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INTRODUCCION

Descubrimientos recientes (1-6) en la dinamica celular de la respuesta
secundaria de anticuerpos indican que, durante las fases latente y logaritmica,
células linfoideas proliferativas no funcionales (PC) dan origen a células lin-.
foideas (Py) proliferativas, funcionales que, a su vez, dan origen a células
linfoideas no-proliferativas, funcionales (Py). También ha sido demostrado que
los agentes fisicos (7) y quimicos (8-13) que pueden alterar la capacidad proli-
ferativa y el metabolismo del ARN de células PC y Py suprimiran la aparicién
de células funcionales. Estos resultados apoyan claramente la idea de que la
proliferacién es esencial en la diferenciacién suicida de las células linfoideas
implicadas en la respuesta secundaria del anticuerpo y recalcan que las células

funcionales son todavia proliferativas inmediatamente después de su transfor-
macién.

Lamentablemente, no hay datos comparativos de esta naturaleza para una
respuesta primaria de anticuerpos debido principalmente a la poca sensibilidad
de los métodos para detegtar cuantitativamente los sucesos celulares cambiantes
asociados con la respuesta de anticuerpo. Por razones mencionadas en un
articulo siguiente (14), pareceria légico que esta limitacién puede ser superada
cultivando las células en camaras de difusion de 0.1y de porosidad. Estudios
sobre las fases latente tardia y logaritmica temprana de la respuesta primaria
de anticuerpos fueron realizados entonces usando estas camaras y células
esplénicas de ratones dadores no pre-inmunizados. Se deberia subrayar aqui
que los bazos de ratones normales adultos, a diferencia de otros mamiferos de
laboratorio, poseen, ademas de sus capacidades linfoideas y plasmacitopoyéti-
cas, la capacidad de producir granulocitos, eritrocitos y me gacariocitos. Nues-
tros objetivos principales fueron determinar qué tipos celulares morfolégicamente
definidos estaban proliferando durante el periodo critico siguiente a un estimulo
antigénico y el tiempo de duplicacién de distintas células pulso-marcadas con
timidina tritiada (H3T). Los resultados aca presentados apoyan y extienden
nuestros descubrimientos preliminares (15).

* Trabajo realizado en la Divisién de Biologia del Laboratorio Nacional de
Oak Ridge, Estados Unidos de Norteamérica.
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MATERIAL Y METODOS

Animales.

Ratones C31F;/Cum de doce semanas de edad, o sea, (C3H/Anf Cum Q
x 101/Cum d'), o ratones (C3H/Anf Cum @ x 101/CumJ)F1, comunmente lla-
mados ratones (C3H x 101)Fy, fueron usados como receptores o dadores. Los
ratones receptores fueron separados en grupos de cinco a seis animales.

Condiciones de irradiacién con rayos X.

Un equipo de rayos X Phillips de potencial constante y un Maxitron 300
General Electric se utilizaron como fuentes de rayos X. Las condiciones de
irradiacién con rayos X para la primera fueron las siguientes: 250 Kvp a 15 ma;
exposicién media en aire, 160 a 170 r/min; distancia objeto, 60 cm; filtracién
inherente, 1.0 mm de Al; filtracién agregada, 1.0 mm de Al; y valor de hemire-
duccién, 0.5 mm de Cu. Las condiciones para la segunda fueron: 300 Kvp a
20 ma; exposicién media en aire, 170 a 190 r/min; distancia objeto, 70 cm; fil-
tracién inherente, 4.75 mm de Be; filtracion agregada, 2 a 3 mm de Al; y valor
de hemireduccién, 0.4 a 0.5 mm Cu. Los ratones receptores fueron irradiados
en un recipiente circular de Lucite perforado colocado en una plataforma gira-
toria, y se administré una dnica exposicién total de 500 r.

Técnica de la camara de difusién.

Los detalles de esta técnica han sido descriptos anteriormente (14). Apro-
ximadamente de 1 a 2 x 107 células esplénicas dadoras suspendidas en solucién
estéril Tyrode y de 2 a 6 x 106 glgbulos rojos de oveja fueron colocados dentro
de camaras de difusién de un compartimiento (0.1 i porosidad). Las cdmaras de
control negativas contenian solamente células espi‘énicas. Las camaras de difu-
sién se implantaron intraperitonealmente (i.p.) en receptores irradiados dentro
de las 3 horas después del tratamiento radiactivo.

