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RESUMEN

Las interacciones adhesivas entre los linfocitos y las células del
microambiente de los érganos linfoides secundarios (OLS) son importantes,
tanto en la migracién de los linfocitos a los OLS, como también, en la
proliferacién y diferenciacién de los linfocitos. Sin embargo, los modelos hasta
ahora utilizados para estudiar estas interacciones son escasos o no incluyen a
células estromales purificadas. Para investigar los receptores de adhesién
involucrados en el establecimiento de interacciones entre los linfocitos y las
células estromales de los OLS, hemos desarrollado modelos de adhesién in
vitro utilizando bazo murino y amigdala humana.

Sistema murino: A partir de cultivos primarios de bazo hemos aislado y
mantenido dos lineas de células estromales, B-1 y B-2, respectivamente con
uno y dos tipos celulares morfolégicamente distintos. Tanto los estromas
completos, como las células adherentes derivadas de B-1 y B-2, se utilizaron
en estudios de adhesién de linfocitos de ratén. También, hemos desarrollado un
modelo xenogeneico para identificar los receptores de adhesién utilizados por
linfocitos humanos en su interaccién con las células estromales de bazo
murino.

El andlisis por citometria de flujo indicé que las células de B-1 y B-2
expresan en su superficie a las moléculas CD44 y VCAM-1. El cultivo B-2
presenta al menos dos tipos de células, debido a que un porcentaje de las
células presenta receptores Fc y la molécula CD11b. No se encontraron
marcadores para células dendriticas interdigitantes, dendriticas foliculares o
macréfagos. Lo anterior sugiere la presencia de células reticulares en estos
cultivos.

Las células mononucleares (MNC) preparadas de bazo de ratén se
adhieren a los estromas completos de bazo y a las células de B-1 y B-2 en un
30-40%. La activacién de MNC con ConA (pero no con LPS) aumenté la unién




2

a los estromas completos por un factor de dos. En cambio, la adhesién de
MNC a B-1 y B-2 no cambié después de activacién. Los linfocitos B se
adhieren a los estromas completos ¥ a las células de B-1 y B-2 en un 256%,
17% y 85% respectivamente, mientras que las células T se unen
aproximadamente en un 12% a los tres estromas. Luego de activacién con
ConA, la adhesién de los linfocitos T aument6 en un factor de tres.

La adhesién de la linea celular humana Daudi a cultivos de B-1 y B-2 fue
inhibida por un anticuerpo dirigido a la subunidad a4 de las integrinas Bi
(humana) en un 95% y 60% y por un anticuerpo anti-VCAM-1 (murino) en un
80% y un 50%, respectivamente. También, la adhesién de la linea celular
Ramos a B-2 fue inhibida por los anticuerpos anti-o4 y anti-VCAM-1 en un
75% y un 50%, respectivamente. Estos resultados sugieren que los linfocitos
humanos emplean el par VLA-4/VCAM-1 para unirse a las células estromales
de bazo. Por otra parte, aunque la adhesién de la linea celular Daudi a los
estromas completos de bazo fue bloqueada por el anti-VCAM-1 murino en un
60%, el anticuerpo anti-a4 humano no bloque6 esta adhesién.

Se concluye que en cultivo las células adherentes de bazo murino son un
modelo vilido para estudiar las interacciones linfocitos humanos-células
estromales de bazo. Nuestros resultados sugieren que los linfocitos emplean el
par VLA-4/VCAM-1 para unir a las células estromales de bazo.

Sistema humano: A partir de cultivos primarios de amigdalas humanas se
aislé una poblacién homogénea de células adherentes (AMG). El andlisis por
FACScan demostré que éstas corresponden a células endoteliales de vénula,
debido a su reaccién positiva para el factor de von Willebrand y LVAP2, una
molécula presente exclusivamente en endotelio de vénulas. Las céiulas son
negaf:ivas para marcadores presentes en células dendriticas interdigitantes,
dendriticas foliculares o0 macréfagos. Expresan ICAM-1, VCAM-1, CD40 y
luego de induccién por IFN-y, expresan antigenos MHC clase II. A diferencia
de las células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC), el modelo
clasico de estudio in vitro, las células AMG no necesitan ser activadas por
citoquinas para unir células linfoides via VLA-4. Los anticuerpos anti-cy y

anti-B1, bloquearon la adhesién de la lfnea celular RAMOS a HUVEC tratadas




con TNF-a y a AMG no tratadas. Por otra parte, un anticuerpo anti VCAM-1
que bloquea la adhesién de RAMOS a HUVEC tratadas con TNF-a, no
bloqueé la adhesién de estas células a AMG@G, sugiriendo la presencia sobre las
células endoteliales de amigdala de un ligando de VL.A-4 diferente de VCAM-1.
Nuestros datos indican que este ligando no seria fibronectina. La adhesion de
la linea celular DAUDI a AMG y el efecto de los anticuerpos anti-a4 y anti-
VCAM-1, en esta adhesién, fortalece la idea de un ligando de VLA-4 distinto de
VCAM-1 y de fibronectina.

Se concluye que las células endoteliales de amigdala humana son un
modelo 1til para estudiar las interacciones de los linfocitos con el endotelio
linfoide puesto que pueden ser mantenidas en cultivo en un estado adhesivo
funcional.







ABSTRACT

The adhesive interactions between lymphocytes and the cells conforming
the microenvironment of secondary lymphoid organs (SLO) are essential for
lymphocyte migration as well as lymphocyte proliferation and differentiation.
However, present models utilized to study these interactions are sparing and
do not include purified stromal cells. To investigate the adhesion receptors
involved in the establishment of the interactions between lymphocytes and
stromal cells in SLO, we have developed adhesion models in vitro with stromal
cells from mouse spleen and human tonsil.

Murine system: Starting from primary spleen cultures we have isolated
and maintained two stromal cell lines, B-1 and B-2, with one and two
morphological cell types respectively. We have used complete stromas as well
as the two derived adherent cell cultures, B-1 and B-2, in adhesion studies of
murine lymphocytes. Also, we have developed a xenogeneic model to identify
the adhesion receptors utilized by human lymphocytes in their interaction
with murine spleen stromal cells.

Flow cytometry analysis indicates that the B-1 and B-2 cells express
CD44 and VCAM-1 molecules in their surface. The B-2 culture presents at
Ieast two types of cells as indicated by the presence, in a percentage of the
cells, of Fc receptors and the CD11b molecule. These cells are negative for
characteristic markers of interdigitant dendritic cells, follicular dendritic cells
or macrophages . These results suggest the presence of reticular cells in these
cultures.

Mononuclear cells prepared from murine spleen adhere to the complete
spleen stromas and to the B-1 and B-2 cell lines by 30-40-%. Activation of
mononuclear cells with ConA (but not with LPS) increases binding to
complete stromas by a factor two. In contrast, adhesion of mononuclear to
the B-1 and B-2 does not change after activation. Isolated B lymphocytes
adhere to the complete stromas and to the B-1 and B-2 cultures by 25%, 17%
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and 35% respectively, while T cells bind by aproximately 12% to all three
stromas. After activation with ConA the T lymphocytes adhesion increases
by a factor three.

Adhesion of the human DAUDI cell line to B-1 and B-2 cultures was
inhibited by an antibody to the a4 subunit of human f1 integrins by 95% and
60% and by an anti-(murine) VCAM-1 antibody by 80% and 50% respectively.
Also, adhesion of the RAMOS cell line to B-2 cells was inhibited by anti-a4 and
anti-VCAM-1 antibodies by 756% and 50% respectively. These results suggest
that Iymphocytes use the VLA-4/VCAM-1 pair to bind to spleen stromal cells.
On the other hand, although adhesion of the DAUDI cell line to complete
spleen stromas was blocked by the anti-(murine) VCAM-1 by 60%, was not
blocked by the anti-(human) a4 antibody.

It is concluded that adherent murine spleen cells in culture are a valid
model to study human Iymphocyte-spleen stromal cell interactions and that
human lymphocytes employ the VLA-4/VCAM-1 pair to bind to spleen
stromal cells.

Human system:
Starting from primary cultures of human tonsils we isolated a

homogeneus population of adherent cells (AMG). FACScan analyses
demonstrate that these cells correspond to endothelial venule cells. They are
positive for von Willebrand factor and LVAP2, a molecule present in
endothelial venule cells. The cells are negative for markers present in
interdigitant dendritic cells, follicular dendritic cells and macrophages. They
express ICAM-1, VCAM-1, CD40 and can be induced by IFN-y to express
MHC class IT antigens. As opposed to endothelial cells from human umbilical
cord (HUVEC), the classic model for in vitro adhesion studies, the AMG cells
do not need to be activated by cytokines to bind lymphoid cells via VLA-4.
Anti-a4 and anti-B1 antibodies block adhesion of the RAMOS cell line to TNF-
o treated HUVEC and to untreated AMG. On the other hand, an anti-VCAM-
1 antibody that blocks adhesion of RAMOS to TNF-o treated HUVEC, does

not block adhesion of these cells to AMG, suggesting the presence on the
tonsillar endothelial cells of a ligand for VL.A-4 different from VCAM-1. Our
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data indicate that this ligand is not fibronectin. Adhesion of the DAUDI cells
to AMG and the effect of the anti-o4 and anti-VCAM-1 antibodies on this
binding strengthen the idea of a VLA-4 ligand different from VCAM-1 and
fibronectin.

The demonstration that endothelial cells from human tonsils can be
maintained in a functional adhesive state in culture provides a useful model to
study lymphocyte-lymphoid endothelium interactions.




INTRODUCCION

1. MOLECULAS DE ADHESION

Se han descrito cuatro familias de moléculas de adhesién, agrupadas en
base a su estructura: familia de las integrinas, superfamilia de las
inmunoglobulinas, familia de las selectinas y la familia de las caderinas. En las
tres primeras existen moléculas de adhesién importantes en el sistema
inmune.

1.1. FAMITJA DE LAS INTEGRINAS

Las integrinas son un grupo de moléculas de amplia distribucién tanto en
vertebrados como en invertebrados y representan importantes estructuras
adhesivas en las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular
(Long, 1992; Springer, 1990).

1.1.1. Estructura
Todas las integrinas son heterodimeros af unidos no covalentemente.

Tanto las subunidades a como las B son glicoproteinas de transmembrana,
con un pequefio dominio carboxilo terminal citoplasmadtico, a excepcién de B4,
y un gran dominio amino-terminal en la regién extracelular. Las subunidades g
contienen 4 repeticiones de un domino de 40 residuos aminoacfdicos ricos en
cisteinas, indicativo de enlaces disulfuros intracatenarios (Hynes, 1987). En el
extrem¢ amino terminal de las subunidades o existen siete dominios de
aproximadamente 60 aminodcidos cada uno (dominios I-VII). Los tres o
cuatro ultimos son sitios de uni6én para cationes divalentes semejantes a los
encontrados en protefinas que requieren magnesio y/o calcio, tal como
calmodulina. Todas las integrinas B2, junto con las integrinas §1 VLA-1 y

.

-
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VLA-2, contienen un dominio 1 (o Insertado) de aproximadamente 200
aminodcidos entre los dominios II y III, cuya funcién es desconocida (Hogg,
1992; Long, 1992). Los dominios intracelulares de muchas integrinas
interactian con el citoesqueleto a través de protefinas como talina y o-
actinina (Hynes, 1992).

En la familia de las integrinas se conocen 14 subunidades o y 8
subunidades B encontradas en 20 combinaciones heterodiméricas
(Hynes,1992). Las subunidades o varian en tamaiio entre 120 y 180 Kd y las
B entre 90 y 110 Kd. Aunque la mayoria de las subunidades « se encuentran
asociadas con la misma subunidad , otras pueden asociarse con mds de una
subunidad B, de ahi que la nomenclatura m4s aplicable es la de af (Hynes,
1992). Seguin las subunidades B se distinguen a lo menocs cuatre subfamilias,
las B1 (o VLA), B2, B3 y B7. En la tabla I se muestran las diferentes
asociaciones del heterodimero, los nombres alternativos mds comunes y los
sitios de reconocimiento en sus ligandos.

1.1.2. Ligandos

Las funciones de las integrinas se han dilucidado mediante ensayos de
adhesién celular, anticuerpos monoclonales y cromatografia de afinidad. La
mayoria de los ligandos que aparecen en la Tabla 1 son elementos ya sea de la
matriz extracelular (FN, LM, Col , vW, TSP, etc.) o contrareceptores celulares
miembros de la superfamilia de las inmnunoglobulinas, tales como: ICAM-1,
ICAM-2 y VCAM-1.

1.1.3. Sitios de reconocimento en sus ligandos

Secuencia RGD: La secuencia RGD (arg-gly-asp) presente en FN, VN y
otras moléculas de la matriz extracelular fue el primer sitio de reconocimiento
experimentalmente definido. Las integrinas VLA-5, GPIIb/IIIa, y casi todas
las c.yp reconocen RGD en sus ligandos.

CS-1: La integrina VLA-4 reconoce la secuencia LDV (leu-asp-val) en el
segmento variable de la fibronectina (CS-1). Los sitios de reconocimento en la
integrina VLA-4 para sus ligandos fibronectina y VCAM-1 son diferentes, pero
se ubican proximos (Elices y col., 1990 ).




TABLA |
LA FAMILIA DE LAS INTEGRINAS
Asoclaclén Nombre Nomenclatura Ligandos
ap Comitin CD
p1a aq VLA-1 CD49a/CD29 col.) (DGEA),col IV, LM
as VLA-2 CD4gb/CD2 col.i,col IV, LM,TSP
ag® VLA-38 CD49¢/CD29 epiligrina,col 1, Col lll, FN, LM.
a4 VLA-4 CD49d/CD29 FN (V25/EILDV), VCAM-1,TSP
a5 VLA-5 CD49e/CD29 FN(RGD), TSP
agd VLA-6 CD49f/CD29 LM
a7 VLA-7 LM
ag VLA-8 ?
ay FN (7) VN{RGD)
B2 al LFA-1 CD11a/CD18 ICAM-1,1CAM-2
aM Mac-1 CD11b/CD18 C3b,FG,Fx,ICAM-1
p150/80 CD11c/CD18 FG(GPRP),C3b?
Ba? allb GPlib/illa CD41/CD61 FG(KQAGDV),TSP,yW,VN,FN (RGD)!
ay CD51/CD61 VN,FG,yW,.TSP,Col,FN (RGD)f
B4 agd LM 27d
B5 ay VN(RGD)
B ay FN(RGD)
B7(=Bp) a4 LPAM-1C MAJCAM1,FN,VCAM1(V25/EILDV)
aELP ?
B8 ay ?

CONOQCIMIENTO ACTUAL DE LAS INTEGRINAS DE VERTEBRADOS. Se conocen las secuenclas de
ADNc para todas las subunidades, excepto az ¥ o)g. Las subfamilias comparten la subunidad B (B4,B2,83

y B7). Varlas de las subunidades o« pueden interactuar con mas de una subunidad p. Cada receptor
reconoce una o mas protelnas de la matriz extracelular o contrareceptores, sobre otras células. Entre
paréntesis se muestra la secuencia amincdcidica reconocida por la Integrina en el ligando. FN,
tibronecting;FG, fibrindgeno; vW, factar de von Willebrand; Fx, factor x; LM, laminina; VN, vitronectina;
TSP, trombospondina; ICAM: molécula de adhesién intercelular, VCAM, molécula de adheslén vascular;
MAdCAM, adresina de la mucosa; RGD, arg-gly-asp; DGEA, asp-gly-glu-ala; EILDV, glu-lle-leu-asp-val,
V25, segmento de 25 aminodcidos o CS-1; KQAGDV, lys-gin-ala-gly-asp-val.

a: Dominios citoplasméticos pueden sulrir procesamiento diferencial.

b: oy es expresada escluslvamente en linfocitos Intraepiteliales.

c: La especificidad de este receptor no es clara en cuanto a sk une a los mismos ligandos que VLA-4 (FN y
VCAM-1). En algunas células une a los mismos ligandos (Raegg y col., 1992) pero en otras es mucho mas
débif que VLA-4 (Chan y col., 1992},

d: Especificidad controversial

e: No esta claro si este receptar reconoce la secttencia RGD en sus ligandos.

f: RGD es reconocida an todos los ligandos (se muestra sdlo en FN ) y KQAGDV sélo en FG.

7. desconocldo.
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Otras secuencias: GPIIb/IIla reconoce, ademés de la secuencia RGD en
sus ligandos, la secuencia lys-gin-ala-gly-asp-val (KQAGDYV) en fibrindgeno.
La integrina VLA-2 reconoce asp-gly-glu-ala (DGEA) en coldgeno tipo L
Aquellos receptores que unen laminina reconocen diferentes regiones en la
molécula, en sitios atin no bien caracterizados.

1.1.4. Las integrinas f1

Las integrinag B1 se denominan VLA ("very late antigen") porque las dos
primeras moléculas identificadas (VLA-1 y VLA-2) aparecen tardiamente
después de la activacién de las células T por antigenos o mitdgenos. Ademés
de expresarse en leucocitos no neutréfilos (Szekanecz y col., 1992) se
expresan en plaquetas, células epiteliales, células endoteliales y fibroblastos.
Se han identificado al momento 8 moléculas VLA. La cadena o presenta
regiones de union a calcio y magnesio esenciales en la adhesién. Las integrinas
VLA median importantes funciones, particularmente VLA-4.

VLA-4: La integrina VLA-4 estd presente en linfocitos, lineas T y B,
monocitos, macréfagos, fibroblastos, lineas tumorales de melanomas y
osteosarcomas, y en varios tejidos en desarrollo (Dean y col., 1993; Springer,

1990).
La integrina VLA-4 (c4B1) y su contrareceptor VCAM-1 median

interacciones celulares importantes en la diferenciacién y reparacion del
miusculo esquelético (Dean y col., 1993; Menko & Boettiger,1987), en
metdstasis tumorales (Dean y col., 1993) y en linfo y mielopoiesis (Miyvake y
col., 1991). La interaccién tiene consecuencias que se extienden m4s alld de
la simple colocalizacién entre células VLA-4+ y células VCAM-1t, puesto
que induce la activacién de células CD4* dependiente del TCR y la expresién
génica. VLA-4 transduce una sefial en células B, ya que el
entrecruzamiento de esta molécula con anticuerpos anti-VL.A-4 o por sus
ligandos naturales induce la fosforilacién de una proteina de 110 kD de
funcién desconocida (Kornberg & Juliano, 1992).
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Al parecer la sintesis de aq controla la expresién de VLA-4 en la

membrana. Recientemente se ha descrito, en el gen de VL.A-4, una secuencia
silenciadora activa sé6lo en lineas oy4-, y la presencia de un enhancer 3' de la

caja TATA que explicaria la expresi6én constitutiva en miotubos, semejante a
lo encontrado para VCAM-1 (Dean y col., 1993).

LPAM-1 (a4/B7): Esta integrina une a la molécula MadCAM-1, que se
encuentra en vénulas del tipo columnar (HEV) de tejidos linfoides asociados a

mucosa. VLA-4 no reconoce a este ligando (Springer, 1994). Existe evidencia
en conflicto respecto de si a4f7 también une a VCAM-1 y a fibronectina

(Chan y col., 1992; Ruegg y col., 1992),

VLA-5: Esta molécula ha sido descrita como el receptor de fibronectina.
Acttia como mediador en la migracion de los linfocitos a través de HEV de
nédulos linfaticos periféricos (NLP) de rata (Szekanecz y col., 1992) y se ha
sugerido que es capaz de inducir, por interaccién con su ligando, sefiales de
proliferacién (Kornberg & Juliano, 1992). La molécula VLA-5 se encuentra
presente en un amplio ndmero de céiulas (Tabla I).

1.1.5. Las integrinas 2

Las integrinas LFA-1, Mac-1 y p150,95 componen a la subfamilia pa. La
expresién de las integrinas Ba estd restrigida a los leucocitos, donde juegan
roles de importancia en la migracién de estas células a los tejidos inflamados.

LFA-1: Esta molécula estd presente en todos los leucocitos humanos y
murinos (Sdnchez-Madrid, 1982). En murinos se la ha encontrado en el lingje
granulocitico, desde 1a célula progenitora hasta la célula madura (Long, 1992;
Sanchez-Madrid, 1982).

LFA-1 participa en las interacciones de los linfocitos T de ayuda con las
células presentadoras de antigenos, en la unién de los linfocitos citotoxicos y
los "natural killer" a las células blanco, y en la interaccién de los leucocitos con
el endotelio (Springer, 1990; Long, 1992).
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Su funcién es activada por Mg++ e inhibida por Ca*+ (Hogg, 1992). LFA-1
es el contrareceptor de ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3 y se une al primer dominio
semejante a inmunoglobulina de ICAM-1.

Maec-1: En humanos y murinos, Mac-1 se encuentra presente en monocitos,
macréfagos, granulocitos y células "natural killer". También estd presente en
células dendriticas foliculares (FDC) y en algunas lineas linfoides. Mac-1 se
expresa en la mayoria de los neutréfilos maduros y en un pequefio porcentaje
de monocitos maduros (Long, 1992). Al igual que p150,95 se puede encontrar
intracitoplasméticamente, movilizdndose rdpidamente luego de un estimulo
fisiol6gico. Sus ligandos son ICAM-1 y el componente C3bi del complemento.
Mac-1 une a ICAM-1 en el tercer dominio semejante a inmunoglobulina
(Diamond y col., 1991).

P150,95: Esta molécula de adhesién tiene una funcién similar a Mac-1. Se
encuentra en monocitos, macréfagos, neutréfilos, células dendriticas (Metlay
y col., 1990) y estd ausente en linfocitos normales. Se encuentra también en
algunas lineas de células B y clones de linfocitos T citot6xicos (Hogg, 1993).

1.1.6. Activacion de las integrinas

Un caricter distintivo de las integrinas presentes en los leucocitos, es
que éstas no se encuentran normalmente activas para unir a sus ligandos. Se
piensa que la activacién ocurre gracias a interacciones de! dominio
citoplasmatico con otros elementos intracelulares. En el caso de GPIIb-I1Ia,
la eliminacién de gran parte de la regién citoplasmdtica de la subunidad o
activa a la integrina en su unién a fibrinégeno (O'Toole y col., 1991). También,
se ha sugerido que la especificidad de las integrinas por sus distintos ligandos
estaria regulada por el estado de activacién de la integrina (Hynes y col., 1992;
Hogg vy col., 1993; Masumoto & Hemler, 1993). Se ha sugerido que, 1a sefial
inicial de activacién es una sefial "inside out” (desde dentro de la célula), que
puede ser gatillada a través del entrecruzamiento de otras moléculas de
superficie, o por unién del ligando inmovilizado ("sefnial outside in").
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La adhesién puede ser controlada en varias formas:

a. Cambios en 1a expresiéon de superficie: Es bien conocido que las
citoquinas producidas en la inflamacién aumentan la expresién de superficie
de ICAM-1 y VCAM-1 (Bevilacqua, 1993).

b. Cambios en la concentracién efectiva: La agrupacion de los receptores
en la membrana, sin que existan cambios en la afinidad de estos, podria ser
responsable del aumento de la adhesién. No existen evidencias de agrupacién
de receptores por seiiales "inside out”, pero la microagregacién no puede
excluirse como mecanismo. En lineas T y B, por ejemplo, ICAM-1 se
concentra en los procesos celulares donde las células se adhieren al sustrato
(Hogg,1993).

c. Cambios en la afinidad: Existe informacién que los cambios
conformacionales en las integrinas serian responsables del aumento de la
afinidad por sus ligandos (Hynes, 1992; Hogg, 1993; Pardi y col., 1992). La
afinidad de LFA-1 puede aumentar hasta 200 veces luego de activacién de la
molécula (Springer, 1994). Miltiples estados conformacionales de aypBs
(Freelinger y c¢o0l.,1991) v de VLA-4 (Masumoto & Hemler, 1993)
determinarian la especificidad por diferentes ligandos. En el caso de VL.A-4 los
cationes divalentes inducirian estos cambios conformacionales (Masumoto &
Hemler, 1993).

