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I.~ RESUMEN

La existencia de una proteina denaminada factor de embara-
zo temprane (FET) brinda la posibilidad de hacer diagnds-
tico de gessacion a partir de las 24 hrs post-fecundacifn
en el humano, el ratdn y en algunos animales domésticos,
en los cuales es de interés para estudios ce fertilidad vy
reproduccion.

En 2l presente trabajo se utilizd el modelo experimental
del ratdn para tratar de detectar a un posible factor de
embarazo ‘temprano en suero de hembras gestantes. Se
empled la especie Mus musculus cepa BALB/c.

Mediante la prueba de inhibicibn de resetzs indupidas se
pudo determinar una diferencia estadisticamente no signi-
Ficativa enire el nimero de rosetas formadas con los
linfocitos de bazo de ratones machos incub=sdos tanto con
suero normal de ratones machos como de rataones hembras vy
gl plmero ce rusetas formadas con linfoecisos incubados
con suero anti-timocitos (GAT) (0.05 < P <015,

Asimismo, se pudo comprobar una diferencia entre el
nimero de rosetas formadas con los linfoci<os incubados
con suero de rataones hembras de 24 hra y 7 zias de gesta-
cibn y el ndmero de rosetas formadas con  linfocitaos
incubados con suero anti-timocitos, siendo esiadisticamen-
te significativa (0.01 <P <0.025).

£sta prueba zambién fue aplicada a muestrzs de sueros

humanos vy a gonadotropina coribdnica humana (H5C) comercial.



En los sueros de varones se obtuvieron valores de iphibi-
cién de rosetas similares s los encontrados por SAT,
mientras que en los sueros de mujerea en el ler. trimestre
de embarazo se evidencif una inhibicibn de rosetas campa-
rable a la encontrads con el suerg de ratones hembras

gestantes.
Con la HGC comercial sdloc se logrd observar una tendencisa
a aumentar la inhibicidbn de rosetas a medidas gue se

aumentaron lgs concentraciones de esta hormona,

Asi, fue posible desarrollar una técnica cualitativa de
inhibicion de rosetas tantw en un siatema autdlogo como

en uno heterdlogo.



II.- INTRODUCCION.

Dados los propbsitos del trabajs de detectsr ls sctividad
"inmunomodulsdora" del factor de embaraza temprana (FET)
en el sueroc de hembras gestantes, se hace mencibn de los
aspectos que s& han considerado mas relevantes en rela-
cibn con la inmunidad en el embarazo.

8) Relscianes msdre-Ffeto.

Uno de lops enigmas de la inmunologia reproductive es ls
sobrevivencis del feto en las distintas especies de
mamiferos, los cuales presentan fertilizacifin interna vy
viviparidad (1).

¢l embsrazo implica la coexistencia de dos organismos
durante el periodo de gestacibn (2) y a pesar de que el
feto hereas ant{genos de Histocompatibilidad paternos vy
esto lo coanstituye como un aloinjerte pars 1s madre,
narmglmente el proeceso de rechazo no  ocurre  (3,4),
logranaco sobrevivir el periodn de gestacibn intrauterina
(5).

Asi pues, en todas las especies no consanguineas la ges-
tacldn =s un hecho que parece transgredir las leyes del
transplante y aungue el proceso del parto es muy semejan-
te al rechazn inmunitsrio, actualmente no hay pruebas de
que el nscimiento sea una consecuencia de la terminacifn
de la tolerancia inmunolégica entre feta y madre (6).

Medawar en 1953 enfacd su atencidn haeia 1a paradoja
inmunnlégica del embaraza proponiendoe posibles teoriss
para tratar de explicar la sobrevivencia del feto: 3) no
existe un reconocimiento materno hacia el feto, b) 1=
carencis de inmunogenecldsd de ls plscenta y del feto,
¢) un mecanismo de aumento en la respuesta inmune humoral
y d) 13 presencia de uns inmunosupreslibn materna. Hs

sido descartada la posibiligad de considerar sl ltero



como un sitio privilegiado inmunolégicamente (7).

Al principio del embsraze el embrién se implants en ls
pared del dtero en unma zopa llamada decidua, progresivs-
mente los tejidos embrionariaos pertenecientes a la
futuras placenta invaden a la deciduz materns y se ciferen
cian en citotronfoblssto la cspa Llnterna y sincitinirefo-
blasto la caps externa, esta {ltims desarrolls vellasi-
gades que stascan a la mucosa uterina vy tambifén sumentan
considerablemente 1la superficie de contactn entre el
feto y la sangre materna; hacia 1a quints semsna 0ae
gestacidn 1z placenta en formacibn es invadics por vasos
sanguinens procedentes del corddn umbilicsl cel feteo
(8,9) hacia l3s dieciocho semanas hs slesnzazon sug forms
madurs, aunque su expsnsian circunferencisl centi--

nda hasta $érmino (7).

£l tejido +trofoblistico sirve como barrers anstomics
entre los tejicos maternos y fetales, constituyenco un
defensa contra 1a =zloinmunidsa asntifetsl wmsterns; vy
pessr de que el feto y la madre estén burdamente SEQSTS-
dos, duranie la gestacién pueden pasar célulass 3l lgusl
que sustancias solubles a través de lz placents en smbss
direcciones, 1o cusl establece condiciones scecuszoss

paras gue los antigénas fetales sensibilicen 3 ls madre
(6).

Sin embargo, lss placentas de rathHn y de humano tienen
considerable capacidad selectivs psrs absorber anticuer-
pos antifetn, permitiendn s 1s vez el paso de anticuerpos
(Ig8) con oiras especificidades diferentes de éste

(1, 0.

También Bardawill & Toy han mostrado que uns ceps fibri-
noide rodes completamente al sincitiotrofoblasto, mien-
tras que Broadbury y cels. han nemustrédo gque ests capa
consiste de sisloproteinss altamente sulfatadas, las



cuales podrian repeler electrostdticamente a los linfo-
cites maternas csrgadeos negativamente (7, 11).

Asi, el feto es protegido por una harrera parcial y se-
lectiva; el accesso de sntigencs fetsles haciz la madre
es alto pero no tntalhente preveniago, mientras que 1a
ranagferencis de anticuerpos anti-fete es bloqueads
selectivamente y cuslguier céluls maternz que entrs a
ls circulscion fetal puede ser incapacitada (1), por lo
que el concepto de la'placenta comg barrers mecénics no
parece sostenible (8).

Se hs suscitado debste en torno 3 13 placents, ys que
se le considers una barrers carente de antigenecidad,
Uns  veroasdera muralla inmdnolﬁgics en laz interfase
feto-madre; para su efecto, 13 placents de origen
erorionaria no deberiz poseer antigencs de histocompa-
tibilidad caracteristicos del fete vy susceptibles de

ser reconocidos como extrafios por el orgsnismo materno

(8.

Zn el ratdn, las células glgantes del trofoblasto
EXPTES 3N antigeﬁus no CMH, mientras gue slgunos inves-
tigaoores infieren ls presencia ce antigenos CMH en el
espongintrofoblasto y otros encuentran su expresidn sao-
bre el irofablasto que recubre los sinusoides lsberinti-
cos; &n 13 placents humsna los sntigenos CMH (HLA-A, B,
L) estén ausenies del trofoblssto velloso y del corian
extraplacental asunque posiblemente estin expresados
débilmente sobre el trofoblasto ne vellosa, el antigeno
Is tzmbién esti ausente, sungue un3s pocas células Ia+
se encuentran deniro del estroms ce la placenta tardis
(1},

¢l grupe inglés de Peter Johnson en Liverpocl admite ls
presencis de antigenos no CMH en lés paries exbternas de

la placenta_humaQSiy lds‘éntigends;iigsdus]aljsexn (HY}_i
csracterfsticos - de los tejidos masculinas, capsces de -



producir rech3azo de injerts estin presentes igualmente
a este nivel, por lo que la teoria de uns barrers
neutra formsds por ls placents es dificil de sostener
en la presencis de lns szntigenas mensres de histocompa-

tibilidad y de sexo (8).

La expreslbn ce los sznt{genos de transplsnte scobre los
trofablastos =zl parecer depende de las diversss etapss
de gestacibn, mediante estudios sernlbgicos y oe trans-
plsnte se ha demostrado gque los santigenos HZ  estdn
expresados débilmente en el trofoblassta murino en etaps
temprans mientras que se hsn epcontraco csnticsoes
conslderables en las {ltimas etspas ce geszscibn (&).

Hacia la preimplantscibn los embriones de ratdn llevan
antigennos de wvarios tipes incluyendo autnzniigenas
ovaricos residusles vy otros santigenos restrinoidos s
los embriones tempranos (T-t) vy 35 célulss de ciertas
lineas tumorzles, siendo uno de ellos el antigeno ters-
tocarcinomas que aparece en el estacioc de segmentscibn,
mbrula y blastocisto v estd ausente en los estsgics $3r

dios ().

Los antigenos menores de histocompatibilicad hsn side
demostrados sohre 1a superficie del trofectodermo en ci
gotos de 4-8 células, 1z mbrula y el hlastecisto tempranc
murinas por msarcado de inmunoperoxicssa, por lo gue ls
tearis de la no inmunogenecidso oel fets tampoco es

apayada (5),

burante un tiempo el {terno fue considerada comge un
sitio inmunolfgicamente privilegiadn, pero las eviden-
cias actusles indican que los exiremgs sferentes vy
eferentes de ls respuesta inmunitaris operan en el éres

de este Argsno reproductor.



La implantscibn de aloinjertos de tejido normal no
invansive en el (tero de una mujer no embarazada da por
resyltade un rechazo ripido semejante al de los injertas
cutdneos extrafios; y lz introducciéin en el Otera de
célulss epidérmicas, leucacitas o espermatozoides
slogénicos inmuniza a lz receptors dando comn consecuen-
cis 13 hipertrofia de los ganglios linféticos de drenaje
parasdrtico, asi como un estsdo de aloinmunidsd. Esta
sensibilizacidn intrauterina puedé conducir a una
respuesta secundaria cusndo hay un desafic local can ma_
terial tisular de 1a misma especificiosd antigénics
(6.

Al respecto, Beer & Billingham hsn demastiradn que 1la
presencia de la decidus en el (tero permite 1a implanta-
cibn vy prolonga la sobrevivencia de los injertos (8).

Agemis, la aloinmunizacién local en el ambiente uterino
tiene un efecto muy serio sobre la capacidsd reproducto-
ra posterior; en 1las humanas el peso de la placents vy
el neonsto sumentan cgon 13 paridad y estas ohservacilones
son congruentes ‘con un proceso de sensibilizacibn mater
na (12).

Par (ltimo, suon considersdos los mecanismas de inmunosu-
presion msterna especifica vy no especifica, los que
tienen mis aceptacibn.

