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RESUMEN 

~e ha descrito l~ oresencia de ,oléculas inmunosuoresoras 

en Al ernbarazo temprano (primer tri11estre), y en algunos casos 

se ha establecido su cosible mecanismo de acci6n; en el caso -

particular da la gonadotropina coriÓnic& hu'llana (HCG), se ha -

11ostrado un efecto dependienta de concentroci6n y en este tr~­

bajo, se pretende eatablecer su oosible v(3 de acción. 

En la presente investigaci6n, se estudió la i~teracción -

de la HCG con la "110Ucula CDJ d• linrocitos T humanos, El 

erecta fue valorado indirectamente oar media dnl ~orcentaje de 

inhibici6n dR rosetas E. 

Mediante el usa de un anticuerpo monoclonal dllti-COJ '30-­

bre linrocitos puriPicados en ricol-hypaque, se logr6 'llodular 

al receptor CD2 induciendo un porcentaje de inhibicl6n de ro-­

setas hasta 58.9 ! 12,7, cuando loa linfocitos fueron previa-­

mente tratados con HCG, se logr6 abatir el ofocta, encentran-­

do una diferencia estadisticamente significativa en la dis~in~ 

ción d•l porcentaje de inhibición (P<0,001), Esta disminu--­

ción, hace suponer que la HCG bloquea la interacción del anti­

cuerpo monoclonal con la ~ol&cula CDJ. 

Para determinar si la HCG interriere an la ynt6n dal ant! 

cuerpo ~onoclonal, se realizó un exoRrimento con perlas d~ 

serarosa, en el cualt se utilizaron ltnrocitos sin tratar n 

incubados con HCG, quP al incubarse con perlas de sefarosa con 



el anticuerpo monoclonal cJCo;=llado, demcstrdron •Jnd diferencig 

estadisticamente signiric•tiva (P <0.001). 

Los resultados del ~resente estudio, sugieren que la HCG 

compite con el anticuerpo ~onoclanal anti-CD3 por la ~ol~culd 

C03, modulando la molécula CD2 mediante u~~ v!a alterna. 

ii 



rnrnooucc ION 

Se puede considerar al embarazo nor'ilal corno •Jno de los -­

enigmas mas grandes de la inmunología, debido a que los fetos 

de todas las especies de mam!reros no consanguíneos presentan 

un juego de ant!gerios paternos extraños a la madre, y aun asi 

al ~reducto sobrevive durante el per{odo intrauterino. 

Actualmente, no se conocen todos loe Factores que inter-­

vienen en la proteccitSn del reto de un ataque inmunol6gico por 

parte de la madre. Dentro de los avancoa logrados en este Cd.'.!!, 

po, so han aislado proteínas asociadas al embarazo qun preoan­

tan actividad inmunoaupresora. Una de estas proteínas, as la 

hormona gonedotropina cori6nica humana (HCG), que es secretada 

desde el inicio del embarazo {embrión da preimplantacián). 

La actividad de la HCG co110 in'llunasupresor, ha iniciado -

una serie de controversias entre diversos inve9tigedares, de-­

bida principalmonte a lao diferentes concentracLones dR HCG 

usadas para la inhibición mitágena de linfocitos. 

En la presente investigeci6n, so eetudLa la intaracci6n -

de la HCG con linfocitos T humanas, especificarnente con la 

mol~cula CDJ y su posible efecto on la vía altorna CD2/COJ. 
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1,1 ¿Ea el embarazo un fendmeno parad6jico de la inmu-

nolog!a? 