Activadores de las integrinas:

a. Receptores antigénicos y oiras moléculas adhesivas: Sefiales
gatilladas a través del complejo TCR/CD3 (Hahn y col., 1993; Julius y col.,
1993; ORourke & Mescher, 1993) o a través de Ig (Cushley & Harnett, 1993)
son iniciadas por tirosinas quinasas de la familia ¢-src y llevan a la activacién
de la ruta de los fosfoinositidos, con activacién de la proteina quinasa C y
aumento de calcio intracelular. Las sefiales gatilladas a través del complejo
TCR/CD3 activa a CD2 provocando la unién a sus ligandos, lo que a su vez
gatilla sefiales coestimulatorias con el TCR y de activacion a otras moléculas
como LFA-1, VLA-4, VLA-5 ,VLA-6 y of3 siguiendo una cascada de
sefializaciones que colaboran con las sefiales del TCR y transmiten sefiales
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linicas e importantes en la funcién y diferenciacién linfocitaria. En las
interacciones entre las células T y B, la molécula LFA-1 contribuye a la
activacion de la célula T a través de multiples formas: aumentando la eficacia
del reconocimiento antigénico, a través de sefiales en las células T que
aumentan la activacidén, y a través de sefiales en las células B que aumentan
la presentacion antigénica (Moy & Brian, 1992).

b. Receptores de quimioatractantes: Los quimioatractantes son los
mejores candidatos para activacion de las integrinas en la interaccion de los
leucocitos con la vasculatura (Springer, 1994). Por su unién a receptores
especificos no sélo dirigen la migracion sino gque activan a las integrinas. Todos
los efectos de los quimioatractantes son mediados a través de proteina G
sensible a la toxina Pertussis. La presencia de sitios de unién a heparina en
las quimoquinas, permitirfa su retencién en la matriz extracelular y en la
superficie celular.

c. Lipidos: Algunos lipidos presentes en plaquetas activadas y que aumentan
en neutréfilos activados (integrin modulating factor: IMF-1) son capaces de
activar la interaccién GPIIbIIIa/FG y Mac-1 respectivamente (Hynes, 1992).
d. Ligando: Péptidos RGD son capaces de inducir nuevos epitopos (ligand-
induced binding sites or "LIBS") en la integrina GPIIbIIla, los que se
encuentran sé6lo cuando la integrina est4 activa, y de inducir la unién de la
integrina a fibrin6geno inmovilizado (Freelinger y col., 1991).

e. Factores tipo-celular especificos: Diferentes tipos de lineas celulares
que expresan niveles similares de la integrina VLA-4 muestran diferentes
rangos de actividades de VLA-4; desde células inactivas para la unién (U937),
a células més activas para la adhesiéon a VCAM-1 que a CS-1 (RAMOS), y a
células activas en la unién a ambos ligandos. Lo anterior sugiere la presencia
de factores celulares especificos (Masumoto & Hemler, 1993).

f. Anticuerpos monoclonales: La activacién de moléculas como LFA-1
(Hogg, 1992) y VLA-4 (Masumoto & Hemler, 1993) puede ser imitada desde
fuera de la célula por fragmentos Fab de anticuerpos monoclonales arguyendo
que la activacién de estos receptores puede ocurrir por cambios
conformacionales. En apoyo a que las conformaciones activas del receptor
pueden ser varias, se ha reportado la existencia de tres anticuerpos
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activadores de LFA-1 que reconocen epitopos separados en la regién
extracelular de las subunidades o y B.

g. Otras moléculas: El éster de forbol PMA, conocido activador de PKC a
concentraciones de 10-100 nM luego de tratamientos cortos (10-15 min.),
activan a las integrinas de la subfamilia g; (Chan y col., 1992; Male y col.,
1994) y B2 (Male y col., 1994; Tamatani y col., 1991), sin producir cambios en
el nivel de expresidn, los que si se pueden lograr por tratamiento més
prolongado. Mitégenos como ConA y enterotoxina B son capaces de mediar la
activacién y aumento en la expresion luego de tratamientos por 24-48 horas
(Ferguson & Kupper, 1993; Male y col., 1992).

1.1.7. Transduccién de sefiales por las integrinas

Es claro que las integrinas son moléculas transductoras de sefiales
intracelulares (Guan y col., 1992; Hynes, 1992; Kornberg & Juliano ,1992). Se
sostiene que las integrinas son verdaderos receptores, dado que pueden alterar
el patrén de fosforilacién en tirosina de proteinas de 120-130 kD a un méximo
luego de 5-10 min. de agruparlas con segundo anticuerpo. Una de las proteinas
que aumentan su fosforilacién en tirosina es la tirosina quinasa de los
contactos focales (FAK), gatillando asi una cascada de fosforilaciones
(Zachary & Rozengurt, 1992). El mismo nivel de fosforilacién de FAK ocurre
por agregacién artificial de los receptores de adhesién o por el ligando
fibronectina, sugiriendo que la agrupacién del receptor inducida por ligando
puede gatillar una segunda sefial de activacién ("outside in®). Las tirosinas
quinasas c-src estdn unidas a la membrana por anclaje lipidico permitiendo
que estén bien posicionadas para interactuar con moléculas de dominios
citoplasmédticos cortos, tales como: Ig, CD4, CD8 y TCR. La agrupacion de los
receptores parece ser importante en la activacién de estas quinasas (Julius y
col., 1993; O'Rourke & Mescher, 1993). Recientemente se encontré que la
adhesion de fibroblastos a fibronectina promueve la asociacién in vivo de FAK
con c-src ¥ con la proteina adaptadora GRB2. Lo anterior podria promover
cambios en la expresién génica a través de la ruta de transduccién de
RAS/MAPK (Schlaepfer y col., 1994).

™
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1.2, SUPERFAMILIA DE LAS INMUNOGLOBULINAS

Los miembros de esta familia comprenden moléculas de adhesién céluia-
célula y moléculas especializadas en el reconocimiento antigénico como son el
TCR, Ig, CD4, CD8 y las moléculas MHC.

Las moléculas LFA

Existen tres moléculas LFA, dos de las cuales, CD2 y LFA-3, son
miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas (SFIg) y LFA-1,
miembro de las integrinas Bg. Estas moléculas median interacciones antigeno
independientes, que conllevan a la generacién de sefiales de transducién tinicas
¥ que amplifican las sefiales intracelulares mediadas por receptores
antigénicos (Hynes,1992).

LFA-2 (CD2): La molécula CD2, que estd presente en lineas linfoides y
linfocitos T, media la adhesién homotipica de células T, y su ligando es LFA-3
(Sanchez-Madrid, 1982).

LFA-3: Presente en linfocitos T y B (Sdnchez-Madrid, 1982) y en células
dendrfticas (Prickett y col., 1992). Posee dos tipos de anclaje a la membrana;
una forma tipica con una estructura trasmembrana hidrofébica y una forma
menos comin de anclaje a 1a membrana por fosfatidilinositol.

Las moléculas ICAM

Las tres moléculas del grupo de las ICAM se especializan en diferentes
aspectos de las interacciones dependientes de LFA-1 ( un ligando comtin de la
subfamilia f2 de lasintegrinas ).

ICAM-1: Esta molécula es el principal ligando para LFA-1 y también sirve de
ligando para Mac-1, CD43 (sialoglicoproteina), rinovirus y Plasmodium
falciparum (estado eritrocito infectado). ICAM-1 posee 5 dominios semejantes
a Ig y usa los primeros tres para unir a sus ligandos. LFA-1 une al dominio 1,
en cambio Mac-1 (CR3) une al dominio 3 (Diamond y col., 1991). La molécula
ICAM-1 es expresada basalmente sobre el endotelio y células epiteliales,
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donde su expresién es dramdticamente aumentada por citoquinas
inflamatorias como TNF-a e IFN-y (Bevilacqua, 1993).

ICAM-2: la molécula ICAM-2 se expresa constitutivamente sobre el endotelio
y puede ser esencial para la recirculacién normal. Posee dos dominios
semejantes a Ig (Springer, 1992). v

ICAM-3: Esta molécula se expresa en los leucocitos y se encuentra ausente
del endotelio. Sobre linfocitos en reposo, neutréfilos 0 monocitos se encuentra
en niveles mucho m4ds altos que ICAM-1 o0 ICAM-2 . Desde un punto de vista
funcional es el principal responsable en mediar la adhesién de linfocitos T en
reposo a LF'A-1 purificada, sugiriendo que tiene un rol en iniciar las respuestas
inmunes (De Fougerolles & Springer, 1992). Se ha sugerido que ICAM-3
tendria unrol inductor en la interaccién de LFA-1 con ICAM-1 (Campanero y
col., 1993).

VCAM-1: Se ha mostado que por procesamiento diferencial de} ARNm se
producen dos formas de VCAM-1 (humano) una que posee 7 dominios
semejantes a Ig y otra de 6 dominios. El dominio 4, que sufre procesamiento
alternativo, otorga un segundo sitio de unién en la molécula de 7 dominios,
ademds del dominio 1 presente en ambas formas (Vonderheide & Springer,
1992). En murino también se han descrito dos formas, una de tres dominios
(anclada por fosfolipido } y otra de 7 dominios (Springer,1994). VCAM-1 se
expresa sobre el endotelio estimulado y es importante en dirigir la
transmigracion de linfocitos, eosinéfilos y monocitos en. inflamacion. Esta
molécula también se expresa en células estromales de médula ésea, donde
media las etapas iniciales de la linfopoiesis (Miyake y col. , 1991), y en las
células dendriticas foliculares (Koopman y col., 1994) siendo critica su
participacién en la maduracién de las células inmunes.

MadCAM-1: Es una molécula con tres dominios semejantes a Ig m4s una
regién semejante a mucina, La molécula estd presente en HEV de tejidos
linfoides asociados a mucosa y vénulas en la ldmina propia. Une al receptor de
"homing" a4p7 (Springer, 1994).
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1.3. LAS SELECTINAS

Estructuralmente contienen en su extremo amino terminal, una
secuencia de aproximadamente 120 aminodcidos, homéloga a un dominio de
lectina dependiente de calcio, fundamental en ld adhesién. La estructura de la
molécula contintia con una secuencia similar a la presente en el factor de
crecimiento epidermal (EGF) de funcién desconocida. Mds hacia el carboxilo
terminal presentan 2 a 7 secuencias de 62 aminodcidos de largo ricas en
cisteinas, repetidas en tandem y homdélogas a protefnas que unen
componentes del complemento, Las selectinas median la adherencia inicial de
los leucocitos al endotelio (Bevilacqua, 1993; Springer, 1990; Springer, 1994).

Selectina-L. (MEL-14 o gp90MEL): Esta molécula se expresa en todos los
leucocitos circulantes, con la excepcién de un subtipo de linfocitos de memoria.
En los linfocitos activados se presenta un rdapido incremento de la afinidad de
1a selectina-L por su ligando (Springer, 1994). La selectina-L: reconoce dos
mucinas presentes en las HEV de nédulos linféticos periféricos: Glycam-1 la
que se secreta y CD34 que estd en la superficie celular. En las células
endoteliales que no son columnares reconoce otros ligandos no bien
caracterizados del tipo de carbohidratos y también puede unir a la selectina-E
(Springer, 1994).

Selectina-E (ELAM-1): Esta molécula se induce en el endotelio por
citoquinas como IL-1, TNF-a, IFN-y y por el mitégeno LPS, lo que requiere de
la sintesis de novo de la proteina (Bevilacqua,1993). La selectina-E reconoce
al antigeno CLA (Cutaneous Lymphocyte Antigen) presente en una
subpoblacién de linfocitos de memoria de la piel.

1.4. MOLECULAS DE ADHESION NO CLASIFICADAS

VAP-1 : La molecula VAP-1 (90 kD) se ha enconfrado de forma abundante en
HEV de ¢rganos linfoides periféricos (amigdalas, nédulos linfoides) y también,
aunque considerablemente menos, en los tejidos linfoides asociados a mucosa
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(placas de Peyer y l4mina propia del intestino) Esta molécula estd ausente en
fibroblastos, leucocitos, células. epiteliales, endotelio de capilares y de vasos
grandes. Su expresién aumentada en tejidos inflamados sugiere, ademés de un
rol en recirculacién normal, su participacién en la regulacién de la entrada de
los leucocitos a los sitios de inflamacién (Salmi y col., 1993). El ligando de esta
fnolécula es desconocido. "

LVAP-2 : Es una molécula de 70 kD presente en una subpoblacién de vénulas
en los tejidos linfoides (amigdalas y NLP) y no linfoides (sinovio, cerebro, y
piel). En vénulas de amigdala se incluyen unas pocas HEV. En células
endoteliales de cordén umbilical en cultivo se expresa constitutivamente y
media la adhesién de linfocitos. También se ha detectado en linfocitos B y T
CD8+, Capilares y arterias son negativos para la expresién de esta molécula.
El ligando de LVAP-2 es desconocido (Airas y col., 1993).

CD44 (Pgpl, HERMES y ECMRIII): La molécula CD44 es un proteoglicdn
integral de membrana polimérfico de 80 a 90 kD, que se encuentra presente
en células T, células B, macréfagos, FDC, células epiteliales, fibroblastos,
eritrocitos y células neurales. Participa como receptor de "homing" a las
placas de Peyer y NLP, en la adhesion de células pre B a células estromales de
médula ésea jugando un rol en hematopoiesis (Miyake y col., 1990). Los
ligandos reconocidos por esta molécula son elementos de la matriz
extracelular, tales como, el dcido hialurénico (Aruffo y col., 1990; Miyake y
col., 1990), la fibronectina y el coldgeno tipo VI. Varias evidencias sugieren
que CD44 media la activacion de las integrinas gracias a su capacidad para
unir a miembros de la familia de las quimioquinas (Tanaka y col., 1993 a y b).
También se ha sugerido un rol en metéstasis y en la activacién linfocitaria
(Arch y col., 1992).

2. MOLECULAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR
2.1. FIBRONECTINA

La fibronectina es una proteina multifuncional que juega un rol central
en la adhesién celular (Ruoslahti,1988). Se la puede encontrar de forma
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soluble en el plasma, liquido cefaloraquideo y sinovial y en su forma insoluble o
fibrilar en las matrices extracelulares. La fibronectina plasmatica proviene de
la sintesis en hepatocitos y la de la matriz extracelular (fibronectina celular)
de células en diversos tejidos.

2.1.1, Estructura

En distintas especies la secuencia primaria, deducida a partir de ADNc
(humano) o de proteina (hovino, rata y pollo) tiene un alto grado de homologia.
La fibronectina estd compuesta de dos cadenas A y B, que se asocian a través
de dos puentes disulfuro formando un dfmero de 550 kD. Cada polipéptido estd
compuesto de repeticiones de tres tipos: I, II y IT1.

2.1.2, Sitios de union

La protedlisis controlada de fibronectina ha permitido asignar sitios de
unién a otras moléculas de la MEC y de la superficie celular, Los sitios de
unién incluyen (desde el amino al carboxilo terminal): fibrina y heparina (sitio
I), estafilococo, coldgenos (gelatina), ADN, célula, heparina (sitio II) y fibrina
(sitio II). '

Unioén a células: Fibronectina tiene una jerarquia de a lo menos cinco sitios
distintos que pueden mostrar funcién de adhesién independiente, pero es
probable que funcionen cooperativamente, éstos son: dominio de unién a célula
con dos sitios sinergisticos independientes (unién a VLA-5), dos dominios de
unién a heparina requerida para la elaboracién de contactos focales y
organizacién de haces de microfilamentos por algunas células, y el segmento
CS-1 aditivo al sitio de unién a célula y no sinergistico (Guan y col.,1990;
Obara y col., 1988).

Tripéptido RGD: Fragmentos y péptidos que contienen la secuencia
RGD adheridos en una superficie, promueven el "attachment", pero en
solucién lo inhiben. Sustituciones conservativas de la secuencia RGD eliminan
la actividad de estos péptidos. En la décima repeticion tipo III se encuentra la
secuencia RGD (Main y col., 1992).

Regiones de fibronectina distintas a RGD son necesarias para el
"spreading" de fibroblastos y actiian en sinergismo con RGD mediante un
mecanismo de "sitios independientes". La supresion de un sitio no afecta la
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conformacién o actividad del otro, pudiendo complementarse estos sitios en
trans (Obara y col., 1988). No estd claro si estos sitios son adicionales o
estabilizan la conformacién de RGD.

Segmento CS-1: El segundo dominio de unién celular se identifica en la
repeticién tipo III variable (CS-1), que puede estar ausente y donde la talla
puede variar en razén del procesamiiento alternativo del mensajero. La
secuencia LDV (leu-asp-val) en el segmento CS-1 es la secuencia minima
reconocida por la integrina VL.A-4,

2.2. LAMININA

La laminina es el constituyenté universal de las laminas basales. Se
gintetiza principalmente en las células endoteliales y epiteliales. Es una
gicoproteina de gran tamatfio (900 kD) formada por tres cadenas (A, Bl, y B2)
que interactian entre si por puentes disilfuro formando una estructura
cruciforme, con fres brazos cortos y un brazo largo (Timpl & Dziadek, 1986).
La laminina presenta dominios de unién para coldgeno IV, heparina e
integrinas (Tabla I).

2.3. COLAGENOS

Los col4genos son las proteinas méds abundantes de la MEC. Cada
molécula de coldgeno estd formada por tres cadenas polipeptidicas que forman
una triple hélice. Se distinguen 13 tipos de coldgenos (Sandberg y col., 1989).
El colageno tipo IV es secretado exclusivamente por las células endoteliaies y
epiteliales (Timpl & Dziadeck, 1986). Los fibroblastos sintetizan
principalmente coldgenos I, IIT y VI,

3. ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS
3.1. Aspectos generales

En los mamiferos, la diferenciacion de las células del sistema
hematopoiético ocurre fundamentalmente en los 6rganos linfoides.
Especialmente para el caso de los lifocitos B y T, puesto que estas células
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deben pasar de la circulacién a los érganos linfiticos secundarios (OLS), un
intercambio de células debe ocurrir entre dos compartimientos (sangre/linfa-
microambiente linfoide). La pared de los vasos sanguineos, que constituye
una barrera al intercambio entre estos compartimientos estd formada en
los 6rgancs linfoides, a excepcién del bazo, por las llamadas células
endoteliales columnares (HEV). El microambiente de los OLS presenta una
organizacién compleja y compartamentalizada y estd constituido
fundamentalmente por las células estromales y por las proteinas de la
matriz extracelular (MEC) que estas células secretan. La permanencia de
los linfocitos en el estroma de los OLS dependerd de las interacciones que
ocurran entre éstos y las células del estroma a través de los receptores de
adhesién y las protefnas de la MEC. Existe abundante informacién respecto
de los receptores y ligandos que intervienen en el fenémeno de "homing" y
transvasacién. Sin embargo, ésta es mucho mds escasa en lo que respecta
de los receptores que regularfan la interaccién entre los linfocitos y el
microambiente de los respectivos OLS.

La diferenciacién final de los linfocitos By T ocurre fundamentalmente
en los 6rganos linfoides secundarios. Mediante la utilizacién de cultivos de
largo término de estromas de médula ésea y de érgano de timo se ha logrado
adelantar enormemente en el conocimiento de las etapas de diferenciacién
de los linfocitos B y T a partir de sus precursores tempranos (Long, 1992).
Sin embargo, existen grandes vacios en nuestro conocimiento de las etapas
finales de la diferenciacién en los OLS.

3.2. Anatomia de los 6rganos linfoides secundarios

Los tejidos linfoides secundarios se pueden clasificar en tres tipos : el
bazo, los nédulos linféticos, y el tejido linfoide asociado a mucosas como son
las placas de Peyer y las amigdalas. Las principales diferencias entre estos
6rganos radica principalmente en el mecanismo por el cual son expuestos al
antigeno. En los tejidos linfoides asociados a mucosa el influjo antigénico
ocurre a través del epitelio a diferencia de los nédulos linféticos que ocurre a
través de la linfa aferente. ¥l bazo, en cambio, capta antigenos sanguineos
(Paul, 1998; Van Ewick, 1977). Los linfocitos B predominan en las placas de

Peyer, las amfgdalas y el bazo, y los linfocitos T en los nédulos linfdticos que
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drenan la piel (Stevens y col., 1982). También las células T de ayuda y
citot6xicas se distribuyen preferentemente en distintos érganos (Kraal y
col., 1983). Elementos 1inicos, presentes en cada érgano linfoide secundario,
determinardn por tanto Ia ruta de recirculacién de los distintos tipos y
subtipos de linfocitos. En cuanto a la microarquitectura de los OLS (Krstic,
1991), ésta sigue un esquema que permite una segregacién de las células B
vy T cuando estdn en su estado virgen, pero que luego de su encuentro con el
antigeno permite el contacto en zonas bien determinadas del OLS (Rouse y
col., 1984 ).

3.2.1. Bazo: El bazo estd formado por un componente no linfoide, la
pulpa roja, que funciona como un filtro general que remueve eritrocitos
dafiados y antigenos sanguineos. El flujo sanguineo que percola a través de
la pulpa roja Ilega a la pulpa blanca donde los linfocitos se organizan
alrededor de las arteriolas centrales en las mangas linfoides periarteriolares,
PALS, ricas en células T (Van Ewick, 1977; Veerman & Van Ewick, 1975).
Por otro lado, los foliculos linfoides ricos en células B, se ubican a intervalos
a lolargo de los PALS, en los centros germinales (CG), y contienen linfocitos
B en alto grado de proliferacién. La entrada de los linfocitos a la pulpa
blanca del bazo se cree que ocurre en la zona marginal, teniendo ésta una
funcién andloga a las HEV presentes en los otros OLS.

3.2.2. Amigdalas palatinas: Las amigdalas palatinas son uno de los
OLS linfoepiteliales, que se ubican en la porcién superior de la faringe
(Krstic, 1991). Las amigdalas poseen invaginaciones epiteliales llamadas
criptas que rodean a los foliculos linfoides (primarios y secundarios),
inmersos en regiones ricas en linfocitos T. Células dendriticas, linfocitos y
macréfagos pueden penetrar en forma libre o en grupos entre las células
epiteliales. En el tejido subepitelial se encuentran células reticulares,
capilares y vénulas postcapilares (HEV).