Kallss & Dagg sugieren gue un "aumento" en la respuests
humoral puede ser operativo durante el embzrazo y esta
hipdtesis es sapoyada por las investigaclones de Hells-
trom y cols. gulenes mostrzron gue el suerz de ratones
hembras BALB/C emharazadss por machos C3H era capaz de
interacciovnar in vitro con células embrifnicas E3H pre-
viniendo su destruccian por linfocitos BALB/G presensi-
bilizados (5).



g£stos "anticuerpos blogueadaores® son caracteri{sticamente
IgG no fijadores de éomplementc y pueden funcilaonpar a
nivel periférico wuniéndose =a los antigenns fetales
blanen sobre 1ss superficies celulares y ocultindolos
de la atencibn de los linfocitos maternos efectores o
alosnticuerpos, o alternativamente muy pocas cantidades
de tales anticuerpos en asociscifn con antigens soluble
forman complejns y se unen 3 receptores sobre los
linfocitos potencizalmente reactivos evitande el iamuno-
reconocimients y reaspuesta, y fFacilitan 1a eliminscifn
de estas células mediante fagocitosis; los sniicuerpos
capsces de sumentar especificaments el crecimiento oge
tumgreg de cepss paternss en cepss maiernss hospederss

pueden ser eluidos de la placenta de ratén (1).

Rocklin y cols. encontraron gue lss abortsdoras crbnicas
carecian de esta IgG blogueante, la cusl sparecie en el
suerg durante subsecuentes embarzzos exitosos; vy ha
sido detectada en el suero de 80% de lss mujeres primi-

grividas entre las 16-24 semsnas de embarsza (7).

La disminucibn de la respuesta inmune oe l3 madre
durante el embarazo puede explicar psrcislmente ls
sthrevivenciz del feta como injerto (13). Exisie 1s
observacitn clinica de gue ciertos desfrdenes autoinmu-
nes parecen sumentsr durante el embsrazo y permiten uns
mayor susceptibilidad materna hacia ciertos %tipos ae
infecciones vy s&sumentan ciertos neoplasmas malignos
(14).

Asimismo, estudinos in vitrg con linfocitos maternos han
mostrade una disminucibn en su respuests a sloantigenas
y mitdgenos (15).

Una de las enfermedades gue comunmente es noteda durante

el embarszo es 1a sariritis reumatoide, que apsrece
durante el primer trimestre y desaparece & los dos



mesrs post-parto y es asocisds con la presencis de
"factores inmunosupresores” detectados en el suero de my
jeres embsrazadas (16),

Tamhién se ha demastrade £l efecto inmunorrequlador de
sustsncias proplas de embarazo sobre ls actividad de
las células "matural Killer" (NK) humanas, en donde el
liguido ampidotico es mis supresivo que el suero de
embarazo (17).

Ciertamente existe una ligera inmunecdepresion durante
gl embarazo, pero si el sistems inmupitario materno
gstuviera tan deprimido cemo parecen indicar las expe-
riencias realizadss in vitro, uns mujer embarszada debe
r{s sceptar cualguier tejidn extrafo o revelarse incapsz

de protegerse de una infeccian virica (8).

Se has propuesto gue la supresibn materns no especifica
es debloa a 1z influencia de hormonas las cusles tienen
un efecto local mis que sistémicao (8).

La mayori{a de sustancias especificas de embarazo can
propiedsdes i1nmunosupreseras se encuentran en el suero
n plasma e interfieren con lz funcibn de los 1linfocitos

in vitro o ia vive (1),

Varisas de estas sustanclss no son hormonsles (Gill and
Repettl,1879) y son de dos tipas: 042 globulinzs vy @ 1
globulinss; las DCZ globulinas son proteinas de peso
maleculsr alto, zlogunas de ellas slcanzan niveles altus
en el suero hacia el tercer trimestre y son conocidas
comn proteinas de zona de embarazn, proteina del plasms
sstciada al embaraze A, B y U v macrnglobulinas asociadsa
31 erbarazo. £7 lss mujeres estas proteinss probablemen-
te son producicas par los linfocitos de sangre periféri-
63 bajn estimulacion estrogénics; mientras que 1ss ﬁq
glebulinas son glicoprotieinas que apsrecen muy temprang

gn el embarszo v son indicsdores existosas de Aste,
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después aumentan su concentracifn vy hscia el parto sug
niveles disminuyen precipitadamente, aparentemente son

gintetizadas por tejidos mzsterno vy trofoblasto (1, 18).

La °<2 macreglobulina tiene efectos inhibitorios sobre el
MIF'y en respuestas linfoproliferativas hacia mitégenns vy
antigenns; la (31 glicoproteins ha seido repaortada can

capacidad pars suprimir respuestas a PHA"YS).

La gonadotropina coribnies humana (HGC) y el lactigeno
placental humano (LFPH) son glicoproteinss sintetizadas por
gl sincitiontrofoblasto; en la mujer embarazada 1z HGC
puede ser detectada tan temprano como a los 24 dias (diz 1
es el primer dis de menstruscidn) y origina un pico de 100
a 120 IU/ml de suero cercs ael dia 50, permanece en esia
concentracifn alrededsr de % dias y entonces baja s 5 6
35 IU/ml de suers y permsnece en esta conceniracian a
través del embarazo (19). Estudios realizades cbn exsiractos
comerclales de HGC de orins de embarazo sugieren un papel
inmunosupresor (20, 21), in vive la inyeccion de HGC cruda
disminuye 13 hipersensibilidszd retardada'a °FD en cobayos,
pero no inserfiere con el rechazo de injertos inirauterinos
de piel en ratas. La secrecitn de LPH se eleva progresivs-
mente a %ravés del embarsze y no hay evidenecias de que

posea un efecto inmunosupresaor (5).

La alfa fe+to proteina (AFP) es un componente normal del
liguido amnibttico vy suerp fetal en variss especies, en
humanos el nivel declina de 3 mg/ml en el cuarto mes de
gestacibn a menos oe 80 ug/ml a las seis semanas post-parto
por lo que, es una proteina del suero dominante en la vids
fetal temprana. Murgita & Tomasi mostraron un efecto
marcada de la AFP de ratdn para inhlbir respuestas blastogéni-
cas de células B s lipnpolisacfricos y 18s respuestas de las células T

* Factor inhibidor de la Migracidn de Macréfagos.

**Fitohemaglutinina.
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1l

PHE v ConA  tambi&én fueron disminuidas, se,‘éugiere
que puece jugarT un papel lmportante para .la implantacién’
y el crapimiento embribnico (7). o

tn el nlasma los niveles de iranscortina y cortisol se
iacrerzntan progresivamente durante el segundo y tercer
trimestre de emhsrszo (22), las célulszs vy tejidos
msteraos son expuestos diariamente s una concentracidn
araomeaio de cortisol del doble de la narmsl; provocsa
ratares al rechazo de injertos en animales (5); los
corticoesteroides son usados cliniecamente en humanos
cen trznsplantes renales y tienen efectos citonliticos
sobre las células linfonioes de rathn, conejo y rata
serns 532 en cobayoss y primates, in vivo son regueridas
pesis  extremadamente altss para  borrar la  memoria

inmunoibsgica hacia los sloantigenns de tejida (1).

.3 plzcents sintetiza estrfgenos s partir de precursores
maternzs y fetales incrementando su conceatracion 3
redidzs gue el embarazo 3avanzs (22), los niveles del
estrig=no mas actlvn, estradiol son de ~20 ug/ml hacis
téreins vy ls concentracifn intervelloss es de —~50
ag/ml; recienteﬁente hz sido demostrado gue el estradiel
prelnazs injertos de piel en el ratdn e inhibe el
rechzz2 de cOrnes en conejos presensibilizados, también
se esgecula gue el essrfgeno disminuye el desarrollo o
prelifzrsecifn de células timicss vy el estradicl inveolu-
cions 21 timo en animsles experimentales adultos (6).

)

L3 progesteronas es sintetizads vy secretada por las
célulzs orl trofoblasto hacia la sangre materna, sienda
su cormcentraciin de 886 ug/ml en la s3angre intervelloss
y de 50 ug/ml! en sangre periféricz en el embsrazo

tarcic: 3 progesterons a a8lts concensracion locsl

s

1
tiegne cramiticas proplecsces anti-inflamstorias y puede
prolessst ls sobrevivencia ae sloinjertos de pilel (1,

5).
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De 1las sustancias asociadas 31 embarazo expuestas
anteriormente solamente la gonadotropins  corionics
humsna y la (3, glicoprotefins han sido utilizadas psra
detectsr embarszo temprano debido a que su presencis es
precoz, mientras que las demAs aparecen en fases avanza-
dss de la gestacifin. Tambifn cabe mencionar que tsnto
el estrogenc como la progestersns no  sen producicas

{inicamente durante el embarazo.

El lactogeno placental es detectado en tejide placents-
rio de ovejs hacia les 16 dias de gestacibn, en el
"conceptus* bovino entre los 17 y 25 dias de gestscifn.

La progesterona no es especifiecs de embarszo y sus
niveles son medidos en sangre o leche hacis el tiempo
en el cusl se esperaria una disminucibn en snimales no
gestantes, Diagnostica embarszo en ovejas, wvatas vy
cerdos con un 87-88% de seguridad.

La gonadotropina coribnics humana puede ser detectszos
alrededor ce las & semanas después del (ltimeo periodo
menstrusl, mediante métodos de aglutinacisn, ensayo
para radiereceptores y radioinmuneensayos con antisueros
contra 1s subunidad (3beta.

Los primates no humanos también producen gonadotropins
coridnics vy puede ser detecisda en el suere y arins;
las moleculss de GEC de diferentes primates tienen
estructura quimiecs similsr y dan reaccién cruzada can
la HGC as{, un ensayo de inhibicifn de hemaglutinscion
para ls HGC diagnostica embarszo en chimpancé, gorila vy

grangutan.

En las yeguas el embarszo puede ser detectago midiendo
ls gonsdotropins coridnica de csballo o gonadotropins
de suern de yegus, entre los 40 y 130 dias de gestscién

y no provee uns prueba psrs embarsazo muy temprano.
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La (31 glicopretelna hs sido detectada en gl suerg tan
tempranc come s las 7 diss después de la ovulacibn y su

cancentraciaon en el sueroc es més baja en mujeres caon

- o

abortos espontineos.

Una pruebs potencial psra la ceteccibn de embaraze
temprang en humanos y otras especies de mamiferos es ls
mediclbn del Féctnr de embarazo temprano (FET), el cuzl
ha sido detectado dentro de las 2h'hrs post-fecundacibn
en el ratdn, en el humang y en la cveja (1).

£l FET hs sido descrito como una funcibn inmunosupresors,
la cual persiste durante los dos primeros trimestres de

gestacion en la mayoriz de las especies estudiadas.

b) Antecedentes del Factor de Embaraza Temprano (FET).

Se ha sugerido que el éxito del feta como sleinjertn
puede deprnder en parte de una cepresisn del sistems
iamune materno y esto es apaoyado por la demostraclién de
una supresién en la actividad de las linfgocitos maternos
dursnte el embsrazo (23), éstos muestran una sliteracién
en su actividsd después de la 1lncubacibn eon suero de
mujer embsrazsds, indicando que ests respuests puede ser
causada por un factor del suero (24).

£l oescubrimiento del factor de embarazo temprano fue
llepvada 3 cabo por Morton vy cels. en 1974, quienes
detectaron l3 presencia de una proteina a las 24 hrs
pust-fecundscidn en el susro de ratdn hembra (25) oy
sctualmente su deteccifn ha sido lograda también en el
suery de humano (24, 26, 27) y de oveja (28).

