CONDICIONANTES DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA
EN IgM E IgG Y EL CAMBIO DE UNA A OTRA: ACCION
DEL ANTIGENQO, DE LOS ACTIVADORES POLICLONALES,
DE LOS CITOTOXICOS Y CITOSTATICOS.

). Gras, N. Tuset, T. Tillé y P. Garcia.

La respuesta en anticuerpos implica a va-
rias inmunoglobulinas, especialmente a la
IgM, que se induce frente a un estimulo an-
tigénico primario y la IgG, que se induce
frente a un estimulo secundario. La [gM tie-
ne un PM mis elevado y un tiempo de vida
mads corto, mientras que [a I1gG tiene un PM
menor y un tiempa de vida mucho més lar-
g0. La respuesta en IgM tiene una difusion
orgdnica limitada y un tiempo de actividad
mucho mds corto, mientras que la IgG di-
funde mdas ampliamente y con un tiempo
de actividad mucho més prolongado.

El estimulo antigénico es el desencade-
nante inicial de estas respuestas pero en las
mismas intervienen factores no especifi-
cos, que pueden estimularlas, como los ac-
tivadares policlonales, o inhibirlas, como
los citostaticos y, ademds, es también muy
importante la intensidad y persistencia del
estimulo antigénico, gue puede no tan sdlo
inducir el cambio de IgM a 1gG, sino tam-
bién inhibir la respuesta, a través de meca-
nismos e interacciones celulares entre célu-
las B y T, no del todo conocidos. Vamos a
considerar 1a accidn de esos diversos facto-
res en las respuestas en IgM e IgG frente a
antigenos no bloqueantes; son antigenos
bloqueantes aquellos que por tener multi-
ples determinantes antigénicos de la mis-
ma especifidad en carriers inertes pueden
bloguear directamente y no estimular, a
una céjula B con multiples receptares anti-
génicos de dicha especificidad (1,2).

Es muy conocida la existencia de antige-
nos T dependientes y T independientes, es
decir, antigenos que dan una respuesta in-
tensa en animales timectomizados y anti-
genos que requieren la intervencion de cé-
lulas timicas para dar una respuesta signifi-
cativa. Hace ya unos afos que estudiamos
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la cinética del cambio de IgM a 1gG v de
su inhibicién final frente a la estimulacion
persistente con antigencs de estos tipos, a
dosis inmunogénicas. Asi, como se obser-
va en la Fig. 1, la inmunizacion persistente
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Fig 1. Curvas promedio de las respuestas en
IgM (#) e 1g0 (o) en conejos inoculados
persistentemente con Br. abortus (= 1 mg,
p seco/3v./semana) (v. pr. 10 animales).

con la Br. Abortus a dosis inmunogénica,
antigeno T independiente, induce una
onda inicial de respuesta intensa en IgM
que llega a un maximo y se inhibe a los 40
dias, mientras que la respuesta en 1gG apa-
rece un poco después, es inicialmente dé-
bil y va aumentando para llegar a un méxi-
mo los dias 140 a 200 y después descen-
der. Un factor primordial en estas respues-
tas y en su inhibicidn final es la persistencia
del estimulo antigénico(3).
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Fig 2. Respuesta en IgM (o) e 1gG (2) en conejos inoculados con una dosis de Br. abortus {13.3 mg),
cada 30 dias, durante 339 dias {v. pr. 5 animales).

Asf, con la misma Br. Abortus, si adminis-
tramos un estimulo cuantitativamente equi-
valente perc dado cada 30 dias, se obtie-
nen {Fig. 2} una serie de picos de respues-
ta, integrados hasta los 200 dias, por lgM
se inhibe a un nivel muy bajo, mientras
gue la 1gG se incrementa fuertemente y es
casi nica a los 300 dias(4).

Esta cinética de las respuestas en IgM e
189G es muy distinta en el caso de un antige-
no T dependiente, como la atbdmina hu-
mana. Administrada en el conejo a una do-
sis de 700 mg/Kg, tres veces a la semana,
se inducen dos curvas de respuesta en igM
e 1g(G muy similares en cuanto a su cinética
(Fig. 3), pero la que corresponde a la 1gG
ilega a cifras mucho mas aitas a los 40 dias,
a partir de los cuales inicia su descenso
para llegar a los 120 dias a valores ligera-
mente superiores a los de la I[gM y ambos
a niveles muy bajos(5).