3.3. Células estromales

Las regiones ricas en linfocitos T, los foliculos linfoides primarios y los
secundarios (con centros germinales) contienen diferentes células
accesorias que se cree participan y posiblemente dirigen los eventos de




24

diferenciacion celular en cada sitio. En las zonas T, dentro de una fina malla
de células reticulares, se encuentran las llamadas células dendrfticas
interdigitantes (IDC) que expresan fuertemente los antigenos de MHC clase
II, el marcador CD40, CD11c, LFA-3, CD44 e ICAM-1 (Prickett y col.,
1992; Sheeren y col., 1991). Las IDC, eficientes presentadoras de antigeno,
tendrian su origen en precursores ‘mieloides en la médula 6sea, y se
diferenciarian a IDC por efecto de GM-CSF mds TNF-o (Gieseler y col.,
1991; Peters y col., 1991). Los foliculos linfoides (zonas B) por otra parte,
contienen dentro de la malla formada por las células reticulares, las células
dendriticas foliculares (FDC) que unen complejos inmunes con gran afinidad
(eicosomas) y los retienen por largos periodos de tiempo, actuando por lo
tanto como efectivas células presentadoras de antigeno (Szakal y col.,
1988). Se ha encontrado que las FDC muestran heterogeneidad fenotipica
(Yoshida y col., 1991 y 1993) y se postula que derivarian de las células
reticulares que conforman la malla. Las FDC expresan las moléculas CD40,
ICAM-1, VCAM-1, integrinas VLA3-6, receptores de complemento y de Fe¢
(Koopman y col., 1991; Shriever y col., 1989; Yoshida y col., 1993). La
asociacién de linfocitos B con las FDC en los centros germinales permitiria
la seleccién fenotipica de las regiones variables de las Ig y la seleccién a
células de memoria o efectoras. Existe evidencia de que la adhesién de las
células B via LFA-1I/ICAM-1 y via VLA-4/VCAM-1 contribuye al proceso de
seleccién (Koopman y col., 1994). Dentro de los CG también encontramos
macréfagos de cuerpos oscuros (llenos de desechos celulares), otro tipo de
célula presentadora de antigeno. Cabe recalcar que estos elementos
celulares (IDC, FDC, macréfagos) se encuentran dentro de una malla
formada por las células reticulares, células cuya funcion en el proceso de
diferenciacién linfocitaria se desconoce. Se ha descrito heterogeneidad
fenotipica de las células reticulares en distintas zonas del bazo e
interacciones entre estas células y linfocitos in situ. (McNagny y col., 1991;
Yoshida y col. ,1991). En resumen, en las zonas T encontramos células
reticulares e IDC mientras que en las zonas B encontramos células
reticulares, FDC y macréfagos fundamentalmente.
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4. RECIRCULACION DE LOS LINFOCITOS

4.1. Aspecios generales

Las propiedades circulatorias y migratorias de las células inmunes han
evolucionado para permitir la eficiente proteccion de los tejidos a la invasién
por agentes infecciosos y la rapida acumulacién de estas celulas en los sitios
de injuria e infeccién. Los linfocitos adquieren una predileccién para recircular
a través de cierto microambiente segiin sea el lugar en que ellos encontraron
por primera vez el antigeno (Mackay y col., 1992). A diferencia de los linfocitos
los granulocitos y monocitos no recirculan. A nivel molecular las sefiales de
trafico para la recirculacién de linfocitos y localizacién de neutréfilos y
monocitos son muy similares. Al menos tres pasos con miiltiples elecciones
moleculares en cada paso, dan una gran diversidad de sefiales. Respuestas
selectivas de diferentes clases de leucocitos a agentes inflamatorios y
patrones diferenciales de recirculacién de subtipos de linfocitos, se puede
explicar por la receptividad de cada tipo celular a distintas combinaciones de
sefiales moleculares.

En busqueda de antigenos extrafos, los linfocitos siguen circuitos a
través de los tejidos linfoides y no linfoides. Los drganos linfoides secundarios
que drenan la piel, los miisculos y el intestino difieren en el tipo de antigenos a
los cuales los linfocitos son expuestos. Los linfocitos de animales adultos, pero
no de recién nacidos, muestran una preferencia dos veces mayor por el tipo de
6rgano del cual vienen (piel, misculo) reapareciendo en la linfa eferente que
drena este tejido; sugiriendo que el antigeno, en un microambiente linfoide
particular, puede inducir la expresién de receptores de superficie que permiten
la recirculacién preferencial al 6rgano. De lo anterior existe evidencia para
linfocitos recirculantes a través de pulmén, piel e intestino. Los linfocitos
virgenes y de memoria prefieren diferentes rutas de recirculacién (Paul, 1993;
Springer, 1994; Shimizu y col., 1992). Linfocitos virgenes luego de encuentro
con el antigeno son expandidos clonalmente y convertidos en linfocitos de
memoria. Linfocitos de la linfa aferente que emigran a través del "endotelio
plano” en la piel son todos del tipo memoria, pero los de la linfa eferente,
derivados principalmente del ftrdfico a través de las HEV, son
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preferencialmente virgenes. Lo anterior es verdad al menos para los tejidos
periféricos.

4.2, Trafico a través de HEV

Las HEV presentes en todos los érganos linfoides secundarios, menos el
bazo, median 1a recirculacién normal de los linfocitos desde la sangre al 6rgano.
La emigracién al bazo, por contraste, involucra a células no definidas
presentes en la zona marginal (Weston y col., 1992) y los mecanismos
moleculares atin no son caracterizados. El fenotipo HEV es regulado durante
el desarrollo, puesto que ligandos para selectina-L: estdn ausentes en el
nacimiento y se encuentran al nivel adulto. La privacién de linfa aferente
provoca una pérdida de HEV y de recirculacién, que es restaurada por
antigeno introducido al nédulo. La intensa estimulacién antigénica también
puede inducir HEV en tejidos no linfoides (Springer, 1994).

4.3. Recirculacidn de linfocitos virgenes

4.3.1. N6dulos linfaticos periféricos (NLP): En HEV de NLP los
ligandos de selectina-L son expresados en mayor cantidad, comparado a
cualquier otro sitio en el cuerpo, y asi pueden ayudar en la recirculacién de la
subpoblacién de linfocitos selectina-L+. La molécula LFA-1 estd implicada en
la adhesién a HEV y en el "homing" in vivo. Sin embargo, en el ensayo de
Stamper & Woodruf (adhesién a cortes congelados) los neutréfilos y monocitos
(Selectina-L+, LFA-1+) pueden unir a HEV, pero éstos no recirculan
normalmente. Por lo tanto, deben existir sefiales particulares a los linfocitos
virgenes. Receptores acoplados a proteina (z son requeridos para la activacién
de LFA-1, dado que, los linfocitos pretratados con la toxina Pertussis no
recirculan por los NLP. El quimioatractante liberado por HEV y su receptor
esperan su identificacién.

4.3.2. Placas de Peyer: Consistente con un nivel mds bajo de ligando de
selectina-L: en HEV de placas de Peyer, comparado a NLP, dos integrinas
participan en el "homing" a las placas de Peyer: LFA-1 y a4/87, las que
contribuyen en el "homing” al tejido linfoide asociado a mucosa, La molécula
ag4/P7 une a la molécula MAdCAM-1.
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A diferencia de los NLP las placas de Peyer pueden ser visualizadas con
microscopia intravital, donde se ha observado que los linfocitos primero
realizan el "rolling" a lo largo de HEV, por unos pocos segundos, luego se
detienen y emigran (Springer, 1994). El tratamiento con toxina Pertussis
inhibe la migracién pero no el "rolling". Permanece por definir el posible
quimioatractante causante de la activacién de a4p7, LFA-1 0 ambos.

4.4. Recirculacién de linfocitos de memoria

4.4.1. Piel: Sélo los linfocitos encontrados en Ia piel expresan el antigeno
CLA (Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen), que puede unir a
selectina-E. Se ha sugerido que la interaccién selectina-E/CLA puede
contribuir al "homing" de linfocitos T de memoria a la piel.

4.4.2. Intestino: los linfocitos. de memoria en el intestino tienen un
fenotipo de superficie distinto a los de la piel. Una subpoblacién distinta de
linfocitos de memoria se localiza intraepitelialmente y expresan ae(igLyYB7. Su
localizacién se inhibe por anticuerpos dirigidos a aggy,) sugiriendo su rol como
receptor de "homing”.

4.5. Alteracion del trafico linfocitario en inflamacion

El fenotipo de las células de memoria, que se acumulan en los tejidos
inflamados, es bastante similar al de los linfocitos de memoria recirculantes
en condiciones basales, sugiriendo que los mismos mecanismos que median el
trdfico basal puede ser inducido en inflamacién. La inflamacién también
afecta el trafico a través de HEV. Antigeno inyectado al tejido que drena al
nédulo linfoide regional, aumenta enormemente el trafico de linfocitos virgenes
a través de HEV, y los linfocitos de memoria ahora parecen entrar
directamente al nédulo; asociado con la induccién de VCAM-1 sobre endotelio
no HEV dentro del nédulo.

Existe mucho por conocer acerca de las sefiales requeridas para la
migracién y localizaciéon de los linfocitos dentro de compartimentos
anatémicos egpecificos. Dado que el tratamiento de los linfocitos con toxina
Pertussis inhibe la migracién en respuesta a antigeno, se sugiere la
participacién de quimioatractantes (Springer, 1994). La proteina MIP-1p
aumenta dos veces la unién de la subpoblacién de células T CD8+ virgen a
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VCAM-1 (Tanaka y col., 1993 b). Quimioquinas de la subfamilia cys-cys
(RANTES, MIP1-g, MCP-1) tienden a actuar sobre linfocitos y son un
excelente candidato para dar la sefial de activacién de las integrinas y permitir
asi la migracién de linfocitos in vivo.




PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

Rl

1. Problema Propuesto

En el sistema inmune la transici6én entre los estados adherentes y no
adherentes de los linfocitos B y T es fundamental para la proteccién inmune y
el desarrollo de una respuesta inmune adecuada. Los receptores de adhesién
estdn implicados en las distintas etapas de la activacién de los linfocitos, en las
funciones efectoras de los linfocitos citotéxicos y en la entrada de las células del
sistema inmune a los sitios de inflamacién. Sin embargo, muy poco se conoce
acerca de las interacciones moleculares que regulan la entrada, distribucién y
permanencia de los linfocitos en los 6rganos linfoides secundarios. Las
interacciones de los linfocitos con los elementos del estroma de los OLS (células
y MEC) permitiria la proliferacién clonal y la diferenciacién a células efectoras
capaces de migrar fuera del 6rgano linfoide y desarrollar una respuesta inmune.

2. Objetivo General

El objetivo general de nuestro proyecto es analizar los mecanismos de
adhesién implicados en las interacciones de las células B y T con células
estromales presentes en los érganos linfoides secundarios, asi como también,
establecer la relacién entre los estados de diferenciacién de los linfocitos y su
capacidad adberente.

3. Hipétesis de frabajo

La hip6tesis central del presente trabajo es que en cultivos de estromas
completos de OLS es posible detectar células con capacidad de adherir
linfocitos, y que estas interacciones adhesivas dependerdn del tipo de linfocito,

de su estado de diferenciacién y del tipo de célula estromal,
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4. Objetivos Especificos:

1.- Establecer sistemas de cultivo de células estromales obtenidas de OLS de
fécil obtencién como son: el bazo de ratén y las amigdalas humanas.

2- Identificar los tipos de células éstromales presentes en los cultivos. Esto
se har4 con anticuerpos monoclonales dirigidos a moléculas marcadoras y a
receptores de adhesién.

3.- Estudiar la adhesion de linfocitos T y B de ratén y de lineas linfoides
humanas a células estromales en cultivo.

4.~ Establecer la participacién de receptores de adhesién en la adhesién de
células linfoidez a células de estroma. Esto se hard utilizando anticuerpos
monoclonales capaces de inhibir las interacciones celulares.

5.- Evaluar cambios en la capacidad adherente de los linfocitos luego de
tratamiento de los linfocitos con activadores policlonales.




MATERIALES Y METODOS

1. REACTIVOS

1.1 Medios, sueros fetales y antibiéticos

Los siguientes materiales fueron obtenidos de las compaiiias que se
indican a continuacién: Sueros fetales de bovino (FCS) analizados para la
presencia de micoplasmas y virus (Sigma, Gibco y Cultilab). Los medios de
cultivo DMEM, RPMI-1640 y F-12 fueron adquiridos en Gibco. Los medios
para cultivo celular fueron suplementados con antibi6ticos de Sigma:
penicilina (100 U.I) y estreptomicina (100 pg/ml).

1.2, Enzimas

Las siguientes enzimas se adquirieron de las compafifas que se indican:
colagenasa/dispasa (Boehringer # 269 638), tripsina (Sigma), colagenasa A
(Boehringer # 103.578) y DNasa tipo I (Sigma).

1.3. Mitogenos y PMA
El mitégeno concanavalina A y el éster de forbol PMA fueron comprados
en Sigma. El mitégeno LPS de Salmonella typhosa se obtuve en Difco.

1.4. Moléculas radiomarcadas
Timidina tritiada (3[H]-TdR) fue comprada en Amersham y el cromato
de sodio-51[Cr] fue comprado a la Comisién Chilena de Energia Nuclear.

1.6. Generales

Los siguientes reactivos fueron adquiridos en Sigma: Ficoll-paque
d=1.083, fibronectina plasmdtica de bovino, albtimina plamética de bovino
(BSA), yoduro de propidio. Las perlas magnéticas (Dynabeads M-450) fueron

de Biosys.
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2. CELULAS ESTROMALES

2.1. Cultivos de células estromales murinas

Para la preparacién de cultivos primarios de bazo se utilizaron ratones
Balb/c machos de 4-6 semanas alimentados ad libitum. Los animales fueron
sacrificados por dislocacién cervical, empapados en alcohol 70% e
inmediatamente disectados dentro de la campana de flujo laminar con
material quirirgico esterilizado. Luego de la obtencién del bazo éste se limpié
de todo resto de tejido extra, se lavé en RPMI y se trasladé a una placa para
cultivo de 100 mm en aproximadamente 10 ml de RPMI. El bazo se corté
transversaimente en dos y las células se liberaron con la ayuda de perfusién y
presién utilizando una jeringa (aguja 23 G1) ¥ una pinza de punta plana. La
operacién anterior se realizé hasta liberar el médximo nimero de células
(cdpsula transhicida) con el cuidado de no romper la cdpsula. Las células se
sedimentaron a 250 x g, se resuspendieron en 5 mi de medio hipoténico
especial para lisar los glébulos rojos (Gieseler y col, 1991) y se incub6 por 6
min. a temperatura ambiente. Enseguida se lavé tres veces con 10 mli de
RPMI por sedimentaciéon a 250 x g. Las células resuspendidas en 25 ml de
RPMI/10% FCS (R-10) fueron sembradas a 2 ml/pozo en placa de 24 pozos. Al
cabo de 6 dias se resuspendieron las células no adherentes por suaves
movimientos.en circulos y se cambi6 la mitad del medio. Cultivos confluentes
se obtuvieron al cabo de 7-10 dias de cultivo. Para mantener cultivos por més
de 10 dias a éstos se les cambié el medio cada 4 dias aproximadamante (1 ml
por pozo). Los sueros fetales de bovinos que se utilizaron en el cultivo de
estromas se seleccionaron segGn su capacidad para permitir el adecuado
crecimiento de los estromas.

A partir de dos cultivos independientes de estromas de 15 dias fue posible
obtener dos tipos de subcultivos: uno con un tipo celular (B-1) y otro con dos
tipds celulares (B-2). B-1 fue obtenido luego de tratamiento del estroma por 5
mijn con Colagenasa/Dispasa (0,6 mg/ml) seguido de 5 min. de tratamiento con
tripsina /EDTA. B-2 fue obtenido luego de tratamiento del estroma por 5
min.con Tripsina/EDTA. Para subcultivar B-1 y B-2 se utilizaron las mismas

enzimas,
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2.2. Cultivo de células estromales de amigdala humana

Las amigdalas fueron obtenidas de dos pacientes que sufrian de
amigdalitis recurrentes del Hospital J.J. Aguirre de la Universidad de Chile con
1a colaboracién de la Dra. Eva Pruzo. Durante este trabajo se obtuvo el cultivo
de células adherentes. Las células adherentes las denominamos AMG1
(paciente 1, nifia de 7 afios de edad) y AMG2 (paciente 2: nifio de 7 afios de
edad). Después de realizada la amigdalectomia las amigdalas intactas se
lavaron por inmersién sucesiva en 50 ml de PBS estéril (2 veces), etanol 70%
por 20 segundos (1vez) y PBS estéril (3 veces). Luego de retirar el epitelio se
cortaron trozos de aproximadamente 1 mm3 que se incubaron con 30 ml de
una mezcla que contenia Colagenasa A 400 ug/ml y DNasa tipo I 100 pg/ml
en R-10, con agitacién suave a temperatura ambiente durante 60 min. Los
trozos de tejido no digerido se dejaron sedimentar por 2 min.a 1 x g, se tomé el
sobrenadante y se lavé 2 veces en 30 ml de R-10 por centrifugacién a 250 x g
por 10 min, Se recuperaron aproximadamente 8x108 células por par de
amigdalas y se sembraron alrededor de 5x106 de células/cm?2 en 25 ml de
RPMI/20% FCS (R-20). Se cambié 1a mitad del medio cada 7 dias y al cabo de
20 dfas aproximadamente se obtuvo un cultivo confluente. Al llegar a
confluencia se eliminaron las células no adherentes tipo linfoide presentes en
el cultivo. Las células adherentes se mantuvieron en R-10 por sucesivos
pasajes y se subcultivaron luego de tratamiento con Tripsina/EDTA por 5
min.

3. OTRAS CELULAS

La lfnea celular murina L(tk-) (deficiente en timidina quinasa) fue
cultivada en DMEM suplementado de 10% de FCS. Las lineas celulares B
linfoblastoides humanas (RAMOS y DAUDI) y la linea celular T leucémica
humana (MOLT-4) fueron cultivadas en RPMI 1640 suplementado
igualmente con 10% de suero fetal de bovino (R-10). Las lineas linfoides fizeron
adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC). Células
endoteliales de vena de cordén umbilical humano (HUVEC), obtenidas en el
Iaboratorio (Rosemblatt y col., 1991) fueron cultivadas en DMEM
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suplementado con 20% FCS, 20 zg/ml de suplemento para el crecimiento de
células endoteliales (Sigma) y 100 zg/ml de heparina (Sigma).

4. ANTICUERPOS

4.1 Anticuerpos Monoclonales

Los hibridomas 3C10, 543, MY904, THB-5 y F4/80 fueron obtenidos de
la ATCC y cultivados segtin las especificaciones. Los hibridomas 14.8,
KM201, MK-2.6 y PS/2.3 fueron donados por el Doctor Paul Kinkade. Una
descripcién m4s detallada de los anticuerpos monoclonales utilizados en este
trabajo se encuentra en las Tablas Il y ITL. En algunos casos se utilizaron los
anticuerpos purificados, en liquido ascitico o en sobrenadante de cultivo.

4.1.1. Anticuerpos de ratén dirigidos a moléculas humanas

Algunos anticuerpos reconocen moléculas que pertenecen a diferentes
grupos o lingjes celulares: mieloide (CR1, CD14), linfoide (T: CD3, CD4, CD8 y
B: CD20, CD21), superfamilia de las inmunoglobulinas ICAM-1, VCAM-1,
MHCI y MHCII), familia de las integrinas (B1: CD49a,b,d,e y 2. CD11a,b,c),
endotelio (VAP-1 y Factor de von Willebrand), marcadores de células tipo
dendriticas (FDC: KI-M4, R4/23 ¢ IDC: X-12). Otros anticuerpos no estan
restringidos a grupos o lingjes (LVAP-2, Vimmentina, CD40, BB1 y CD45).