Autorradiografia.

H37Tde Schwarz Bio-Research, Inc., con una actividad especifica de 1.9 ¢
0.36 C/mmole y una concentracién de 1 me/ml, fué usada como marcador del
nicleo celular 66, 17) para seguir la proliferacién de células esplénicas durante
el cultivo. Las células esplénicas fueron marcadas con H3T inyectando a los
receptores portadores de camaras de difusién conteniendo células esplénicas.
Generalmente se administraron i.p. dos dosis de 5 6 10uc de H3T dentro de
una hora. Las células esplénicas fueron sacadas una hora después de la dltima
inyeccién y se preparb una suspensién celular. Se efectuaron autorradiografias
con los extendidos de células de camaras de cultivo recuperadas a intervalos
distintos comenzando una hora después de la implantacién. El método empleado
fué el de Gude et al. (18) usando emulsiones Kodak Nuclear Track NTB, NTB-2

y NTB-3. Las autorradiografias fueron coloreadas con Giemsa.

Titulaciones de anticuerpos y recuentos diferenciales de células.

Se realizaron titulaciones de aglutinina en muestras de fliido de cdmara de
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cultivo (de 5 a 10 por dia) empleando el método previamente descripto (19). Las
titulaciones son expresadas como logy de la reciproca de las mas altas dilu-
ciones de muestras que dan apenas una aglutinacién macroscépicamente visible.
El contaje diferencial de células fué basado en la examinacién de 1000 a 2000
células libres por intervalo de tiempo. Estas células fueron agrupadas de acuerdo
con la hematoYogia clasica y la nomenclatura sugerida por una comisién presi-
dida por Fagraeus (20). Las célulus identificadas fueron las siguientes: célu-
las reticulares, células blasticas, células plasmaticas inmaduras (grandes) y
maduras (pequeias), linfocitos inmaduros (grandes, medianos)y maduros (peque-
fios), granulocitos inmaduros y maduros, normoblastos (poli-, baso-), histioci-
tos y fagocitos. El total de células libres nucleadas por cdmara fué determinado
segin descripcién anterior (14). El nfimero de células de un tipo especifico
por camara fué estimado multiplicando el contaje diferencial de células por el
total de células libres nucleadas por cdwmara. El nimero de células marcadas
con H3T por 1000 células nucleadas de cada tipo fué determinado a intervalos
de mas o menos 12 horas después de la marcacién-pulso y el nimero de células
especificas marcadas con H3T por cdmara fué estimado multiplicando esta fre-
cuencia por el total de células libres nucleadas por cémara. El tiempo de dupli-
cacién promedio (Tj3) fué estimado determinando el tiempo promedio requerido
para el nimero de células marcadas con H2T de un tipo especifico por cémara
para aumentar al doble después de la marcacién—pulso. La frecuencia de mito-

sis fué basada en el examen de 1000 células por cimara y una o dos camaras
por intervalo de tiempo.

RESULTADOS

Como fuera demostrado previamente (14), el nimero de células nucleadas
por cAmara decrecid precipitadamente durante las primeras 48 horas después de
cultivo, en presencia o ausencia del antigeno. De esta manera, se recuperaron
més o menos 2.3 x 106 células de las 12 x 106 originales (mas o menos 20%) en
el segundo dia Durante el periodo subsiguiente de 24 horas el rimero de célu-
las decreci$ ain més, a mas o menos 1.5 x 106, Después, desde el dia 3 al dia
10, la poblacién de célu hs permaneci relativamente constante. Esto significa
que, si las células estaban proliferando, el promedio de crecimiento debe ser
igual al promedio de mortalidad durante este periodo. Por lo tanto, se trat) de
calcular el tiempo de duplicacién promedio de células nucleadas (Tg) durante las
fases latente tardia y logaritmica temprana. Esto se realizé estimando el aumento
en el nimero de células marcadas con H3T por camera dentro de las 36 horas
de la inyeccién-pulso de H3T. Segin se muestra en la figura 1, el Ty de las
células esplénicas en ausencia de estimulo antigénico es de 24 horas. De esta
manera la vida media promedio (T’) durante este periodo también puede esti-
marse en 24 horas. En contraste, el Ty, y por consiguiente el T}, de las célu-,
las esplénicas es de mas o menos 14 horas después del estimulo antigénico.

