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Resumen: Inyectamos suspensiones que contenian células de timo, bazo o médula normales en
ratones singénicos irradiados, a los cuales se les inyecté como antigeno glébulos rojos de oveja
(GRCQC). Las células de bazo normal dieron lugar a areas discretas de produccion de anticuerpos en
los bazos receptores, y el nUmero de areas fue proporcional al numero de células transferidas. Los
ratones que recibieron tanto células de timo como de médula tuvieron mas centros de actividad

hemolitica en sus bazos que los ratones que las recibieron por separado.

Resumo: Inxectamos suspensions que contifian células de timo, bazo e médula 6sea normais en
ratos sinxénicos irradiados, 6s que se lles inxectou como antixeno glébulos vermellos de ovella
(GRC). As células do bazo normal xeraron areas discretas de produccién de anticorpos nos bazos
receptores, e 6 nimero de areas foi proporcional o nimero de células transferidas. Os ratos que
recibiron tanto células do timo como de médula tiveron mais centros de actividade hemolitica nos

seus bazos que os ratos que a recibiron por separado.
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INTRODUCCION

La fuente de células potencialmente inmuno-
competentes y los mecanismos reguladores
implicados en su maduracién son problemas
de gran interés sin resolver. Recientemente
se han acumulado evidencias considerables
gue indican que el timo juega un importante
papel en la linfocitopoyesis y en el desarrollo
y mantenimiento del sistema inmunitario
(Good y Gabrielsen 1964). Aunque en un timo
sano se sintetizan pequefias cantidades de
anticuerpos (Landy et al. 1965), un papel mas
importante para esta estructura puede ser
suministrar células linfoides potencialmente
competentes que migran a otras estructuras
linfoides como el bazo o los ganglios linfati-
cos, para diferenciarse en células inmunolégi-
camente activas (Nossal 1964). También
existen datos que muestran que el timo puede
producir un producto semejante a una hormo-
na difusible que promueve la multiplicacion y
maduracion de las células linfoides en los
tejidos linfoides periféricos (Metcalf 1956, Le-
vey et al. 1963, Osoba y Millar 1964). Estos
dos mecanismos no son mutuamente exclu-
yentes.

Los experimentos aqui descritos buscaban
probar la existencia de células potencialmente
inmunocompetentes en el timo, de acuerdo
con el método para células de bazo reciente-
mente descrito por Playfair et al. (1965). Este
método permite el estudio de células poten-
cialmente inmunocompetentes mediante la
demostracion de clones discretos de células
activas productoras de anticuerpos, proce-
dentes de un cierto numero de células proge-
nitoras no sensibilizadas que son transferidas
a hospedadores irradiados y estimulados con
antigeno. En el transcurso de estos experi-

mentos, hemos encontrado que la combina-
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cion de células normales de timo y de médula
0sea es mucho mas activa produciendo
hemolisinas que ambas por separado. La acti-
vidad injerto contra hospedador de las células
se eliminé dado que usamos células donantes

y receptoras de la misma cepa consanguinea.

MATERIAL Y METODOS

Se someti6 a ratones LAF1 y CBA/J de entre
9y 12 semanas de edad a una exposicién de
rayos X de entre 650-750 r (en el aire) y 250
kvp (30 ma, 0.5 mm CU, 1.0 mm Al, 100 cm)
seguida de inyecciones intravenosas de célu-
las singénicas (bazo, timo, médula o timo y
médula). El bazo donante o las suspensiones
de timocitos se obtuvieron forzando al tejido a
pasar a través de una malla de acero inoxida-
ble en solucion salina F fria. La médula se
extrajo de fémures, forzando el paso de una
solucion salina a su través con una jeringuilla
tras haber cortado las epifisis, y las suspen-
siones se obtuvieron pasando las muestras
de médula a través de una aguja graduada
ndmero 26. Las células se lavaron en solu-
cion salina F fria y las contamos en un hemo-
citbmetro. Se ajustaron las concentraciones
de modo que cada animal recibi6é el nimero
deseado de células en 0,5 mL de solucion
salina F. Cuando los ratones recibieron tanto
células de timo como de médula, ambas po-
blaciones celulares se habian mezclado un
poco antes de la inyeccién, en un volumen
total de 0,5 mL. A todos los sujetos se les
inyectdé una muestra antes de que hubieran
transcurrido dos horas tras la irradiacion.