4.,1.2. Anticuerpos de rata dirigidos a moléculas de ratén

Algunos anticuerpos reconocen moléculas que pertenecen a diferentes
grupos.o linajes celulares: linfoide (T y B: Receptor de "homing" a nédulos
linf4tigos periféricos; T: Thy-1, CD4, CD8, CD3 y B: B220), mieloide (F4/80),
superfamilia de las inmunoglobulinas (ICAM-1, VCAM-1, MHCI y MHCII),
familia de las integrinas (§1: LPAM-1 y p2: CD11b), marcadores de células
tipo dendriticas (IDC: NLDC-145, 33D1 y FDC: 4C11). También se usé un
anti~-CD44 no restringido a grupo celular o linaje. Para controles de isotipos de
anticuerpos desarrollados en ratén (20.8.4 y MKDG6) se utiliz6 el anticuerpo
MY904, que no reconoce a moléculas murinas (IgG2ak de ratén), Como
cpntrol para anticuerpos desarrollados en rata se utiliz6 Ig obtenida de suero
normal de rata por precipitacién con sulfato de amonio.
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TABLA IX
ANTICUERPOS MONOCLONALES DIRIGIDOS A MOLECULAS
HUMANAS
ACPO ESPECIFICIDAD ISOTIPO ADQUISICION BEFERENCIA
W62 - HLA ABC 1gG2a raton Dra. Rosa Bono Barnstable y cal., 1978
EKT111 MHCII igM raton Dra. Hosa Bono Bono y col., 1979
Mab.543 CHRi IgG1k ratén A.T.C.C. Schriever y ¢ol.,1989
3C10 CD14 lgG1 raton AT.C.C. VanVoorhis y col., 1983
QK13 CD3 1gG2a ratén Dra. Rosa Bono Hoffman y col, 1980
OKT4 CD4 __1gG2b raton Dra. Rosa Bono Hoffman y col., 1880
OKi8 cD8 19G2 raton Dra. Rosa Bono Hoffman y col., 1980
IF-5 CD20 desconocido Dr. Edward Clark Clark y col., 1982
THB-S CR2,CD21, IgG2ak raton AT.C.C. Weiss y ¢ol., 1984
84.H10 ICAM-1 IgG1 ratén immunotech Malegapuru y col., 1988
489 VCAM-1 IgG1 ratdn Dr. Harlan Vonderheide y col.,1952
LIA1/2 BETA1, CD29 desconocido Dr. 8anchez-Madrid Armrollo y col., 1992
15217 ALFA1,CD49a igG1 ratén Dr. Sanchez-Madrid Hemler y col., 1984
TEA1/41 | ALFA2,CD4gb | desconocido | Dr. Sanchez-Madrid | Sanchez-Madrid y col., 1986
HP2M1 ALFA 4,CD49d 1gG1 ratén Dr. Sanchez-Madrid Vonderheide y col., 1992
B1ES ALFA 5,CD49e 19G1 ratén ___Dr. Darnsky Schrlever y col., 1983
LIA 3/2 BETA2, CD18 desconocido Dr. Sanchez-Madtid Campanero y col., 1993
TS1/51 CDl1a desconocido Dr. Sanchez-Madrid Campanero y col., 1993
MYS04 CD11b,CR3 IgG2ak ratdn A.T.C.C Dana etal, 1986
HC1/1 Ch1ic desconocido Dr. Sanchez-Madrid Cabafas y col., 1993
162 VAP-1 1gG1 raton Dr. Marko Salmi Salmi y cal., 1893
202D3 voh Willbrandt lgG1 ratdn Dra, Bosa Bono Avner y col,, 1984
4G4 LVAP2 1gG1 ratén Dr. Marko Salmi. Sa!ml et eI, 1993
V-6630 Vimentina IgG2akK raton | Dr. Ricardo Maccionl Capote, 1994
G28-5 CD40 [gG1 ratén Dr. Edward Clark Clark y col., 1992
BB1/B7 BB1/B7 1gG1 ratén Dr. Edward Clark Clark y col., 1992
PD7/26 CD45RB igG1 raton DAKOPATTS Streull v col., 1988
KI-M4 N.I. IgG3 ratén Dr. Parwaresh Parwaresh y col,, 1983
R4/23 N.1. IgM ratén Dr Mason Nalem y col., 1983
X-12 N.1. igG1 raton Immunotech Immunotech

N.i.: no identiticado
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ANTICUERPOS MONOCLO I'\-II;G.?S_AD:glGIDOS A MOLECULAS DE
_ RATON
ACPO ESPECIFICIDAD ISOTIPO ADQUISICION REFERENCIA
20.8.4 MHC]Kb,d.1.s IgG2ak ratéh AT.C.C. Qzato & Sachs, 1981
NMK-D6 MHC1, H-24d I-A IgG2ak raton AT.C.C. Kappler y col., 1981
MEL-14 Selectina-L IgG2a rata AT.C.C Gallatin y col., 1983
Ji1J ' Thy-1 IgM rata Br. Coutigho Bruce y col., 1981
GK1.5 CD4 lgG2b rata Dra. Rosa Bono Dialynas y col., 1983
53.6.72 CD8 lgG2a rata Dra. Rosa Bono Ledbetter y col., 1979
2C11 CD3 1gG hamster Dra. Rosa Bono Leo y col., 1987
14.8 B220 IgG2b rata Dr. Paul Kinkade Kinkade y col. ,1981
KM201 CD44, pgp IgG1 rata Dr. Paul Kinkade Miyake y col., 1990
Yn-1/1.7.4 [CAM-1 19G2b rata Dra. Rosa Bono Takel, 1985
M/K-2.6 VCAM-1 IgG1 rata Dr. Paul Kinkade Mivake y col., 1991
PS/2.3 ALFA4 1gG2b rata Dr. Paul Kinkade Mivake y col., 1991
M1/70 CD11b 1gG2b rata Dra. Rosa Bono Springer, 1981
4C11 N.L 19G2b rata Dra. M. Kosko Kosko y col., 1992
NLDC-145 N.I. 19G2a rata Dr. M. Breel Kraal y col., 1986
331 N.1. 19G2b rata AT.C.C. Nussenzweig y col., 1982
F4/80 N.1. 1gG2b rata AT.C.C. Austyn y col. ,1981

N.I.; no identificado.

4.2. Anticuerpos policlonales

Se utilizaron anticuerpos policlonales (TELIOS) producidos en conejo
dirigidos a: coldgenos I, IIIl y IV humanos (donados por la Dra. Mireya
Ferndndez), fibronectina (de rata y humanos) y laminina de rata (donados por
el Dr..Enrique Brandan). Todos los anticuerpos se usaron a las
concentraciones recomendadas.

Se utilizaron los giguientes anticuerpos conjugados con FITC: Anti-Ig de
ratén desarrollado en cabra F(ab')2 (Immunotech), anti-Ig de conejo

desar{:ollado en cabra F(ab")2 (Cappel) y anti-Ig de ratén desarrollado en oveja
(Biosys).

1
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5. INMUNOFLUORESCENCIA

5.1 Citometria de flujo. Antigenos intracelulares y de superficie.
Lineas linfoides, MNC, AMG, HUVEC, B-1, B-2 y L(tk-)

Antigenos desuperficie: En el caso de células adherentes, éstas se
despegaron de la placa de cultivo por los métodos enziméticos acostumbrados
y se dejaron a temperatura ambiente por 1-6 horas en medio de cultivo con
10% FCS para recuperar la posible pérdida de las moléculas de superficie. Al
utilizar verseno (PBS/EDTA 0,56 mM) como control para despegar las células
AMG, no se encontré ninguna diferencia en la reaccién de los anticuerpos
(descritos en la Tabla II) dirigidos a MHC I, MHC II, B4, 82, CD11b, a4, as,
VCAM-1, ICAM-1 y FDC. Ademds, al realizar el mismo tratamiento en la linea
adherente murina hibrida F1-24 con el anticuerpo anti-ICAM-1 murino (¥n-
1/1.7.4) se pudo observar la presencia de la molécula por citometria de flujo,
indicando que la tripsina no interfiere con la reaccién del anticuerpo (no
mostrado). También, ha sido reportado que la expresién de las moléculas VLA,
ICAM-1, HLA y LFA-3 no es alterada luego de tratamiento con tripsina
(Dustin & Springer, 1988; Hemler y col., 1987 a y b).

Una muestra de 0.4-1x108 células fueron lavadas por resuspencién en 1
ml de F-12/2% FCS (F-2) y centrifugacién por 5 min. a 500 x g, fue incubada
con 100 ul del anticuerpo primario por 30 min. a 4°C. Los anticuerpos
primarios presentes en liquido ascitico y los anticuerpos purificados se
utilizaron luego de diluir a 1a concentracién 6ptima en F-2 (titulacién en el
FACScan). Sobrenadantes de hibridomas se utilizaron sin diluir. Después de
lavar una vez, las células fueron incubadas con 100 ul del anticuerpo
secundario (diluido en F-2) por 30 min. a 4°C. Luego de dos lavados con 1 ml de
PBS/2% FCS (PBS-2), las células fueron resuspendidas a 1x106/ml en PBS-2
més yoduro de propidio (1pug/1x106células) y analizadas en un FACScan
(Becton Dickingon, UK) usando el programa computacional Lysys II. Las
células muertas fueron rechazadas mediante una puerta para FSC/FL3 y los
desechos, plaquetas y/o giébulos rojos con una puerta para FSC/SSC. En el
FACScan la luz del ldser que incide sobre cada célula y difractada entre <1 y
10° (F'SC) otorga una medida relativa del tamafio de cada una de las células,
en cambio, la luz que es reflejada o refractada en dngulo recto otorga una
medida de la granulosidad de cada una de las células (SSC). Los pardmetros
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FL1-H y FL3-H representan la intensidad relativa de la fluorescencia emitida
en cada célula por el FITC y el yoduro de propidio respectivamente.

Antigenos intracelulares: En el caso de los antigenos intracelulares la
inmunofluorescencia se realiz6 igual que para los antigenos de superficie, s6lo
que previamente las células se permeabilizaron de la siguiente forma: al
sedimento celular, previamente lavado en medio F-12, se le agreg6 etanol 70%
a 4°C (gota a gota en vortex), se dej6 a 4°C por 30 min. y se lavé en medio F-
12.

5.2. Inmunofluorescencia en células adheridas a cubreobjetos.

Antigenos iniracelulares y de superficie

Las células adherentes cultivadas en cubreobjetos (12 mm de didmetro,
previamente lavados con etanol 95% y flameados) se fijan de la siguiente
manera: los cubreobjetos se transfieren a una cdpsula limpia y se lavan con
medio de cultivo sin suero, se aspira el medio y las células se fijan con metanocl
100% a -20°C durante 20 minutos. Luego de fijar se aspira el metanol y se
lava con medio sin suero. Para bloquear la posible unién inespecifica de los
anticuerpos se incuba toda Ia noche en PBS con 1% de BSA.

La inmunofluorescencia se realizé sobre gotas de 100 pl en parafilm fijo
al mesén. Con ayuda de una pinza fina se deposité cada cubreobjeto, con
células adheridas, sobre la gota con el primer anticuerpo por 30 min. a
temperatura ambiente. Luego de incubar 30 min. se tomé cada cubreobjeto
con la pinza, se secé por el borde con toalla de papel, se lavé introduciendo
cada cubreobjeto en un vaso con PBS/2% FCS, se sec6 nuevamente e incubd
con el segundo anticuerpo conjugado con FITC por 30 min. Luego se secé y se
lavé. La dilucién de los anticuerpos se realizé en PBS con 2% ¥CS. Una vez
realizada la inmunofluorescencia los nicleos se tifieron con yoduro de propidio
disuelto en PBS a 125 ng/ml durante 2-4 minutos, se lavé en PBS y se monté6
sobre portaobjeto con una mezcla de glicerol 90% /10% DABCO (pH 7,2). Los
resultados fueron observados en un microscopio confocal Carl Zeiss. Todas las
imdgenes mostradas corresponden a la suma de la fluorescencia emitida por
una serie de planos 6pticos. Las imdgenes procesadas de fluorescencia roja
emitida por el yoduro de propidio y verde emitida por FITC ss muestran
superpuestas.
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6. PURIFICACION DE LINFOCITOS

6.1. Purificacion de linfocitos T: L.as células mononucleares se
obtuvieron de bazo de ratones Balb/c macho de 8-12 semanas de edad. Luego
de liberar las células del bazo por perfusién con 10 ml de PBS, las células
mononucleares (MNC) se separaron en un gradiente discontinuo (10 ml PBS
/4 ml de Ficoll d=1.083) por centrifugacién a 450 x g, durante 20 min. a 20°C.
Las MNC se recuperaron de la interface PBS/Ficoll y se lavaron tres veces
con 10 ml de RPMI. Uno a treinticinco millones de células se resuspendieron
en 100 pl de RPMI/2% FCS (R-2). Los linfocitos B se eliminaron utilizando
perlas magnéticas cubiertas con un anticuerpo dirigido a Ig de ratén
desarrollado en oveja (SAM). Se utilizé la relacién de 1 perla magnética por
célula mononuclear. Primero las perlas se lavaron 2 veces por resuspensién
en 1 ml de medio sin suero durante 2 min. Para sedimentar las perlas se us6
un imédn durante 2 min. Las células MNC resuspendidas en 100 pl de R-2 se
agregaron al tubo que contenia las perlas lavadas y sedimentadas y se incubé
a 4°C por 30 min. con suave agitacién. Luego se recuperaron las células que
no unieron perlas por tres lavados consecutivos que se realizaron de la
siguiente forma: se agreg6 3 ml de R-2, se mezcl6 por inversién, se sedimenté
en imédn por 2 min. y se recuperoé el sobrenadante. El anélisis demostr6 una
poblacitn de linfocitos T con un 85% de pureza (ver resultados).

6.2. Purificacion de linfocitos B: Luego de obtener células mononucleares
(ver 6.1.) se eliminaron los linfocitos T mediante lisis por complemento de
células Thy-1* (reconocidas por el anticuerpo anti-Thy-1, J1J). Para la
preparacién del complemento se obtuvo sangre de conejo del Instituto de
Salud Piiblica de la que se separé el suero a 4°C. El suero se almacené a
“80°C en pequeifias alicuotas (antes de usar se titulé a la dilucién 6ptima
minima, aproximadamente 1/20-1/40).

Se utiliz6é el sobrenadante del hibridoma J1J en una relacién de
100;11/41{106 células mononucleares y se incubé con agitacién suave por 30
min. a 4°C , luego se lavé con 10 ml de medio R-2 y se incubdé en R-10 con
suero de congjo durante 1 hora a 37°C. Las células se lavaron tres veces con




40

10 ml de medio R-10. El an4lisis demostré una poblacién de linfocitos B con un
85% de pureza (ver resultados).

7. MARCAJE RADIOACTIVO DE CELULAS

Uno a veinte millones de MNC, linfocitos y lineas linfoides (crecidas a

una densidad de 0,8-1,4x106/ml) fueron marcadas con 150-350 pCi/ml de
cromato de sodio-51[Cr] diluido en RPMI1/ 2% FCS / Hepes 10 mM en un
volumen final de 100 ul durante 1 hora a 37°C. Enseguida se realizaron tres
lavados a temperatura ambiente con 12 ml de R-2, mediante centrifugacién a
250 x g por b min. Para marcacién con timidina tritiada (3{H}-TdR) se incubé
1-2 mCi / 0.4x106 de células / ml durante toda la noche en el incubador con 5%
de COg a 37°C.
El ntmero de c.p.m.totales para MNC, linfocitos y RAMOS marcadas con
51[Cr] fue de 10.000-40.000, y para DAUDI y MOLT-4 de 50.000-250.000.
Las lineas RAMOS y DAUDI se marcaron con 3[H]-TdR a un nivel de
100.0006-250.000 c.p.m.

8. PROTOCOLO DE ADHESION

Los ensayos de adhesién se realizaron en placas de cultivo de 24 pozos
conteniendo el sustrato apropiado (estromas completos, células estromales
purificadas, la linea celular L(tk") o fibronectina). Para eliminar el suero de
cultivo y bloquear la posible unién inespecifica de los anticuerpos, antes de
cada ensayo de adhesion, el sustrato fue lavado e incubado por 1 hora a 37°C
en RPMI ¢con 1% de BSA. Cuando el sustrato fue fibronectina plasmaética
humana o de bovino, ésta se aplicé a la placa a una concentracién de 10
ng/cm?2 disuelta en PBS. Los pozos con fibronectina fueron incubados durante
3 horas a 37°C, luego de lo cual se lavaron e incubaron toda la noche en
PBS/1%.BSA.

Las células linfoides radiomarcadas se agregaron a una concentracion de

2-3x105 células / pozo en 0,5 ml de medio de adhesién (RPMI-1% de BSA

0 ‘
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tamponado con 10 mM Hepes) y fueron incubadas durante 30 min. a 37°C
sobre cada sustrato. Las células linfoides no adherentes fueron retiradas
previa agitacién suave y circular por 5 veces con una pipeta de 5 ml y los
pozos fueron lavados de la misma forma 2 veces mds. Los pozos que
contenfan las células adherentes se secaron a temperatura ambiente y las
células se lisaron con 500 ul! de una mézcla de 0,1% SDS /0,1 M NaOH. Luego
se cont6 la radioactividad del lisado. Todos los experimentos de adhesién se
realizaron en triplicado.

Con el fin de despreciar de 1as mediciones de radioactividad la liberacién
espontdnea de 51[Cr]. Una alicuota de las células marcadas se incubd en un
tubo en las mismas condiciones del ensayo de adhesién. Luego de sedimentar
en una centrifuga Eppendorf a 600 x g por 5 min., se aspiré el sobrenadante y
las células se lisaron con 0,5 ml de la solucién de lisis. Esta medida también se
realizé en triplicado.

La emisién de radioactividad de los lisados se conté en un contador de
centelleo liquido. Como liquido de centelleo se utilizé Arcotol (9 partes de
"scintillation” : 3 partes de "Arcopal"). "Scintillation" se preparé con 50 mg
POPOP / 4 g PPO /It tolueno y se agit6 toda la noche antes de mezclar con
"Arcopal".

El porcentaje de adhesién se determiné de acuerdo a la siguiente férmula:

% de adhesion = ¢.p.m. promedio/pozo X 100
c.p.m, promedio/total

c.p.m. promedio/pozo: promedio de triplicado de cuentas radioactivas que
quedan al final del ensayo menos la liberacién espontdnea.

c.p.m. promedio/total: promedio de triplicado de cuentas radioactivas
totales que quedan al final del ensayo menos la liberacién espontdnea.

Para calcular las c.p.m. promedio se acepté valores con una desviacién
estdndar no mayor al 20% del valor promedio, En general, esta variacién
fluctué alrededor de un 10%.
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9. EFECTO DE ANTICUERPOS EN LA ADHESION

Para investigar la contribucién de diferentes moléculas a la adhesién se
utiliz6 una baterfa de anticuerpos monoclonales dirigidos a distintos
receptores de adhesién. Todos los anticuerpos fueron seleccionados en base a
su capacidad bloqueadora de la adhesién en otros sistemas (referencias en
tablas II y IIT),

9.1 Efecto en células linfoides

Para estudiar la contribucién de moléculas presentes en las células
linfoides, las células marcadas se preincubaron con distintos anticuerpos a
4°C durante 30 min. y se lavaron 1 vez por centrifugacion con 5 ml de medio
de adhesién. Liquido ascitico, sobrenadante de hibridomas y anticuerpos
purificados se usaron a la concentracién 6ptima determinada por citometria
deflujo.

9.2 Efecto en células estromales

Para estudiar el rol de contrareceptores de adhesién presentes en los
estromas se agregaron los anticuerpos correspondientes directamente sobre
los estromas antes de agregar las células linfoides, se incub6 durante una
hora a 37°C y se lavé una vez con 500 pl de medio de adhesién. Cada pozo se
preincubé con un volumen de 300 pl del anticuerpo a la concentracién 6ptima
determinada por citometria de flujo.

10. EFECTO DE ACTIVADORES POLICLONALES EN LA
ADHESION

10.1 Concanavalina A (Con A ) y Lipopolisacarido ( LPS)

La concentracion 6ptima de mitégenos se determiné por titulacién en un
ensayo de incorporacién de 3[H] TdR durante las iltimas 12 horas de
tratamiento por 72 horas. Las concentraciones de ConA 6ptimas fueron de
2,5-5 pg/ml y de LPS de 20 pg/ml. Para los ensayos de adhesién la activacién

se realiz6 en placas de cultivo de 100 mm de didmetro con 2x106 MNC/ml de
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R-10. Poblaciones purificadas de linfocitos T o B se prepararcon luego del
tratamiento con estos mitégenos.

10.2, Ester de forbol, PMA

Con el fin de detectar cambios adhesivos de los linfocitos T y B como
resultado de su activaci6n, se incubaron poblaciones purificadas de linfocitos T
o B con el éster de forbol PMA. La concentracién minima éptima de 100 nM de
PMA se determiné luego de incubar MINC 14 horas con distintas
concentraciones de PMA en R-10. Se seleccioné la concentracién segin la
induccién en los linfocitos B de la expresién de MHC II (no mostrado).




RESULTADOS
1. CARACTERIZACION DE CELULAS DE BAZO

1.1. Células estromales de bazo de ratén

En los cultivos primarios confluentes de bazo de ratén se encontraron
algunos de los siguientes tipos de células estromales: mediante tincién
esterasa no especifica se ha determinado la presencia de células circulares
tipo monocito/macréfagos, por presentar una fuerte tincién y otras células de
variada morfologia con una tincién débil o negativa. En la figura 1 se
muestran al menos tres tipos morfoldgicamente diferentes de células
estromales (circulares, estrelladas y fusiformes) y agregados celulares tipo
linfoide. Por inmunofluorescencia directa se ha determinado la presencia de
células Ig* adheridas al estroma (no mostrado). Se logré separar algunos de
los tipos celulares de los cultivos primarios mediante tratamiento enzimético,
estas células se cultivaron y se analizaron por citometria de flujo utilizando
una bateria de anticuerpos monoclonales dirigidos a moléculas de adhesién y
marcadores de diferentes tipos celulares. A partir de dos cultivos primarios
independientes hemos obtenido dos poblaciones celulares: B-1 y B-2. Las
figuras 1-3 muestran microfotografias 6pticas de los distintos estromas en
cultivo.

-

B-1 es una poblacién celular morfol6gicamente homogénea de células grandes
con: nicleo oval y tincién esterasa no especifica negativa. Estas células tienen
un tiempo de duplicacién de 24 horas aproximadamente y se han podido
mantener en:cultivo hasta 18 pasajes (resultados no mostrados). En la figura
2 se observa-una fotografia tomada en el microscopio 6ptico.

#

B-2: En este subcultivo se observan dos tipos celulares; células extendidas con
nicleo oval, con tincién esterasa no especifica negativa y células mds
esféricas con tincién positiva débil (resultado no mostrado). Como se muestra
en la figura 3 existe una asociacién entre estas células. Las células esféricas

I
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se encuentran en general sobre las otras. Durante el cultivo se observé que
algunas de las células esféricas se asocian a la placa de cultivo de tal forma
que, no es posible sacarlas de la placa de cultivo con tripsina, y solamente
crecen y se subcultivan las células que se encuentran asociadas a las células
extendidas. Estas células tienen un tiempo de duplicacién de 36 horas
aproximadamente y se han pedido mantener en cultivo hasta 23 pasajes.
Diferencias de tamafio de los dos tipos celulares determinadas por dispersién
de la luz en el citémetro de flujo no son obvias (no mostrado).

Figura 1. Fotomicrografia éptica de estroma primario de bazo.
Estroma primario de bazo cultivado durante 10 dias. Para tomar la fotograffa se lavd con el objeto de
eliminar fas células no adherentes. Se puede observar al menos tres tipos morfolégicamente distintos de
células estromales v otras células adherentes:

*; circufares, que son tincién esterasa no especffica fuertemente positiva (no mostrado); flechas:
células estrelladas (esterasa no especifica débil o negativa, no mostrado) ¥ +: células fusiformes
{esterasa no especfifica negativa, no mostrado). Células esféricas presentes en racimos (a) debilmente
adheridas podrian corresponder a linfocitos. Otras ¢élulas esféricas mas pequefias pueden cotresponder

a globttios rojos o linfocitos (puntas de flechas). 1 cm=67 pm.




FIGURA 2. Fotomicrografia 6ptica de células de B-1
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Fototnicrografia tornada en el microscoplo 6ptico invertido, de un cultivo del estroma B-1 en pasaje 7. Se

observa un cuftivo homogéneo y confluente de céiulas con nlicleo oval y nlcleolos (flecha). Estas células

tienen tincidn de esterasa no especiiica negativa (no mostrado). 1 ¢cm = 67 pm.
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FIGURA 3. Fotomicrografias opticas de células de B-2

A: Fotomicrogratia tomada en el microscopio éptico invertido de un cultivo confluente de B-2 en pasaje
10. Se observa ia presencia de dos tipos celulares. 1 cm =33 pm.

B: Fotomicregrafia tomada en el microscoplo dptico invertide de un cultivo subconfluente de B-2 en
pasaje 20. Se observa, comoe eh A, la presencia de dos tipos celulares. 1 ¢cm =67 pm.

flechas; céfulas extendidas presentan un nucleo oval con nicleoclos {lincidn de esterasa no especifica
negativa). .1
pu%tas ) de flechas: sobre las células extendidas se observan células mas esféricas con'
prolongaciones finas (tincidn esterasa no especffica positiva débil ). 3
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1.2. Anailisis de antigenos de superficie de células de bazo por
citometria de flujo

B-1 En la figura 4 se muestra un resumen del andlisis de las moléculas de
superficie realizado por citometria de flujo er las células de B-1. Estas células
expresan de forma constitutiva las moléculas de adhesion VCAM-1 y CD44
(en ¢ y d). Luego de tratar las células con IFN-y se indujé la expresién de
antigenos de clase II (MHC II) y se obtuvo un aumento en la expresién de
VCAM-1 y CD44. Los histogramas e-i de la figura 6 muestran la ausencia de
otros marcadores o moléculas presentes tanto en células dendriticas
foliculares (4C11, CD11b), macréfagos (CD11b, y F4/80 mostrado en Tabla
IT) como en células dendriticas interdigitantes (33D1 y NLDC-145). La
molécula de adhesién ICAM-1 descrita en células endoteliales y en células
presentadoras de antigenos, como son las células dendriticas del tipo folicular
o interdigitante y los macréfagos, no fue detectada.