Z1 FET ha sidn diferencisdo de =tras sustancias las
cuales sparecen en fases +ardias del embsrazo y que
pusaen estar involucradas en la suprasibn de la respuests
materna (24).
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En el ratén, 13 nasturaleza del FET alin“na Eé.;éléra,:
sunque pueds ser tnactlvado a3 72% y no es diélizéble,

lo cusl suglere gue es un polipéptida grénde 0 una

proteina (28).

E1 FET humane es estable s -20°C 2l menos durante 19
semgnas, Yy 3 no mas de 729¢ vy sy estabilidad no es
afectada por pH bsjo vy no es especifico de especie (29).

Se han realizsoo una serie de estudiaos ascerca del FET
pars entendar sus propiedsades y algunsas de sus Caracie-

risticas han sida reportadas.

€l fraccionamiento gel FET de ratdn 3 través de Ultrogel
AcA34 muestra oos picos de actividad, une oe 180 000 vy
otro de 40 000 asliones cuyas concentraciones varian con
el tiempo de gestacion. £l facior de peso molecular slto
aparece en el suero después de gue la fecungacisn hs
pourrido y va disminuyendo 3 medids que asvsnzs el embsra-
ztt y se sugliere gue es responssble pars la sctividsd en
el estado temprsno de gestacibn, mientrés que el Ffsctor
de peso moleculsr bajo sparece con lz formacibn oel
trofoblasto y su presennia es relacionads con la sctivi-
dad en estadins tardios de gestacifin (23).

La caracterizscidn preliminar de ls actividsd del FET de
suero de ovejs meclante precipitacibdn diferencisl por
sulfato de amonic sl 40% da dos componentes les cusles
han sido designscos FET-A presente en el sobrenadsnie vy
FET-B presente en el preclpitado; probsdos por sepsrado
no muestran aciividasd en el titule de inhibigidgn de
rosetas, pero ls actividad es abservadas cusnga sctlan
juntos (30).

La presencia del FET en sueraos dentro de 1las 24 hrs

post-fecundacibn inaica gue su produccién no coepende Ccde

la presencia de tejidos de plescenta o de feto.
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Lgs investigaciones realizsdas psara determinar el sitio
de produccidn del FET en ratdn fueran hechas por Morion
y cols. medisnte la incubaclén in vitra de ovarios vy
oviductaos de ratdn hembra con 24 hrs de apareamiento vy
han mostrsdo que el FET estd formade por 2 componentes
separadns los gue son muy similares a los obtenidos por
gulfato ce =amonio 31 4O0%. £l componente A es producido
por el ovicuctc dursnte el estro y embarazo; y el compo-
nente 8 es oroducigo por los ovarios durante el embarazo.
También se logré establecer gue su produccifn no es
iniciads por el scto de apareamiento o por la presencia
de esperms o semen en el tracto reproductor, sino que
las condicicnes necesarias pars su produccion es que se

dé la ovulacién vy que el dvulo haya sido fecundade (31).

Cavanagh hs realizado la purificscibn del FET obienide
del culitive in vitro de ovarios y oviductos de ratones
hembras, mecdiante Lnmunoabsorcibn, electroenfoque y gel
filtracifin., €1 FeT al ser tratage con un buffer no
desnaturaiizante eluye como un solo pico de proteins vy
conserva w303 la actividad de la muestra, posteriormente
sl ser tra:ado‘ con un agente disgregante (CHAPS) se
obtigne unz forma mas peguefia de 21 000 daltones con
actividao v sl ser fraccionado con un agente desnaturali-
zador (SGDS) aa 3 péptidos gue carecen de actividad. Asi,
el FET parece estsr constituido por 3 subunidades gue han
sion relsciecnsdss por sy actividad 3l FET-A y FET-B
(32).

En contraste los péptidos sctivas en el tf{tulo de inhibi-
citn de rosetss, caracterizsdos bioquimicamente por
Wilson y cols. tienen pesos moleculares de &7 y 21 Kd vy
presentan en su esiruciurs =znillos disulfuro internos vy
son totalmeate résistentes 3l rompimiento proteclitice
sin prévia reauccisn y hzn mostrado gue la sctividad del
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FET de ovejas de 1-2 meses de gestacibn no es afectads
por la precipitacibn con sulfats de amanio (33).

Los procedimientos pars la caracterizacidn, produeciBin vy
purificacign del FET hza provisto solamente un poco de
material en el cual han sido reslizades snilisis limita-
dos y a mecics que se usin metsdologias mis adecuadss en
sy estudia, es mayor la controversis acercs de su CsTac-
terizacion. Su aciividsc ha sido valoradas con la prueba

de inhibicion de rosetss.

Ls pruebs ce inhibicifin de rosetas surgif inicialmente
como una prueba necessria para valeorsr in vitro 1la
actividad inmunosuprescrsa del suera antilinfocitos
humanoa (SAL). Las inves<igeciones realizsdss por Bach vy
cols. en 1969 permitizron comprobar 13 cgorreliacién
existente enire 1z capzcidad inmunosupresors del BSAL
humano pars prelongar ls sobrevivencis de injertos de
piel en primates subhurznos (chimpancé y macaco) y el

titulo de inhibicion de rosetas (33).

Mis tarde, Bordon & Brzin (1971) gbtuvieron resultados
similares sl probar in vivg varios SAL por administrscifn
regionsl a mgnos con injertos de plel, encoatrande gue
el titulo de inhibicifdn ce rosetss pndis proveer un blen

indice de 1s sctividad inrunosupresora del SAL (34).

La prueba de inhibicibdn £z rosetas que habis sido utili-
z3ads para mosirar que lsz actividad de los linfocitos es
modificags in vive por <erapias después del transplante,
fue wussda psra deteetszr uns posible inmunosupresibn

durante el embarazo (25).

Morton vy cols. sdaptan es<a técnica psrs detectar inmuno-
modificadores presentes cursnte el embarszo vy en conse-
cuenciz describen sl FZT aresente tanto en el suero comg

en los linfacitos (27).
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£l fundamento de la pruehs asume que los receptores paras
los eritrocitos de carnerag, presenfes sohre laos linfoci-
tos, son modificados en presencla de SAL y complemento,
dande como resultado una inhibiecibtn parcial de la forms-
cion de roasetas, 1la cusl = su vez depende de la concen-
tracian de SAL (27, 29, 35).

El grago de inhiblcion por S5AL es reflejado en el tituln
de inhibicibn de rosetas (TIR) gue es el lag, del reci-
proco de 13 mis altd dilucibn de BAL dando un 75% o
menngs de rosetas formadas, en comparacibn con el testigo
{solucian de Hank); el TIR obtenido de un suero particu-
lar depende de los linfocitos usados, la prueba in vitro
da titulos sltos cuando son usadaos linfocitos de animales
embarszades O cuando los linfocltos de animales normales
son incubados en suerao de embarazo (29).

La pruebs ha aido aplicada s sueros de ratdn, de humano
y de nveja y los resultsdos indican gue puede ser utili-
zadas para detectar fecundacion, muerte temprana del
embrifn y embarazo continua (24).

Finalmente, Rolfe vy cols, (1984) comprueban gque I3
activicsd del FET sobre la prueba de inhibicibn de
rosetzs no es especifica de especle; por le que, el FET
de wunas especle puede modificar la actividad de 1los
linfocitos en otra. Modifiecan la prueba de inhibicibn de
rosetas pars la deteccidon del FET humano, emplesndo

linfocitos de bazn de ratdn y suerg de mujer embsrazada
(35).

c) Impoartsncia bhiolbgica del FET.

Al facter de embarazo temprzno se le ha ilmplicado un
papel iarunosupresoar con resgecto 3 la tolerancia materna
hacia a1 feto antigénicamente extrasfio, especilalmente

durante la prelmplantacion.
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£9 de particulsr relevancia la produccitn del FET en el
sitic de rechazo, muchos factores inmunosuprescres especi-
ficos vy no eapeci{ficos hsn sido descritos curante =2l
embarazo y variaos de ellaos se han concentrado en la
interfase feto-madre, sin embarga, ninguno ez producideo
en czntidades significativas hacia el estsco ce implants-
clon por lo gue el FET posiblemente *endris un pzpel
tnico en prevenir el rechazo del embrign ciigoceluisr
(29).

La disminucion del FET antes del partn y shor<e esponti-
nen apoya la sugerenciza de que ls inmunosupresion reduci-
da y el rechazo inmunolfigico pueden contribuir sl sborio

y 8l parto (25, 29).

Es posible gque el FET y la HGC forman las Ltsses ce un
sistema de dos fases, las cuales pueden jugzr un psapel
importante en la proteccion del feto, del sistems inmupe
msterno; el FET puede proteger al huevo fecundsao hasis

que la placenta es establecids y es capsz c& procucir

=
HCG para mantener deprimide el estado inmunolfpico de 1s
madre (22).

d) Célulms y moléculas involucradas en la formacidn de

Rosetss.

Es canocido que los linfocitos T de varias especies ae
mamiferos presentsn la caracteristica de formzr =sgregados
espontineos llamados rosetas con eritrociios neterdlogos

o sutdlogos (36, 37).

Las linfocltos T humanos forman rosetss espor<inesas con
eritrocitos de carnero en una reaccifn feriuita sin
ningfin fundamento inmunolbgico (3), no son especificas
del antigeno y su formacibn se inhibe con susros anti-T

(38).
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Dichos 1linfocitos presentam un marcador de superficie
que sirve como receptar especifico para los eritrocitos
de carnern (receptor E) permitienge 1a formacigon de

rosetss en zusencis de anticuerpos y camplemento (39).

£l receptor E es un polipéptido ge 45 000 daltanes vy
ports al marcador T11; mientrés que el ligando es una
glicoproteina de superficie presente en los eritrocitos,
de aproximadamente 42 000 dsltones 3 ls cual se le ha
dsdo el nombre prelimipnar de estructura blanco de T11 y
gue es reconocida tanto en la formacibn de rosetas
xenoggénicas como autflogas (36).

Actualmente se ha demostrado que el receptar E reconoce
al ligando presente en los eritrocitos de csrnero (es-
tructura blancn de TST11) ssi como al ligands presente
en los eritrocltos humanos (antigens 3 asoclado a ls
Funcion de los linfocitos AFL-3) (40D,

L3 resceidn cruzads que da este receptor £ entre AFL-3
en humanus y TST11 en el carnero, sugiere gue son ligan-
dos homdlogas (41).

Asimismo, parecé tener al menons 3 distintos epitopes,
siendo uno de ellos el sitio de uninon de los eritrocitos
(42),

Tomsndo como hase al fendmens de fFormacifn de rosetas
aspontineas se han desarrollado métodos gue permiten el
rosetamienta y comprenden desde el uso de anticuerpos
monutlonales unidos a eritrocitos bovinns para detectar
antigenos sobre las membranas celulsres de los linfocitos
(43, 44, 45) hssta la sensibllizacién de los linfocitos
con un antfigeno dado (eritracitos de csroeroc) que permite
obtener un receptor que interacids aspecificamente con
este antigeno dando la imzgen de rosetas (38).

£l modelo experimental del ratén fue elegido debldo a



20

que ﬂgg_ musculus presenta determinadas caracteristicas
psra sstisfacer los reguerimientos experimentsles (tipo
de cepa, eoac, peso y sexa) y 3 la ver el nimero de
varizbles ambientales (temperaturs, =alimentaclbn) puede
ser controlado; vy 3s{ como por la rescclidn cruzads que
ds el FET humano con los linfoeitos de bazo de ratdn.

