—3744

93.- Fujihashí K, Taguchi. 7, NoGee 3R, Eldridge 311.

Bruce MG, Green DR, Singh B, Kiyono 11.

Regulatory fuction for murine intraepithelial

lyinphocytes. 3 ¡inmunol 1990;1457:2010—2019

94.— Brandtzaeg P, Halstensen ‘rs, Scott II, Sollid

1>4, Valnes It. Epithelial boeing of ‘té 1’ celle

7 Nature 1989>341:113

95.— Brandtzaeg 1’, Vosnes y, Haistensen ‘rS, Scott

E, Sollad LM, Valnes It. T lymphocytes in human



120

gut epithelium preferemtially exprese the ap

antigen receptor and are often 0D45/UCHL1

positive. Scan 3 Immunol 1989a;30:123.

96.- Bluestone .7A, Cron RO, Cotterman M, Houlden

EA, Matis LA. Structure and speclficity of y

ceil receptor ‘tIC on major histocompatibility

complex antigem-specific 003+, 004-, cUS- T

lymphocytes. .7 Exp Mcd 19S8;168:1299—19í6

97.- Carbone A, Harbeck R, Dallas A, Nemazee D,

Fiflel?, OBrien R, Libo R, Born 14. Alpha beta

T-lymphooyte depleted mice, a nodel Lcr ‘té

lymphooyte funotional etudies. Inmunol Rey

1991>120:35—50

98.- Londei 14, Verhoeff A, De Berardinis P,

Itissonerghís MGrubeck-loebensteín 8, Feldmann

14. Definition of a population of CD4-8— T

celle that exprese the aB T—cell receptor and

respomd to interleukíms 2, 3 amd 4. Proc Nat

Acad Sci USA l989:86;8502~ssoe

99.- Ercolce EG, Wirt DP, Goldblum Rbi, Vaidya 8,

Asuncion MT, Pattersom 30, Ware CF, Klimpel

GR. Deuble-negative <004-cos—> T celle with en

«‘» T cdl receptor. Ncn-MHC-Restricted

cytolytio activity and lyinphokine production.

3 Imununol 1990;144:45o7..4s12

100.- Frud’Horrne G3, Bocarro DC, Luke 110K. Clomal

deletion and autoreactivity in extrathym±o

004-008.. (Deuble Negative) T ccli receptor «fi



121

‘P celís. 3 ¡mmunol 1991>147:3314—3318

101.- Boehner H von, Xierberg 3, Rocha 8. An umusual

lineage of a/E y celle that contains

autoreactive celís. J Exp Mcd 1991;174:l001—

1008

102.- Wirt DF, Brooks EG, Vaidya 5, Klimpel GE,

Waldmann ‘PA, Goldblum PH. Novel T-lynphocyte

population in conbined immunoldeficiemcy with

featuree of graft-verssus-host diecase. New

Eng .7 Mcd 1989>321:370-374

103.- Strober 5. Natural suppreseorcelís, neomatal

tolerance, and total lymphoid irradiation:

Explorimg obecure relationships. Ann Rey

Immumol 1984;2:219—237

104.- Strober 5, Dejbachsh-Jones 3, Van víasaerlaer

F, Duwe G, Salimí 5, Alliso .7P. Cloned natural

suppressor cdl limes expresa the CDS+CD4-0D8

surface phenotype and the a, p heterodimer of

thá y cdl antigen receptor. 3 Iminunol

1989>143: 1118—1122

105.- Bruley-Rosset 14, Miconnet 1, Canon O, Halle-

Pannenko 0. Míe gerierated supprdssOr

celle.Suppressiom is mediated by double

negativa (CD3+0D4-0D8-) aB T ccli receptor

bearimg celís. .7 Immumol 1990:145:4046-4052

106.- Van Viasselaer P, Etrober 5. aB TOE. CDS+ 0D4-

CDS- cloned natural euppressor celís produce

an imn,unossupressive factor which is different



122

f ron ¡EN-y and ‘PcE-E. Transplant Proc

1991;23: 200—202

107.— Rivera .1, Horwitz U. Regulatory effects of

activated 003+ double negative (CD4—CD8-) ‘P

celís anó a novel triple negativo (0D3-CD4-

CUS-) subset en CD4 helper celí activity.

