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Resumen Un paradigma clasico de la inmunologia plantea que para que ocurra cambio de isotipo en los
anticuerpos es condicién sine qua non la presentacion del antigeno a un linfocito T colaborador
por parte de una célula presentadora de antigenos. En el presente trabajo se disefié un modelo animal, ratones
BALB/c, de respuesta inmune frente a dos antigenos tipicos. Se utilizé dextran como antigeno T independiente
(AgTI) y seroalbumina bovina (SAB) como antigeno T dependiente (AgTD), y se estudio la respuesta, analizan-
do los isotipos de los anticuerpos especificos producidos. Los resultados obtenidos muestran que la respuesta
a dextréan en presencia de SAB ocurre con cambio de isotipo (switch), esencialmente de IgM a IgG,. Estos
experimentos sugieren que la SAB genera un entorno bioquimico inductor de cambio de isotipo tanto en su
propia via de procesamiento como en la del dextran. Los resultados sefialan que la asociacion exclusiva de los
AgTDs con las respuestas en las que ocurre cambio de isotipo es incorrecta. Considerando el modelo propues-
to resulta poco probable encontrar in vivo y en forma espontanea casos en los que los AgTls ingresen al orga-
nismo aislados; en cambio, es mucho mas probable que el ingreso ocurra conjuntamente con AgTDs, y en
consecuencia ocurra cambio de isotipo.

Palabras clave: cambio de isotipo, respuesta inmune, antigenos T independientes, dextran, seroalbumina
bovina

Abstract Isotype switch in the response against T independent antigens by co-inoculation with T
dependent antigens. A classical paradigm in immunology establishes that for the isotype switch
to take place in antibodies, it is a sine qua non condition that the antigen is presented by an antigen presenting
cell to a helper T cell. In the present study an animal model of the immune response against two typical antigens
was designed in BALB/c mice. Dextran was chosen as a T independent antigen (TIAg), and bovine seroalbumin
(BSA) as a T dependant antigen (TDAg), and the response was studied, analyzing the isotypes of the specific
antibodies produced. The results show that the response against dextran, in the presence of BSA, takes place
with isotype switch, essentially from IgM to IgG,. These experiments suggest that BSA generates a switch in-
ductor biochemical environment in its own processing pathway as well as in the dextran’s. These results indicate
that the exclusive association of TDAgs with isotype switch responses is inaccurate. Considering the proposed
model, it seems unlikely the finding of a spontaneous in vivo case in which TIAgs enter the organism isolated,;
instead, it is much more probable that they would enter together with TDAgs, and in consequence the isotype
switch would take place.
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Cuando un antigeno (Ag) extrafio ingresa al organis-
mo dispara una gran variedad de mecanismos con el fin
de eliminarlo. Se activan en forma simultanea y coordi-
nada mecanismos inmunes innatos y adaptativos; den-
tro de los innatos se cuentan la activacion de macrofagos,
células NK, neutrofilos, basofilos, eosinofilos, mastocitos
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y las enzimas del complemento; dentro de los mecanis-
mos adaptativos, la produccion de anticuerpos (ACs) por
parte de linfocitos B (LB) diferenciados (plasmocitos) y
la activacion, proliferacion y diferenciacion de linfocitos
T (LT), tanto citotéxicos (LT CD8+) como colaboradores
(LT CD4+). La participacion de estos mecanismos en la
eliminacion del antigeno dependerd, entre otros facto-
res, de las caracteristicas del Ag'2.

En la inmunidad adaptativa se clasifican los Ags en
aquellos que inducen una respuesta preferentemente
celular y aquellos que desencadenan una respuesta
humoral. Los Ags inductores de una respuesta celular
son los localizados dentro de las células del huésped
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y reconocidos como extrafos; esto ocurre en infeccio-
nes causadas por virus, bacterias intracelulares y en
tumores.