En un estado de equilibrio dindmico, una disminucién del 60% en Ty de la
poblacién total después del estimulo antigénico indica que las células estimula-
das por el antigeno estan proliferando preferencialmente con un Ty caracteristi-
camente corto. Por consiguiente, se realizaron estudios para estimar el niimero
de células de tipos especificos por cdmara durante los primeros 6 dias después
del cultivo.

Ya han sido presentados (14) los cambios celulares que ocurren durante los
primeros 3 dfas, y acd pondremos énfasis en los cambios celulares que tengan
lugar desde el dia 3 hasta el dia 6 (figura 2 y 3). En la ausencia de estimulo
antigénico, el nGmero de células reticulo-blasticas permanecio relativa-
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Figura 1. Estimacién del tiempo de duplicacién de células nucleadas pulso-marcadas.
0, Control;GO, Experimental; t , Tiempo de la inyeccién de HST.
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mente constante durante este periodo, y variando desde 2.3 x 104 a 4.1 x 104.
En contraste, después del estimulo antigénico estas células aumentaron de un
minimo de 5.0 x 10% en el dia 2 a un maximo de 1.4 x 105 en el dia 4 antes de
disminuir ligeramente a 1.0 x 105 y 9.7 x 10% en los dias 5y 6 respectivamente.
De esta manera, se produjo un aumento mas o menos cuadruple en el dia 4 en el
nimero de células reticu{o-blésticas en el grupo experimental en relacién con
las del grupo cortrol. El namero de células plasmaticas inmaduras y maduras
en ausencia de estimulo antigénico también permanecié relativamente constante.
variando desde 3.0 x 104 a 7.0 x 104. Después del estimulo antigénico estas
células aumentaron de un minimo de 6.5 x 10% en el dia 2 a un maximo de
2.8x 105 en el dia 5y 2.6 x 105 en el dia 6. En el dia 5 se produjo un aumentq
mis o menos cuadruple en el nimero de estas células en el grupo experimentai
en relacién con las del grupo control, similar al de las células reticulo-blasticas
en el dia 4. El nimero de linfocitos inmaduros y maduros, en ausencia de esti-
mulo antigénico, permaneci$ relativamente constante, variando desde 1.0 x 106
a 1.2 x 106. Después del estimulo antigénico disminuyé gradualmente de
1.0 x 106 en el dia 3 a 4.3 x 105 en el dia 6. Una disminucién de un poco mis
del doble fué registrada en el dia 6 al comparar el grupo experimental con el
grupo de control. El nimero de histiocitos y fagocitos en ausencia de estimulo
antigénico permaneci6 relativamente constante, variando desde 8.9 x 104 a
1.3 x 105. Después del estimulo antigénico el niimero aumenté ligeramente de
1.9x 105 en el dia 3 a 4.2 x 105 en el dia 6. En el dia 6 se produjo un aumento
mas o 'menos triple en el nimero de estas células en el grupo experimental en
relacién con las del grupo de control. No es de extrafiar que haya un niimero
relativamente mayor de histiocitos y fagocitos en la {ase latente primaria y nue-
vamente en la fase logaritmica siguiendo la exposicién de células esplénicas a
particulas antigénicas. Durante la fase latente primaria la actividad fagocitica
es alta debido a la presencia de particulas antigénicas y en la fase logaritmica
debido a la pérdida principalmente de linfocitos. FEIl nimero de granulocitos
inmaduros y maduros en ausencia de estimulo antigénico, permanecié relativa-
mente constante, variando desde 1.2 x 105 a 1.8 x 105: Después del estimulo
antigénico, estas células aumentaron de un minimo de 3.9 x 104 en el dia 2 a
un méximo de 2.6 x 105 en el dia 6. De esta manera podemos ver que el nimero
de estas células disminuy$ mis o menos cuatro veces en 2 dias después del
estimulo antigénico antes de aumentar al valor de control en los dias 5 y 6.
Un ritmo de cambio comparable fué también observado con los normoblastos,
aunque el nimero de muestras fué relativamente pequedo. Fstos resultados
muestran que d}lr':mte las fases latente tardia y logaritmica después de la esti-
mulacién antigénica las células retfculo-blasticas y plasmaticas estén signifi-

cativamente en aumento. Kste aumento es asociado con la aparicién de anti-
cuerpo en el fliido de la cdmara.