En el primer grupo de experimentos, se les
inyecto a los ratones 0,2 mL de una suspen-
sion al 10% de eritrocitos de oveja lavados
durante el primer dia tras la irradiacién. Cinco

dias después de la irradiacion se sacrificaron



los ratones y se les extrajo los bazos, corta-
mos éstos en fragmentos y los pusimos a
continuacion en placas siguiendo la técnica
de Playfair et al. (1965), excepto que la pulpa
roja no fue eliminada de los fragmentos. Tras
dos horas de incubacion a 37° C afiadimos 2
mL de complemento de cobaya al 33% en
cada placa. Se incubaron las placas 30 minu-
tos mas y se fijaron afiadiendo formalina neu-
tra al 10% sobre la superficie de los cultivos;
a continuacién se marcaron con un cédigo y
se contaron mediante un ensayo ciego usan-
do dos métodos.

Los fragmentos de bazo con hemodlisis cir-
cundante significativa (trozos activos), no es-

taban distribuidos aleatoriamente, sino que
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Fig. 1. Disefio experimental.

tendian a aparecer en grupos o “areas acti-
vas”. Playfair et al. (1965) demostraron que
un area activa probablemente deriva de un
grupo de células precursoras, pero cuando
hay muchos fragmentos activos la delimita-
cién de areas activas concretas resulta com-
plicada ya que tienden a solaparse. Por esta
razén, se calcul6 el porcentaje de fragmentos
de bazo con hemdlisis y se denomind
“actividad especifica”. Encontramos que esta-
ba relacionado linealmente con el nimero de

areas activas y que permitia el contaje cuanti-
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tativo de un amplio espectro de actividades.
Durante la evaluacion de los datos considera-
mos que dos errores estandar eran el interva-
lo de confianza del 95%.

Para determinar el porcentaje de células que
alcanzaban los bazos receptores, se
incubaron por separado suspensiones de
células de bazo y timo CBA durante 6 horas y
media con H3-timidina. Fueron lavadas las
células y determinado el porcentaje de células
marcadas mediante autoradiografias de las
alicuotas. A los ratones receptores se les
inyect6 10° células de timo o de bazo por via
intravenosa y se sacrificaron 1 hora después.
Con sus bazos se hicieron suspensiones
simples y se determind el nimero de células
totales. Hicimos frotis de las alicuotas
medidas y determinamos mediante
autoradiografia el numero de células
marcadas. El ndmero total calculado de
células marcadas en el bazo fue de 6,5% de
las inyectadas del bazo y el 2,9% de las de
timo. Asumiendo que la distribucion de las
células marcadas reflejaba la distribucion de
todas las células donantes, aproximadamente
el doble de células de bazo que de timo

llegaron a los bazos receptores.

RESULTADOS

En la Tabla | se muestran los resultados del
primer grupo de experimentos, usando célu-
las normales e inmunizadas de bazo y de ti-
mo. Cuando inyectamos 5 x 10° células de
bazo de ratones CBA/J no inmunizados en
unos receptores singénicos irradiados, el na-
mero medio de &reas activas en el bazo 5
dias después era unas 2,5 veces que el en-
contrado cuando inyectamos 2 x 10° células
de bazo. Aproximadamente 2,2 x 10° células

producian un area activa en ambos casos.
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Quinientas mil células de bazo de donantes a
los cuales se les habian inyectado eritrocitos
de oveja 3 dias antes producian tantas areas
activas como 2 millones de células de ratones
no inmunizados. Las células de timo de do-
nantes normales e inmunizados no produje-
ron un numero significativamente distinto de
areas activas que los controles, a los cuales
no se les inyectd ninguna célula.