Aparentemente el B:i\bdrazo es un fen6:neno paradójico de la 

inmunología reproductiva, debido a que los fetos de los ~a1lÍf! 

ros horadan antígenos de histoca-:ipatibllidad paternos que son 

diferentes d los de la rnadre y nor~~1.~onte no e~ist9 un r~ch3-

za; sin embargo, la madre rechaza injRrtos de tejido fetal o -

del padre en cualquier lugar diferente al sitio de i~~lanta---

ción (Rocklin et al., 1979), 

Medwar (1954 en Rocklin et al., 1979), propone cinco -­

hipótesis que trot•n de e•plicar como es posible que el feto -

que puede ser coneidorado co~o un aloinjerto para la ~adre, 

pueda sobrevivir al por!odo intrauterina sin aer rechazado por 

ésta, las hip6tes1e son: a) El feto no es inmunogolnico y 

por lo tanto 110 provoca la respuesta inr:tunológica de la 1\adre; 

b) durante el ernbarazo se dltera lu resuuesta inmunálÓgica m.:,? 

terna; e) el 6tero es un sitio in~unologica~ento privilegi_!! 

do; d) la placenta es una barrera innunológica erectiva¡ y 

e) El rato no lleva componentes inmunol6gicos, 

Rocklin et al. (1979} 1 analizaron las hipótesis de Medwar 

sobre las reacciones 1n~unol6gicas materno-embri6n, y proponen 

que: El sistema in'llunol6gico materno es "desafiado" con ant!-

genos paternos expuestoa por el tejido trcfoblastico, y por -­

c,lulas retales a trav's de la placenta al interior de la cir­

culaci6n sanguínea materna. Lo anterior hace suponer qu9 exi~ 
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te un balance sobra la superficie de los c~lulas del trofobla~ 

to, en el cual participan anticuerpos espac!ricos contra trofE, 

blasto y aloant!ganos embrionarios. Eate 11 balancen se debe a 

la producci6n de anticuerpos bloqueadores y/o a c6lulas T su-­

presoras; de hacho, los bajos nivelas en la densidad del antí­

geno sobre la superficie celular es bloqueada ~ar efectos da -

la Inmunoglobulina C (IgC). 

El papel da los anticuerpos blaquaadores sugiere un meca­

nismo para la sobrevivencia fetal, ya que se ha encontrado una 

aaociaci6n entra la presencia da 'atas anticuerpos en mujeres 

multigravidas y su ausencia ~n ~ujarea con abortos habituales. 

Por otro lado Mandenhall (1976), considera cinco puntos 

importantes para la sobrevivencia del feto como un homoinjerta 

para la madre, debido ~osiblemente a numerosos ~ocanlamos; 

1) La organizaci6n espacial de la interfase fetal-~aterno; 

2) La protecci6n generada de los anticuerpos contra antígenos 

eapec!ricos retales¡ J) Loa posibles erectos bloqueadores -

del complejo antígeno anticuerpo; 4) Una modulaci6n genera-

da por la placenta proteínica, hormonas esteroides y las pro-­

taínas asociadas al embarazo eobre la inmunidad celular; y 

5) La acci6n supresora de los linfocitos fetales. 

Dentro de las hormonas relacionadas can el embarazo, la -

gonadotropina cori6nica humana (HCG) juega un papel i•nportante 

para el buen desarrollo del •~bri6n. 
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La gonadotroplna corl6nlca huMna se sintetiza y secreta -

en el cito y einciciotroroblasto. La eecreci6n en el embarazo 

va a ser caracterizada por uno. elavaci6n entre la aª y 12ª se• 

manas da gestación, posteriormente disminuyo y se conserva con~ 

tanta a partir de la 14 ª a la 16 3 semanas hasta que el embarazo 

termine (Braunstein et al., 1976 en Ayala et al., 1904). Se -

pienso que la elevaci6n de la HCG en el embarazo temprano (me-­

nos de 12 semanas), es necesaria para conservar la producci6n -

de progeaterona por el cuerpo lúteo del ovario, debido a qua la 

producci6n de esteroidoe por el troroblasto durante osts etapa 

es insuriciente para que continua implantado el blastocieto --­

(Ayala et al. 1 1984). •Sin embargo, llama la atención qua la -

adminiatraci6n ax6gena de HCG no pueda prolongar el funciona--­

mianto del cuerpo lúteo en mujeres que ovulan narmal~ente; la -

causa podría ser en parte que la estimulacidn del ovario con 

HCG ex6gena no ea fisiol6gica, al contrario de lo que sucede -

con las gonadotropinas hip6risiarias (LH-FSH), que deban secre­

tarse en •pulsos• (Ayala et al., 1904). 