Arthritis Rheum 1991>34:5164

108.- Ciccone E, Viale 0, Botino O, Pende D, Migone

N, Oasoratic, Moretta A, Moretta 1.. Antigen

recognition by human T-cell receptor gamma-

positive lynphocyte. Specific lysis of

allogencio celis after activation in mixed

lymphocytes culture. .7 Exp Med 1988;167;1517—

1522

109.- Kozbor U, Trinchierí O, Monos DS, ¡sobe M,

RussoO, Haney JA, Emijeushí C, Crece C. Human

TCR-’t./5+, CD8+ 1’ lymphocytes recognize

tetanus toxoid in an MHO restricted fashion.

3 Exp Mcd 1989;169:1847—1851

110.- Grimm EA, Mazunder A, Zhang HZ, Rosenberg SA.

Lymphokine activated killer celí phenornenon.

L,ysis of natural killer resistant fresh solió

tumor celís by interleukin 2 activated

autologus human peripheral blod lymuphccytes.

3 Exp Mcd 1982;155:1823—1841

111.- Ferrick DA, Sydora B, Wallace y, et al., Self—

Reactive y& P Lymphocytes: Implications Lcr

‘P—Oell Ontogeny and Reactivity, Isrunological



123

Review$ 1991>120:51-69

112.- Bichelberger M, Alían 14, Carding SR, Bottomly

1<, Dcherty PC. Activation status of the CD3-8-

‘c&-T celís recovered from mice with influenza

pneurnoni&. .3 mnnunol 1991,147:2069—2074

113.— Vaeseen Lii, ouwehand A3, Baan CC, st al.

Phenotypic and funotional analysis of T ccli

receptor tá boarin,g celís isolated from human

heart allografta. .7 mnnumol 1991447:846-850

114.— Vilmer E, Cuglielmí P, David V, et al.

Predominant expressiom of circulating CDS+

lymphocytes bearing ‘té ‘P celí receptor in a

prolonged immunodeficiency after allogenciO

bone marrow transpiantatiOn. 3 Clin Invest

1988,82:755—761

115.- Morse HC, Davideon WE, Yettet RA, Murphy 110,

Roths IB, Coffman RL. Abnormalities induced by

the mutant gene LPR: Expansion of a unique

lymphocyte subset. .1 mmmumol 1982,129:2612

2617

116.— Menazas DA, Struder 6, Steinmetz 14, Deimbic Z,

Itiefer 14. ‘Phe lymphoproliferating celle of

MRL—lpr/lpr mice are a polycional population

that bear the T lymphooyte receptor for

antigen. Eur 3 Imnunol 1985;15:760-764

117.- Holdshitz 3, Koming F, Coligan JE, De Bruyn 3,

Strober E. Isolation of 004- CD8- mycobacteria

reactive T iymphocyte clones fron rheumatoid



124

arthritis synovial fluid. Nature 1989;339:226~

229

118- Mme y, Portier 14, Frayssino,nc E, CenSe s,

Miossec P, Favier E, Sany 3. ‘P cdl receptor

expression and activation of synovial

lynphocyte subsets in patiente with rheumatoid

arthritis: phenotyping of multiple synovial

sites. Artrhitis Rheum 1990,33:485-492

119.- 3acobs MR, Haynes BE. Distribution of rCR ‘tá

celis in tissue from patients with inflamatory

diseases. Arthritis Rheun 1990,32,516

120.- smith MD, Brbker B, Moretta L, Ciccone E,

Oroesí CE, Edwards 3014, Yuksel E, Colsco B,

Worman C, Mackenzie L, Rinne R, Weselch O,

Gltlckert K, Lydyard PM. T’tó celís and their

subsets in blood and synovial tlssue f ron

rheumatois arthritis patiemts. Scan 3 Imnunol

1990;32:5E5—5g3

121.— Meliconí R, Pitzalis C, Kimgsley 11, Panayi GS.