Fig 3. Respuestas en lgh (#) e Ig(; (&} en cone-
jos inmunizados con 700 mg de seroal-
himina humana 3 v/semana (v. pr. 4 ani-
males).

DIAS
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Fig 4. Respuesta en anticuerpos Igh {#) e IgC (&) a la inoculacidn persistente de Brucella solubilizada
durante 105 dias r posteriormente de particulada hasta los 210 dias, ambas en la cantidad de

03ml.3visene

La respuesta a la Br. Abortus correspon-
de al lipopolisacarido de membrana, en
cuanto a su especificidad a la fraccién po-

lisacarida del mismo v, en cuanto a su in-

tensidad v T independencia, al lipido. Este
lipido puede eliminarse faciimente por hi-
drélisis alcalina, obteniéndose entonces la
Br. soluble. La respuesta a esta Br. soluble,
exenta del lipido que induce una respuesta
a un nivel bajisimo, tanto para la 1IgM como
para la 1gG, aungque a partir de los 30 dias
estd por encima de |a primera. La sustitu-
cion en este momento de la Br. soluble por
la Br. particulada induce un aumento rapi-
do y a niveles altos de la respuesta en 1gG,
mientras que la de IgM, aunque también
aumenta, lo hace a un nivel muy inferior y
se sigue de un acentuado descenso(6).
Estos datos creemos que evidencian ne-
tamente gue la especificidad de 1a respues-
ta depende de la accion del determinante
antigénico y gue el cambio de IgM a 1gG
es funcién fundamental de la persistencia
de dicho estimulo, que si es suficientemen-
te persistente llega a inducir la inhibicion
de dicha respuesta. La accidn de!l activador
policlonal, en este caso el lipido del LPS, es
la de potenciar la accién del estimulo anti-

congjo {v. pr. 10 animales}
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génico incrementando la intensidad de la
respuesta, cuando esta es pequena. Esta
accion o seital 2, va intimamente ligada a
la del determinante antigénico, senal 1, y
no puede sustituirla ni ejercerse si no va li-
gada, directa o indirectamente, al mismo.
Asi, por ej.,, como se observa en la Fig.
5, la administracién de Br. soluble conjun-
tamente con LPS de E. Coli, induce la mis-
ma respuesta que se obtiene con la Br. so-
luble sola, es decir a nivel bajisimo y la sub-
siguiente administracién de Br. particulada
potencia la respuesta en IgM en forma dis-
crefa y que enseguida se inhibe, mientras
que la de 1gG asciende a limites muy altos
que se mantienen ® Por el contrario, como
se observa en la Fig. 6, si interrumpimos la
administracion de Br. particulada, v la susti-
tuimas por la de LPS solo, las respuestas
existentes en aquel momento, tanto en
IgM como en IgG, no aumentan sinc que
van desapareciendo; esto implica que la
accién no especifica de la sefal 2 esta co-
nectada con la especifica de la sefal 1(7).
La accion del LPS de ia E. Coli la hemas
estudiado también en el ratén sobre los an-
ticuerpos naturales anti-TNP, valorandoios
a nivel de CFP, qgue es mis sensible, en fo-
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Fig 5. Respuesta en anticuerpos Igh (#) e IgG (4 a la inoculacién persistente de Brucella soluble (0.3
ml, 3 v/s) v 10 ug/ml de LPS via endovencsa (3 v/s) hasta los 200 dias en el conejo (v. pr. 10

animales).
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Fig 6. La interrupcidn de la inmunizacién persistente con Brucella abortus particulada y su sustitucién
por el LPS de la E. Coli, induce una desaparicidn de la respuesta [v. pr. de 6 animales)
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tes de ratones Swiss y NZB. Como se ob-
serva en la tabla 1, la administracion de LPS
a dosis Gnica o repetida induce un aumen-
to evidente en ambas cepas de ratones de
las CFP anti-TNP. proporcional al nivel
preexistente de las mismas, mds alto en los
NZB que en los Swiss, de manera qgue el
cociente inoculadas/control es igual en to-
dos fos grupos (tabla 11}, lo que implica que
el nimero de CFP anti-TNP en los inocula-
dos con LPS es proporcional al nimero de
CFP preexistente, es deciy, al nimero de
células formadoras de anticuerpos preexis-
tente, tanto en IgM como en I1gG. En este
caso, por tanto, a accién del LPS es tam-
bién la de potenciar una poblacién celular
previamente estimulada por el antigenc{8).