Tambi&n son conocidos los sistemszs de apsreamisnto en el
laborstorio, asi comn los parémetros reproduciivos
(Tabls 1).

¢) Sistemas de apareamiento de Mus museculus en el labors-

torio.

Los sistemsas de sparesmiento hsn sido definidos con bsse
en el nimero de consortes gue un sexo pueda reunir con
fines reproductores. Bésicamente son 3 los sistemas

empleados:

I) Monogamico (Parejma).- Implica exclusividad en el
apsreamiento de un macho y una sola hembra. Zste método
se uss comunmente en la produccifin de lineas endogimicas

de ratas y ratones.

tas desventajas de este sistema son que tienen gue
mantenerse un gran nOamero de machos, se npecesits mucho

espacio, eguipo y trabajo aln psra una colonis pegueds.

I1) Poligémico (Harem).- participan un individuo de un
sexo con 2 & mas del sexo contrario. Comprende a la
poliginia o harem (donde un macho se aparea con més de
ung hembra) y & la poliandria (donde uns hembra se

apares con mas de un macha).

£ste sistema tiene ciertas ventajss; si una hembra no
estd receptiva, entonces el macho podrd aparesrse  can
otras gue si 1o esté, se utilizan menns machas y se

reguiere de poco espacio.
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I1I) Colectivo (promiscuonl).~ Los machos y las hembras no
estan restringidos s un solo coasorte sexual, R diferencia
del harem, supera la inspetencia y la impoisencia sexusal
y/o0 esterilidad oe un sclo macha, 3l cisponer de dos o
mis de ellos para el apareamiento,

La principsl desventsajs de este sistems es gque un macho
se eshtablece como dominsnte y realiza 13 mayor parte de
los apareamisntos (L8),

f) Parametros reproductivos de Mus musculus en condiciones
de lsboratoria.

MAGCHAS
Edad sl apareamiento (semanas) g
Pesuv sl aparesmiento (or) 18-25
Peso promadio del adulta (gr) 2540
HEMBRAS
tdad al apareamientg (gemanas) &
Pean al apareamiento (gr) 18-25
Peso promedio del adulta (gr) 25-35
Tipo de ciclo esiral Poliestro
Duracidén del estro (horas) 10-20
Mecanismo de ovulacidn Esponténea
Tiempo de ovulsciédn (horas después 2-3

de iniciado el estro)
Epocs reproducsors Todo el sio
Sistema de apareamiento Monogémica, Harem
Tiempo de implsntacifn (dis) 5 temprano
Perindo de gescacifn {(dias) 19-21
Duraclfin de pseudoprefiez (dias) 12
Edad de destete (diss) 21
Feaa 3l destate (gr) 10-12
Eatro post-pario +

Datus tomadns ce: Fonster, HM.L. et al (1983); Austin, C.R.

y Short, R.V. (1982); Tienhoven, Van Ari (19€8); WNalbhandov
AV, (1989),
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g) OBJETIVE.

Desarrollar y estandsrizar une técnica adecuads psra la
formacibn de rosetas, asi como hacer modificsciones 3 la
técnica de inhibicibn de 1s formacibn de rosetas pars
obtener upa pruebs méas eatable en la deteccidbn de un

gosible factor de embarszo temprano.

h) HIPOTESIS.

Si el sasuero de'vhembrss geatantes contiene sustanciss
inmunomoduladoras sobre la actividad inmunolbgica ce los
1infaocitos, entonces al actuar sobre ellos asumentarid la
capacidad del! suern snti-timscitos de ratén (SAT) para
inhibir la formacibn de rosetas.
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IIX.- MATERIAL Y METODOS.

Animales.

80 ratones machos y 55 ratones herbras de dos a cuairo
meses de 2cad de la cepa BALB/c, Ze 22 a 4O gr de peso,
se mantuvisrun en el bioterisc en jsulas con rejilla
metélica v 3 una tempera%tura de 20.229C. Se alimentaron
eon agua vy nutricubos (purina 5.A. zz C.V.).

Dos conejos machos de la raza Nuevz Zelanda dorados, de
sels a sieze meses de edad, se mzniuvieraon en el hiote-
rio an jzulas metdlicas, & una sercerztura de 20-22%C.
Se alimentzron con agua y purina (Furina S5.A. de C.V.).

Un borrego nacho de 6 meses de eczd, se mantuvo en el
bioteria, 3e zalimentd con agua, 2lf=zifa vy purina (Purina
S.A. de G.V.}.
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1.- fibtencion de linfocitos de bazo de ratén.

Se wutilizaren r3%ones mschos de 1z ceps BALB/¢, las
cuales fueron snestesiados cen Bter, sangrados y mediante
una incisién en 1s linea medis sbdominal se les exirajd
el baza. €1 frganc extraido asépiicamente fue macerace en
yna malla fins de tels sohre una cajs de Petri con Solu-
cifGn de Hank*, aurante 5 min, se dejb reposar ests suspen-
sian para permitir 13 sedimentacldn de fragmentes de
tejido. La suspensidn celular Ffue cosechadas con uns
nipeta Pasteur en un tubo estéril de tapdn de roscs vy
centrifugsds = 1 800 rpm durante 10 min. Pars elimiAasc
los eritrocites, el paguete celulsr fue trstsdo con
claruro de amonio amoriiguado®*, resuspendiends y dejanda
reposar las células durante 10 min, luego fue lsvado dos
veces més par centrifugacidn con Solucibén de Hank 3z 1 800
rpm durante 10 min y finalmente fug llevado a un volumen
de 1 ml.

Las células caontepidas en 1 ml de Solucion de Hank fueron
contsdas vy ajusiszdas 3 una concentraclién de 30 x 105/ml,

en ls cimara de Neubsuer.

2.~ Obtencidn de eritruocitos de carnero.

La sangre fue colectada en Salucibn de Alsever* (val 1/1)
a periodoas de 20 diss. Los eritrocitus de garners en
Alsever fueron z2lmacenados por 7 dias antes de ser utili-
zados en los enssyos, asimismo, la sangre no se atilizé

mas de %tres semanss.

La sangre fue conservada 3 4°c durante su uss.

* Ver Apéndice de Reactivos.
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3.~ Obtencibn de linfecitos de timo de ratén.

Se utilizf un ratdn macho de 1la cepa BALB/c, el cual Ffue
anestesiada con é&ter para practicarle uns timectomia. E1
timo fue extraido asépticamente y macerado en una malla
fina de tela sobre una caja de Petri conteniendo Solucibn
de Hank*. La suspensifn celular obtenids fue cosechads
en un tubo estéril con tapdn de roses y centrifugada a
1 800 rpm duranie 10 min, posteriormente se eliming el
sobrenadante, Para eiiminar lna eritrocitns, el psquete
celular fue tratadn con clorura de amaonia amortigusdo*,
resuspendiendo vy dejando repusar las células durante 10
min, luegn fus lavado dns veces mAs con Salucitn de Hank
y por fOliimo resuspendide en un velumen final de 1 ml.

Las células contenidas en 1 ml de Solucién de Hank,
fueron contadas vy ajustadass & una concentracibn de 1 x

107 céls./ml. Este procedimienta se hizo en una Cdmara
de Neubauer.

4,- Dhtencibn de un suerto anti-timocitos de ratén (SAT).

Los conejos fueron inmunizadss conm linfocitos de $imo de
ratones maschos, a3 intervalus semanales, cubriends un
total de cuatro inmunizaciones.

19 imnmunizacibn., 1 «x 107 linfocitoe/ml de Solucibn de
Hank,
1 ml de adyuvante campleto de Freund
(via intramuscular).

28, 33 y 42 inmunizacibn. 1 x 107 1infocitos/mi de
Soluycifn de Hank {via intravenosal.

£l suera anti-timocitos se obtuvo a los 7,9 y 11 dias
después de la Gltima inmunizacibn. E1 suerg fue inactiva-
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do a 56°B durante 30 min, titulado, fraccionatn. y conser-
vado a -20°C '

5.~ Titulacibn del suers anti-timocites (S5AT). Método de
Citotoxicidad.

Se obtuvieron linfocitos a partir del timo de un ratén
macho, procediendo a hacer el conteo y ajuste del ndmern
de células a 33 x 10° linfocitos/ml de Solucibn de Hank.
A continuacibn se prepar6 un juego de tubos que fueron
etiquetadas con lss dilucignes para el SAT; las cuales
fueron desde 1:10 hasts 1:2560. Se adicipnaron a cada
tubo 100 ul de la suspensibn de linfocitos + 100 ul de
la respectiva dilucibén de SAT. las célules con el GAT
fueron incubadss a 37°C durante 30 min; después de este
periods de’ incubacibn se agregaron 50 ul de complemento
de cobsyo diluido 1:2 en Solucibn de Hank y se incubd
durante 30 min. Finalmente se hizo la pruebs de viabili-
dad celular, agregando szul de tripasno* a la suspensifn

celular.

6.- Conteo y Viabilidad Celular.

El nimero de células, asi comp el porcentaje de viabili-
dad celular fueron determipados por dilucibn de 1a
guapensibn celular en Soluclbn de Hank y azul de tripang
sl 0.2% en solucibn salina {soténica*, contando las
células en la cimara de Neubsuer.

Las viabllidad celular fue determinads mediasnte ls incor-
poracibn de azul de tripano por ls céluls, ya que éste
por ser un colorasnte de exclusibn, sdlo es incorporado
por lss cflulas muertas.

£1 nimeros total de células se abtuvo con la siguiente

* Ver apéndice'de Reactivos.
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fGrmula:

No. Total de céls. x dilucifin x 1000 = Nn. céls./ml.
.k

7.- Obtencibn de los suerss humanas.

Las muestras fueron uobtenidss de 2 mujeres embarazadas
(dentro de los 3 primeros meses de gestacidn) y de 2
homhres sants. Lss edades estaban comprendidas entre los
20-34 afips. La sangre fue colectada en tubos de vidrio
de 13 x 100 mm, se permitih la formacibn de codgulo v &
continuacibn se centrifugd a 1 800 rpm durante 10 min.
Posteriormente el susro fue removido, inactivado a 569¢
durante 30 min, fraccionado en pequefics vollmenes de 0.5
ml y conservada a -20%.

El suero solamente fue descongelado antes de reslizar el
ensayo.

8.~ Obtencibn de los sueros de ratones hembras gestantes.

a) Seleccibn de las hembraa.

En 2 Jaulas con rejilla metllica se mantuvieran 12
hembras (6 en cada jsula) de la cepa BALB/c de aproxima-

damente un mes y medic de edad. Se revisaren peribdicame-
te hasts el momento que se nbservf la apertura de la
vagina, que de acuerdo 8 lo reporiado por Foster y cols.

(47) es una evidencia para poder efectusr su apareamien-
to.

b) Realizacihn de las uniaones.