B-2 Enlafigura 5 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en los
experimentos de citometria de flujo realizado en las células de B-2. En los
histogramas c y d se muestra la presencia de las moléculas VCAM-1 y CD44
en un 100 % de las células. En los histogramas de la figura 6a y e se observa
1a presencia de células positivas y negativas para unir Ig normal de rata y
para la expresién de la molécula CD11b respectivamente. La reaccién con Ig
normal de rata indicaria que una parte de las células presenta receptores para
la porcién Fc de inmunoglobulina. Es de notar que la intensidad de
fluorescencia para las células CD11b* es significativamente superior a la de
las células reactivas con Ig normat de rata (abcisa en los histogramas) y con
otros anticuerpos del mismo isotipo (Yn-1/1.7.4, F4/80, 4C11 y 33D1), como se
muestra en la figura 6. En dos experimentos (no se muestran ) fue posible
detectar células reactivas con Ig normal de rata en un porcentaje superior a
las células CD11b* (41% vs 27 % y 656% vs 41%) sugiriendo la existencia de
células CD11b" con capacidad de unir Ig normal de rata. En la figura 6b se
observa la inducién de MEC II, por IFN-y, en parte de las células. Lo anterior

se verificé utilizando como control de isotipo el anticuerpo MY804 {ver Tabla
III). La intensidad de fluorescencia presente en células reactivas con los
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anticuerpos dirigidos a marcadores de células dendriticas (33D1 y NLDC-145),
a la molécula ICAM-1 (¥Yn-1/1.7.4) y a la cadena a4 (PS/2.3), fue inferior o del
mismo orden de la reaccién con Ig normal de rata, por lo que la unién de estos
aziticuerpos podria ser inespecifica y mediada por su regién Fe. Cuando se
realiz6 la inmunofluorescencia directamente con un anticuerpo secundario
completo (SAM/FITC) se detect6 un aumento en la intensidad de fluorescencia
en las células tratadas con IFN-y respecto de las no tratadas, reflejando la
induccién de receptores Fc (Tabla IV).
En la figura 6 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en los
. experimentos de citometria de flujo realizado en las células L(tk") utilizadas
como control en los ensayos de adhesién. Se observa que estas células no
expresan ninguna de las moléculas detectadas en las células B-1 y B-2. De
acuerdo a lo conocido, las células L (tk-) aparecen negativas en la induccién
por IFN-y de antfgenos de clase IT y tampoco fueron inducidas a expresar

ICAM-1 y VCAM-1.
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FIGURA 4.Anilisis de inmunofluorescencia por citometria de flujo de B-1

Histogramas obtenidos por citomettia de fiujo. Se grafica intensidad de fluorescencia versus nimero de
células. Los anticuarpos primarios fueron: Ig normal de rata (a), MK-D6 (b), M/K-2.6 (c), KM201 (d), M1/70
(&), Yn-1/1.7.4 (1), 4 C11 (g), 33D1 (h) y NLDC-145 (j).

Grafica gris: Las células control tratadas sdlo con el reactivo secundario: el anticuerpo MARK-1
desarrollado en ratén, anti-lg de rata conjugado con FITC (a,c d,e f, g, h, I} o con el fragmento de
anticuerpo F(ab)2 desarrollado en cabra, anti-lg de raton conjugado con FiTG (b).

Grafica roja: Las células fueron incubadas con un primer anticuemo seguido por el segundo anticuerpo
MARK-1/FITC (a,c.d e f,g,h hoconel fragmento de anticuerpo F(ab'ys desarrollado en cabra, anti-Ig
de rafén eonjugado con FITC (b))

Grafica verde: Las células fueron tratadas con interferén gamma de rata {100 U/ml) por 72 horas. e
incubadas con un primer anticuerpo seguldo por el segundo anticuerpo MARK-1/FITC(acde f g, h, Do
con el fragmento de anticuemo F(ab')2 desarrollado en cabra antl-Ig de rat6n conjugado con FITC (D).
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FIGURA 5.Andlisis de inmunofluorescencia por citometria de flujo de B-2

Histogramas obtenidos por citometria de flujo. Se grafica intensidad de fluorescencia versus nimero de
células. Los anticuerpos primarios fueron: 20.8.4 (a), MK-D6 (b), MiK-2.6 (c), KM201 (d), M1/7¢ {e), Yn-
11.7.4 (f), 4 C11 {g), 33D1 (h) y NLDC-145 (j).

Grafica gris: Las células control tratadas sdlo con el reactivo secundario: el anticuerpo MARK-1
desarrollado en ratdn, anti-lg de rata conjugado con FITC (¢ ,d .e .f, g, h, e I) 0 con el fragmento de
anticuerpo F(ab")s desarrcliado en cabra, anti Ig de raténh conjugado con FITC {a y b).

Grafica roja: Lascélulas fueron incubadas con un primer anticuerpo seguido por el segundo anticusrpo
MARK-1/FiTG (o . d e f.g,h,el)ocon el fragmento de anticuerpo F(ab')o desarroliado en cabra, anti-lg
de ratén conjugado con FITC (2 y b).

Gréfica verde: Las células fueron tratadas con interferon gamma de rata (100 U/ml) por 72 horas e
incubadas con un primer anticuemo segufdo por el segundo anticuerpo MARK-1/FITC(c d,ef.g.h, el o
con el fragmento de anticuerpoe F(ab’)p desartollade en cabra anti-Ig de ratén conjugado con FITG (ay b).
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FIGURA 6. Anilisis de inmunofluorescencia por citometria de flujo de la

linea celular L(tk")

Histogramas obienidos por citometria de flujo. Se grafica intensidad de fluorescencia versus nimero de
células. Los anticuerpos primarios fueron: 11.4.4 (a), H39.64.5 (b), 20.8.4 (c), MK-D6 (d), M/K-2.6 (e),
KM201 (f), M1/70 (g}, Yn-1/1.7.4 (h) y NLDC-145 (i).

Grafica gris: Las células control tratadas solo con el reactivo secundario: el anticuerpo MARK-1
desarrollado en ratén, anti-lg de rata conjugado con FITC (e I, g, h, e i) o con el fragmento de anticuerpo
F(ab")> desarrollado en cabra, anti-lg de ratén conjugado con FITC {a, b, c y d).

Gréafica roja: Las células sin tratar con interferén gamma de rata (100 U/ml) por 72 horas, fueron
incubadas con un primer anticuerpo seguido por el segundo anticuerpo MARK-1/FITC (e f,g,h,ei) ocon
el fragmento de anticuerpo F(ab')o desarrollado en cabra, anti-lg de ratén conjugado con FITC (a, b, c y d).
Grafica verde: Las células fueron tratadas con interferdon gamma de rata (100 U/ml) por 72 horas e
incubadas con un primer anticuerpo seguido por el segundo anticuerpo MARK-1/FITC (e y g) o con el
fragmento de anticuerpo F(ab’)z desarrcllado en cabra anti-lg de ratén conjugado con FITC {a,b,c y d).
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En la Tabla IV se muestran los porcentajes de células positivas
detectados en células de bazo. Se observa que los resultados con células
mononucleares concuerdan con lo establecido en la literatura, excepto que el
porcentaje de linfocitos B (Ig*) nunca superé el 50% probablemente debido a
gue existen isotipos distintos a IgM e IgG no reconocidos por los dos
anticuerpos secundarios utilizados.

TABLA IV
MOLECULAS DETECTADAS EN CELULAS DE BAZO DE RATON
ANTICUERPO | ESPECIFICIDAD ISOTIPO MNC DE B-1 B-2
BAZO P:10-16 P:3-22
MARK-1/FITC Igrata [2G1 ratdn - - -
SAMIFITC 1pG, IgM ratén / ++ 30-45% - - (si 18%)
GAM/FITC F(abh2  Ig G ( H+-L ) ratén / ++ 35-50% - -
20.8.4 MHCIK bd,1,s I1pG2ak ratén ++ +(si) +(si)
MK-D6 MHCI, H-24]-A | 12G2ak ratdn +31-% - (si 22%) - (si 39-71%)
MEL- 14 anti-Selectina-L IgG2arata + - N.D.
J1J Thy-1 IgM rata + 21- 40% N.D. N.D.
GK1.5 CD4 _1gGZ%brata + 17- 24% - (no) +19-46%
53.6.72 CcD8 IgG2arata + 10-20% N.D. - {no)
2C11 CD3 I1gG hamster + 32 N.D. N.D.
14.8 B220 1gG2brata | +40%:++33% N.D. + 20-38%
KM201 CD44.pgp I¢G1rata + +(si) +
Yn-1/1.7.4 ICAM-1 1gG2brata -+ - {no) +10-43%
M/K-2.6 VCAM-1 IgG1rata +2-10% +(si) +(si)
PS/2.3 LPAM-1, ALFA 4| I1aG2brata + -~ {no) + 14-31%
MI1/70 CDi11b IeG2brata ++ 8% N.D. ++ 27-45%
FDC-M1 0 4C11 N.L IpG2brata +1-3% - (10) + 0-23%(no)
NLDC-145 N.I IgG2amata - - {no) + 0-23%(no)
33D1 N.I. igG2brata + N.D.-3% - {no) +21-24%(no)
F4/80 N.I. JoG2b rata + 5-10% - {10} + 23%(no)
Ig rata normal Iz ! + 15% - {no) + 30-65%(no)
MY904 CR3humano Ig(32aK ratdn N.D. N.D. - (no)

N.L: no identificado

N.D.: no determinado

( ). resultado luego del tratamiento con 200 U/mi de I1FN-y por 72 horas

+,si: positivo , en caso de no ser en un 100%de las células se especifica el porcentaje

4, fuerteg)ente positivo , en caso de no ser en un 100%de las células se especifica el porcentaje
-,no: negativo

1.3. Purificacién de linfocitos a partir de células mononucleadas de
bazo de ratén

Para obtener poblaciones purificadas ya sea de linfocitos B o T y poder
estudiar asf su adhesién a las células estromales de bazo (estromas primarios,
B-1 y B-2), se desarroll6 un protocolo de purificacién a partir de células
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mononucleares (MNC). Para purificar las células B se eliminaron los linfocitos
T mediante lisis por complemento luego de incubar a las MNC con el
anticuerpo pan-T J1dJ. La purificacién de los linfocitos T se realizé por
eliminacién de los linfocitos B utilizando perlas magnéticas acopladas a un
anti-Ig de raton (ver Materiales y Métodos). Para evaluar la efectividad de los
métodos de purificacion de ambos tipos de linfocitos, en la figura 7 se muestra
los resultados del siguiente experimento: a partir de células mononucleares
obtenidas de un bazo se traté parte de las células para eliminar a los linfocitos
T y otra parte para eliminar a los B. Luego de la purificacién, se realizé una
inmunofluorescencia utilizando como anticuerpos primarios un anticuerpo
anti-Ig de ratén o el anticuerpo pan-T J1J. En la figura 7, se muestran los
histogramas obtenidos en el FACscan y se observa que, luego de realizar el
protocolo de eliminacién de los linfocitos B se logré eliminar casi totalmente a
las células Igt (Figura 7A). En la figura 7B se observa el histograma de las
mismas células luego de inmunofluorescencia con el anticuerpo primario J1J,
y se observa el grado de purificacién de los linfocitos T obtenido. El
tratamiento para la eliminacion de los linfocitos T también fue efectivo puesto
que luego de la inmunofuorescencia con el anticuerpo J1J (figura 7D) no se
observa practicamente reaccién positiva. El anélisis de las células con el
software Lysys II demostré que con el método para eliminar a los linfocitos B
o T se obtiene un 80-85% de linfocitos T o B respectivamente, El 15 %
aproximado de células restante corresponde a monocitos (reconocidos con el
anticuerpo M1/70). Se determiné que un 52% de células B es reconocido con el
anticuerpo anti-Ig de ratén utilizado (figura 8C y no mostrado). Al usar otro
anticuerpo, anti-Ig de ratén hecho en oveja, el porcentaje de células positivas
obtenido no cambié (no mostrado). Sin embargo, el 85% aproximado de las
células fueron reconocidas por el anticuerpo pan-B (14.8) y pudieron ser
eliminadas con las perlas magnéticas acopladas a un anti-Ig de ratén (no
mostrado y figura 8B) reflejando que los anticuerpos anti-Ig de ratén utilizados
para la inmunoftuorescencia no reconocen todos los isotipos de Ig.

El suero de conejo se usé a la dilucién 6ptima no téxica para las células.
Podemos concluir que, con los protocolos de eliminacién es posible obtener
poblaciones ricas en aproximadamente un 85 % de linfocitos B o T. La
viabilidad varié entre un 88 y un 95%.
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FIGURA 7 ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO LUEGO DE
PURIFICACION DE LINFOCITOS T O B
Células mononucleares obtenidas de bazo de ratén fueron sometidas a los protocolos de purificacion de
linfocitos T o B {Matertales y Métodos)
A y B: Células mononucleares tratadas para eliminacién de linfocitos B {(MNC-B) seguido de
inmunofluorescencia directa con un anticuerpo antl-lg de ratén (e-1g) en A o inmunoffuorescencia

indirecta con el anticuegpo J1J (a-T) en B. Brevemente: 10x10% de células mononucleares fueron
preincubadas con 10x10° de perlas magnéticas acopladas a un anti-Ig de raidn durante 30 min. a 4°C. Las

células lg"' que unieron a las perlas se eliminaron con un iman, recuperandose 4x10° células
aproximadamente con las que se realizé la inmunofluorescencia para evaluacién de pureza.

C y D: Células mononucleares tratadas para eliminacién de linfocitos T (MNC-T) seguido de
inmunofluorescencia directa con un anticuerpo anti-Ig de ratén {a-1g) én C, o indirecta con &l anticuerpo

J1d (a-T) en D. Brevemente 10x10°® de células mononucleares fueron preincubadas con 250 mi de
sobrenadante de cultivo del hibridoma J1J durante 30 min. a 4°C, luego de lo cual se traté durante 1 hora a
37°C, con 250 ml de yna dilucidn 1/40 de suero de congjo. Luego de tres lavados se recuperaron
aproximadamente 6x10" de células.

En las figuras 7A y 7C se muestran dos histogramas superpuestos; histogramas delineados en gris
equivalen a células no tratadas con anticuerpo {(autofluorescencia). Histogramas en rofo son células
tratadas con GAM/FITC F(ab")e.

En las figuras 7B y 7D los histogramas delineados en gris equivalen a células control tratadas sélo con &l
segundo anticuerpo antl-lg de rata conjugado con FITC (MARK-1/FITC), v en rojo se superpone e}
histograma de células tratadas con el anticuerpo J1J seguido det anticuerpo MARK-1/FITC.
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2. ADHESION CELULAR EN BAZO

Se realizaron ensayos de adhesién con linfocitos de ratén (sistema
homélogo) y con lineas linfoides humanas (sistema heterélogo). Para estos
ensayos se utilizaron estromas de bazo confluentes; los estromas primarios o
completos (B-C) y los subcultivos de éstos (B-1 y B-2). Estromas B-C de 7-11
dias en cultivo fueron utilizados en los ensayos de adhesién. Un mayor tiempo
en cultivo no se utilizé puesto que la variabilidad entre los estromas en cada
pPozo dela placa aumento6.

2.1. Sistema homodlogo

2.1.1. Resultados de adhesion de células mononucleares

En una primera etapa se realizaron ensayos de adhesién de linfocitos
totales (presentes en MNC) obtenidos de bazo de ratén. En la figura 8 se
observa que los linfocitos adhieren a los estromas completos de bazo (B-C), asf
como a los subcultivos B-1 y B-2. Para estudiar cambios en las propiedades
adhesivas como resultado de la activacién, se utilizé activadores policlonales
de linfocitos T (ConA) y B (LPS). En el caso de estromas completos se observé
un aumento de la adhesién al activar con ConA por 24 horas, pero en el caso
de los subcultivos B-1 y B-2 no se detectaron diferencias significativas. Se
deduce que deben existir otra(s) célula(s) presentes en los estromas completos
que no son subcultivadas en B-1 o B-2 y que contribuyen a la adhesién de los
linfocitos T activados. En un experimento, el tratamiento por 48 horas con
ConA (o0 LPS) no mostré aumento de la adhesién a los estromas compietos (no
mostrado). El hecho que ConA no fue capaz de inducir un aumento en la
adhesioén luego de tratamiento por 48 horas reflgja que el efecto de ConA es
temporal, dependiente de activacién de las células T y no mediado por simple
entrecruzamiento de moléculas entre las células linfoides y €l estroma.

2.1.2, Resultados de adhesiéon de poblaciones enriquecidas en
linfocitos Bo T

Para establecer diferencias en cuanto a la adhesion entre los linfocitos B

¥ T se realizaron experimentos con poblaciones de MINC enriquecidas en uno u
otro tipo de linfocito. El efecto de activadores policlonales (ConA y LPS) se
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determiné luego de activacién. por 24 horas. Los resultados de adhesién de los
linfocitos B y T a estromas completos (B-C), B-1 o0 B-2 se grafican en la figura
9. Se puede observar que la adhesién de los linfocitos B es aproximadamente el
doble que la de T, tanto en los estromas completos como en el subcultivo B-2,
v que la adhesion de los linfocitos T a los estromas completos es
significativamente aumentada luego de activacién (12 a 35%) probablemente
reflejando cambios en las propiedades adhesivas de los linfocitos T. Luego del
pretratamiento de los linfocitos T con Con A por 4 horas (1 experimento)
también se obtuvo un aumento de la adhesion (12 a 24%) a los estromas
completos de bazo (no mostrado).

LINFOCITOS SIN ACTIVAR
LINFOCITOS ACTIVADOS CON ConA
M LINFOCITOS ACTIVADOS CON LPS

(1)

.........................
..................
------------------
...................................

3

“
(5)

0 10 20 30 40 50 60
% ADHESION

Figura 8. ADHESION DE MNC A ESTROMAS DE BAZO

Células mononucleares (MNC) fueron obtenidas de bazos de ratones Balb/c, luego de separacion de los
granulocitos y glébulos rojos mediante gradiente discontinuo RPMI/Ficoll d=1.083. Las MNC fueron
lavadas e incubadas por 24 horas en medio solo (linfocitos sin activar) o en medlo conteniendo los
mitégenos ConA o LPS. Las MNC se lavaron, se marcaron con 5'Cr y se realizaron ensayos de adheslon
sobre estromas primarios de bazo (Bazo-completo = B-C), o sobre los subcultives do éstos (B-1 y B-2). Se
utilizaron entre 0.2 y 0.3%x10% MNC por pozo {1,13 cm?). Luego de realizada la adhesién las MNC no
adherentes fueron retiradas de los pozos por aspiracion y dos lavados.

BARRAS: resultados promedios de los porcentajes de adheslon obtenidos en expetimentos realizados en
triplicado. El nimero de expetimentos independientes realizados para cada condicién se muesira entre
paréntesis. En el caso de dos o més experimentos se muestra la desviacion estdndar.
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Figura 9. ADHESION DE NMNC ENRIQUECIDAS EN LINFOCITOS B O T

Las célutas mononucleares (MNC) fueron obtenidas de bazos de ratones Balb/c, itego de separacitn de
los granulocitos y giGbulos rofos mediante gradiente discontinuo RPMI/Ficoll d=1.083. Las MNC fueron
lavadas e incubadas por 24 horas en medio sole (linfocilos sin activar) o en medio conteniendo los
mitdgenos ConA o LPS. Las MNC se lavaron y se sometieron a los protocolos de purificacion de linfocitos
Bo T (Materlales y Métodos) y se marcaron con 31Cr antes de realizar el ensayo de adhesién sobre los
estromas primarios de bazo (Bazo-completo = B-C), 0 sobre los subcultives de éstos (B-1 y B-2). Se
utilizaron entre 0.2 y 0.3x108 células por pozo (1,13 ¢cm?2). Luego de realizada la adhesidn las células no
adherentes fueron retiradas de los pozos por aspiracion y dos lavados.

BARRAS: resultados promedios de los porcentajes de adhesidn obtenldos en experimentos realizados en
triplicado. El nimero de experimentos independientes realizados para cada condiclén se muestra entre
paréntesis. Para cada condicion se muestra la desviacién estdndar de los experimentos.

El pretratamiento de los linfocitos B con LPS por 4 horas no fue capaz de
inducir un aumento en la adhesién a B-C, a B-1 y a B-2 (resultados no
mostrados). El pretratamiento de los linfocitos B con LPS por 24 horas fue
capaz de inducir un leve aumento en la adhesién de los linfocitos B a los
estromas completos (figura 9).

Para estudiar el efecto de PMA sobre la adhesién de los linfocitos T o B se
utilizé la concentracién 6ptima minima (ver Materiales y Métodos) capaz de
inducir a las 14 horas un aumento en la expresién de MHC II en los linfocitos
B (la evaluacién por citometria de flujo no se muestra). Pretratamientos por
10 min o 4 horas con PMA no afectan cuantitativamente la adhesion a las
células B-1 o B-2 (resultados no mostrados). El pretratamiento con PMA por
14 horas tampoco afecté la adhesién de los linfocitos B a los estromas
completos de Bazo (resultados no mostrados).
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2.2. Sistema heteroélogo

Para conocer probables interacciones entre moléculas de adhesién se
utilizaron lineas linfoides humanas en ensayos de adhesién con los estromas
de bazo murino. En la Tabla V se muestran las moléculas de adhesién
detectadas en las lineas linfoides humanas y la reactividad de los anticuerpos
dirigidos a CR1, CR2, CR3 (CD11b) y CD14 con células de sangre periférica
humana.

TABLA V
MOLECULAS DETECTADAS EN CELULAS LINFOIDES HUMANAS
ANTICUERPO ESPECIFICIDAD ISOTIPO DAUDI | RAMOS | MOLT4 | MNCs.p.

We/32 MHCI,HLA ABC IgG2a raton - + + N.D,
LKT111 MHCII IgM ratén ++ N.D N.D. N.D.
Mab.543 CRi1 IgG1k raton - N.D N.D. +6%
3C10 CD14 igG1 ratén N.D. N.D N.D. +6%
THB-5 CR2,CD21,EBVR | 1gG2ak raton + N.D. N.D. +6%
84.H10 ICAM-1 IgG1 ratén He + + N.D.
LIA1/2 BETA1, CD29 desconacido + + + N.D.
HP2/1 ALFA 4, CD49d lgG1 raton + + + N.D.
B1ES ALFA 5, CDage 19G1 ratén - - N.D, N.D.
LIA 3/2 BETA2, CD18 desconocido + - + N.D.
TS1/11 Ch11a descanocido + N.D N.D. N.D.
MY904 CD11b,CR3 lgG2aK ratén | -+ débil N.D N.D. +6%
4G4 LVAP2 IgG1 raton +debil - - N.D.
182 VAP-1 IgG1 ratdn - N.D.
MK-D8 MHG Il ratén” IgG2aK ratdn - N. D N. D N.D.