Mas evidencia de la proliferacion preferencial de células con un Ty corto
durante este periodo puede ser obtenida estimando el néimero de células mitéti-
cas por camara. Nuestros hallazgos estan resumidos en la figura 4. El nimero
de células mitdticas en ausencia de estimalo antigénico permaneciérelativamente
constante variandc de 3.3 x 104 a 5.3 x 104 durante el periodo desde los dias
2 a 6. La proporcién de células mitéticas en el dia y comparadas con el dia 2
(indice A) fué de 1.6. Después de la estimulacién antigénica el nimero de estas
células aument$ de 7.0 x 10%en el dia 2 a 2.1 x 105 en el dia 6, con un indice A
de 3.0. En vista del nimero pequefio de muestras, se calcul$ la proporcién de
la suma de células mitéticas deqlos dias 2 a 6 entre los grupos experimental y
de control (indice B). Esty razén fué de 3.04. Para determinar si la frecuencia
mitética es un reflcjo de las células totales, las células reticulo-blasticas- plas
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maticas (RBP), o las células inmaduras noRBP, se emplearon similarmente los
indices A y B. Los resultados (Tabla I) muestran que elpcambio en la frecuencia
de las células mitsticas después de estimulo antigénico es mis un reflejo de las
células BBP que de las células totales inmaduras o células inmaduras noRBP.

Estos resultados indican claramente que estamos tratando con un sistema
en el cual las céiulas estan proliferando y se estdn diferenciando después de
estimulo antigénico, en otras palabras, un sistema unidireccional de corriente
anterégrada compuesto de series de -compartimientos celulares. Esto significa
que tenemos por lo menos dos variables con respecto a un compartimiento celular
interme dio, las tasas de entrada y salida. Si asumimos que las células en tal
compartimiento pueden tener un tiempo de generacién variable (TG) debido a que
el periodo de la sintesis de (S) DNA o perfodo postmitético (Gl) puede variar,
entonces nes encontramos con por lo menos tres variables. Para tener una mejor
visién de este dltimo problema, decidimos determinar si la razén, S:TG, de célu-
las que se dividen puede variar después de estimulo antigénico. En un sistema
cerrado, como por ejemplo el de cdmaras de difusién, pensamos que esta razén
puede ser aproximada determinando la frecuencia de un tipo celular dado marcado
dentro de la hora después de una pulso-inyeccién de H3T. La marcacién-pulso
se llevs a cabo en los dias 2, 4 y6. La frecuencia de células pulso-marcadas
eptre las células reticulo-blasticas, normoblastos, granulecites inmaduros e
histiocitos no fué alterada significativamente, por el estimulo antigénico, o sea
que las frecuencias (marcadas/total) de los grupos experimental y de control
entre estas células fué de 40/45 y 28/30, 10/16 y 11/15, 23/29 y 11/15y
17/49 y 19/54, respectivamente, y la suma de las frecuencias de los grupos expe-
rimental y de control fué de 68/75 (91%), 21/31 (68%), 31/44 (77%) y 36/100 (36%),
respectivamente. Analizando adn mds se mostré que la diferencia enla frecuencia
de normoblastos pulso-marcados y de granulocitos inmaduros no fué significativa,
siendo la suma de 55/75 (73%). Por otra parte, la frecuencia de células pulso-
marcadas en las células plasméticas inmaduras y linfocitos inmaduros aumentd
después de estimulo antigénico, o sea que, las frecuencias en los grupos experi-
mentales y de contral de estas células fueron de 15/20 (75%) y 15/31 (48%), y
10/24 (42%) y 14/56 (25%), respectivamente, Existen dos alternativas para expli-
car esta diferencia entre los grupos experimental y de control de las células plas-
maticas inmaduras y de linfocitos inmaduros: o el periodo S es aumentado des-
pués del estimulo antigénico, con TG constante, o disminuye el TG después del
estimulo antigénico con el periodo S constante. Actualmente no hay informacién
disponible para resolver este problema. De todas maneras, estos resultados apo-
yan decididamente la idea de que hay por lo menos ires variables al tratar con un
compartimiento intermedio celular en linfocito y plasmacitopoyesis, por ejemplo,
tasa de entrada y salida y ciclo celular. Ademaés, los resultados nos permiten
estimar el niamero de célu{as pulso-marcadas por ciAmara 1 hora después ge la in-
yeccion de H3T en los dias 2, 4 y 6. Como se muestra en la figura 5, fué detec-
tado un cambio de més del doble en comparacién con los valores de control sola-
mente entre los compartimientos de células reticulo-blasticas y células plasma-
ticas inmaduras. El aumento mayor fué registrado en el dia 4 en el primer grupo
y en el dia 6 en el segundo grupo.