Las bhembras que preseptaban apertura vaginal fueron
puestas en presencia de ratones machos de la cepa BALB/c.
Se empled el sistema de apareamiento por harem, descrito
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por Juergen Hoth (468) guien menciona que las proporciones
machos a hembras pueden variar cesde 1:2 hasts 1:6 8 1:7
y qgue regularmente se aparesn cuatro hembras por un
machn, por lo que el nimero de hembras se limita a la
capacidsc del macho. La primers serie de apareamientos
fue de 1 ratén macho x 2 ratones hembras (1:2) y poate-

riormente fuernn de 1 macho por 3 hembras (1:3).

c) ODeterminacidn de los aparesmientos y tiempos de
gestacibn. )

Una wvez realizadas 1las uniones, 1las hembras fueran
revisadas diariamente hasts observar la presencis de
tapén vapinal, el cual se tomb como evidencia de copuls-
cifn, segin lo reportade por Fester y cols. (47) vy
Nalvandov {(49).

S5e establecieron los tiempos de gestacién de 24 hrs y 1
gemans los cuales se tomaron s partir del dis que se
ohservé el tapbn vaginal (dia 0). ‘

d) BObtencifbn de las sueros.

Las hembras fueron anestesiadas con &ter y sangradas
mediante puncién cardiaca. Como el volumen de sgngre
obtenida por hembra es muy pequeffo y no era suficiente
para poder realizar un experimento, se optd por hacer
mezclas de laos sueros de las hembris encontradas apsres-

das el mismo dia y con el misso tiempt de gestescidn,

La sangre fue colectads en tubos ce tapAn de rosca, se
permitid 1a formacibn de codgule, iuego fue centrifugado
a 1 800 rpm durante 10 wmin. Los sueros fueron removidos,
inactivados s 567C durante 30 min, fraccionades en voliime-
nes de 0.5 =l y conservacos 3 -20%c.
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Eada muesatra solamente fue descongelada antes de realizar
el ensayo.

8.41.~- Obtepcidn de sueros normales de ratones machos vy
hembras.

Se utilizsron ratones machos y hembras de 1a cepa BALB/c
de 2-4 meses de edad. Los ratones fueron anestcsiados
con éter vy sangrados mediante puncibn cardiaca. Se
hicieron mezelas tanto de suyeros de ratones machos como
de hembras. Los suerns fueron inactivados, fraccionados
en volimenes ae 0.5 ml y conservados a -20°¢

9.~ Modificacionnes 8 la técnica de 1s formacibn de

rosetas.

Para lograr la estandarizacibn de esta técnica se modifi-
caron una serie de pardmetros como son: inmunpizacidn de
los ratones, tiempo de incubacibn, temperatura vy la
centrifugscibn de células.

Los dias probados después de la inmunizacibn fueron:
3,4,7,9 y 11 dias, mientras gque los tiempos de incubacifn
fueron de 30 min y 1 hr, las temperaturas de 379 y
Temperatura Ambiente, asi como la opecibn de centrifugar

0 no a las células.

Los linfocitos de bazo fueron ohienidos de ratones
machos de la cepa BALB/c, fueron inmunizados con eritro-
citos de carnern (1 x 10%)  via intraperitoneal. £l
nimero de linfocitos fue ajustado a 30 x 106/m1. A
continuacibn se prepar una suspensibn de eritrocitos de
carnero al 1%, leos cuales fueron previamente lavados
tres veces con Solucitn de Hank. €n tubos de vidrino de
13 x 100 mm se pusieron 100 ul de la ;uspensibn de

linfocitos, agregindoles posteriormente 100 ul de eritro-
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citos de carnero al 1%, los tubas fueron tapados aon
napel parafilm y las 'células vya homogeneizadas fueron
gometidas a los diferentes tiempos de incubacién y
temperatura, 3l igual fueran centrifugsdas o no.

¥a cumplido el tiempo de incubacibn, los tubes fueron
aglitadns suavemente y con ls ayuda de una pipets Pasteur
se puso una muestra en 1z Cimara de Neubauer. €1 conteo
de rtisetss fue realizado en el #Area reglamentaria de la
cédmara, E1 criterio tomado para considerar una roseta,
fue la presencia de un linfocito con 3 6 4 eritrocitos
de carnero adheridos a su membrana celular.

El nimero de rosetas pur unidad de volumen se obiuvo de

la siguiente manera:

No. total de rosetas formadas x 1000 = Np. de rosetas/ml.
o.b

10.~ Inhibicibn de 1s formacibn de rosetss por Suern
Anti-timocitos (SAT). '

Se nbtuvieran linfocitos de bazo de ratfn inmunizads con
eritrocitos de carnero 7 dias antes de realizar el
experimento, las células Ffueran lasvadas tres veces por
centrifugacibn con Solucibn de Hank a 7 800 rpm durante
10 min; preparands una suspensibn final de 60 x 106

céla./ml.

Los eritrocitbs de carnero colectados en Alsever fueron
lavadans tres vecea con Solucién de Hank, haciendo una

suspensifn al 1%.

E1l SAT inactivado fue diluido mediante diluciones seris-
das dobles desde 1:200 hasta 1:12 800, pnr lo gue fueron
probadas gstas 7 diluciones, 3s{ como el tuba econtrol
conteniendo célules y Hank para la Fformscibn de rosetas
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entre los linfpeitos de bazo de ratln y los ‘eritrocitos
de carnerao.

A un tubo estéril de tapOn de rosca cen 60 x 106 céls/ml
ge le agread 41 m1 de Solucidn de Hank. Las células
fueron incubzdas a2 37°C durante 30 min, después se
lavaran por centrifugacidn dos veces mis con Solucifin de
Hank a 1 800 rpm durante 5 min., Posteriormente se agregf
1 ml de Solucion cde Hank para tener el volumen y nimers
de célulzs iniciales. Se prepsrfi un juego de 8 tubos de
vidrio de 13 x 100 mm en los cuales se agregargn 100 ul
de la suspensitn de linfocitos y 100 ul de las respecti-
vaa diluciones de SAT, asimismo, se prepard el tubo
contrnl cen 100 ul de células y 100 ul de Hank, luego
fueron incubados a 37°C durante 90 min. Después se
agregaron 200 yl de eritrocitos de carnero al 1% 3 cada
tubn, se homogeneizaron las células vy se incubaron
durante 30 min s 37°C.

Finalmente 133 células fueron resuspendidas movienda
lentamente los tubos, con una pipets Pasteur se puso una
muestra en la Cimara de feubauer y se procedid a contar
el nimero de rosetss en cada dilucibn.

11.- Inhibicién de la Fformacién de rosetas por Suero
Anti~timocitos (SAT)* + Factar de Embaraze Temprano
(FET) Murina.

Se pbtuvieron linfocitos de bhazo de ratdn i{nmunizado con
eritrocitos de carnero 7 dias antes de realizar el
experimento, l3s célulass se sjustaron a una concentracibn

final de 60 x 10° céis/ml.

Los eritrocitos de carnero colectsdes en Alsever fueran
lavados tres veces coun Soclucibn de Hank haciendo una-
suspensifn al 1%,
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Para detectar la presencia de FET se probaron sueros de
ratones hembras de 24 hr y 1 semane de ogestacifin, vy

sueros normales de ratones machos y ratones hembras.

Se usaron 7 diluciones seriadss dobles de SAT, que
fueron desde 1:200 hasta 1:12 800, asi comb dos tubos
controles; uno con células + Hank y otro con células +
FET murina.

Para realizar la inhibicifin de rosetas se utilizaran dos
tubos estériles de tapébn de rasca (1 y 2), poniendo un
volumen de 1 ml de la suspensifn de linfocitos (60 X
106) en cada tubo, luegt fueron sometidos s centrifuga-
eiéin v el sobrenadante fue desechadeo. A continuacién en
el tubt 1 ae agregsron 800 ul de Solucifn de Hank vy en
el tubo 2 se afadieron 800 ul de FET murino diluldo 1:2
en solucifn de Hank. Lns tubos fueron incubades a 37°C
durante 30 min, después se lavaran por centrifugacifn
dos veces a 1 800 rpm durante 5 min. Poateriormente se
agregh a cada tubo 1 ml de Solucifin de Hank pasra tener
el volumen vy nimera de células iniciales. Luego se
prepararon 2 juegos de tubas de vidrio de 13 x 100 mm (8
tubos/ juega):

Juega 1: se agregaron 100 ul de 1a suspensién de linfoci-
tos + 100 ul de las respectivas diluciones de B5AT, el
tubs control contenis 100 ul de 1la suspensibn de linfoci-
tos + 100 ul de Hank. |

Juegn 2: se agregaron 100 ul de la suspensibn de linfoci-
tos incubadaa con FET murino + 100 ul de 1ss respectivas
diluciones de SAT el tubo control caontenia 100 ul de las
células incubadas en el FET murino + 100 ul de Hank.

Todos los tubpos fueron incubados a 37°C dursnte S0 min.
Desplies se adicionaren 200 ul de eritrocitos de carnero
al 1% a cada uno de los tubas, las célulae fueron homoge-
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neizadas e incubadas durante 30 min a 3708.

Finalmente las células fueron reauspéndidas moviendo
lentamente los *ubops, coh una pipeta Pasteur se tomf una
muestra, poniéncdols en la Cédmara de Neubsuer pars proce-
der al contep de rosetas formadas en cada dilucibn, asi
comg en los tubos controles.

*Esta técnica tambi&n fue wutilizada para probar los
sueros humanos y 1la Gonadotropina Coribnica Humana
(HGG) comercial,

12.~ Inmunizacibn de los ratones,

Los eritrocliios de carnero de 2 ml de sangre en Alsever
fueron lavades *tres veces con Solucibn de Hank a 41 800
rpm durante 10 min, la capa de linfocitos sobre el
pagquete de eriirocites fue aspirads y eliminada con una
pipeta Pasteur después de 1ls primera centrifugacibn. La
suspensibn se prepard tomanda 100 ul del paguete de
eritrocitos los, cuales fueron puestos en un tubo de
tapbn de rosca con 3 ml de solucibn salina isoténica
(0.85%) estéril. Para inmunlzar a los ratones se tomaraon
120 ul de la suspension (n4x1DB eritrocitos de carnero).
El procedimiento se hizo en candiciones de esterilidad.
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IV.- RESULTADOS.

Dbhtencibn de linfocitos de bezo.-- La poblacign celular
nbtenida a3 partir de los bmzos de ratones machos BALB/c
& linfoeitos/aazo. Se

encantré necesaria ssngrar al ratén antea de 1a extrac-

comprende valares de 52-110x10

cion del bazeo, ya que se disminuve la contaminacibn par
eritrocitos en la suspensién celular. Debido 3 que el
bazo representa una buena fuente de obtencibn ce células
sglamente fueron utllizados 2 ratones machos por ensays
(106-199x10% 1infocitos/2 bazos). '

Obtepcifin de linfocitos de timn.- La poblacibn  celulsar
tbtenids comprende vslores de 24-k9x106 linfocites/timo.
Un incanveniente de utilizar este Grgano es la presencia
de tejido conective, cuya eliminacifn puede implicar 1a
pérdida de células.

Titulacifin del suera Anti-timocitos (SAT).- Se probh 1a
especificidad del antisuero con linfocltos de tirg y de
bazo. Medisnte la prueba de exclusifn de azul de sripang
se pude observar que los linfoecitos de timo fueron 1os
mhs afectados en au viabilidad, encontrands que 3 una
dilucitn de SAT de 1:10 la viabiltidad fue de 19%, mien-
tras que s uns dilucibn de SAT de 1:2 560 fue de 72%. En
los linfocitos de bazo el efecto fue menns evidente, va
que, a una dilucibn de SAT de 1:10 la viabllidad ‘ue de
56% y a una dilucibn de SAT de 1:2 560 fue de 78% {(Fig.
1). La viabilidad del testigo fue de B82%.