++; fuertemente positivo, en caso de no ser en un 100% de las células se especifica el porcentaje
+: positivo, en caso de no ser un 100% se especifica el porcentaje

-: negativo

N.D.: no determinado
MNC s.p.: mononucleares de sangre periférica humana obtenida por separacidn en gradiente discontinuo

de PBS/Ficoll d=1.077.
*: control de isclipo.

En la Tabla VI se muestran los porcentajes de adhesién de las lineas
linfoides B (Daudi y Ramos) y T (Molt-4) a las células estromales de bazo de
ratén. Estos resultados confirman la interaccién heterdloga entre células
humanas y estromas murinos.
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TABLA VI
ADHESION DE LINEAS LINFOIDES HUMANAS A CELULAS
ESTROMALES DE BAZO DE RATON

RAMOS DAUD! MOLT-4
B-C N.D. 22+1 (2) N.D.
B-2 654 (2) 602 (2) 85
B-1 51 31 N.D.

Se muestran los porcentajes de adhesién de las lineas linfoides humanas {RAMOS DAUD! Y MOLT-4) alos
estromas de bazo (8-C, B-2 Y B-1)

N.D.: no determinado

{n): nimero de experimentos

2.3. Efecto de anticuerpos blogueadores de la adhesion

Para conocer cuales son las moléculas de adhesién involucradas en la
adhesién de linfocitos y lineas linfoides a los estromas de bazo, se estudi6 el
efecto de anticuerpos monoclonales en la adhesién.

2.3.1. Participacion de moléculas de adhesion expresadas en los
estromas: La participacion de moléculas de adhesion presentes en los
estromas de bazo se estudié preincubando los estromas con anticuerpos
monoclonales dirigidos a moléculas de adhesién murinas.

Sistema homologo: Cuando se estudié el efecto de los anticuerpos
monoclonales anti-CD44 (KM201) y anti-VCAM-1 (M/K-2.6) en la adhesién de
células mononucleares obtenidas de bazo de ratén a células estromales de
bazo no hubo efecto o bien se encontré un aumento en la adhesion (resultados
no mostrados).

Sistema heteréologo: En el sistema heterdlogo (Figuras 10 y 11) se
detecté una significativa inhibicién con el anticuerpo dirigido a VCAM-1
murino (M/K-2.6). En la Figura 10 se muestra el efecto inhibitorio del
anticuerpo M1/70 sugiriendo la participacién de CD11b en la adhesién de
Daudi a B-2. Al investigar la participacién de la molécula CD44 expresada en
el subcultivo B-2, se detectd sélo en el caso de RAMOS una inhibicién (figura
11).
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2.8.2. Participacion de moléculas de adhesiéon expresadas en las
células linfoides: Para estudiar la participacién de moléculas de adhesién
presentes en las células linfoides, éstas se preincubaron con anticuerpos
monoclonales dirigidos a moléculas murinas (en el sistema homélogo) o a
moléculas humanas (en el sistema heterélogo).

Sistema homélogo: Cuando se estudié el efecto de los anticuerpos
anti-ICAM-1 (YN-1.7.4), anti-a4 (PS/2.3) y anti-selectina-I. (Mel-14) en la
adhesién de MNC a los estromas B-1 y B-2 no hubo efecto o bien se encontré
un aumento en la adhesién (resultados no mostrados). El pretratamiento de
las MINC con el anticuerpo anti-ICAM-1 produjo un aumento casi al deble de
la adhesién a B-2, sugiriendo un efecto mediado por receptores Fe. Sin
embargo, el pretratamiento del estroma con Ig de rata obtenida de suero
normal (con el fin de bloquear los receptores Fc) no impidi6 este aumento.

Sistema heterilogo: En el sistema heterélogo (figuras 10 y 11) en la
adhesién de DAUDI, RAMOS y MOLT-4 a B-2 se logré bloquear la adhesién
con el anticuerpo anti-ag4 (FHP2/1). El anticuerpo anti-a4 también bloqueé la
adhesién de DAUDI a B-1 pero no bloqueé la adhesién a B-C, probablemente
debido a 1a participacién de moleculas de adhesién o receptores Fc presentes
en B-C y ausentes de los subcultivos B-1 y B-2 (figura 10). El anticuerpo anti-
B2 fue capaz de blogquear la adhesién de DAUDI a B-C sugiriendo la
participacién de estas integrinas.

Las diferencias encontradas en el sistema homoélogo versus el sistema
heteré6logo reflejan probablemente diferencias en cuanto al estado de
activacién de las moléculas de adhesidn, la contribucién de otros receptores de
adhesién y la afinidad diferencial de la porcién Fc de los anticuerpos por
receptores Fc presentes en las células linfoides.
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Figura 10. Efecto de anticuerpos monoclonales en la adhesidn

, de la linea linfoide DAUDI a estromas de bazo

La lfnea B linfobldstica humana DAUDI, marcada radloactivamente durante 1 hora a 37°C con 51Cr o
durante toda la noche con TdR 3[ H], fue utilizada para ensayos de adhesion sobre estromas primatios de
bazo (B-C), o sobre los subcultives de éstos (B-1 y B-2). Se utilizaron entre 0.2 y 0.3x10° células DAUDI
por pozo (1,13 sz). Antes del ensayo de adhesion las células DAUDI fueron preincubadas durante 30
min. a 4°C en medio solo o en medio conteniendo los sigulentes anticuerpos monoclenales dirigidos a
moléculas humanas: antt-aq (HP2/1), antl-g4 (LIA1/2), anti-B, (LIA3/2) o anti-ICAM-1 {(84H.10). Por otro
tado los estromas fueron preincubados durante 1 hora a 37° C en medio solo 0 en medio conteniendo
anticuerpos dirlgidos a las slguientes moléculas de ratén: anti-VCAM-1 (MK/2.6), anti-CD44 (KM201) o
anti-CD11b (M1/70). Luego de realizada Iz adhesion las células Hnfoides ho adherentes fueron retiradas
de los pozos por asplracion y dos lavados.

BARRAS: restltados promedios de los parcentajes de adhesion (obtenidos en experimentos realizados en
.trlpllcado? se muestran como porcentajes del control (sin anticuerpo). El ntimero de experimentos
Independientas reallzados para eada condicldn se muestra entre paréntesis. En el caso de dos o més
experimentos por candioldn se muestra &l porcantaje de desviacitn estandar.
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Figura 11. Efecto de anticuerpos monoclonales en la adhesién de
las lineas linfoides RAMOS Y MOLT-4 a células de B-2

Células de la linea linfoblastica humana B (RAMOS) o T (MOLT-4), marcadas radioactivamente durants 1

hora a 37°C con #1GCr, fueron utilizadas en ensayos de adheslén sobre el estroma B-2. Se utilizaron entre
0.2 y 0.3x108 células linfoldes por poza (1,13 cm?). Antes del ensayo de adhesidn las células linfoldes

fueron preincubadas durante 30 min. a 4°C en medio solo o en medio conteniendo los siguientes

anticuerpos monoclonales dirigidos a moléculas humanas: anti-a4 (HP2/1), anti-pz2 (L1A3/2) o anti-ICAM-1

{84H.10). Por otro lado el estroma fue preincubado durante 1 hora a 37°C en medio solo ¢ en medio
contenlendo los siguientes anticterpos dirigidos a las siguientes moléculas de ratén: anti-VCAM-1 (M/K-
2.6) o antl-CD44*(KM201). Luego de realizada la adhesién las células linfoides no adherentes fueron
retiradas de los pozos por asplracion y dos lavados.,

BARRAS: resultédos promedios de los porcentajes de adhesitn (obtenldo en un expetimento realizado en
triplicado) se muestran como porcentajes del contro! (sin anticuerpo).
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3. CARACTERIZACION DE CELULAS DE AMIGDALA HUMANA

3.1. Células estromales de amigdala humana: Los estromas preparados
a partir de amigdala humana presentan una poblacién celular
morfolégicamente homogénea de células grandes adherentes, con niucleo oval
y con tincion esterasa no especifica negativa (no mostrado). Al inicio los
cultivos tienen algunas de las células similares a linfocitos adheridas a las
células grandes y que se despegan luego de varios dias de cultivo. En las
fotomicrografias épticas de la figura 12 se observan las células adherentes de
amigdala (AMG).

3.2. Citometria de flujo: El andlisis por citometria de flujo de las células
AMG (figura 13) nos indica la presencia en la superficie celular de las
siguientes moléculas: antigenos de histompatibilidad de clase II (luego de
tratamiento con IFN-y humano), ICAM-1 y VCAM-1 de forma constitutiva e
inducible (por tratamiento con IFN-y humano) y 1a molécula CD40 descrita en
FDC (ausente en macréfagos y fibroblastos). También presentan las
integrinas de la subfamilia 1 (VL.A-2, VLA-4 y VLA-5), la molécula LVAP-2
(presente en linfocitos y células endoteliales de vénula) ¥ no presentan las
integrinas de la subfamilia f2. Los antigenos intracelulares detectados fueron:
vimentina y el factor de von Willebrand. La expresién de ICAM-1, VCAM-1,
LVAP2 y Willebrand nos permitié identificar a estas células como células
endoteliales de vénula. Concordante con lo anterior, no poseen las moléculas
de adhesién o marcadores presentes en FDC (R4/23, KI-M4 y CD11b), IDC
(CD11c y X-12) o macréfagos (CD11b, Receptores de complemento y CD14),
La expresion constitutiva o inducible (con IFN-y) de VCAM-1 se pierde luego
de varios pasajes a diferencia de la molécula ICAM-1 que mostré ser estable
durante repetidos subcultivos. En la Tabla VII se muestra la caracterizacién
completa de las células AMG asi como también el andlisis de las células
iniciales en el cultivo (AMG;). Se observa que practicamente el 100% de las
células en el cultivo inicial correspondian a linfocitos B (clase II+, BBi+ y
CD40+) y T (CD3*, CD4+ y CD8%). Con el anticuerpo anti-aj se detecté un 1%
de reaccién positiva indicando que un porcenteje no superior a éste
corresponderia a las células AMG.
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Figura 12 Fotomicrografias opticas de células estromales de
amigdala humana

A: Fotomicrografia tomada en el microscopio dptico invertido de un enltivo confluente de edlulas AMGI.
1 eme= 133 pm.
B: Fotommcrografia tomada en el microscopio dptico invertido de un cultive subconfluente de céhulas
AMGL. se puede notar un micleo oval con nicleolos {flecha) y prolongaciones finas (puntas de flecha).
1 =33 pm.
La expresion de ICAM-1, VCAM-1, LVAP2 v Willebrand permite identificar a estas células como células
endoteliales de vénula (ver figura 13).
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FIGURA 13. Anilisis de inmunofluorescencia por citometria de flujo de
células estromales de amfgdala humana ( AMG ).

Se grafica intensidad de fluorescencia versus nimero de células. Los anticuerpos primarios fueron: anti-

MHC [ (W5/32), anti MHC 11 (LKT1 11}, anti-ICAM-1 (84H.10), anti-VCAM-1 (4B9), anti-1, {LIA3/1), anti~a{

(TS2/7), anti-ag (HP2/1), anti-ag (B1E5), anti-B2 (LIA3/2), anti-CD11¢ (HC1/1), anti-CD14 (3C10), anti-

CDA40 (G28-5), anti-von Willebrand (202D3), anti-vimentina (V-6630), anti-LVAFP2 (4G4) y anti-VAP-1(1B2)

Grafica gris: células control tratadas solo con el segundo anticuerpo conjugado con FITC antl-lg de
ratén desarrollado en oveja.

Grafica roja: células fueron incubadas con un primer anticuerpo de raién segujdo por el segundo
anticuerpo conjugado.

Grafica verde: células pretratadas con 500 U/ml de IFN-y humano durante 72 horas fueron incubadas
con un primer anticuerpo de ratdn seguido por el segundo anticuerpo conjugado.




TABLA VII
MOLECULAS DETECTADAS EN CELULAS
DE AMIGDALA HUMANA Y HUVEC

67

ANTICUERPC | ESPECIFICIDAD | ISOTIPO AMG AMG1 | AMG2 | HUVEC
P:3-13 | P:1-4
wWe/32 MHCLHLA ABC | 1gG2arat6n ++ ++ + +
LKT111 MHCII IgMmién | +57% - (si) - (s) - (si)
Mab.543 CR1 1gGlkratén | N.D. - - -
3CI10 CD14 1gG1 ratén - - - N.D.
OKI3 CD3 1gG2aralén | + 26% N.D. N.D. N.D.
OKT4 CD4 1gG2bratén | + 2206 N.D. N.D. N.D.
OKTS CD8 TgG2 ratén + 5% N.D. N.D. N.D.
IF5 CD20 desconocido N.D. . N.D. N.D.
THBS CR2,CDZ1,EBVR | 1gG2akratén | N.D. " - N.D.
84.H10 ICAM-1 IgGlratén | +713% | -1+ (s) | -+ (s) - (s1)
4B9 VCAM-1 Ig@l ratén - - /+(nofsi} | - f+(nofsi) | - [nofsi]
LIA1Z BETA1, CD29 | desconocido | +débil + s N.D.
TS2/7 | ALFA 1,CD4% | IgGl ratén + 1% + + N.D.
TEA1/4] ALFA 2, CD49> | desconocido | + débil - - N.D.
HP2/1 ALFA 4,CD40d | IgGlratén | + débil + + N.D.
B1E5 ALFA 5, CD4% | 1gG1 raton N.D. + N.D N.D.
LIA 372 BETA2,CD18 desconocido + - - ~N.D.
TS1/11 CDl1la desconocido + - - N.D.
MY 904 CDI1b,CR3 | I1gG2akmatén | + 76 % - . N.D.
HCI/T CDllc desconocido N.D. - N.D. N.D.
4G4 LVAPZ 1gG1 ratén N.D. =+ + +
182 VAP-T 1gG1 ratén N.D. - - ND. |
202D3 WILLEBRANDT | IgG1 raton N.D. + N.D. N.D.
V-6630 VIMENTINA IgG2akratén |  N.D. FF + +
G285 CD40 IgGlraién | +61 % + ¥ ND.
BB1/B7 BBI 1gGlratén | +75 % - N.D N.D.
PD7126 CD45RB 1gG1 ratén N.D. - N.D N.D.
KI-M4 N.I.(EDC) 1gG3 ratén - - N.D N.D.
R4/23 N.I.(FDC) TgM ratén - - N.D N.D.
X-12 N.I.(IDC) TgG1 ratén - N.D. N.D N.D.

AMG¢;: c#lulas totales obtenidas de amfgdalas del paciente 1 sembradas al infcio del cultivo
AMGI: células adherentes de amfgdsla del paciente 1
AMG2: células adherentes de amfgdala del paciente 2

P: pasaje

{ ) expresi‘n luego da Ia induccién por 72 horas con 5000/m! de IFN-y
+-: dos subpoblacionss, una + y otra -
na/si:des subpoblaciones, una - y otra -+
[ I:induccién por 12 horas con 10ng/ml de TNF-c
+,8i: presencia en 100% de las células
-,n0: ausencia en 100% de las células

N.D no dstarminado,
N.I no identificado
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4. ADHESION CELULAR EN AMIGDALA

4.1. Adhesion de células linfoides humanas a células AMG

Los linfocitos obtenidos de amigdala, las lineas linfobldsticas B RAMOS y
DAUDI y la linea linfoide T MOLT-4 son capaces de adherir a las células AMG
en porcentajes significativos (Tabla VIII). Puesto que las células endoteliales
de vena umbilical humana (HUVEC) es el modelo comin empleado para
estudiar la adhesion de células linfoides al endotelio, realizamos algunos
estudios comparativos con las células AMG. En la tabla VIII se muestra que
la adhesién de RAMOS a las células AMG fue significativamente mayor que a
HUVEC no estimuladas.

En la Tabla V se muestra la expresion de algunas moléculas de adhesién
presentes en las lineas linfoides.

TABLA Vil
ADHESION DE CELULAS LINFOIDES A LAS CELULAS
ENDOTELIALES AMG Y HUVEC

RAMOS DAUDI MOLT-4 LINF.AMG
AMG* 2243 (7)2 3918 (3) 59+9 (3) 25
HUVEC* 55£35 (2) N.D. N.D. N.D.
HUVEC* 83+16 (2)  N.D. N.D.

N.D.

Se muestra el porcentaje de adhesion con su desviacion estandar
a: en parénteis se intlica el niimero de experimentos

* : células no estimuladas

+: célidas estimuladias toda la noche con 10ngr/m! de TNF-a

N.D.: no determingdo.
{n): nimero de expetimentos

4.2, Efectoide anticuerpos monoclonales en la adhesion
Las células HUVEC estimuladas con TNF-a se utilizaron como control

para evaluar el efecto de los anticuerpos anti-o4 y anti-VCAM-1 en la
adhesion de la linea RAMOS (Elices y col., 1990). A diferencia de lo descrito
para HUYEC (Elices y col., 1990), las células endoteliales de amigdala
humana (AMG) no requieren de previa estimulacién con citoquinas como

LS
]

H
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TNF-a ¢ IFN-y para mediar adhesién dependiente de VLA-4 (figura 14 y Tabla
VIII). El anticuerpo dirigido a la cadena a4 de las integrinas (HP2/1) fue capaz
de bloquear casi en un 100% la adhesién de las lineas RAMOS y DAUDI tanto
a estromas de amigdala humana como a células HUVEC pretratadas con
TNF-a (figura 14). También bloquea la adhesion de la linea MOLT-4 (75%) a
Ias células AMG no estimuladas (no mostrado). Sin embargo, no bloquea de
forma tan efectiva la adhesién de linfocitos de amigdala (AMGy), lo que sugiere
la participacién de otra(s) molécula(s) de adhesién o probablemente refleja la
débil expresion o el estado no activado de VLA-4 en parte de los linfocitos de
amigdala. Aunque las células AMG poseen la molécula VCAM-1 en su
superficie a un nivel bajo, y ya que VCAM-1 es ligando de VLA-4 se investigé
la participacién de VCAM-1 en la adhesién de las células linfoides. En la figura
14 se observa que el anticuerpo dirigido a VCAM-1 (4B9) capaz de bloquear la
adhesién de RAMOS a HUVEC no bloqueé la adhesién a AMG. Esto nos hizo
suponer que fibronectina o otro ligando de VLA-4 distinto de VCAM-1 podria
estar participando. L.a adbesién de linfocitos de amigdala y DAUDI a AMG
tampoco fue bloqueada por el anticuerpo dirigido a VCAM-1 (4B9). A
diferencia de DAUDI la linea RAMOS no expresa las integrinas Bg y de las
integrinas B1 sélo expresa a la molécula VLA-4, por lo cual los anticuerpos
dirigidos a VLA-5 (no mostrado) y B2 no tuvieron efecto. Puesté que las células
AMG se encuentran asociadas a una matriz extracelular de fibronectina
(figura 20) se determin si fibronectina es el ligando reconocido por VLA-4 en
AMG. Se realizaron experimentos de bloqueo con un anticuerpo policlonal
dirigido a fibronectina humana (figura 15). El anticuerpo fue capaz de bloquear
significativamente la adhesién de RAMOS a fibronectina purificada de plasma
humano y de ;bovino pero no a AMG, sugiriendo que fibronectina no es el
ligando reconocido por VLA-4 en estas células. Esto sugiere que, VLA-4
reconoceria un ligando distinto de VCAM-1 y de fibronectina presente en
AMG. i

Molécu,ll-as de adhesién como LFA-1 y Mac-1 probablemente estdn
involucradagg en la adhesién de DAUDI dado que anticuerpos dirigidos a B2
fueron capaces de inhibir la adhesién en mds de un 50% (Figura 14). La
adhesién de MOLT-4 no fue bloqueada con el anticuerpo anti-B2, reflejando el
estado inactivo de la(s) molécula(s) de la subfamilia B2 en la superficie de esta

2
)

%
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linea celular (resultado no mostrado). La molécula VLA-5 presente en MOLT-
4 podria participar en la adhesién de esta linea celular a AMG. En la Tabla
VIII se muestran los porcentajes reales de adhesién.

oA B
15 AMGC 7 LINF. AMG - AMG 7 DAUDI
m m
M W
o
)
%
B2  VCAMI o4 B2  VCAM-1 LVAPZ
AMC T RAMOS AUVEC 7 RAMOS
@
@
E I
=
o @)
T
. @)
control . Q4 B1 B2  VCAMI tontrol QL4 VCAM-1

s/acpo sfacpo

FIGURA 14, EFECTO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES EN LA
ADHESION DE LINFOCITOS Y LINEAS LINFOIDES A CELULAS
ENDOTELIALES (AMG Y HUVEC)

Linfocitos obtenidos de amligdala del pacientet (A) o las lineas linfobldsticas humanas B DAUDI (B) o
RAMOS (C,.D), marcadas radioactivamente se utilizaron en ensayos de adhesién sobre las células AMG
(paciente 1,y 2) o sobre las HUVEC (estimuladas toda la noche con 10ng/ mi de TNF-r). Se utilizaron entre
0.2 y 0.3x108 células linfoides por pozo (1,13 cm@). Antes del ensayo de adhesion las células linfoldes
fueron preincubadas durante 30 min. a 4°C en medio solo o en medio conteniendo los slguientes
anticuerpos monoclonales dirigidos a moléculas humanas: anti-ag (HP2/1) , anti-pq (LIA 1/2), anti-Bo
(LIA3/2). For otro lado fos estromas fueron preincubados durante 1 hora a 37°C en medio solo ¢ en medio
conteniendo los sigulentes anticuerpos dirigidos a moléculas humanas: anti-VCAM-1 (4B9) o anti-LVAP2
(4G4). Luego de realizada la adhesltn las células linfoides no adherentes fueron retiradas de los pozes por
aspiracion y dos lavados.