Datos obtenidos sobre el Ty de células totales por camara, el nimero de
células de diferentes tipos, el namero de células mitéticas y el nimero de célu-
las pulso-marcadas una iora después de inyeccion de H3T ‘sugeriria que, al té€rmi
no de la fase latente y fase logaritmica temprana,

a) la tasa de salida de células en el compartimiento primario es mas rapida
que en el grupo control;
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TABLA I
Relacién entre el nimero de células mitoticas por camara y el nimero de
células reticulares, blgsticas y plasmdticas (RBP) por cdmara

Tipos Celulares
Indices®
Mitotico RBP Total No REP
Inmaduro Inmaduro
AExperimental 3.0 391 0.5 0.3
Control 1.6 1.6 0.3 02
B 3.4 3.09 1.42 1.15..

oA = N2 de células por camara en el dia 6

N2 de células por camara en el dia 2

Células totales, experimental (suma de muestras

B desde el dia 2 hasta el dia 6)

Células totales, control (suma de muestras desde
el dia 2 hasta el dia 6)

16 ] A Células reticu-| B Células plasms| C Linfocitos {nma-
lares blastijcas cas inmaduras duros

84 4

4 -

16{ D Histiocitos < E Granulocitos { F Normoblastos
inmaduros

124 i o

Células marcadas por cgmara (x 1074)
» [«
1

[=]

2 4 6 2 4 6 2 4 6 2 4.6 24 6 246
Tiempo de cultive (Dias)

Figura §, Células marcadas con H3T por camara 1 hr. después de la inyeccién de H3T
g Control; @, Experimental.
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b) el Ty de células plasmiticas y linfocitos es méas corto en el grupo expe-
rimental que en el grupo control;

c) el Ty de células incompetentes es aproximadamente el mismo.

Para probar esto, una sola inyeccién pulso de H3T fué dada en el dia 4 y la
tasa de cambio en el nimero de células blisticas marcadas con H3T, células
plasmaticas, linfocitos e histiocitos-normoblastos-granulocitos por camara fué
estimado durante 30 horas después de la inyeccién. Los resultados se muestran
en la figura 6. Las células blasticas pulso-marcadas disminuyeron con un T
de mas o menos 12 horas después de la inyeccién de antigeno y mas o menos 38
horas en la ausencia de estimulo antigénico. Las células plasméticas pulso-mar-
cadas y los linfocitos aumentaron con un Ty de mas o menos 7 horas después
de la inyeccién del antigeno y mas o menos 16 horas en la ausencia de estimulo
antigénico. Histiocitos, normoblastos y granulocitos pulso-marcados aumentaron
con un Ty de mas o menos 17 horas después de estimulo antigénico y mas o
menos 18 31oras en ausencia del mismo. De esta manera estos resultados apoyan
nuestra afirmacién que las células blasticas que presumiblemente dan origen a
varios tipos de células sanguineas definidas estan dejando su compartimiento
muy ripidamente después del estimulo antigénico. El hecho de que el niémero
de células blasticas no decrecié en proporcién durante este intervalo indica
que la tasa de entrada en este compartimiento es también muy rdpida., Ademas,
es aparente que la mayoria de las células blasticas estan entrando en el compar-
timiento de células plasmaticas-linfocitos. Debido a que el Ty de las células
incompetentes no es afectado por el estimulo antigénico en este momento, pode-
mos ademés concluir que el Ty de células totales nucleadas en la cdmara es un
reflejo del Ty de las células plasmiticas y linfocitos y del T% de las células
blasticas.