En el siguiente grupo de experimentos, los
receptores irradiados con rayos X recibieron
inyecciones del antigeno en el primer y cuarto
dia y fueron sacrificados al octavo dia tras la
irradiacion (Tabla I1).

A algunos animales se les dio 10" células
singénicas de médula, bien solas o junto con
células de timo. Los bazos de los ratones que
recibfan 5 x 10’ células de timo méas 10’ célu-
las de médula generaban mas zonas de lisis y
considerablemente mas grandes que los ani-
males que habian recibido s6lo uno u otro tipo
celular. La médula no producia actividad por

si sola mayor que el nivel basal, pero el timo

por si mismo producia una ligera actividad a
los 8 dias.

En los subsiguientes experimentos se usa-
ron ratones LAF1/J por su gran resistencia a
los rayos X. La figura 2 presenta los datos
combinados de 6 experimentos mostrando la
actividad especifica en funcién de la dosis de
timocitos. Cuando los ratones recibieron 10’
células de médula (Graf. 2, linea superior), la
curva de respuesta era lineal por lo menos
hasta los 5 x 10’ timocitos, de los cuales 5,5 x
10° células generaron un &rea activa y un
10% de actividad especifica. Las células de
timo por separado (Graf. 2, linea inferior) eran
mucho menos efectivas y se necesitaron
aproximadamente 4,3 x 10’ células para ge-
nerar un area activa (10% de actividad espe-
cifica).

En el experimento reciproco, evaluamos la
respuesta hemolitica en funcién del namero
de células de médula inyectadas. En los gru-
pos de ratones que recibieron un nidmero va-
riable de células de médula mas 2 x 10" Célu-

las de timo (linea superior), la respuesta fue

Tabla I. Produccién de areas activas de hemdlisis en bazos de ratones CBA que fueron irradiados y se les inyectd

células de bazo y timo en el dia 0, eritrocitos de oveja en el dia 1 y que fueron sacrificados en el dia 5.

CELULAS N° DE CELULAS (x 10°) AREAS ACTIVAS POR MEDIA DE AREAS
INYECTADAS BAZO ACTIVAS
Bazo normal 2 00111112 0.83
Bazo normal 5 111122222222334444 2.3
Bazo inmunizado 0.5 00113 0.80
Bazo inmunizado 5 kkok *
Timo normal 20 00000002 0.25
Timo normal 50 0000 0.0
Timo normal 90 00011 0.40
Timo inmunizado 100 000 0.0
Control 0 00000000000000001111 0.2
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* Demasiadas areas activas para contarse con precision.




Rebigo 3, 2008

Tabla Il. Actividad hemolitica en los bazos de ratones CBA que fueron irradiados y que se les inyect6 células de bazo,

timo y/o de médula en el dia 0, eritrocitos de oveja (iv en el dia 1 e ip en el dia 4) y que fueron sacrificados en el dia 8.

CELULAS N° DE CELU- AREAS ACTIVAS POR MEDIA DE AREAS ACTIVIDAD ESPE- | €@
INYECTADAS LAS (x 10°%) BAZO ACTIVAS CIFICA MEDIA
Timo 30-50 000111112333 1.3 12.3£3.9
Médula 10 000000000001111122 05 1.6+0.5
Timo + Médula 50 + 10 1334xxxxxx <3.0 70.7 +£3.3
Bazo 5 12334k <3.0 66.1 9.0
Ninguna 000000000111112 05 74+29

* Demasiadas areas activas para contarse con precision.

lineal entre 2 x 10% y 2 x 10’ células de médu-
la, pero se estabilizd a mayores dosis de mé-
dula. Los ratones que recibieron Unicamente

células de médula (Graf. 3, linea inferior) nun-
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fueron significativamente mas activos que los
controles, a los cuales no se les suministré

ninguna célula.
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Fig. 2. Gréficas con el porcentaje de la actividad especifica hemolitica.