El titulo de citotoxicidad para les 1linfocitos ce timn
fue de 1:320 y para los linfocitos de baeze de 1:32. El
titulo de citotoxicidad se obtuvo de acuerdo a la reiodo-
logia reportada por Baoh y cola. (33), como la mis slta
dilucibn del SAT en la cusl se abeervé un 25% o ris de

muerte celular.
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36

Conten y Viabilidad Celular.- La vishilidad celular fue
cuantificada medlante ‘'la prueba de exclusibn de azul de
tripano. En los linfoclitos de bazeo la viasbilidad obtenida
a través de la serie de ensayos fue de B87-92%, vy pars
laos linfocitos de timo fue de B83-92%. Los 1linfocitos
muertos presentaban en su interior &l colorante, asi

comp un sumento en su tamafo.

Dbtencifén de sueros de ratones hembras gestantes.-

a) Suero de 24 hrss La edad de las hembras usadas en los
apareamientns fue de 2-3 meses y con un peso de 21.5-29.5
gr, v 1la edad de los machuos fue de 2-4 meses y Su peso
de 23.5-38.5 gr. El1 totsl de hembras utilizadss fue de
24, entre aparesdas vy descartadas. El fin de semans
fueron descartadas las hembras que en el transcurso de
la misma no se habian aparesdo. Un problema muy importan-
te gue se presentd en ests primers parte de obtencidn de
sueroa fue el del tiempo empleado en lograr los aparea-
mientos necesarios para cubrir la cantidad de suero
requerido para los ensayons (500 ul de suero/ensayo).

b) Suert de 7 dias de gestacibn.- La edad de las hembras
fue de 3 meses y con un pesso de 28.0-36.0 gr, la edad de
los machos fue de 3-4 meses y su peso de 32.5-38.0 gr.
Ya con previa experiencia en la obtencibn de los sueros
de 24 hrs de gestacién, se opté por hacer uniones de 1
ratn macht x 3 ratones hembras (1:3) para dar mayor
oportunidad de apareamiento y reducir el tiempo de obten-
cifn de sueros. Fueron utilizadas 15 hembras enptre apa-

readas y descartadas.

Obtencibn de sueros narmal de retones hembras.- La edad
estuve comprendida entre 2-3 meses y su peaso fue de
22,5-35.5 gr. Fueron sangradas 8 hembras mediante puncifn
cardiaca, el suero fue inactivado y slicuotado en 500 ul
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y canservadno o -20°%.

Dbtencifin de suerc narmal de rstones machos.- Su  edad
estuvo comprendida entre 3-4 meses de edad y su pesa fue
de 30.0-41.0 gr. Fueron sangrades 8 machos por puncibfn
cardiaca, el suero fue inactivado y alicuotado en 500 ul
y conservado a - z0%.

Modificaciones 8 la técnica de la formacibn de rosetas.-
Inicialmente fueron utilizados 1infocitos de bazo de
ratdn nprmal y eritrocitos de carnerst, para obtener la
formacién de rosetas activas, sin emhargo, el nimers de
bstas fue demasiads bajo 46.0 * 7.34/1x10° linfoeitos.
Esta téonica no podia ser empleada y3 gue la cantidad
tan baja de rosetas no permitiri{a comprobar posteriormen-
te una inhibicibn en su formacifn. Par elln se optéd por
inmunizar a los ratones con eritrocitos de carnera vy
tranajar de este modo con linfaocitos sensibilizados
hacia los eritrocitos de carnera, la gue implicd un
aumegnto en la formacién de rosetas.

Los resultzdos gbienides 31 manejar los pardmetrpoe de
inmunizacibn de los ratones, tiempo de incubacibn de las
células, temperatura vy centrifugacibn de las mismas,
2stin dados en la tabla 1, en donde se puede ver gue el
tiempo dptimo de sensibilizacifn de los linfocitos para
la Ffarmaclén de rosetas es el dia 7.

En la figurs 2 se puede abservar que ademds del tiempo
de inmunizscibn de las ratones, la -Formaci@n de rosetas
tambikn es favorecida por la temperatura de 379¢ y la
centrifugacifn de las células, sin embarge, este paréme-
tro fue descartado ya que propiciabs 1s formacion de
achmulos de eritrocitos gue hacian difiecil identificar a
las verdaderas rosetas, el tiempo de incubscitn de 1 hr
también fFavorecib el rosetamiento, perto prolangas demasia-
do ls técgnica.
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La técnica de formacifn de rosetas incucidas se estable-

cif con un tiempo de inmunizacitn de 7 oias, temperaturs
o . . - .

de 370 y un tiempo de incubacibn de 30 =in,

Posteriormente esta técnica fue desarrolisda; absteniéndo-
se una gran diferencia en la formscif@n ce rosetas induci-
das 543.7 2 69.&8/1x106 linfocitos en cempsracibn de las

rosetas activas 44.0 2 7.3&/1x1DB linfoeZ<os (Tabla I1).



TABLAR 1

DETERMINAGION DE LAS CONDICIONES ADECUADAS PARA LA FORMACION DE ROSETAS INDUCIDAS.

Tiempo de Temperatura 37% Temperaturs ambiente
inmunizacidan
(dias) Centrifugscian 1 hr. 30 min, Centrifugacion 1 hr. 30 min.
3 656.6 310.0 300.0 450;0 356.6 320,0
4 750.0 593.3  491.6 841.6 703.3 525, 0
7 ' 1100.,0 - 8933 720.0 1016.6 803, 3 770.0
9 740.0 670.0 633.3 420.0
o 650.0 573.3 460.0 336.6
Los resultadus estédn dados en No. de maetaa/‘lxm_r linfocitoa,
Valores ohtenidas de 2 Bneayes por grupo. T
W
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TABLA II
COMPARACION ENTRE ROSETAS ACTIVAS Y ROSETAS INDUCIDAS.

No.‘de experimentps Rosetas Activas/1x1UElinF Rosetas Inducidaa/1x10511 nr
! 50.0 696.6
2 41.6 527.0
3 ' 3343 541.6
h | °8.J 562.3
° . o IRERTRRL N Y - S - 518.6
”:6” = ‘7 h.8 - ' 510.3
! 01.6 . 675.0
B B ' " ' | 8 520.6
9 | 379.0
- 506.0

543,7

s
89.48

X = Promediv de los velurss obtenidos en 7 y 10 ensayns respectivamente.

L4y
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Efecto del sueroc anti~-timocitos (SAT) sobre la formacidn de -
Rosetas Inducidas.- En la tabla II1 la formacidn de rosetas
est3 dada como un porcentaje respecto sl contral (Hank) pars
cada dilucifin del SAT. E1 efecto del SAT sobre la formacifn
de rosetas se ve reflejado 3 bajass diluciones, encontrandose
que a unz dilucitn de 1:200 su efecto inhibitoric es de 40.8
+ 12.5% y =2 diluciones altas su efects =3 perdido, en lsa
dilucion 1:12 800 ea de ~-4.1 + 9.1% indieando que incluso s
esta dilucitn el ndmero de rosetas formadas s un poco mayor
gue en el control.

La fig. 3 muestra que s diluciones bajas de 5AT au actividad
afecta la formacién de rosetas, pero 3 medids gue las dilu-
ciones son altss, la formscifn de rosetas suments y el
efecto inhibitorio del S5AT desaparecs.

S establecid come significativa una iphibicién en la cusl
se dif el mayor porcentaje de inhibicidn de rosetas respecto
al control (Hank). Se tomd como signifisativa una inbibicibn

gomprendida en el rango de 28.3-53.3% que corresponde a la
dilucion 1:200.

Influencis del sexo en los Suerps de Ratones Normales sobre
la Prueba de Inhibicitn de Rosetas.- El1 porcentaje de inhibi-
cibn de rosetas por SAT no fue asumeniado de manera impurtante
cuando seg probaran los sueres de ratones machos y de ratones
hembras; sugiriendo gue estos suerss no contenian ningdn

factor cspaz de inhibir la formacién de rosetas (Tabla IV y
Fig. ).

fatos resultados fueron anallizados estadisticamente por
aplicacion de la prueba de t de Student, pars ambos grupos
de silerss normsles se encontrd que no hahla una diferencia
patsdisticamente significativa (0.05< P < 0.1) en comparacidn
con gl grupo de S5AT.

La innibicibn para leos grupos de ratones machos y hembras
fue de 33.5-51.55% y de 41.8-4L6% rvespectivamente, para las
ditucicones 1:200 las cuales caen dentro del 53.3% de inhibi-

cidn significativa causzos solamente por SAT.



TABLA I1I1I

EFECTO DEL SAT SO0BRE LA FORMACION DE ROSETAS INDUCIDAS.

Piluciones de SAT*

X+a de formacién de Rosetas (%)

X+a de inhibigidn rosetas

(%)

CONTROL (Hank)

1

200

+ 400

: 800

1 640

¢ 3 200

: 6 400

: 12 800

100%

59.6412.5

73.7414.9

77.8+11.0

86.9+ B.3

94.6410.8

98.8411.2

104, 1411, 2

«

0%
40.8+12.5

26.3+14.9
22,2+11,0
13.1+ 8.3
5.4+10.8

1.2411.2

1 4014+ 901

X =

*SAT = Suvern anti-timocitos.

Promedio de los valores obtenidos de 14 ensayos.

€Y
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InF}uencia del tiempo de gestacifn en el suero de ratones
hemﬁraa gegtantes.- ¢l efecto inhibitorio del SAT fue mo-
dificedo en presencia de los sueros de ratones hembras
gestantes, siendo mis notorio el aumento de inhibicifén
de rosetss can el suero de 24 hrs. de gestacidbn en las
dos primeras diluciones (Tabla V), esto sugirig 1la
presencia de slguna sustancis en los gueros, capsz de
interacciaonar con el SAT y asumentar la inhibicibn de
rosetas (Fig. 5).

En ambos grupos de suergs de hembras gestantes se encon-
trd une diferencia estad{sticamente significativa (0.01

( P£0.025) en las medias de la dilucidn 1:400 compara-
dss cada una con la media de la dilucifn 1:400 del grupo
de BS5AT, mientras que en las demds diluciones no hubn
diferencias estadisticamente significativa.

La inhibicitn de rosetas pars el suero de 24 hrs. se didb
en un rango de 34,54-73,50% mientras Que para el suero
de 7 dias de geatacidn fue de 36.1-56.7% en las dilucio-
nes 1:400. Con esto se establecid una inhibicibn signi-
ficativa de rosetas dnicamente por SAT con valores
menores de 53.3% y valares mayores de 53.3% ya implican
la accibn de algdn otro factor presente en el suero de
embarazo.

Efecto del SAT + GSueros Humanos sobre la Pruehs de
Inhibigibn de Rosetas.- No hubo un auments en lg inhibi-
cign de rosetas cuando se probd el sueroc normal de
hombres, encontrando una inhibicigon del 32.77% en la
dilucibn 1:400 que resultd ser significstiva para la
inhibici6n causada solamente por SAT. Mientras gque can
el suero de embarazo se observd up aumento en la inhibi-
cibn de rosetas, la cual Fue significativa con un 59.32%
en la dilucion 1:400 para el valor establecido (mayor de
53.3% con el suero de ratones hembras gestantes.