En vista de estos resultados, se hicieron calculos del Ty de las células
linfoideas durante las fases latente y logaritmica cuando el niimero total de célu-
las por camara permanecib relativamente constante. Como células linfoideas se
consideraron los reticulocitos, células blasticas y células plasmiticas maduras
e inmaduras y linfocitos. En este estudio, los calculos del nimero de células
linfoideas marcadas con H3T por camara fueron basados en el nimero de células
linfoideas marcadas con H3T por 1000 células linfoideas. Tal como se ve en
la figura 7, el Ty de las células linfoideas después de la inyeccién de antigeno
decrecié mas o menos el doble durante este perjodo desde mis o menos 30 horas
en ausencia de h inyeccién de antigeno a mas o menos 14 horas después de la
inyeccién del mismo.

DISCUSION

Los datos voluminosos acumulados durante los dltimos 15 afios sobre el me-
canismo de la formacién de anticuerpos indican claramente que los acontecimien-
tos celulares que ocurren despues del estimulo antigénico son caracteristicos
de un sistema ge flujo unidireccional ¢ anpuesto de una serie de compartimientos
celulares. Recientemente propusimos un modelo en el cual existen en sucesién
dos compartimientos celulares potencialmente competentes y cuatro compartimien-
tos celulares competentes (21{ En este modelo, el tamafio del compartimiento

rimario en cualquier momento dado es una funcién de la tasa de salida y del TG
Se las células, los compartimientos intermedios una funcién de las tasas de
entrada y salida y del TG de las células, y el compartimiento terminal una fun-
cién de {a tasa de entrada y del T% de las células. Es evidente, entonces, que
el T, de las células en cualquier compartimiento dado es una funcién de estas

variables y no es necesariamente indicativo del TG. En vista de estas conside-
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raciones, nosotros creemos que la informacién sobre la dindmica celular usando
animales intactos podria estar sujeta a reservas, pues durante la etapa de proli-
feracién de células linfoideas después de una estimulacién antigénica no existe
necesariamente urn estado de equilibrio dinAmico con respecto a los érganos lin-
faticos y la circulacién. Hemos usado el método de cultivo in vivo y sus modifi-
caciones (22) durante los {ltimos afios.

Los resultados aqui presentados demuestran que cuandv las células espléni-
cas son cultivadas en cdmaras de difusién con porosidad de 0.1 —p, existe un
estado de equilibrio dindmico entre los dias 3 y 10 sin tomar en cuenta si las
células fueron o no estimuladas con un antigeno. La titulacién para el anticuerpo
en el fliido de la cdmara mostré que la fase latente se extiende durante mas o
menos 4 dias y la fase logaritmica por mas o menos 3 dias. En vista de estas
observaciones y del hecho de que uno de los acontecimientos celulares més inte-
resantes esti ocurriendo durante la transicion de la fase latente a logaritmica
hemos limitado nuestros estudios en este informe a este periodo. Inicialmente
encontramos que durante este periodo el Ty de las células totales nucleadas, y
por lo tanto el TY%, es de mas o menos 24 horas sin estimulo antigénico, pero
después del estimulo antigénico disminuyeron significativamente a mds o menos
14 horas. Posteriormente se obtuvieron pruebas que indicaban que esta disminu-
cién en Ty de la poblacién total después del estimulo antigénico es un reflejo de
las células linfoideas, o sea que el Ty de las células linfoideas es mis o menos
14 horas después de estimulacién antigénica. Sin embargo, en ausencia de la
estimulacién antigénica, el Tode las células linfoideas fué de mds o menos 30 ho-
ras en contraste con el de la poblacién total, que es de mas o menos 24 horas.
Esta diferencia es debida al Ty de células linfoideas que se estim$ en méds o
menos 18 horas. EI Ty de estas células no fué afectado por el antigeno.