Los Ags que inducen una respuesta humoral se clasi-
fican a su vez en dependientes o independientes de LT
(AgTDs y AgTls). Para responder a los primeros, los LB
productores de ACs especificos necesitan, indefectible-
mente, de la participacion de LT CD4+ para activarse y
secretar, en primera instancia ACs de isotipo M (IgM) y
luego efectuar un cambio en el isotipo producido (swit-
ch). El mismo consiste en un cambio en la regién cons-
tante de la cadena pesada de las inmunoglobulinas sin-
tetizadas, sin alterar la especificidad del AC. En el caso
de los AgTls, los LB son capaces de proliferar, diferen-
ciarse y producir IgM sin la participacion de los LT CD4+.
Generalmente se asocian los AgTDs con proteinas de
peso mayor a 6000 Dalton, y los AgTls con polimeros
repetitivos, como por ejemplo los polisacaridos’.

Para que los LB produzcan ACs frente a AgTDs y ten-
ga lugar el cambio de isotipo, son necesarios dos esti-
mulos: una sefal que proviene de la interaccién entre el
Ag vy los receptores de superficie del LB, y una sefial
citocinica, producida fundamentalmente por LT CD4+ una
vez que éstos han sido activados por células presenta-
doras de antigenos (CPA).

Con los AgTls, solamente es necesaria la primera se-
fial, que proviene de la interaccion del Ag con los recepto-
res de superficie de LB. Al parecer dicha sefal difiere de
la que ocurre con los AgTDs en el numero de receptores
que interactuan con el Ag. Para los AgTls el niumero seria
mucho mayor, y el estimulo producido por dicha interaccion
suficiente para disparar una respuesta humoral.

La clasificaciéon de los Ags en AgTls y AgTDs parece
vincular exclusivamente a los AgTls con respuestas que
carecen de cambio de isotipo, y a los AgTDs con res-
puestas que si lo poseen. Al momento de la realizacion
de este trabajo, no se encontraron referencias de estu-
dios sobre sistemas de AgTDs y AgTls no unidos en for-
ma covalente, analizando la posible prescindibilidad de
las interacciones directas entre células y antigenos para
que ocurra el cambio de isotipo, y estudiando como se
comporta el sistema inmune frente a mezclas de Ags
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solubles®®. Por el contrario, si existen referencias sobre
sistemas de AgTls y AgTDs covalentemente unidos en
los que se evidencia respuesta con cambio de isotipo
frente a ambos Ags® °.

En el presente trabajo se estudié en un modelo animal
la respuesta inmune frente a dos Ags tipicos. Se utilizo
dextran como AgTI y seroalbumina bovina (SAB) como
AgTD. Si bien el dextran pertenece a un grupo de AgTls a
los cuales tradicionalmente se les ha adjudicado cierta
capacidad de inducir cambio de isotipo y dependencia de
una subpoblacién minoritaria de LTs que madura fuera
del timo'', evidencias recientes han demostrado que al
menos el cambio de isotipo no ocurre para este Ag®.

Se estudi6 la respuesta a ambas sustancias, anali-
zando los isotipos de ACs producidos.

Materiales y métodos

Animales. Se utilizaron 12 ratones BALB/c machos y 12 ra-
tones BALB/c hembras de entre 5 y 8 semanas de edad.

Planes de Inmunizacién. La seroalbimina bovina (Sigma)
y el dextran T500 (Amersham Biosciences) fueron disueltos
en buffer PBS en una concentraciéon de 1 mg/ml, tanto pre-
parados individualmente, como en mezcla. Los Ags fueron
conservados a -20 °C hasta el momento de su uso, tanto para
inoculaciones como para inmunoensayos.

Los animales fueron inoculados intraperitonealmente los
dias 1 (preinmune), 7, 14 y 28, inoculando 100 ug de cada
Ag, diluidos al medio con adyuvante de Freund completo o
incompleto (AFC o AFI, respectivamente) segun el lote de
animales, en un volumen final de 200 pl. Los animales fueron
divididos en seis grupos distintos, cada uno compuesto por dos
machos y dos hembras de edad similar, segun la Tabla 1.