En el caso de los antigenos T-dependien-
tes, como los hematies, la seiial 2 se indu-
ce exclusivamente a través de las interac-
ciones de las células B o de las presentado-

ras con las células T, con la subsiguiente |i-
beracidén de interleuquinas. Estos antigenos
son muy sensibles a la timectomia, que in-
duce una inhibicidn acentuada de su for-
macién de anticuerpos. Como se observa
en la tabla i, los ratones Swiss timectomi-
zados dan unas respuestas en CFP anti-he-
maties de carnero del orden de un 40 a
50% inferiores a las de los ratones no ti-
mectoemizados(9).

Vamoes a considerar ahora la accién de
los citotoxicos v citostdticos, especialmen-
te de la ciclosporina, sobre la respuesta in-
munoldgica. Los citotéxicos, como por
ejem, el HgCl, tienen una accién no espe-
cifica, es decir sin preferencia para un tipo
u atro de células, mientras que los citostati-
cos pueden actuar preferentemente sobre
un determinado tipo celular de los que in-
tervienen en la respuesta inmunolégica.
Asi, la ciclofosfamida tiene accion prefe-

TABLA |

Valores promedio + DE, y de significacion estadistica, de CFP, anti-hematies-TNP en ratones,,
inyectados con LPS a dosis Gnica o repetidas(8).

CFP/105/4 dias CFP/10% controles
IgM IgG lgtA IgG
SWISS
100 ug 3939 +8.54 1740 £ 2.75 3.07 £ 0.54 . 1.12 £0.30
p < 0.001 p < 0.007
50 ug/s/3s 1592 + 1.66 456+ 140 3.95x0.52 1.7 £ 0.35
p < 0.001 p:0.10-0.05
100 pg/s/3s 27.28 + 3.91 9.91 + 2,27 1.80 * 0.30 0.50 = 0.12
p < 0.001 p < 0.001
NZB
100 ug 95.48 + 18.31 2082+ 408 1580 £ 5.83 2681074
p < 0.001 p < 0.001
50 ug/s/3s 49.81 * 13.02 1160 £7.95 293 %092 0.58 +0.22
p:00.1-0.01 ‘p < 0.0017
100 pg/s/3s 68.59 + 10.02 3512124 10.04 £ 2.86 252 £0.97
p < 0.001 :0.70-0.80

1. DE, desviacién standard.
2. Test de {a 7 de Student

3. CFPF, células formadoras de placas

4. Lotes de 20 ratones.
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TABLA 1)

Valores promedio globales de CFP anti hematies-TNP a los 4 dias de la dltima dosis de LPS,
en animales inyectados y en animales control, asi como el cociente entre ambos{8).

Crp

N.%animales -

- lgM IgG

Swiss 40 24.23 10.47

Control . 46 2.63 1.04

Cociente 2SS - 9.25 10.06
Control

NZB 38 66.27 14.13

Control 37 7.85 1.69

Cociente NZB - 8.44 8.36
Control

rentemente sobre las células B, mientras
que la ciclosporina schre las T (10, 11, 12,
13, 14}, Ha de tenerse en cuenta, ademds,
que fa accidn citotéxica va muchas veces
seguida de los que se conoce como “efec-
to rebote”, es decir de una proliferacion
posterior estimulada de la poblacién celu-
lar inicialmente inhibida.

La accion de los citotdxicos como el
HgCl, puede dar lugar, precisamente, a un
aumento de determinados anticuerpos,
consecutivo a una lesidn tisular que induce
la liberacién de antigenos celulares. Esta
accion la hemos comprobado en los rato-
nes Swiss y NZB, como se chserva en la ta-
bla IV. La administracién de hgCl, da lugar
a un aumento de las CFP anti-TNP en estos
ratones(15), consecutiva a la liberacién de
antigenos como bases pirimidicas y RNA,
de reaccién cruzada(16).

Este “efecto rebote” se observa también
con la ciclofosfamida. Experimentalmente
lo hemos comprobado en el modelo Bru-
cella-conejo. Como se observa en la Fig, 7
los conejos inmunizados persistentemente
con 0.3 ml. de la suspension de Br. abor-
tus, 3 veces/semana, si se les administra ci-
clofosfamida a la dosis de 150 mg/Kg el dia
de la inmunizacion, dan una respuesta en
IgM e 1gG muy superior a la de los que se
les administra unicamente la Brucelia{17).