‘t4T celle aid their subpopulations in bícod

and synovial fluid f ron rheumatoid arthritis

and spondyloarthrítís. Clin Imnunol

Imnunopathoí 1991; 59:155—172

122.- Hardy RR, Hayakawa It, Shimizu M, Yamasaki 1<,

Kishimoto y. Rheumatoid factor secretion frorn

human Leu-l+ B celis. Scienoe 1987;236,8í-sa

123.- Sbderstróm K, Halag E, Nilason E, Grdnherg A,

Van Enbden 3, Klareskog 1., Xiessling It



125

Synovial celle responding to a 65—ltDa

nycobacterial heat shook protein have a high

proportior’ of a TCR’t8 subtype unconmon in

peripheral bícod. Scan 3 Inmunol 1990;32:503—

505

124.- Andreu 3L, Trujillo A, Alonso 3M, Mulero 3,

Martínez-A C. Selectiva expansion of y celle

bearing the ‘tIC receptor and expressing an

unusual repertoire in the synovial membrane of

patients with rheumatoid arthritis. Artrhitis

Rheum 1991;34;808—814

125.- Berman A, Espinoza LE, Diaz 3D, Aguilar 31,

Rolando T, Vasey FS, Germain EF, Lockey RE.

Rheumatio manifestatione of human

immunodeficiency virus infection. ?un J Mcd

1988 >85:59—64

126.- Monteagudo 1, Rivera 3, Lopez—Longo 3, Cosin

3, Garcia—Monforte A, Carrefio L. AIDS and

rheumatio manifestatione in patiente addicted

to druge. An analysis of 106 cases. .3

Rheumatol 1991:18: 1038—1041.

127.— Rivera 3, Monteagudo 1, Lopez-Longo 3,

Maldonado E, Carreflo L. AnticardiOlipiil

antibodies in drug addicted patiente with

AIDS. Ann Rheum Dic 1991,50:338.

128.- Koffmamn GW, Kion ‘FA, Grant MD. Am idiotypio

network model of AIDS immunopathogenesis. Proc

Nat Acad Sci USA iggl;88:3060-3064



126

129.- Kion TA, Hoffmann GV. Anti-HIV and anti-antl-

MHO antibodies in alloimnune amd autoimniune

mice. Science 1991:253:1138—114o

130.- Marcos MR, Gaspar Mt., De la Hera A, roribio

NL, Márquez 0, MillAn 1, Martínez-A O.

Selectivo expansion of a CD3+CD4-CDS—

subpopulation in clinical froups asscciated

with human irnmunodeficiency virus infection.

Scan 3 Inmunol 1987:25:321—333

131.- Margolick 38, Scott ER, Odaka N, Saah Aj. Eloy

cytcnetric analysis of ‘tá T celís and natural

Itiller celís in HIV-1 infection. Clin lmmunol

Immunopathol 1991;58;126..138

132.- Paoili P de, Gennarí O, ?4artelli P, Basaglia

O, Crovatto M, Battistin 6. A subset of ‘c¿

lymphocytes is increased during HIV—1

infection. Clin Exp mnnunol 1991,83:í87í91

133.- Carbonan 14, Cherchí M, Paganelí R, Gianinni

O, Gallí E, Gaetano o, Papetti 0, Fiorillí M.

Relative morcase of T celas expresing tha

gamma/delta rather thai, the alfa/beta receptor

mn ataxia..telangiectasía N Eng 3 Mcd

lS
90;322:73.q~

134.- Uyemura It, Deans R3, Band H, Ohmen J,

Panchamoorthy O, Monta CT, Rea ‘PH, l4odíím RL.

Evidence for clonal selection of r¡a ‘P celas

in response te a tauman pathogen. 3 Exp Mcd

1991:174.553..692

a



127

135.- spencer 3, Isaaceon PG, Días TO, McDonald T’P.

ExpreesiOn of disulphide linked and non-

disulphide linked ferina of dic r ccli receptor

gamma/delta heterodimer in human intestinal

intraepithelial lyinphocytes. Zur 3 Immnunol

1989;19; 1335—1342

136.- Hassan 3, Feighery O, Bresnihan B, Whelan A.

Elevated T ccli receptor ‘té y cella ir’

patients with infecticus mononucleosis. Br 3

Hematol 1991>77:255-258

137.- Hohfeld R, Engel AG, ti 1<, Harper MC.

Polymyositis mediated by T lymphocytes that

expresa the ‘t/6 receptor. New Eng 3 Mcd

199l;324~877—SSl


	AYUDA DE ACROBAT READER
	PROPIEDADES INMUNO REGULADORAS DE LOS LINFOCITOS CD3+CD4-CD8- (DOBLE NEGATIVOS)
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	Introducción
	Justificación
	Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Resumen
	Tablas y Figuras
	Abreviaturas
	Bibliografía
	SALIR DE LA TESIS

	LO: 
	ÍK: 
	´L: 
	KL: 