BAHF!ASL: resultados promedios de los porcentajes de adhesion (obtenidos en experimentos realizados en
triplicade) se muestran como porcentajes del control (sln anticuerpo). El nimero de experimentos
independientes realizados para cada condiclon se muestra entre paréntesis. En el caso de dos o més
experimentos se muestra el porcentaje de desviaclon estandar.

if
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100 AMG / RAMOS FN-H / RAMOS FN-B / RAMOS
(2

(2)

% COHETROL

(1
a4 FN 4 FN a4 FN

FIGURA 15. EFECTO DEl ANTICUERPO POLICLONAL ANTI-
FIBRONECTINA SOBRE LA ADHESION DE LA LINEA LINFOIDE
RAMOS A CELULAS ENDOTELIJALES ( AMG )

La linea B linfoblastica humana RAMOS marcada radicactivamente durante 1 hora a 37°C con %1[Cr] o
durante toda l2 noche con TdR 2[H] se utilizé en ensayos de adhesién sobre las células AMG1, o sobre
fibronectina purificada de ptasma humano (FN-H} o bovino (FN-B). Se utllizaron entre 0.2 y 0.3x108 células
linfoldes por pozo (1,13cm?). El anticuerpo monoclonal antl-ag (HP2/1) se agregé durante el ensayo a
pozos conteniendo células AMG o fibronectina. Ef anticuerpo policlonal anti fibfonectina-humana (anti-FN)
se preincubd 1 hora a 37° Ccon las células AMG, con FN-H o con FN-B. Luego de realizada la adhesidn las
células linfoldes no adherentes fueron retiradas de los pozos por aspiraclén y dos lavados.

BARRAS: resuitados promedios de los porcentajes de adhesion {obtenldos en experimentos reailzados en
triplicado) se muestran como porcentajes del contral (sin antlcuerpo). El nimero de experimentos
independientes realizados para cada condicion se miuestra entre paréntesis. En el caso de dos ¢ més
experimentos por condicidn se muestra el porcentaje de desviacion esténdar.

5. DETERMINACION DE MOLECULAS DE LA MATRIZ
EXTRACELULAR. POR INMUNOFLUORESCENCIA (MICROSCOPIA
CONFOCAL).

Para caracterizar més los modelos celulares de estroma utilizados
evaluamos'la presencia de algunos elementos de la matriz extracelular que
podrian contribuir a la adhesi6n de células linfoides a los estromas.

5.1 Col{{;genos: En las figuras 16 a 18 se muestran los resultados de
determf;hacién de coldgenos tipo I, III y IV mediante inmmunofluorescencia
indirecta. Tanto en los cultivos de las células AMG, de B-1 y de B-2 se detect6

la presencia de coldgenos de los tipos I y III. El anticuerpo anti-colégeno tipo
!

i

g
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IV (presente en laminas basales) dié una reaccién débil o negativa. Cuando se
realizaron los ensayos de adhesién de células linfoides a los estromas no se
observé adhesion a sitios en la placa sin células estromales, sugiriendo que el
coldgeno per se no fue capaz de mediar adhesién. Es conocido que las
integrinas presentes en células linfoides que unen a coldgeno (VLA-1 y VLA-2)
se expresan s6lo después de varias semanas de estimulacién con mitégenos
(Hemler y col., 1987; Springer, 1990). Adema4s las lineas celulares linfoides
como Ramos, Molt-4 y muchas otras no expresan estas integrinas (Hemler y
col., 1987 a y b).

5.2, Fibronectina: En células de B-1 (figura 19) se detect6 la presencia
abundante de fibronectina. En células de B-2 (figura 19) la fibronectina se
observa asociada a las células m4s extendidas de tipo fibrobldstico (niicleos
mayores) indicando que probablemente estas células son capaces de
sintetizar depositar y unir fibronectina. En las células AMG (figura 20) se
detect6 abundante fibronectina no siempre coincidente con los niicleos de las
células RAMOS adheridas a AMG indicando que un ligando de VLA-4 distinto
de fibronectina podria mediar la adhesién. Se puede encontrar fibronectina en
la superficie apical de las células y por lo tanto es probable que pueda mediar
la adhesién. La presencia de fibronectina en la superficie de las células se
demostré al realizar cortes épticos en el microscopio confocal (no mostrado).
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Filgura 16. DETECCION DE COLAGENOS EN CELULAS DE B-1

Células de B-1 cuitivadas sobre cubreobjetos fueron fijadas en metanol 100% a "20°C durante 20 min.,
tavadas e incubadas por 30 min. en medio solo (centrol negativo) o en medio conteniendo los anticuerpos
policlonales dirigidos a colageno |, 11l o 1V, seguldo de 30 min. de incubacion con el fragmento F(ab")2 del
anticuerpo secundario conjugado con FITC, anti-lg de conejo desarrollado en cabra. Los nigleos fueton
tefiidos con yoduro de propidio (ver Materiales y Métodos).

En la figura se muestra la superposicion de imagenes de cortes Opticos. Las Imagenes emitidas por el
yoduro de propidio (rojo) y las emitidas por el FITC (verde) fueron procesadas independientemente v luego

superpuestas. 1cm = 33pm.
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Figura 17. DETECCION DE COLAGENOS EN CELULAS DE B-2

Células de B-2 cultivadas sobre cubreobjetos fueron fijadas en metanol 100% a "20°C durante 20 min.,
lavadas e incubadas por 30 min. en medio solo (control negativo) o en medio conteniendo los anticuerpos
policlonales dirigidos a colageno 1, 11l 0 1V; seguido de 30 min. de incubacidn con el fragmento F{ab')o del
anticuerpo secundario conjugado con FITC, anti-lg de conejo desarrollado en cabra. Los niicleos fueron
tefiidos con yoduro de propidio (ver Materiales y Métodos).

En la figura se muestra la superposicién de imdgenes de cortes opticos. Las imagenes emitidas por el
yoduro de propidio (rofo) v las emitidas por el FITC (verde) fueron procesadas independientemente y luego
superpuestas.
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Figura 18. DETECCION DE COLAGENOS EN CELULAS
ENDOTELIALES DE AMIGDALA HUMANA (AMG)
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Células AMGT cultivadas sobre cubreobjetos fueron fijadas en metanol 100% a ~20°C durante 2Q min.,
lavadas e incubadas por 30 min. en medio solo (control negativo} o en medio conteniendo los anticuerpos
policionales dirigidos a coldgeno I, 11l o 1V; seguido de 30 min. de incubacién con el fragmento F{ab')o del
anticuerpo secundario conjugado con FITC, anti-lg de conejo desarrollado en cabra. Los nucleos fueron

tefiidos con yoduro de propidio (ver materiales y métodos).

En la figura se muestra la superposicion de imagenes de cortes dpticos. Las imagenes emitidas por el
yoduro de propidio (rojo) v las emitidas por el FiTC (verde) fueron procesadas independientemente vy luego

superpuestas.
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Figura 19. DETECCION DE FIBRONECTINA EN CELULAS DE B-1 Y B-2

Células de B-1 {bazo-1) o B-2 (bazo-2) cultivadas sobre cubreobjetos fueron fijadas en metanol 100% a
“20°C durante 20 min.,lavadas e incubadas por 30 min. en medio solo {control negativo} o en medio
canteniendo el anticuerpo policlonal dirigido a fibronectina de rata; seguido de 30 min. de incubacién con el
fragmento F(abo del anticuemo secundario conjugado con FITC, anti-lg de conejo desarrollado en cabra.
Los niicleos fueron tefiidos con yoduro de propidio {(ver Materiales y Métodos).

En la figura se muestra fa superposicion de imagenes de cortes dpticos. Las imdgenes emitidas por el
yoduro de propidio (rojo) y las emitidas por el FITC (verde) fueron procesadas independientemente vy luego
superpuestas.
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Figura 20. DETECCION DE FIBRONECTINA EN CELULAS
ENDOTELIALES DE AMIGDALA HUMANA (AMG)

Células AMG1 cultivadas sobre cubreobjetos fueron incubadas en presencia de la fnea RAMOS por 30
min. a 37°C. Las células no adherentes fueron retiradas mediante aspiracién y dos lavados. Luego, las

células fueron fijadas en metanol 100% a “20°C durante 20 min., lavadas e incubadas por 30 min. en medio
solo (no mostrado) o en medio conteniendo el anticuerpo policlonal dirigido a fibronectina de rata; seguido
de 30 min. de incubacién con el fragmento F{ab")2 del anticuerpe secundario conjugado con FITC, anti-lg
de conejo desarrollado en cabra. Los nticleos fueron tefiidos con yoduro de propidio (ver materiales y
métodos). Los nlcleos mas pequefios corresponden a Ias células BAMOS, se observa que RAMOS no
colocaliza con fibronectina,

En la figura se muestra la superposicidn de imdgenes de cortes Opticos. Las imégenes emitidas por el
yoduro de propidio (rojo) ¥ las emitidas por el FITC {verde) fueron procesadas independientemente y luego
superpuestas.

1cm =36 pm




DISCUSION

Los érganos linfoides secundarios (OLS) son los sitios de diferenciacién
final de los linfocitos T y B a células efectoras capaces de desarrollar una
respuesta inmune. Para que ocurra la diferenciacién final de los linfocitos
éstos deben migrar a los OLS y posicionarse en regiones especificas dentro de
éstos. La migracién de los linfocitos a los distintos OLS estd determinada por
el microambiente particular dentro de cada dérgano (Springer 1994). Los
linfocitos migran a los OLS gracias a una secuencia de interacciones
moleculares; la que se ha dividido en etapas. En la primera etapa los linfocitos
giran sobre el endotelio mediante la interaccién de la selectina-L, presente en
los linfocitos, con sus ligandos, presentes en el endotelio columnar (HEV) de
nédulos linféticos y tejido linfoide asociado & mucosa. En una segunda etapa
las integrinas sufren un cambio conformacional que se traduce en un aumento
de la afinidad por sus ligandos (activacién) y como consecuencia (tercera
etapa) los linfocitos se detienen y migran a través del endotelio (Springer y
col., 1994; Shimizu y col., 1992). El modelo recién descrito se apoya en
estudios de adhesidn a cortes congelados, estudios de recirculacién in vivo y de
migracién a sitios de inflamacién. Sin embargo, el desarrollo de modelos in
vitro con células en cultivo es escaso e incluye a HEV de nddulos linfdticos de
rata (Ager, 1987; Szekanecs y col., 1992; Tamatani y col., 1991) y células de
cordén umbilical humano (Elices y col., 1990; Vonderheide & Springer, 1992).
El bazo es el 1inico OLS donde no existen las cldsicas HEV, sin embargo, la
enirada de tlos linfocitos al bazo puede ser bloqueada luego de inyeccién
intravenosa con el polisacdrido manan, arguyendo que la entrada a este
érgano es selectiva (Weston & Parish, 1991). Este polisac4rido es captado por
células presentes en la zona marginal, el punto de entrada de los linfocitos,
estas células no han sido caracterizadas aunque son capaces de interactuar
con linfocitos ir situ (Weston & Parish, 1992), Luego de migrar a los distintos
OLS los linfocitos se posicionan en regiones particulares e interactiian con
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células estromales especificas. Las moléculas de adhesién y sefiales
involucradas en estas interacciones prdcticamente son desconocidas.

En busqueda de modelos adecuados para estudiar los mecanismos de
adhesién utilizados por los linfocitos para entrar y posteriormente diferenciar
en los OLS hemos desarrollado dos sistemas de estudio in vifro; un sistema de
cultivo de células estromales de bazo de ratén y un sistema de cultivo de
células estromales de amigdala humana.

A) Sistema murino

Nuestro sistema in vitro de células estromales lo hemos usado para
estudiar la interaccién entre los linfocitos y las células estromales. Ademds del
ensayo homélogo murino, hemos usado un ensayo de adhesién heterélogo
como modelo para estudiar las moléculas de adhesién implicadas en la
adhesién de linfocitos humanos a estromas de bazo. Un alto grado de
conservacién se ha descrito para la especificidad funcional de las interacciones
moleculares mediadas por moléculas de adhesion. Por ejemplo, Szekaneccz y
colaboradores (1992) estudiando los receptores involucrados en la adhesién y
transmigracién de linfocitos a través de HEV en cultivo, mostraron que las
propiedades bdsicas de la interaccién homéloga se mantienen al utilizar
linfocitos humanos. Ademds, la especificidad de adhesién de diferentes
subtipos de linfocitos por HEV, en cortes congelados de diferentes OLS, es
semejante en interacciones homélogas y heterélogas entre ratén, cobayo y
humano (Wu,y col., 1988). Asi también, las propiedades cinéticas de
recirculacién’y la distribucién de linfocitos, radioactivamente marcados, es
conservada entre especies altamente divergentes (Binns & Licence, 1990).
Por lo anteripr, se piensa que los cambios evolutivos entre las moléculas de
adhesién de distintas especies s6lo han afectado dominios proteicos no
funcionalmgnte criticos. Por lo tanto, en circunstancias de la dificultad para
obtener bazo humano, nuestro modelo heterélogo de adhesién es vélido. Es
posible que no todas las interacciones adhesivas sean conservadas entre
murino ythumano, por lo que el estudio del sistema homélogo servird en la
confirmacion de los resultados.

Bajo condiciones de cultivo adecuadas las células adherentes obtenidas
de bazgs de ratén fueron mantenidas como cultivos primarios y usadas
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directamente para medir la adhesividad de células linfoides. Sin embargo, no
todos los lotes de sueros fetales probados fueron efectivos en permitir que los
cultivos de bazo crecieran satisfactoriamente o llegaran a confluencia. En
efecto, algunos de los sueros probados fueron rechazados (resultado no
mostrado). Ademds, los cultivos primarios de células adherentes de bazo no
pueden ser subcultivados completamente y fueron usados directamente para
los ensayos de adhesién. Esto no es una limitacién, puesto que una placa de 24
pozos puede ser preparada a partir de dos bazos y utilizada para ensayos de
adhesién dentro de una a dos semanas. Cuando los cultivos confluentes de
células estromales fueron tratados enziméticamente para liberar las células
adherentes, algunas de las células se separaron pudiendo ser mantenidas en
cultivo. Tales cultivos, B-1 y B-2, han sido mantenidos por més de 20 pasajes
sin notar ningiin cambio fenotipico. El andlisis microscépico y de citometria de
flujo indicé que los estromas B-1 estdn compuestos de un tipo celular con un
fenotipo antigénico tinico. Estudios de FACS de las células de B-1 demuestran
que ellas son negativas para marcadores de macréfagos/monocitos, de IDC y
FDC. La molécula ICAM-1, comtn a las células endoteliales y a células
presentadoras de antigeno (Bevilacqua, 1993; Springer, 1994) no fue
detectada sobre las células de B-1. Por ofra parte,100% de las células de B-1
expresan en una forma constitutiva las moléculas VCAM-1 y CD44, dos
moléculas descritas en células que forman el estroma de la médula ésea y
parecen tener un rol critico en la maduracién de los linfocitos B, puesto que
participan en la interaccién de células pre-B con células estromales de médula
6sea (Miyake y col. 1991). Este fenotipo no se ajusta a ningtin tipo celular
descrito. Sin embargo, aunque el fenotipo de las células reticulares que forman
la malla donde se alojan otras células estromales no estd bien definido,
nosotros proponemos que las células de B-1 descritas aquif representen algiin
tipo de célula reticular. Datos de la literatura indican que las células
reticulares del bazo presentan heterogeneidad in situ (McNagny y col., 1991;
Yoshida y col., 1991). Una mayor caracterizacién de estas células espera el
desarrollo de reactivos inmunolégicos para su identificacion in situ.

Otra linea celular, B-2, aislada después de tratamiento de los estromas
primarios con tripsing, contiene al menos dos tipos de células estromales
diferentes; células mayoritarias adherentes y elongadas que crecen adheridas
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a la placa de cultivo y un segundo tipo de células redondeadas que crecen sobre
las primeras. Luego de tincién con esterasa no especifica, sélo éstas 1iltimas
mostraron tincién positiva, aunque débil (no mostrado). El anélisis en el FACS
indicé que ambos tipos expresan lags moléculas VCAM-1 y CD44 y no pueden
ser distinguidas por tamafio y granulosidad (dispersién de la luz) pero, sf se
pueden diferenciar por expresién de la molécula CD11b. También, una fraccién
de las células fue capaz de unir Ig normal de rata, indicando la presencia de
receptores Fc. A pesar que es dificil distinguir poblaciones por diferencia de
tamarfio, las células positivas para CD11b y receptores Fc poseian un tamafio
levemente inferior a las células negativas (no mostrado). Lo anterior sugiere la
presencia de una poblacién de células esterasa no especifica débil, las que
expresan lag moléculas CD11b y receptores Fc, ademés de las moléculas
VCAM-1 y CD44, también presenies en la otra subpoblacién de células
adherentes esterasa negativa. Al parecer, en estos cultivos las células
elongadas que sostendrian el desarrollo en el cultivo de las células esterasa no
especifica positivas podrian representar células reticulares. Las células
pogitivas para la tincién de esterasa no especffica y para las moléculas
VCAM-1, CD44, CD11b y receptores Fc podria representar algin tipo de
macréfago. Cabe hacer notar que la presencia de VCAM-1 ha sido descrita en
células endoteliales estimuladas por citoquinas (Bevilacqua, 1993), en células
estromales de médula 6sea (Miyake y col. 1991), en FDC (Koopman y col.,
1991) y en ciertos macréfagos del bazo (citado en Paul, 1993). Se ha descrito
que la poblacién de macréfagos que presentan el marcador Ser-4 (reconoce a
sialoadhesina) no presentan el marcador ¥4/80, no presentan MHC II, y se
ubican .en la zona marginal del bazo. Ademds en estudios de adhesién
utilizando cortes congelados de bazo murino se ha demostrado que tanto los
linfocitos B como los T unen a los macréfagos de la zona marginal mediante el
reconqcimiento de sialoadhesina (Timo y col., 1992). Serd interesante
determinar la presencia de sialoadhesina en las células de B-2 que son
CD11b+

; Células linfoides de rat6n y humano adhieren a cultivos de estromas
completos, asf como también a los estromas B-1 y B-2. En el caso de ratén
usamos células mononucleadas de bazo antes o después de enriquecimiento en
linfocitos T o B. El porcentaje de monocitos en las células mononucleadas se
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evalué por citometria con el anticuerpo anti-CD11b o el marcador F4/80
detectdndose un 8-10% de células positivas. Los protocolos para purificar
linfocitos T de B, y viceversa, fueron altamente efectivos en eliminar uno u
otro tipo de linfocito. Sin embargo, en estas poblaciones los monocitos
corresponden a un 15% de las células (CD11b*). Las células CD11b* no
fueron eliminadas por adherencia durante 1 dia, pero las células que adhieren
a los estromas de bazo fueron muy pequefias para corresponder a monocitos
(no mostrado). Casi el 80% de las células mononucleares y linfocitos B adhiere
a los eétromas, a diferencia de sélo el 15% de los linfocitos T. Por otra parte,
los linfocitos B presentan una adhesién preferencial a los estromas de B-2
(856%) comparado con B-1 (17%) y con bazo completo (25%). La adhesién de
los linfocitos T a los estromas completos, pero no a B-1 y B-2, aumenté por
activacién con ConA, mientras que la activacion de las células B con LPS no
cambi6 la proporcién de célulag adherentes. El aumento de adhesién luego de
activacién de los linfocitos T con ConA a los estromas completos, pero no a B-
1 y B-2, sugiere la presencia de células tinicas en los estromas completos. El
aumento de adhesién de las células T puede representar un mecanismo
fisiolégico efectivo para atrapar clones de células T especificamente activados
por antigeno en la periferia o en el bazo. Dado que, el pretratamiento de los
linfocitos T con ConA por 48 horas no cambié el porcentaje de adhesién a los
estromas completos y que a las cuatro horas produjo un aumento al doble en
la adhesién a los mismos, comparado con el aumento al triple obtenido a las
24 hores, pensamos que el aumento en la adhesién es el resultado de que
ConA indujo cambiog en la expresion y afinidad de receptores de adhesién y
que este aumento no es debido a un efecto mediador de la unién entre
moléculas presentes en el linfocito y la célula estromal. Una cinética de
adhesién semejante fue reportada por Male y colaboradores (1994) quienes
demostraron que ConA inducia la expresién de VLA-4 y LFA-1, las integrinas
que mediaban la adhesién en ese sistema. El que los linfocitos T estimulados
con ConA por 48 horas o més, no tengan una mayor adhesividad que los
linfocitos no activados, tanto en el trabajo de Male y colaboradores (1994),
como en el nuestro, podria reflejar disminucién en la afinidad de las integrinas
por sus ligandos o disminucién en la expresién. ConA es capaz de inducir
muchas de las sefiales de transduccién iniciadas luego de entrecruzamiento de
3
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receptores antigénicos por anticuerpos anti-TCR y por antigeno-MHC, por lo
que los cambios adhesivos inducidos por la lectina ConA probablemente son. el
resultado de su unién al receptor de las células T (Paul, 1993). LPS podria
inducir cambios en la afinidad y en la expresién de moléculas de adhesién
mediante entrecruzamiento de los receptores antigénicos de las células B,
puesto que también se han descrito cambios en las propiedades cualitativas y
cuantitativas en las moléculas de adhesién luego de activacién de las células B
(Paul, 1993). 1L.a proteina quinasa C es activada luego de estimulo antigénico,
tanto en los linfocitos T como en los B, por lo que la activacién de esta protefna
con el ester de forbol PMA imitaria algunas de las sefiales inducidas por
antigeno y otros estimulos, tanto en los linfocitos como en los monocitos de la
fraccion mononuclear de bazo. Se ha descrito que los linfocitos humanos,
obtenidos de sangre periférica pueden aumentar la afinidad de los receptores
de la subfamilia B1y B2 de las integrinas, luego de tratamiento con PMA por 10
minutos. En nuestro trabajo no se detect6 cambios en el porcentaje de
adhesién de los linfocitos a los estromas B-1 y B-2, luego de tratamiento por
10 minutos con PMA, probablemente reflejando la influencia de otros tipos
celulares o la necesidad de activacién de otras rutas de transduccién. El
mecanismo que permite un aumento en la afinidad de las integrinas por sus
ligandos es desconocido, pero probablemente involucra cambios en el
citoesqueleto y proteinas asociadas (Hynes, 1992).