Esta accidn de la ciclofosfamida, aunque
a un nivel muy discreto, la hemos observa-
do también frente a los anticuerpos natura-
les anti hematies-TNP en el ratén, valora-
dos a nivel de CFP. Como se observa en la
tabla V, la administracidn de ciclofosfamida
a dosis Unica o repetida induce no un des-
censo sing un aumento, aungue como he-
mos indicado discreto, de las CFP anti he-

TABLA 111

Accidn de la timectomia en fa formacidn de CFP, directas e indirectas anti hematies de
carnero, en el ratdn Swiss(9),

Controles

CFP/hazo, Timectomizados %
Directas 3470759 1724+ 6271 49.6
Indirectas 21030 £ 6900 8576+ 32678 40.7

1.5 X 10® hematies 2 meses post timectomia

2. CFP 8 dias después de la inveccidon de antigeno (Pr + SE) Lotes de 8 a 15 animaies.



TABLA IV

Valores promedio + DE, y significacion estadistica, de CFP anti hematies-TNP en ratones
inyectados can HgCl, (Lotes de 20 ratones){15)

CFP/10%/4 dias CFP/10%/ controles
lght IgG IgM IgG

Swiss

15,15,30y60ug,  13.60%+1.80 243 % 0.65 393+059 0.9 0.27
b < 0.001 p:0.02-0.05

30 pugf3vsiis 8.60+ 1.26 2.18 £0.73 1.97 £ 0.34 0.82 £ 025
p < 0,001 p:0.05-0.10

NZB

15,15,30y 60 ug, 27.30 £ 593 905+ 214 15.05 £ 2.54 395 +1.02
p:3.05-0.10 p:0.02-0.05

30 g/ 3vs/7s 30922704 7.92 + 3.31 6.36 £ 1.42 2.25 £ 0.53
b < 0.001 p:0.05-0.10 '

. Desviacion estandard
2. p mediante el test de la T de Student

3. Inoculados los dias 1, 2, 3 v 6 con 15, 15,

maties-TNP{15),

Vamos a considerar finalmente {a accién
de la ciclosporina A, citostitico que actda
preferentemente sabre la sefal 2, es decir
la correspondiente a la liberacion de inter-
leuguinas. Como se obiserva en la tabla VI,
la ciclosporina A inhilze netamente a res-
puesta primaria en IgM anti-hematies de
carnero en el ratén, valorada a nivel de
CFP. Por el contrario, la respuesta secunda-
ria en IgG es muchisimo mas resistente vy
reguiere una dosis de ciclosporina muy
alta {300 mg/Kg) para inhibirla aproxima-
damente a la mitad(18).

Esta inhibicion de la respuesta primaria
inducida por la ciclosporina es contrarres-
tada por la administracién de LPS, como se
observa en la tabla V. Esta observacién es
una comprobacion mas de gue la ciclospo-
rina A influye sobre la sefal 2, es decir so-
bre iz activacién de las céluias “helper” es-
pecificas de la misma, por un camino de in-
teracciones no hien establecido, pero que
puede contrarrestarse por el LPS{18).

30 v 60 ug, respectivamente.
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Fig 7. Curvas de respuesta en IgM (81 e IgG (2)
en conejos inmunizados persistentemen-
te con Br. abortus, tratacﬁjs con 150 mg.
de ciclofesfamida el dia 3 (7a) comparati-
vamente a fa de otfo lote inmunizado
igualmente pero a los que no se les admi-
Inistra ciclofosfamida (7b) {v. pr. 11 anima-
es).
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TABLA YV

Valores promedio £ DE, y de significacion estadistica, de CFP, anti hematfes-TNP en ratones,,
inyectados con ciclofosfamida(15).