Analizando adn més los datos encontramos que entre las células linfoideas
las células reticulo-blasticas y las células pcllasméticas eran principalmente
responsables de este crecimiento selectivo durante este perfodo después de la
estimulaci6n antigénica. Por ejemplo, la comparacién del nimero de células por
camara con y sin estimulacién antigénica demostr$ que un aumento mAximo cua-
druple en estas céluias fué registrado en los dias 4 y 5, respectivamente. Tal
relacién mostré también estar directamente correlacionada con la del niimero de
células mitéticas por camara durante este periodo.

Célculos preliminares de la relacién S:TG, de células capaces de sintetizar
ADN se hicieron determinando la frecuencia de células marcadas una hora des-
pués de una sola inyeccién de H3T. Tal como se esperaba, no hemos detectado
células plasm4ticas maduras pulso-marcadas, ni linfocitos ni granulocitos. Entre
las ¢élulas inmaduras linfoideas la frecuencia de células reticulo-blasticas mar-
cadas no fué afectada por el estimulo antigénico. De 75 de estas células, 68
fueron marcadas. FEl TG de células blisticas de rata ha sid o estimado por
Schooley (1) y confirmado por Nossal y Makela (2) y es de mas o menos 12 horas
Si el TG de estas células fuera también de m4s o menos 12 horas, esto indicaria
que el periodo S es de mas o menos 11 horas. Asi, si el periodo de mitosis (M)
es de mas o menos una hora, entonces el ciclo celular de estas células involucra
solamente los period as S y M, como es cierto en bacterias en el periodo de creci-
miento. La frecuencia de linfocitos inmaduros pulso-marcados 'y de células plas-
maticas aumenté significativamente después del estimulo antigénico. En ausencia
del estimulo antigénico, 14 de 56 y 15 de 31, respectivamente, fueron marcados,
pero después del estimulo antigénico 10 de 24 y 15 de 20, respectivamente, fue-
ron marcados. Si este tamafio de muestra fuera adecuado, este resultado indica-
ria que el periodoS o el TG o ambos fueron afectados por el antigeno. En el iltimo caso,
el periodo Gl es acortado significativamente. En este respecto, Monesi (23)
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ha informado («l;ue el periodo S de espermatogonia puede variar de 7 a 14.5 horas,
dependiendo de los tipos y de la generacién del tipo.

De acuerdo con el modelo de flujo unidireccional, tal como fuera reciente-
mente elaborado por Lajtha et al. (24) para células de médula ésea, el tamaiio del
compartimiento primario después de un estimulo antigénico, disminuye, siendo
esta disminucién en parte una funcién de la dosis de antigeno. Los comparti-
mientos subsiguientes deberian aumentar y disminuir sucesivamente. Para probar
esto, se siguié la trayectoria de células pulso-marcadas a intervalos cartos du-
rante mds o menos un dia durante la fase logaritmica latente de transicién.
Entre las células linfoides encontramos que el niimero de células blasticas dis-
minuia con un T% de mas o menos 12 horas después del estimulo antigénico y
mas o menos 38 horas en ausencia de éste. Aqui existe pues un ejemplo de célu-
las con un TG aparentemente muy corto cuyas células hijas estin dejando su
compartimiento con un ritmo muy rapido en este momento después de una estimu-
lacién antigénica, por gjemplo, tres de cada cuatro célulasblasticas estandejando
el compartimiento entre los dias 4 y 5. El tamafio del compartimiento durante
este intervalo, sin embargo, ha decrecido solamente alrededor del 25%, indicando
que por cada tres células que dejan el compartimiento hay dos células que estan
entrando en él. Deberia ser recalcado acd que no consideramos que las células
en el compartimiento primario deban ser necesariamente células blisticas. Es
decir, pueden ser células reticulares. Nuestra evidencia, sin embargo, no apoya
la idea de que linfocitos dediferenciados pueden funcionar como compartimiento
primario. Nuestras muestras de la poblacién total de células reticulares no fue-
ron adecuadas pues, como se recalca en un articulo siguiente (14), nuestro método
Yermite un muestreo adecuado solamente de células libres de los contenidos de
as cAmaras. Al mismo tiempo que la cantidad de células blasticas pulso-marca-
das por camara estaba disminuyendo, el niimero de células plasmdticas pulso-mar-
cadas y linfocites por cdmara estaba aumentando con un Ty de mas o menos 7 ho-
ras después de estimulo antigénico y de mis o menos 16 horas en ausencia de
éste. Estos resultados, por lo tanto, concuerdan con el modelo de flujo unidirec-
cional.