TABLA IV
INFLUENCIA DEL SEXO EN LOS SUEROS DE RATONES NORMALES SOBRE
LA PRUEBA DE INHIBICIDN DE ROSETAS

Diluciones de Yia de la formacidn de rosetss en presencias de SAT (%) X+8 de formacidn de rosetss
BAT* Suero Normel Ratdn Macho Suero Normal Ratdn Hembra en presencia de SAT (%)
DONTROL (Hank) 00% 100% 100%
1200 57.55+-9.1 56.1+ 2.1 . 59.6+12.8
1 400 69.3 +10.3 71.5+22.1 ' | 73.7+%4.9
1 : 800 75.1 +13.3 81.0+18.0 77.8+11.0
1: 1600 86.0 +10.6 93.0+25.0 86.9+ 8.3
1:3200 91.35+20,2 . 99.21_-2[]‘.3 94.6+10.8
1 : 6 400 94.25+16,5 o 109.04+16.3 98.8+411.2
1: 12 800 100.25412.5 106.1+13.3 o9

X = Proredio de lus velorea de &4 enaayos pur grupo de ratones normales.

*SAT = Suero anti-timocitos.

Ly



TABLA V

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE GESTACION EN EL SUERD O RATONES
HEMORAS GESTANTES.

Dilucianes de

X+s de la formacidn de rosetas en presencia de SAT (¥)

X+s de la formacion de ro-

SAT* Suero de ratdn hembra ges- Suern de retdn hertra setas en presencia de SAT

tante (24 hra.) ‘ ’ gestante (7 diss) (%)

CONTROL (Hank) 100% 100% 100%

1 : 200 4D0.125+20.82 57.3112.8 59.6412.8

1 400 45.975+19,48 53.6+10,3 73.7+14.9

1: 800 65.85 +17,38 61.7416.2 77.6411.0

1: 1 600 74.07 +15.06 h.T434.7 86.9+ 8.3

1:3 200 83.35 + 7.19 77.6£1.4 94,6+10,8

1:6 400 88.67 +11.18 87.0413.5 598.8+¢11.2"

1 12 am 89.95 +20.69 93.8412.7 106,14+ 9.1

X = Promedio de lns valores obtenidos de & enaayos por grupo de hembrae ges:antes.
*5AT = Suero enti-timocitos.
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TABLA VI

EFECTO DE SAT + SUERDS HUMANOS SOARE LA PRUEBA DE INHIBICION DE ROSETAS.

Diluciones de

SAT*

% de furmscidn de rosetss en presencia de SAT +

Suero Normal de Hombre

Suero de Mujer Emba-
razatda (ler. trimeatre).

% de Formacidn de rosetss en pre-
sencia de SAT ( X + a ).

Cantrol (Hank)

1

1

: 400
: B0
: 1 600
: 3208
: 6 400

¢ 12 800

100%
67.23
88.31
o0.52
93,6
92,20
108,63

100%
40,68
62.23
86.60
as8.a5
90.40

98.74

100%
73.7414.9
77.8+11.0
86.9+ 8.3
94,6+10.8
98.8+11.2

104,14 9.1

Promediv de loa valores de 2 ensayos con aueros humanos.

*SAT = Suero anti-timocitos.

os
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Efectn de la HGC asobre la prueba de Inbibicitn de la Formacion de
Apsetas.- Paras estos ensayos ae probaron diferentes con-
centraciones de HGC y sin a diluciones altas de SAT se
gbserva clerta inhibicién (Tabla VII). Asimismo, se ve
gque hay una tendencis a aumentar la inhibhicidn de rosetas
a medida gue se sumenta la concentracion de HGC cemercisl
y a pesar de que las diluciopes de SAT son més altss gue
las empleadas en lgs ensayos anteriores, el efecin ejer-
cido por la HBE es fuerte.



TABLA VII

EFECTO DE LA HGC S00RE LA PRUEBA DE INHIDICION DE ROSETAS

Dilluciones de

¥ FORMACION

DE ROSETAS

CONCENTRAGCIONES DE HGC

SAT* 20 IU/ML 30 UI/ML 60 IU/ML 120 1U/ML
1 : 7000 81.02 61.26 6E.18 48,41
1 : 11000 80.03 78.06 62.25 56.32
1 : 15000 99.05 81.02 64,22 71.14
1 : 19000 82.01 83.0 70,15 72,13
1 : 23000 90.9 80,03 76.08 76.08
1 : 27000 90.9 84,98 83.0 80.03

* SAT = Suero anti-timocitoa.

4
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V.- DISCUSION.

Con base en las evidenciss que sugieren la presencia de
un factor inmunosupresor en el suero de embaraze, se
empled un modelo animal para la detecciéin del FET,
siendo los ratones un recurso dispounible de células.

El baza constituyd la fuente de obtencibn ce linforcitos
y la metodologia empleada en la exiraccidn del drgano
fue rapida y prictica.

Para la evaluaci6n de la viabilidad celular se empled el
métudn de exclusidn de azul de tripsno, éste hz sido
utilizado en 1a determinacin de la viabilicad ce las
células, en las cuales el colorante puede ser exciuido
cuanda estidn vivaa, no asi en las célulss donce 1a
membrana esti dafiada. Se encontrd gue la vizhilidag de
los linfeocitos de timo fue un poce menor que lz de los
linfocitos de bazo, lo cual fue una congecuencisz de una
obtencitn mAs laborinss sl ir elimipzndo el teiidn
conectivo gue se precipitaba de 1a suspensifn celelar
después de casds lavada, sin embargu,. para el obije<ivo
que se perseqguia que era el de inmunizar sl conejo, Fue
méds importante el obtener una poblacian celular libre de
te jido contaminante,

Por otro lada, los titulos de citotoxicidad oel suerg
anti-timocitos fueron bsjos, presentsndo una mepor
interaccidn con el anti-auero los linfoecitos ce bazao,
gugiriendo que lps anticuerpvs eran especificos p3T3
células T. Hay que considerar que en el baszo el &65% son
linfocitos B y el 35% son linfocitos T, seoln lo reportz-
do por Bach (38) y de acuerdo a Fudenberg (&) hsy un 53%
de linfocitos B v un 50% de linfocitos T, lo cusl puece
correlacianar con el titulo de citotaxicidad mis Bbaio
pars las linfocltos de bazo,

Ademis no ae ha encontrade una correlacién ensre el
t{tulo de citotoxicidad del antisueroc y su cCspaclidad
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ipmungsupresora, que &3 reflejada en el t{itulo de inhibi-
clon de rosetas (RIT), por 1o que, un antisuers con

titule alto no necesariamente s inmunosupresor (33).

Por consiguiente, Brain R Gardon (34) reportan que un
suers anti-linfocltos empleado par ellos, el cual mostrd
ser inmunosupresor mediante la prolangacign de injerto
de pisl tuvo un titulo de citotoxicidsd de 1:1 600 en su
sistema. La titulacibn del antisuers fue importante ya
que mermitid comprobar la especificidad de éste.

Con respecto 3 las rosetas, en primera instancia se
trapbajo la técnica de la formacifbn de rosetas activas,
que fue una modificacibn del! método empleado por Bach
(33) en el gque se trabajan lipfocitos humanos; para ello
fueron utilizados linfocitos de bazo de ratones normalea
y eritrocitos de carnern, pero sdlo un pequefio nimera de
linfocitos formaran rosetas en un 0.4 + 0.07% lo cual
concuerda con lo reportado por Mgrtan y cols., (33), en
donde mencieonan una formacidn baja de rosetas activas
can 10-20 rusaetaa/'tl]l+ células de bazo, eato con el miamo
tipa cde células usadas en nuestro sistema vy cuando
suatituyeron 3 ias eritrocltos de carnera por eritrociios
numanos gg incrementd el nimero de rosetas a 5-20 rose-
tas/1ﬂ3 linfoecitos de bazo. 5Se considera gque estas
rosets

in

de alta afinidad pueden repreaentar a una subpo-
b lacidn de cédlulaa T que funcionan principalmente cama
linfocitos efectores en ls respuesta celular (&).

tsta técnica fue descartadas debido a la dificultad que

repressntaba el evidenciar una inhibicibn de rosetas con

un nirero tan bajo de éstas. Sdlo se logrd establecer el

nimeroc cde linfocitos empleados por ensayo que fue de

30x10% 1infocitos/ml y la proporcibn de linfocitos-eri-
trocisos de carnero de 1:8.
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Posteriormente los ratones fueron inmunizados via inira-
peritonesl con eritrocitos de carnero, ya gue con est3
via de inmunizacibn se obtiene principalmente una respues
ta celulsr y asi aumentd el nimero de rosetas formadzs a
5.33 + 0.08% vy la formacin de rosetas se consicerd
eapecifica en el sentido de gque ocurrid con linfocitos

sensibilizados hacia los eritrocitos de carnero.

tn el método empleadn por Bach también se reporis la
centrifugacibn una vez que se ha hechs la mezcla d
linfoeitos y eritrocitos de carnero y posterigrmente 1
resuspension del botdn celular en un disco rotador 3 1
rpm. £s%e paso fue sustituide en nuestra técnica ys zue
ae producian aclmulos de células, principalmente de
eritrocitos gue hacisn dificil la cuantificacion de lss
verdaderss rosetas, por ello, se permitid la Formacian
de rosetss incubando los linfocitos y los eritroci:os
durante 30 min a 3700, obteniendo los resultasdos vya

mencionscdos.

Asimismo, la técnica de inhibicidn de la formacidn de
rosetas realizada en este trabajo fue uns modificscian
de la tecnica de Movston y cols., (35), cuyass principsles
modificacianes esatan dadas por el uso de linfocitos de
ratdn sensihilizados hacia los eritrocitos de csrnero
(rpsetas inducidas), el wuso de suero anti-timocitos
(SAT) 1a incubacibn de las células durante 30 min 3
37°%; para obtener la formacibn de rosetas, asi como el
no emplear complemento.

También fue variada la manera de interpretar lobs resulis-
dos; asi en lugar de manifestar los valores de inhibicitn
mediante el t{tule de inhibicibn de rosetas (TIR) se
dieron como un porcentaje significativo de inhibicion de

rogetas,
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fate porcentaje significative de inhibicifn de rosetas
fue obtenido a partir de la dilucion de SAT en la gue se
encontrd la mayor inhibicidn en comparacian con el
control (Hank). El1 valor significative de inhibicidn de
rosetas osusada asolamente por SAT fue establecidn en un
rango de 28.3-53.3% para la dilucibn 1:200, de esta
manera valares mayores de 2.3% fueron tomados come
fositivos para embarszo.

Al respeeto, en el sistema empleado, 1a naturaleza de 1ia
inhibicitn de raosetas zsor SAT z0n no es clara, se sahbe
zue la capacidad gue tiens una célula para formar rosetas
es perdida si muere y %smbién cdesaparece en incubacianes
nrolongadas con solucifn salins, por lo gue se podris
ssperar que el efecto cdel gsuerc antilinfocitos fuera el
ce matar a las células {(33), sin embargo, las diluciones
usadas en los ensayos fueron desde 1:200 hasta 1:12 800
siends mayores que las utilizacas en la %titulacidn del
SAT, y en las gque 2 uns dilucibn de 1:2 560 lz viabilidad
ce los linfocitos de bazp ee poco sfectads.