Gréfica 2: Porcentaje de actividad especifica hemolitica de receptores de fragmentos de bazo frente al nimero de células

de timo o de timo y 107 células de médula inyectadas.

Gréfica 3: Porcentaje de actividad especifica hemolitica de receptores de fragmentos de bazo frente al nimero de células

de médula o de médula y 2x107 células de timo inyectadas.

En ambas graficas, los nimeros entre paréntesis son el nimero de ratones usados en cada punto. El intervalo indica dos

errores estandar.
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DISCUSION

Los resultados confirman el trabajo de Play-
fair et al. (1965) mostrando la produccion de
grupos de células productoras de anticuerpos
en los bazos de ratones singénicos irradiados
a los cuales se les habia suministrado células
normales de bazo y luego el antigeno. En
cuanto al rango testado, el nimero medio de
areas activas era directamente proporcional al
ndmero de células inyectado. 5 x 10° células
de bazo produjeron mas areas activas en los
experimentos de 8 dias que en los experi-
mentos de 5 dias. Ya que 2,2 x 10° células
normales de bazo producian un area activa,
gue presumiblemente contienen una célula
precursora, y puesto que el 6,5% de las célu-
las de bazo transferidas (marcadas in vitro)
aparecian en el bazo receptor, entonces hay
un precursor por cada 143.000 células norma-
les de bazo. Aunque es posible que mas célu-
las puedan localizarse finalmente en el bazo
después de ser retenidas temporalmente en
los pulmones, el valor que presentamos aqui
concuerda bastante bien con el 4% presenta-
do por Playfair el al. (1965) en las 24 horas
siguientes a la transferencia. Puesto que un
bazo normal de ratén posee sobre 10° células
nucleadas, equivaldria a unas 700 células
precursoras. Esto es considerablemente mas
que los 50 precursores estimados por Maki-
nodan y Albright (1962) o que los 100 precur-
sores estimados por Jerne et al. (1963)

El timo no parece contener células semejan-
tes potencialmente inmunocompetentes,
puesto que los timocitos de donantes norma-
les o inmunizados no producian actividad
hemolitica significativa en los bazos recepto-
res a los 5 dias. A los 8 dias habia una ligera
actividad en los ratones receptores de células

de timo, pero ninguna en los que recibieron
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células de médula. La combinacion de células
de timo y médula, sin embargo, produjo mas
areas activas y una mayor actividad especifi-
ca de las que pueden dar cuenta la suma de
las actividades de las dos poblaciones donan-
tes.

La interpretacion mas simple es que una
poblacion celular contiene células capaces de
sintetizar anticuerpos (“células efectoras”),
pero solamente en presencia de células de
otra poblacidon (“células auxiliares”). Estos
datos no establecen qué suspension celular
contiene las células efectoras o las auxiliares
ni cémo interactian estas células (Fishman
1959, Auerbach 1965, Globerson 1966).

Otros experimentos de transferencias han
mostrado la produccion de anticuerpos por las
células del timo de donantes inmunizados,
pero las células generalmente han sido trans-
feridas muchas semanas después de que
comenzara la inmunizacion del donante
(Stoner y Bond 1963). La conocida actividad
productora de anticuerpos de la médula de
donantes inmunizados (Gengozian et al.
1963), junto con la evidencia de que las célu-
las de médula migran a través del timo (Harris
y Ford 1964), hacen posible que la inmuno-
competencia de timos transferidos de donan-
tes inmunizados es debida a la presencia de
células derivadas de la médula dentro del
timo. Una cantidad creciente de datos mues-
tra que la inmunocompetencia de las células
de médula es debida a la presencia del timo
(Globerson y Feldman 1964, Millar et al.
1964). En base a todos estos datos, nosotros
creemos que es mas probable que la célula
efectora en nuestros experimentos derive de
la médula, y que el timo suministre las células
auxiliares.
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