Obtencion de sueros. En los dias 1, 7, 14 y 28 se toma-
ron muestras de sangre por puncion del seno venoso retro-
orbital. Las muestras se dejaron coagular 1 hora a 37 °C, los
sueros fueron separados por centrifugacion y conservados a
— 20 °C hasta el momento de su uso.

Inmunoensayos. Los ensayos de ELISA™ se realizaron en
placas Nunc-MaxiSorp de 96 pocillos, sensibilizando con 10
ug de Ag durante 1 hora a 37 °C y bloqueando con leche en
polvo descremada al 3% en PBS, durante 18 horas a 4 °C.
Los sueros obtenidos segun el punto anterior fueron diluidos
1/250 en PBS e incubados durante 1 hora a 37 °C. Para la
deteccion de los distintos isotipos se utilizaron antisueros co-
merciales, producidos en conejo: anti-lgM (B/ORAD), anti-IgG,
(DAKO), anti-lgG,, (DAKO), anti-lgG,, (DAKO) y anti-IgG,

Tabla 1.— Tratamiento de los ratones BALB/c y planes de inmunizacién

Grupo Codificacion SAB* Dextran T500 Adyuvante
(100 png) (100 pug) de Freund

1 SC Si No Completo

2 Sl Si No Incompleto

3 DC No Si Completo

4 DI No Si Incompleto

5 SDC Si Si Completo

6 SDI Si Si Incompleto

* seroalblimina bovina
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(DAKO). Todos ellos fueron utilizados en una dilucién Unica
de 1/1 000, e incubados durante 1 hora a 37 °C. En todos los
casos se incubd luego con inmunoglobulinas de cabra anti-
inmunoglobulinas de conejo, marcadas con peroxidasa, en una
dilucién 1/5000. El revelado fue realizado con una solucién de
Ortofenilendiamina y H,0, como cromégeno y sustrato respec-
tivamente, y la lectura de densidad optica (DO) se realiz6 a
490 nm en un lector de ELISA Metertech 960. Todos los lava-
dos fueron llevados a cabo con PBS - Tween 0.05%.

Analisis de datos. Los analisis de datos y procedimientos
estadisticos fueron llevados a cabo con el programa Graph
Pad Prism 2.01.

Resultados

Los ensayos de deteccion de ACs fueron de caracter
semicuantitativo y realizados en una diluciéon unica de
1/250, elegida en base a ensayos de puesta a punto lle-
vados a cabo previamente (resultados no mostrados).
Los resultados estan expresados en unidades arbitra-
rias (UA), definidas como una DO de 0.034 a 490 nm,
correspondiente a un promedio de todos los sueros
preinmunes del experimento.

1. Anticuerpos anti-dextran T500.

IgM - (Fig. 1 A). Los anticuerpos de isotipo M se com-
portaron de igual manera en todos los tratamientos,
aumentando el valor de UAs notablemente del dia 7
al 14 y luego manteniéndose dicho valor aproximada-
mente constante hasta al menos el dia 28.

lgG,- (Fig. 1 B). No se obtuvo respuesta de anticuerpos
de isotipo 1gG, en los casos en que se inoculé con
dextran como unico antigeno. Por el contrario, cuando
el dextran se inocul6 conjuntamente con la SAB se
obtuvo un aumento en UAs que se evidencio a partir
del dia 14, y que se hizo aun mas significativo el dia 28.
IgG,, 19G,, e lgG, No se observo un incremento
estadisticamente significativo, y no hubo diferencia en-
tre los distintos tratamientos.