Tambi&n se considera que este Fendmeno no es de enmasca-
ramientp de receptores camma globulinas sobre 13 superfi-
cie celular, ya que un suero anti-gamma globulinass no
suments 13 inhibigibn de la formscibn de rosetas (33),

tn relscifn a esto (ltimo, na se ouede considerar gue la
inhibicion de rosebtas obseznida acui se deba a la presen-
cis de anticuerpos anti-gsmma glosulinass, debido a que
51 inmunizar 3 1luos ratones visz intraperitoneal con
eritrocitos de carnero, se usaron linfocitos T y éstos
no presentan inmunoglobulinas de superficie gue pudieran
permitirc la inbhibicion de rosetas.

Asi, atn cuands un pequedc porcentaie de células 8 de

bazo (0.4%) Ffarma rosetas y @stzs %amhién sumentan al
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inmunizar a los ratones (38), 1a inhibicidn de rosetas

va 3 estar dada principalmente por les linfocitos T.

tn algunvs trabajos se sugiere gque el mecanismp de
inhibicibn de rosetas posiblemente involucra la unién
del anticuerpo anti-receptor E£ al receptor £, asi como
un impedimento estérico al interaccicnsr el suero heterd-
logo con determinantes antigénicos poco espaciados (39).

Con respecto a los sgueros normales tanto de ratones
hembras como de ratones machos, asi come los de las
hembras pgestantes, al reslizar primero la incubacidn de
los linfocitos en el suero, se tratd de reflejar una
situacién in vive, en 1a cual los linfocitos posiblemente
se ven sujetos a algdn agente inmunosupresor y con la
gegunda incubacibn en SAT ya se puede chservar la inhibi-
cion de la formacion de rosetas incrementada in vitro.

No se observd gran diferencia entre los valores obtenidos
para el suerc de ratoness maghos y hembras normales
comparados con el grupn de S5AT, en ambos grupos se
manifestd Gnicamente 1la inhibicién de resetas causada

por el efecto del SAT.

Mientras que los sueros de ratones hembras gestantes
modificaron ls inhibicign de rosetas por SAT al sumentar-
la; en algunos trabajos mencionan gque el FET aumenta el
efecto blogueador del SAT probablemente por saturacifn
de slgunoa receptores pars eritracitos, sobre los linfo-
citos (29).

La inhibicifin significativa mayor dei 53.3% sugiere que
sparte de la actividad inmunosupresora del BAT estéd

actuando algin otro factor, posiblemente el FET.

Al realizar las uniones de los ratones se tamd en consi-
deracién que la durscidn del ciclo estral en las hembras
es de 4-5 dias, por lo que se did el tiempo de 1 semana
pars lograr los apareamientos posibles, 1los cusales
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fueron esc3sus y tardados. Los apareamientos obtenidos
se dieron principalmente a los 3 & 4 dias despuds de
hacer las uniones y se consideraron como positivos en
gestacibn.

Foster (47) menciona al respecto que de los apareamientos
que tienen lugar inmediatamente degpués de hacer las
uniones, una gran proporcidn son estériles; indicando
que han tenido lugar fuera del estro.

Para el suero de 24 hrs de gestacidn sdlo se tomd como
evidencia del apareamiento la presencia del tapdn vaginal
(19, 49) ya que al efectuarse las disecciones, las astas
uterinss presentaron el mismo aspecto gue el de las
hembras normales (no apareadas).

En el suero de 7 dias de gestacifn ademas de la presencia
del tapon vaginal se tomd como evidencia de embarazo la

presencia de los embriones.

De esta manera, consideramos que se pudo detectar la
presencia de un posible factor de embarazeo antes de 1la
implantaciéon en el suero de 24 hrs. de gestacion vy
asimismo, su presencia a %ravés del embarazeo en el suero
de 7 dias de gestacibn.

Varins sutores reportan una depresibn en 13z actividad de
los linfocitos de ratones hembras gestantes %$an temprano
comp a las 6 hrs después de un apareamiento exitoso y la
cual persiste hasta los & 6 6 dias antes del! parto (23).

Por otra parte, Morton y cols. (24) enconiraron que el
nimero de células formadoras de rosetas no disminuye en
el embarazo, sino gue el ndmero de sitins ge unifn sobre
éstas células, disponibles para la actividac inmunosupre-
sors del suero antilinfocitos es disminuido.

Una vez estsblecida la técnica de la innibi
rosetas inducidas en el sistema del ratdn, sz p
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probar muesiras de suersos humangs, ya que de acuerdo &
Marton y cels. (35) se-mencions gue el FET no es especi-
fico de escecie, por lo gue se esperaba encontrar una
regccidn cruzads con los linfocitos de ratén.

En los suergs normales de hombres no se encontrd varia-
cien en cuanto 3 la inhibicidn de rosetas, s6lo se
conservd el efecto inhibitorio por SAT, le cual fue

considerado como normal.

£n los sueros de mujeres embarazadas se pudo observar un
aumento en la inhibicidn de rosetas cuyns valores caen
dentro de 1la 4inhibicibn significativa pars sueros de
ratones hembras gestantes. ©n estos resultados no se
puede asegurar hasta el momento, que el efecto de inhibi-
cibn sea detido al FET, ya gque @ esate tiempo de gestacian
ya existe una serie de proteinas propiss del embarazo,
las cuales tal vez puedan tener un efecto sobre los
linfocites. 5in embargo, estos resuctados sugieren gue
si se da una interaccifin entre lobs linfocitns de bazo de

ratdn y aiguna proteina presente en el suero de embarazo
humano.

Tambhién existia interés respecto al efecto que podris
ejercer 1z HGL comercial sobre 1a técnica, debido a que
se ha considerado gque las HGE cuya presencia es temprana
en el emtarsza, tiene una posible actividad inmunosupre-
sora contrs los linfocitus, y en donde se han encontrado
resultados positivos con concentraciones tan bajas de la
hormona cemo son 5 pg/ml, pero existe controversia al
respecte (Z23). Tambifn es reportado gue la inhibici6n de
rosetas csusada por preparaciones de HGC, més bien es

debida z un factor contaminante gque se hs sugerido es el

=

FET (214).

Con base 2n los resultadns obtenidos se puede decir gue
se ha logrado parcialmente el objetivo, principslmente
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en lo gue se refiere a 1ls técnica de inhihicibn de
rosetas; ya que solo se pudo comprobar de una manera
cuslitativa el efecto que tiene el suero de hembras
gestantes sobre la actividad de los linfocitos de ratdn,
paor lo que seria importante dilucidar el fendmeno de la
inhibicibn de la fermacidn de rosetas por medio de la
caracterizacion de las moléculas presentes en los linfo-
citus y en los eritrocitos de carnero y que estén involu-
cradas en la fermacion de ruosetas inducidas.

Para completar el estudin tambi&n seria conveniente en
el caso de sueros humanos, aislar a las proteinas propias
del embarazo vy probar su actividad biolégica en la
técnica de inhibicifn de rosetas aungue ya se han probado
algunas de ellas, con resultados negativos.

Se hace mencibn s esto, debido s gue lo gue se& pretende
es tratar de establecer unaz técnica adecuada que permita
la deteccibn de fecundagion en humanos, que saeria un
método precoz de detectar la gestacion, incluso més
temprano que la deteccién de embarazo por genadotrapina
corignica.

¢l interés por lograr la deteccibn de fecundacibn en
humanos mediante un sistema heterdlogo, estd dado princi-
palmente por la estabilidad que representa el trabajar
con rstones, de los cuales se agobtiene el ndmero de
linfocitus neces3rios para los ensayns, lo que evita el
culectar sangre de personas (20 ml) y el problema de
obtener la concentracian de células requeridas, asi como

el uso de reactivos mis caros para su obtenci@én.

Finalmente, algunas criticas para esta técnica son, el
gue es laborivsas y prolongada y el ndmero de muestras
gue se pueden probar por ensayn es muy bajo.
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VI.~ CONCLUSIONES.

La presente investigacidn permite concluir gQue es posible
desarrollar la deteccidn del factor de embarazo temprana
(FET) utilizanodn un aistems heterdlogo.

El incremento en la inhibicion de ls furmacion de rosetas
can el suerq de embaraze es debidoc & la presenciz de
algdn factor inhibidor de la formacién de rosetss en el
suero de hembras gestantes.

La técnica modificada de la inhibicidn de la formacidn
de rosetas es un métodu cualitative, el cuel puede ser
mejorado pars lograr un método cuantitative, lo  que
requiere de la caracterizscibn de las moléculas implics-
das en la fFormacién de rosetas y el uso de anticuerpos
monocloneles,

€3 conveniente gontinuar el aestudic sobre humanps, donde
ge tengs control de la fecundacitn y iratar de evidenciar
as{, la efectividsd del ensayo sabre fecundacidn.



Vii.- APENDICE DE REACTIVOS.
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Snlucidn de Hank.

CaCly ..... R
MgSDu ........-.'.7..'.‘6
NEZHFUQ . 12 Hzg ..i;
HHZPUQ .......... ..i.
NaHCB3 R R PRI R
MOELy +eeneinneennaiinyuipiatel .0

Dextrosa ....... T LC -y
ROJO 08 FENDL veuvevuiivnensoseassassese. 0.020 gr

Ajuster el pH a 7.2 y.afnrar con agusa destilads & 1 litro.

Cloruro de Amonio Amartigusdo.

1) cloruro de smonio (NH,C1)............ 4.15 gr
Aforar con agua destilada .......... 500 ml

14) Tris (Base) ....cen.. .............,g;;Zgﬂﬁ-gr* 
Aforar con agua destilada e........... 100 ml

Mezeclar:

Solucidén i ...... veeesss 650 ml
*S0lucifn 11 ceeeeeeecee.. 50 ml

Ajustsr el pH & 7.2 con HCl cencentrado,

Esterilizer por filtracidn.
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Solucidn de Alsever.

Glucosa ...............{,5;;};.Lg;:52;05‘gf7
Citrato de 50010 .......vveeeievs.s 0.8 gr
Cloruro de Sodio ........;;.;..;;,‘JU;AZ'gr
Agua Cestllada ......eeeeevserosas. 100 @1

Ajustar el pH 8 6.2 con dcido citrico al 10%.
Esterilizar por filtracidn.

Solucifn Salina Isotdnica.

Lloruro de S00i0 veeeveeeseesseees. 0:85 gr
Agua destilada .....cevveveiniinnes 100 ml

Azu) de Tripano (0.2%)

Azul de tripano ...cecevaes ..;....; 0.2 gr
S50l. salina isotonicd ..ceeeceeeecss 100 ml-

Solucion de Bicarbonato de Sodio (NaHCO.) al 5.6%.

Bicarbonato de Sodio .....cccnnennn 5.6 gr
Agua destilada ..eeeeeesaaas cesseass 100 ml

Acido Clorhidrico 1 N.

TS S ceteess. B.5ML
Agua destilada ceeevesveessenecess. 100°ml
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