Finalmente, los datos presentados por Nossal y Makela (2) sobre las células
blasticas no concuerdan con este modelo si asumimos que la reutilizacién de H3T
no es significativa. Ellos observaron que cuando a las ratas inmunizadas cuatro
semanas antes se les aplicaba una dnica inyeccién de H3T, 2 horas antes de una
segunda inyeccién de antigeno, pricticamente todas las células bldsticas fueron
marcadas durante por lo menos 6 dias. Se mostr$ que estas células tenfan un TG
de més o menos 12 horas y e lciclo celular no fué aparentemente interrumpido en
distintos momentos después del estimulo antigénico como hemos encontrado noso
tros. El nimero de células blsticas marcadas con H3T por par de nédulos linfati-
cos aument$ mas o menos 50 veces durante las primeras 72horas y disminuyé mas
o menos un dia el nimero de células marcadas con H3T, aument$ aproximadamente
100 veces durante las primeras 96 horas y luego disminuyé méds o menos 10 veces
durante las 53 horas subsiguientes. Asumiendo que la reutilizacién de H3T no es
un factor significativoy que el ciclo celular no es interrumpido significativamente,
100% de la progenie de células pulso-marcadas con un TG de mas o menos 12 horas
pueden ser marcadas después de 6 dias, siempre que estas células estén en un
sistema cerrado y sean células nodiferenciadas. Si es asi, por cada grano detectado por
célula progenitora alfin de 6 dias, deberia haber 4 x 103 granos equivalentes por célula
pulso-marcada. inicialmente. La marcacién en un cien por cien es también posible en un
sistema diferenciado pero con la siguiente condicién. Si estas células estaban
en un compartimiento primario, entonces la tasa de salida durante por lo menos 3
dias debe aproximarse a cero. Esto puede explicar el aumento de 50 veces en el niimero
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de células marcadas con H3T en este compartimiento. Si fuera asi, las células
plasméticas no estan en los compartimientos subsignientes pues si no.sus tasas
de salida deberfan también aproximarse a cero. Si estas células estuvieran en un
compartimiento intermedio, las tasas de entrada y salida de este compartimiento
deben aproximarse a cero. Por consiguiente, las tasas de entrada y salida de
compartimientoa intgrmedios subsiguientes deben también aproximarse a cero y
por lo tanto no se d&berfa detectar ningéin aumento en el nimero de células ter-
minales marcadas con H3T durante por lo menos 3 dias. En vista de estas consi-
deraciones, la explicacién mas probable es que la reutilizacién es unfactor impor-
tante en su método cuando sus recuentos de granos sajustados, por célula son de

< 10.

RESUMEN

El desarrollo celular fué seguido durante las fases latente y logaritmica de
la respuesta primaria de anticuerpo por medio del cultivo de células esplénicas
en camaras de difusién de 0.1 p de porosidad.

Los resultados muestran que la disminucién en el Ty de las células totales
y el aumento en el nimero de células mitéticas después del estimulo antigénico
son principalmente reflejos de actividades proliferativas de células blasticas y
plasmiticas. Calculos estimativos de la relacién, S: TG, indican que después
de la estimulacién antigénica fué detectado un aumento significativo solamente
entre las células inmaduras plasmaticas y linfocitos. Esto inglilcaria e el periodo
S es prolongado o que disminuyé el TG. También fué de interés el heche de que
la relacién para las células reticulo-blasticas era de 0.9 (68/75). Esto indicaria
que el perfodo Gl de estas células es muy corto. Estos resultados indican que
uno se confronta con al menos tres variables al considerar un compartimiento
celular intermedio de un proceso de diferenciacién en una respuesta inmune, o
sea el ciclo celular variable dependiente del estimulo y las tasas de salida y
entrada. Tomando en consideracién el tamafio del compartimiento celular, el Ty,
TY y S:TG de cada compartimiento celular, podemos concluir que las células
terminales plasmaticas son el estado final de diferenciacién de células reticulo-
blasticas, sugiriz ndo que si otras células somaticas finicas pueden dar origen a
células plasmaiticas terminales, lo deben hacer alimentandose en el comparti-
miento celular primario.