CFP/10%/4 dias CFP/10% controles

Igi lgG igM IgG

Swiss

Img 668£1.17 1.16 £ 0.31 4.96 £ 0.68 0.97 £ 0.48
p:0.20-0.30 p:0.70-0.80

3mg/s/3s 9.74 £ 2.58 1.69 £ 0.49 2.88 + 0.83 0.95+0.23
£:0.02-0.05 p:0.10-0.20

3mg/2vs/3s 453x1.12~ 0.74 £ 0.41 3.85£1.06 0.52+0.14
p:0.70-0.80 p:0.60-0.70

NZB

3img 11.01 £1.39 6.34 £ 2.37 6.87 £ 1.46 2602106
p:0.05-0.10 p:0.20-0.30

3 mg/s/3s 13.50 %+ 2.21 5.00£1.40 9.51 +1.37 2.01 2042
£:0.10-0.20 p:0.05-0,10

3Img/2vs/3s 14.75 £ 491 6.72 £ 3.55 717 £ 1.64 0.57 £0.23
p:0.10-0.20 £:0.05-0.10

1. DE, desviacién standard

2. p mediante ¢! test de la T de Student
3. CFP células formadoras de placas

4. Lotes de 20 ratones

TABLA VI

Accion de la ciciosporina A sobre la respuesta primaria y secundaria anti-hematies de carnero
en el ratén, valoradas en CFP,{18).

IgM 1gG

Respuesta primaria,

HC (5 x 108 118.0%x21.7 86 21
HC (5 X 108 + CsA {150 mg/Kg) 26+ 16 08 05
Respuesta secundaria,

HC (5 x 10% + CsA (150 mg/Kg} 620+ 1.8 1783.2+2756
HC (5 % 10% + CsA (225 mg/Kg) 304109 269187211
HC (5 % 10% + CsA {300 mg/Kg) 55 1.9 959.5 £ 623.0

1. Lotes de 20 animales

2. CFE células formadoras de placas

3. Analizada a los 4 dias de la inyeccidn

4. Analizada a los 4 dias de la 27 inyeccidn, administrada a los 30 dias de la 1.7

112



TABLA Vi1

Accién del LPS sobre la respuesta primaria a los hematies de carmero en el ratén,, inhibida
por la ciclosporina A{18).

Respuesta primaria valorada en CFP a los 4 dias

lgM igG
HC (5 x 109 118.0 % 21.7 §.6+2.1
HC (5 x 10% + CsA (150 mg/Kg) 25%f 16 3805
HC (5 x 10% + CsA {150 mg/Kg} + LPS 68.8+12.1 21559
1. Lotes de 20 animales

La respuesta en anticuerpos lgM e 1gG duccién de interleuquinas, adquiere una
estd condicionada, pues, por una serie de importancia fundamental en el estableci-
factores especificos y no especificos, gue miento y tolerancia permanente de Grga-
pueden modificarla en varios sentidos. Asj, nos o tejidos transplantados. Con ella pue-
su especificidad v el cambio de IgM a 1gG de conseguirse un frenado importante de
son funcion exclusiva del determinante an- Ja respuesta immunolégica inicial frente a
tigénico v de la continuidad de su estimu- Jos antigenos organicos, gue son funda-
lo, determinante antigénico que es el fac- mentalmente T dependientes, evitando el
tor primordial e imprescindible. Por el con- rechazo vy permitiendo el establecimiento
trario, la intensidad de dichas respuestas, de un estado de tolerancia o de equilibrio
especialmente de la igM, es potenciada o inmuaoldgico a un nivel bajo no patdge-
inhibida por otros factores, imbricados fun- no(19}.
damentalmente con las células T, o por ac- Es también importante recordar que la
tivadores policlonales, que pueden o no accién de citotdxicos © citostaticos no es-
estar implicados en el complejo antigéni- pecificos puede inducir, no una disminu-
co. Finaimente, si el estimulo antigénico cidn de la respuesta inmunaldgica sino,
persiste un tiempo prelongado induce un por el contrario, un incremento de la mis-
estado de no respuesta, es decir, de tole- ma por liberacién de antigenos celulares o
rancia inmuncldgica, que persiste mientras por una subsiguiente proliferacion de célu-
persiste dicha estimulacion antigénica., las activadas (efecto rebote).

Si, como acabamos de senaiar y hemos Como hemos visto, es facil poner estos
comprobado experimentalmente, la inmu- hechos de manifiesto en condiciones expe-
nizacidn persistente conduce a un estado rirmentales apropiadas y es muy interesante
de no respuesta, independientemente de conocerlos para poder interpretar estas
que inicialmente se induzca una respuesta reacciones inmunoldgicas en condiciones
intensa o déhil, la accidn de tos citostaticos biolégicas normales o en procesos ciini-
con accidn preferente sohre la célula T, cos, que son mucho mas complejos.

coma la ciclosporina A, inhibiendo la pro-
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