2. Anticuerpos anti-SAB.
IgM — (Fig. 2 A). Se observé un valor de UAs maximo
para la IgM al dia 7, que luego disminuye a lo largo
del tiempo. El perfil de disminucion parece estar alte-
rado para el tratamiento con SAB, dextran y AC, pero
dicha alteracion no lo diferencia en forma significativa
de los otros tratamientos.
lgG,— (Fig 2. B). Al dia 7 se observo un aumento en
las UAs respecto a los sueros preinmunes, que re-
cién al dia 14 resulté significativo. Dicho valor se
mantiene al menos hasta el dia 28. No se encontra-
ron diferencias significativas entre tratamientos, sal-
vo en el caso del dia 14 del tratamiento con SAB,
dextran y AC, que presentd un valor de UAs consi-
derablemente menor.
lgG,, e I9G,, - (Fig. 2 Cy D). En el caso de la IgG,, se
aprecia un aumento progresivo del valor de UAs a partir
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del dia 7, siendo significativo y maximo recién a partir
del dia 14, y manteniéndose hasta el final del experi-
mento; en el caso del tratamiento con SAB y AC, el
valor maximo se alcanza ya en el dia 7, y se mantiene
asi hasta el final del experimento. Para la IgG,,, dicho
incremento es mas marcado al dia 14, y en los trata-
mientos con SAB y Al, y con SAB, dextran y AC, el
valor de UAs del dia 14 se halla significativamente
reducido.

IgG,— (Fig. 2 E). Se observo un aumento de las UAs
el dia 7 respecto al suero preinmune, que se hizo maxi-
mo el dia 14. Los valores del dia 28 se mantienen
estadisticamente iguales a los del dia 14, aunque se
evidencia cierta tendencia hacia valores menores. No
se observaron diferencias significativas entre trata-
mientos, salvo en los animales inmunizados con SAB,
dextran y AC, en los que se ve una diferencia signifi-
cativa entre el valor de UAs del dia 28 respecto del
dia 14 (hay un aumento). En consecuencia, mientras
que en los otros tres tratamientos se alcanza un valor
maximo y estable al dia 14, en este tratamiento el va-
lor aumenta progresivamente desde el dia 7 al 28,
alcanzando valores maximos que no difieren estadis-
ticamente de los valores maximos alcanzados en los
demas tratamientos.

Discusion

Un paradigma clasico de lainmunologia plantea que para
que ocurra cambio de isotipo en los anticuerpos es con-
dicion sine qua non la presentacion del antigeno a un LT
CD4+ por parte de una CPA. Esto induce a asociar las
respuestas en las que ocurre el cambio, con aquellos
antigenos pasibles de ser presentados en moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de Clase II, como
son los péptidos y las proteinas. Sin embargo, esta cla-
sificacion deja sin explicacién a las respuestas con cam-
bio de isotipo que ocurren frente a algunos AgTls, como
ciertos polisacaridos.

La aparicion de IgG, con especificidad hacia dextran
que se observa en los sueros de los ratones coinmunizados
con dextran y SAB, teniendo en cuenta que no se ha
descripto que el dextran pueda ser presentado por CPA a
LT CD4+, permite suponer que el procesamiento de la
SAB, que es un AgTD tipico, modula la respuesta contra
el dextran de manera que ocurre cambio de isotipo de los
anticuerpos en la respuesta hacia él.

Los resultados obtenidos muestran que la respuesta
a dextran en presencia de SAB, ocurre con cambio de
isotipo, esencialmente de IgM a IgG,. Por el contrario, la
presencia de dextran no influye sobre la respuesta frente
a SAB. Estos experimentos parecen mostrar que la SAB
genera un entorno bioquimico inductor de cambio de
isotipo, tanto en su propia via de procesamiento como
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en la del dextran; es decir, el entorno citocinico genera-
do por el procesamiento de SAB estimula indistintamen-
te a plasmocitos con especificidad hacia SAB como a los
que la tienen hacia dextran.

Los LT CD4+ se dividen en varias subpoblaciones,
denominadas Th1, Th2 y Th3"%'%. Se sabe ademas que
el perfil de citocinas que induce la activacion de los LT
CD4+, condiciona la subpoblacion generada. A su vez,
cada subpoblacién esta asociada a la produccion de un
perfil de ACs caracteristico por parte de los LB.

Teniendo en cuenta este modelo, es razonable supo-
ner que si la naturaleza de un AgTD puede influir en los
isotipos de ACs producidos como respuesta frente a él,
también puede influir en los isotipos de ACs producidos
contra el AgTI coinoculado.