Para examinar el rol de los receptores de adhesién en nuestro modelo de
bazo investigamos el efecto de anticuerpos contra varios receptores de
adhesion. Sélo los anticuerpos dirigidos a la cadena a4 de VLA-4 y su ligando
VCAM-1 consistentemente bloquearon la adhesién de las lineas humanas.
Cabe mencionar que, al menos en la linea RAMOS, no se ha detectado a la
integrina a4f7, por lo que la inhibicién con anti-a4 indica blogueo de la funcién
de VLA-4 en esta linea celular (Elices y col., 1890). La unién de DAUDI 2 las
células de B-1 y B-2 fue bloqueada por anticuerpos a VCAM-1 y a4. Sin
embargo, la adhesién de DAUDI a los estromas completos fue bloqueada sélo
por el anti-VCAM-1 (murino), pero no por el anticuerpo anti-o4 o §1 (humano).
Lo anterior sugiere que otras rutas de adhesién, adem4s de VLA-4/VCAM-1,
pueden estar participando. Por esta razén, una comprension detallada de las
interacciones con las células estromales de bazo, como también la
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consecuencia de éstas en la diferenciacion, requiere de mayor investigacion.
En la figura 21 se muestra un esquema de las probables interacciones
involucradas en nuestro modelo heterol6go de adhesién tomando como modelo

.el sistema Daudi/Bazo-2. En este esquema se considerdn a las moléculas de

adhesién y elementos de la matriz extracelular detectados por citometria de
flujo. El encuentro de la interaccién de las moléculas VL.A-4 humana con
VCAM-1 murina se resalta por scbre otras interacciones exclusivamente
debido a la demostracién de la interaccién en este trabajo. La presencia de
fibronectina en los cultivos de B-2 (B-1 y probablemente B-C) sugiere su
participacién en la adhesién de las lineas humanas. En relacién al sistema
homologo fibronectina probablemente estaria involucrada en la adhesién de
los linfocitos activados puesto que se ha descrito que en bazos de ratones
normales el porcentaje de linfocitos que unen fibronectina es del orden del 2%
(Ferguson & Kupper, 1993). Lo anterior se piensa que estd relacionado
principalmente a que las integrinas que reconocen fibronectina en la mayoria
de los linfocitos del bazo son funcionalmente inactivas. La presencia de
coldgeno en estos cultivos podria permitir la interaccién de las integrinas que
unen coldgeno en los linfocitos (VLA-1, VLA-2, ayf3). Sin embargo, no se
detectd en los ensayos de adhesién unién de células a sitios de la placa donde
no hay estroma y si coldgeno. Ademds se requiere de activacién de log
linfocitos por 1 a varias semanas para la expresién de estos receptores
(Hemler y col., 1987 a y b; Springer, 1990). La presencia de receptores para
coldgeno en las lineas linfoides DAUDI 0 RAMOS y MOLT-4 respectivamente
no ha sido descrito o no se encuentran (Elices y col., 1990; Hemler y col., 1987
a y b). Interacciones que podrian colaborar en la adhesién de la Iinea DAUDI,
MOLT-4 o de linfocitos a los estromas seria la integrina LPAM-1 (a4f7), que
se ha descrito puede interactuar con VCAM-1 (Riiegg y col., 1992), una
molécula presente en el estroma de B-2 (y B-1). La molécula ICAM-1
presente en los linfocitos murinos y lineas linfoides humanas probablemente
participa en la interaccién con las integrinas de la subfamilia B2, presentes en
la subpoblacién esterasa no especifica positiva. Si bien en la mayoria de los
casos los experimentos mostraron ser reproducibles, al determinar el efecto de
los anticuerpos anti-Bz, anti-ICAM-1 y anti-CD44 (figura 10) se encontré en
un experimento bloqueé pero en otro no, por lo que éstos asi como otros
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experimentos con un n=1 debieran ser repetidos. El proteoglicdn integral de
membrana CD44, podria colaborar en la adhesién de los linfocitos y lineas
linfoides por reconocimiento de 4cido hialurénice (Aruffo y col., 1990; Miyake y
col., 1990).

FIGURA 21. Modelo de adhesion heterdlogo en cultivo.

El esquema se basa en la interaccién DAUDI / B-2. En el cultivo B-2 existen dos poblaciones de
células adherentes, células extendidas probablemente del tipo reticular (VCAM-1%, CD44%) y células
redondeadas con tincién para esterasa no especifica positiva, probablemente macréfagos (VCAM-1t,
CD44*, MAC-1%). Las células redondeadas podrfan corresponder 2 macréfagos de la zona marginal (ver
texto). Las moléculas de la mairiz extracelular presentes en el cultivo son fibronectina (FN) y coldgeno
tipos I y III (COL). La molécula de adhesién VLA-4 presente en la Ifnea linfoide humana DAUDI
interactuarfa con Ia molécula VCAM-1 presente en el estroma murino. Otras moléculas, probablemente
presentes en lu linea linfoide, como LPAM-1 (a487) y CD44 podrian colaborar en la adhesién por
reconocimiento de VCAM-1 y dcido hialurénico respectivamente. VLA-4 y LPAM-1 también podrfan unir
a FN presente en B-2. La molécula ICAM-1 presente en DAUDI podrfa interactuar con MAC-1 y LFA-1
(probablemente presente en células tipo macréfagos).

Considerando la posibilidad de que células de los estromas completos, de
B-1 y B-2 pudieran ser importantes en la entrada de los linfocitos al bazo,
seria interesante determinar si estas células estromales de bazo presentan
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sialoadhesina, si unen al polisacdrido manan in vitro y si éstos bloquean la
unién de Ios linfocitos.

En todos los OLS los linfocitos T interactian con IDC, mientras que las
células B se distribuyen principalmente en los centros germinales en contacto
con FDC, macréfagos y linfocitos T de ayuda. Todas estas células se
encuentran dentro de una malla formada principalmente por células
reticulares. Hay evidencia que las células reticulares pueden fagocitar
material extrafio y llegar a ser macréfagos libres (citado en Krstic, 1991).
También se ha sugerido que las células reticulares pueden ser precursores de
las FDC en el bazo (Yoshida y col., 1991) y que interactiian con linfocitos in
situ (McNagny y col., 1991; Yoshida y col., 1991; Krstic, 1991). Sin embargo,
un rol directo de las células reticulares en la diferenciacién de los linfocitos no
ha sido sugerido. Las células dendriticas interdigitantes y foliculares se
encuentran en bajos porcentajes y para realizar estudios con ellas se requiere
de su purificacién. La baja sobrevida y su cardcter no adherente en cultivo ha
dificultado su estudio en el proceso de diferenciacién de los linfocitos. Sin
embargo, Koopman y colaboradores (1994) sugirieron que la interaccion de los
linfocitos B mediante el par VLA-4/VCAM-1 jugaria un importante rol en la
seleccién dez los linfocitos B impidiendo la muerte apoptética de estas células.
La interaccién mediada por el par VLA-4/VCAM-1 también se ha mostrado
que es importante en la diferenciacién muscular (Dean y col., 1993) y en la
diferenciacién de células pre-B, la que ocurre en interaccién con células
estromales, VCAM-1+, en los cultivos de largo término de médula 6sea
(Miyake y col., 1991). Aqui se describe la expresi6én constitutiva de VCAM-1+
en las células de B-1 y B-2 y que esta molécula media la interaccién de las
lineas linfoides humanas mediante el par VLA-4 /VCAM-1+ por lo que
investigar el rol de esta interaccién nos parece interesante.

Conclusiones y perspectivas:

Las células estromales de bazo murino, presentes tanto en los cultivos
primarios como en los subcultivos B-1 y B-2, son un modelo Gtil para
investigarla interaccién de linfocitos murinos y humanos.

3
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La molécula VCAM-1, presente en las células estromales de bazo,
participa en la interacci6n de las lineas linfoides humanas con los estromas de
bazo. El receptor involucrado en la adhesién de RAMOS a B-2 corresponde a
VLA-4.

Los resultados de citometria de flujo indican que las células de B-1, y una
subpoblacién de B-2, podrian corresponder a células reticulares. La
subpoblacién de B-2 esterasa no especifica positiva podria corresponder a
macréfagos de la zona marginal, los que participarfian en la entrada de los
linfocitos al bazo. La confirmacién de este fenotipo espera el desarrollo de
reactivos inmunolégicos especificos.

La identificacién in situ de los tipos celulares VCAM-1+ en bazo, serd de
gran ayuda para establecer el fenotipo de las células de B-1 y B-2.

B) Sistema humano

L:a poblacién homogénea de células adherentes aislada de amigdalas
humanas tiene varias propiedades de células endoteliales. A diferencia de las
HUVEC, el modelo de célula endotelial comiinmente utilizado, estas células no
muestran el requerimiento en su cultivo de la adicién de factores adicionales al
suero, como son suplementos de crecimiento y elementos de la matriz
extracelular (Rosemblatt y col., 1991). Estas células han sido cultivadas por
largos periodos de tiempo y se han utilizado para estudiar sus propiedades
adhesivas.

Aqui se describe por primera vez el cultivo de células endoteliales de
vénula de amfgdalas humanas. Debemos decir que las células descritas por
Clark y colaboradores (1992) como FDC en cultivo tienen las mismas
caracteristicas que las células AMG, la presencia del factor de von Willebrand
no se investigé en las células descritas por Clark, lo que habria servido para su
identificacién. La presencia del factor intracelular de von Willebrand es el
marcador mas confiable de la presencia de células endoteliales en cultivo
(Hoyer y col., 1973). El anédlisis por citometria de flujo claramente mostré la
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presencia del factor de von Willebrand en un 100% de las células y a niveles
comparables a las HUVEC. LVAP2 una molécula reportada en HUVEC, en
vénulas de cortes de amigdala humana y otros tejidos (Airas y col, 1993), fue
detectada en un 100% de las células AMG a niveles superiores a los
detectados en HUVEC, ratificando su identificacién como células endoteliales
de vénula. La identificacién como células endoteliales es compatible con la
presencia de CD40, una molécula ausente en fibroblastos y macréfagos
(Clark y col., 1992), y con la ausencia de marcadores para células del tipo
monocito/macréfagos, IDC y FDC.

Ha sido descrito previamente que la digestién con colagenasa de nédulos
linfsticos de ratas en cultivo resulta en una poblacién de células adherentes.
Estas células fueron identificadas como células del tipo HEV mediante la
incorporacién in vivo de 35804 dentro de complejos lipo-glicoproteicos (Ager,
1987), una aproximacién que no puede ser utilizada para la identificacién de
HEV en humanos. En humanos la presencia de la molécula VAP-1 se ha
detectado en HEV in situ, sin embargo, su presencia no es obligada de HEV
(Salmi y col., 1993). Existe evidencia que el fenotipo de HEV se desarrolla in
vivo s6lo en animales expuestos a antigeno y con linfocitos T funcionales
(Abbas y col. 1994; Springer, 1994). En animales recién nacidos cuando atin
no se ha desarrollado el fenotipo de HEV los linfocitos se dirigen de forma
preferente a los n6dulos linfaticos, sugiriendo que el endotelio de vénulas de los
OLS puede poseer una adhesividad mayor que otros endotelios por los
linfocitos virgenes (Abbas y col., 1994).

Como ha sido descrito por otros (Clark y col., 1992) las células
mononucleares originales aisladas desde amigdalas humanas son
principalmente linfocitos, un resuitado confirmado por nuestro andlisis de
citometria de flujo en nuestras preparaciones de amigdalas. Después de una
semana de cultivo una monocapa de células pudo ser observada. Estas
células adherentes contenfan linfocitos adheridos a su superficie tanto apical
como basal (observaciones no mostradas). Los linfocitos adherentes pierden
su capacidad de adherir y migrar por debajo de estas células, puesto que a las
ires semanas pueden ser completamente removidos por simple pipeteo. Por
otra parte, linfocitos aislados de las amigdalas adhieren a Ias células AMG por
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sobre un 20 %. Estudios de transmigracién podrian ser realizados con estas
células en tiempos aproximados de 2 horas (Szekanecs y col., 1992).

Con el fin de caracterizar m4ds a las células AMG y determinar si ellas
retienen sus caracteristicas en cultivo se realizaron estudios adicionales de
citometria. Para esto, se utilizaron anticuerpos monoclonales dirigidos a
moléculas de adhesién presentes en células endoteliales, entre otras, como son
Ias moléculas ICAM-1 y VCAM-1. Una fraccién de las células expresa ICAM-
1 y una fraccién més pequeia VCAM-1. Ambas moléculas han sido
implicadas en la adhesién y transmigracién de los linfocitos & través de las
células endoteliales (Shimizu y col, 1992; Springer, 1994). Tal como ha sido
descrito, la expresién de estas moléculas pudo ser inducida por IFN-y. Aunque
la expresiéon constitutiva e inducible de ICAM-1 permanecié inalterada
durante el tiempo de cultivo, el niimero de células con expresién constitutiva
de VCAM-1 disminuyé en los tiltimos pasajes, llegando a niveles casi
indetectables en el décimo subcultivo. La inductibilidad de VCAM-1 por IFN-y

también disminuyé proporcionalmente.

Dado que se conoce poco respecto de las bases moleculares de la
migracién de los linfocitos dentro de Ios OLS se investigé a las moléculas de
adhesién involucradas en las interacciones linfocitos-AMG. Exploramos la
adhesién de tres lineas linfoides humanas (RAMOS, DAUDI y MOLT-4) y de
linfocitos de amigdalas. Los porcentajes de adhesién (20-60 % dependiendo de
la célula linfoide) validan este sistema como un modelo para estudiar la
adhesién. Nuestro datos experimentales nos entregan resultados
interesantes: primeramente, el sistema de adhesiéon de RAMOS y DAUDI
apoya la idea que las células AMG de los tiltimos pasajes no estimuladas, que
carecen de VCAM-1, unen células a través de la integrina VLA-4. La adhesién
de RAMOS fue casi completamente bloqueada por anticuerpos contra esta
integrina. Esta linea celular no expresa las integrinas pg, VLA-5 y tampoco
o4p7. Como ha sido mostrado por Vonderheide y Springer (1992), la adhesién
de RAMOS a HUVEC no estimuladas (7-10 %) no es mediada por la integrina
VLA-4 puesto que el anticuerpo anti-a4 (HP2/1) no bloqueé la adhesién de
RAMOS, En cambio, la estimulacién de HUVEC con TNF-o induce la

expresién de VCAM-1 y permite la adhesién de RAMOS mediante VLA-4
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(80%). En el trabajo de Vonderheide & Springer (1992) se determiné que los
anticuerpos HP2/1 y 4B9 bloquean con la misma afinidad la unién de la linea
RAMOS a VCAM-1 inmovilizado, pero no bloquean en la misma proporcién la
adhesién de RAMOS a HUVEC estimuladas, sugiriendo la presencia de un
ligando alternativo de VLA-4, distinto de VCAM-1 y de fibronectina.
Fibronectina esta presente en la superficie de las células AMG, pero su
participacién en la adhesién de RAMOS se descarté debido a la ausencia de un
efecto inhibidor de los anticuerpos anti-fibronectina humana y de bovino.

Nuestros resultados sugieren de forma contundente la presencia de un
tercer ligando para VLA-4 presente, esta vez, en células endoteliales no
estimuladas. Si se considera que los linfocitos deben migrar a través del
endotelio en los 6rganos linfoides secundarios en ausencia de inflamacién, la
presencia de un ligando de VLA-4 en AMG no estimuladas hace a las células
AMG un excelente sistema para identificar este supuesto contrareceptor. Los
resultados de adhesién de la linea DAUDI a AMG (30-40% de adhesién)
fortalece la validez de este modelo de célula endotelial y apoya la idea de la
presencia de un ligando de VLA-4 distinto de VCAM-1 y fibronectina. Las
integrinas P2 cuya participacién en la interaccion con el endotelio ha sido
descrita (Bevilacqua, 1993), también participan en la adhesién de DAUDI a
AMG. La linea MOLT-4 adhiere en un porcentaje significativamente superior
(50-70%) a las células AMG probablemente debido a la presencia, en estas
células, de la integrina VL.A-5 ademds de VLA-4.

Los experimentos de adhesién de linfocitos de amigdala a las células
AMG muestran que estos linfocifos se adhieren probablemente a través de
una combinacién de receptores, puesto que ninguno de los anticuerpos
utilizados tuvo un efecto inhibitorio significativo en la adhesién. Lo anterior,
podria estar relacionado a la presencia de subpoblaciones de linfocitos que
posean distinto nivel de expresién y estado funcional de sus moléculas
adhesivas. No se puede descartar la posibilidad que moléculas de adhesién atin
no identificadas puedan estar operando en este caso.

Para investigar la posible participacion de elementos de la matriz
extracelular en la adhesién, se investigé la presencia de fibronectina,
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coldgenos (I,III y IV) y laminina (no mostrado). En las células AMG se detect6
fibronectina y coldgenos tipo I y ITI. Sin embargo, no se encontré laminina y la
tincién para coldgeno tipo IV fue débil. En cultivo, las células HUVEC
sintetizan ademéds de fibronectina y coldgenos tipo I y III, laminina y coldgeno
tipo IV (Tannenbaum y col., 1989; Timpl & Dziadecek, 1986). Es probable que
las condiciones de cultivo de las células AMG fueran insuficientes para la
sintesis y deposicién de estos elementos en la MEC. Por otra parte, la matriz
de fibronectina asociada a la superficie de las células AMG, no colocalizé con
células RAMOS adheridas a ellas descartando la participacién de fibronectina
y apoyando la idea de un ligando de VLA-4 distinto de VCAM-1 y fibronectina.
Cabe mencionar que recientemente se ha descrito que trombospondina, un
elemento de la MEC sintetizada por las células endoteliales, actuaria como un
ligando de VL.A-4 (Timpl & Dziadeck, 1986; Yabkowitz y col., 1993).

En el esquema de la figura 22, se describen las interacciones adhesivas
probables entre los linfocitos y las células endoteliales de amigdala (AMG) no
estimuladas. Se considera a las moléculas de adhesién presentes en los
linfocitos, y a las moléculas de adhesién o de la MEC detectadas por
citometria de flujo en los cultivos de AMG. La interaccién de VLA-4 con un
ligando desconocido (R-D) se destaca por sobre otras interacciones, puesto que
en la adhesién via VLA-4 no se encontré efecto bloqueador de los anticuerpos
anti-fibronectina o anti-VCAM-1 utilizados. Sin embargo, 1a presencia de
fibronectina en la superficie de las células y la presencia de la integrina VLA-5
en los linfocitos de sangre periférica (Skekanecz y col., 1992), en los linfocitos
de amigdala (tabla VII) y en la linea MOLT-4 (Kovach y col., 1992) sugiere su.
participacion. Si bien, se ha descrito que los linfocitos T CD4% unen a TSP
purificada, esto ocurre mediante el reconocimiento simiiltaneo de las
integrinas VLA-4 y VLA-5, y s6lo en linfocitos activados (Yabkowitz y col.,
1993). Por lo tanto, pensamos que TSP no seria el ligando reconocido por VLA-
4 en este sistema. La participacién de 1la molécula LVAP2 en la adhesién de
linfocitos de sangre periférica a HUVEC no estimuladas ha sido descrita
(Airas y col., 1993). Sin embargo, al evaluar la participacién de LVAP2,
presente en AMG, en la adhesién de DAUDI no se detecté efecto (un
experimento). La participacién de esta molécula espera ser evaluada con mds
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experimentos y utilizando linfocitos de sangre periférica. Las moléculas LFA-1
y MAC-1, presentes en las lineas DAUDI, MOLT-4 y en los linfocitos de
amigdala, colaborarian en la interaccién con AMG. Como ya ha sido
comentado, la participacién de coldgeno en la adhesién a AMG sélo ocurriria
en el caso de linfocitos activados por varias semanas (Hemler y col., 1987 a y

b).

Figura 22. Modelo de adhesién en cultivo de linfocitos a células
endoteliales de amigdala.

En el esquema se destaca la participacion de un ligando de VLA-4 desconocido (R-D). El ligando R-D serfa
el principal ligando de VLLA-4 reconocido en el sistemna in vitro. Este ligando es diferente de VCAM-1 y de
Fibronectina (FN). La integrina LPAM-1 (c4f7) podria colaborar con VLA-4 y VLA-5 en el
reconocimiento de fibronectina, un elemento de la MEC presente en el cultivo. LFA-1, Ia principal
integrina 3 presente en los linfocitos, reconocerfa a ICAM-1 e ICAM-2 presentes en las células
endoteliales. Mac-1 también colaboraria en Ia interaccion de los linfocitos con ICAM-1, presente en el
endotelio. La molécula LVAP2 podrfa colaborar en la adhesién por reconocimiento homotipico. La
molécula VCAM-1 presente en los primeros pasajes de AMG, podria colaborar en la adhesién, pero su
contribucidn serfa minima respecto de R-D. Coldgenos (COL) tipos I y III fueron detectados en el cultivo
y podrian participar en la interaccién de linfocitos activados.
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Conclusiones y perspectivas

Se ha logrado por primera vez aislar células endoteliales de érganos
linfoides secundarios humanos.

Las células endoteliales de amigdala humana (AMG) probablemente
representan células de vénula debido a la expresién de la molécula LVAP2.

A diferencia de HUVEC, el modelo comiin de célula endotelial utilizado,
estas células no requieren factores adicionales al suero para su cultivo.

Las células AMG no requieren de activacién con citoquinas para mediar
adhesién dependiente de la integrina VLA-4. Esto sugiere que las células AMG
mantienen, in vitro, un estado adhesivo que seria caracteristico de células
endoteliales de vénula de 6rganos linfoides secundarios. Serd interesante
estudiar la adhesién de linfocitos virgenes obtenidos de sangre periférica
humana.

Un ligando de VI.A-4 distinto de VCAM-1 y de fibronectina participa en
la interaccién de las lineas linfoides con AMG. La produccién de anticuerpos
monoclonales contra las células AMG, servird para la identificacién delligando
de VLA-4 en estas células.

En la figura 23 se describe un modelo que describe algunas de las
interacciones in vivo que los linfocitos establecerfan con el microambiente de
los dos OLS utilizados como modelo de estudio.




FIGURA 23. Mobdelo de interacién de linfocitos en amigdala y bazo

La entrada de los linfocitos B y T a las amfgdalas es selectiva e involucra interacciones con el endotelio de
las vénulas postcapilares (HEV). El encuentro que la integrina VLA-4, presenie en la lfnea RAMOS,
reconoce un ligando diferente de VCAM-1 y de fibronectina, sugiere que la integrina reconocerfa un ligando
desconocido (R-D) presente en €l endotelio en condiciones basales (de no estimulacién), y por Io tanto
mediaria [a recirculacién en ausencia de estimulo inflamatorio. La molécula ICAM-2, presente de forma
constitutiva y no inducible en el endotelio, contribuirfa al mecanismo de reconocimiento, Las moléculas
VCAM-1, ICAM-1 y LVAP2 serfan inducidas en inflamacién contribuyendo efectivamente al proceso de
transvasacién {no mostrado). Por otra parte, la entrada de los linfocitos al bazo involucrariz el
reconocimiento de moléculas de adhesién presentes en células de la zona marginal. En esta zona se ha
descrito la presencia de macréfagos que reconocen moléculas ricas en 4cido sidlico mediante sialoadhesina
detectada por el anticuerpo monoclonal Ser-4 (Timo y col., 1992). Nosotros sugerimos que las células
esterasa positiva, presentes en B-2, podrian corresponder a macréfagos SER-4+, y que éstos participarfan en
interacciones adhesivas de reconccimiento principalmente de linfocitos B. Ademds de sialoadhesina las
moléculas VCAM-1y MAC-1 participarfan mediante el reconocimiento de VLA-4 y de ICAM-1 presentes
en los linfocitos. Células reticulares presentes en la zona marginal cooperarfan en el reconocimento de los
linfocitos T. Mecanismos que implican activacién de las integrinas para unién de sus ligandos debieran
estar implicados. Luego que los linfocitos migran a través del endotelio (en amigdalas) y la zona marginal
(en bazo) interactuarfan con elementos de 1a matriz extracelular y con las células reticulares, presentes en el
estroma de todos los OLS. La interaccidn con estos elementos involucraria eventos de adhesién-deadhesion
y de diferenciacién, que permitirfan la migracion para Ia diferenciacién final en asociacién con las FDC e
IDC.
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