Los ACs producidos como respuesta a dextran inocu-
lado solo, son unicamente de isotipo M. En cambio, cuan-

] Preinmune [—JPreinmune
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7 ¥ Dia 14 2257 PmiDia 14
< N Dia 28 < I Dia 28
S 50 S 150
75 * *
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Fig. 1.— Determinacion de anticuerpos anti SAB (A) Determi-
. nacion de IgM anti SAB; (B) I9G, anti SAB; (C) IgG,, anti
Ei SAB; (D) IgG,, anti SAB; (E) IgG, anti SAB. En todos los
casos las unidades son unidades arbitrarias (U.A.). Las
0 DI J:SI sDe sc E barras de error representan el error estandar de la media;
Tratamiento *. resultados estadisticamente significativos.

do el dextran es coinoculado con SAB, la respuesta ex-
hibe un perfil de ACs tipicamente Th2. Dicho perfil con-
siste en la generacion inicial de una respuesta por ACs
de isotipo IgM, seguida de cambio a IgG,, donde los
isotipos 19G,,, 19G,, e IgG, permanecen en valores de
UAs considerablemente bajos, o nulos. La respuesta
contra SAB inoculada sola también ocurre con predo-
minio de IgG,. En este caso es interesante hacer notar
que la respuesta con ACs de tipo IgG contra dextran se
produce mas lentamente que la respuesta equivalente
contra SAB. Estos resultados no permiten descartar que
a tiempos posteriores al dia 28, la respuesta frente a
dextran tienda a igualar los resultados observados con-
tra la SAB.

Por otro lado, se observa que el perfil de IgM a lo
largo del experimento difiere en la respuesta contra
dextran, respecto de la respuesta contra SAB. En parti-
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Fig. 2.— Determinacion de anticuerpos anti dextran (A) Determinacion de IgM anti dextran; (B) 1gG, anti dextran. En todos
los casos las unidades son unidades arbitrarias (U.A.). Las barras de error representan el error estandar de la media;

*: sefialan los resultados estadisticamente significativos.

cular, mientras que la respuesta frente a SAB es maxima
al dia 7 y decrece con el tiempo, la respuesta contra
dextran muestra un incremento progresivo a lo largo del
experimento.

Accesoriamente al estudio de la influencia del pro-
cesamiento de AgTDs en la respuesta a AgTls, se bus-
c6 estudiar, también, la influencia del uso de AFl y AFC
en la respuesta inmune humoral. La bibliografia se re-
fiere al Al como inductor de una respuesta de caracter
Th2'41%, Sin embargo muchos investigadores proponen
al AFC como la mejor opcién™. En el presente trabajo
no se vieron diferencias claras en el uso de uno u otro
adyuvante.

Otro fendbmeno que se evidencia en los graficos del
presente trabajo, es la gran variacion interindividual en las
respuestas frente a los diferentes antigenos o combina-
ciones antigénicas utilizadas; variabilidad sorprendente,
teniendo en cuenta que se utilizaron ratones endocriados,
de una cepa singeneica. A nuestro parecer, este fenéme-
no, si bien en algunos casos dificultaria el analisis o la
visualizacion de los resultados, es muestra de la comple-
jidad del sistema inmune, sujeto a un gran nimero de va-
riables, y de que la prediccion de su comportamiento se
halla siempre sujeta a diversos factores.

Los resultados obtenidos refuerzan el concepto de que
el sistema inmune funciona como un todo y de manera
coordinada. A su vez, muestran que la asociacion exclusi-
va de los AgTDs con las respuestas en las que ocurre
cambio de isotipo es incorrecta. Considerando el modelo
propuesto resulta poco probable encontrar in vivo y en
forma espontanea, casos en los que los AgTls ingresen al
organismo en forma aislada. En cambio, es mucho mas
probable que el ingreso ocurra siempre conjuntamente con
AgTDs, y en consecuencia ocurra cambio de isotipo.
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