Asimismo, los niveles de HCG en mujeres embarazadas aumen­

tan rápidamente en la aangre y su concantreci6n en la circula-­

ci6n es de JO a 100 UI/ml alrededor de la 08 semana. 

La hormona HCG se localiza sobre la ~~mbrana de las c6lu--

las del sinciciotrofoblasto, for~ando una cubierta que consti--

tuya una interfase entra al tejido materno y retal; debido a -­

este hecho, se Piensa que lQ HCG ~ueda ~rovRer una protncci6n -

inmunológica hacia el trofobl•sto y se especulo que su disposi-



ci6n suil9rficidl juega un papel importante pard 14 i·~1.,l4nta--­

ci6n del cigot.o (Baling y Weksler, 1974). 

Por otra parte, la HCG ha deTiostrddO sor un.potente inhi­

bidar da la respuesta praliferativa de linfocitos tratados con 

init6genos, antígenos 6 c&lulas alo•nt!genas, Jde'!lás prolonga -

la sobrevivencia de injertos, lo que sugiere que tiene activi­

dad in'llunosupresora (Han, 1174). 

Por ejemplo, la HCG extraida de orina de mujer embilrazada 

para uso de hu11anos, ha demostrado sor .tn·,1unu:lupresiva. En -­

vivo, la inyecci6n de HCG purificada dis'llinuye la hi~ersensib.!, 

lidud retardado p>r• al derivcdo orote!co purificado (PPD) on 

cobayos, pero no inte:fiare en el rechazo da injertos de piel 

intrauterinos en ratas (Rocklin, 1979). Los lotes rle HCG pur.!, 

ficada con un rango de 1,000 - 10,000 UI/'111 inhibe la respuas­

ta rnit6gena inducida por fitahe'llagluti.nu (PHA), aei'lliS'llo, 

tiene igual efecto en linfocitos .ilog•r,lcos en la reacci6n de 

cultivo mbto de linfocito• (MLR), Por otra parte, el afecto 

supresivo de la HCG ee oierd• cuando los linfocitos preincuba­

dos son lavados 6 cuando se incrementa la dosis de PHA (Rocklin, 

1979). 

Schiff et al, (1975), encontraron que ld HCG causa el --

15~ de inhlbici6n del MLR con 800 UI/<l, y dol 15 - 20~ de in­

hibici6n de la inducci6n mit6gena del linfocito, con un• dosis 

entre 150 - 2000 UI/'111. Por otra oarte de~ostraron que el 

efecto inhibitorio da la HCG sobre el MLR es r~versible y no -

se de~e a un er!cto citot6~ico, Jsi~is~o l~ HCG ouede ten~r --
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funci~nes ~ara inhibir loa eventos te~~ranos 1o l~ trunsra~a~­

ci6n linfobl~stica, 

Contractor y Oavies (197;, en Schiff et al., 1975), su-­

gieren que la HCG puada inhibir la respuesta linfocltica debi­

do d ~~a co~pAlencla con el antígeno por al receptor da me~bri: 

na. 

Odell y Griffin (1987), sugieren que el origen de l• HCG 

en l• sangre de hu~uno•, praviana de la gl6ndula pituitario y 

ade:ri~s. los niveles de HCG en rnujeri:1s cambidn en ror·ild aarnle­

la con los dP 1.1 LH :11.Jrctnt.e el cic111 i~nstrual,. 

En el .;~bara20 taraprano, lu poblac.l.6n drt llnrocitos "Juas• 

tra un de~re~ento slgnific•tlvo qn lü subooblaci6n CD4+. Este 

decremento Q3 acoT.pañado co~ Al ~á~iTIO nivel de HCG, lo cual -

puede ser cornµatiblo con cinrtos <n1?cdnts10(! i11~unol5gico:.i. que 

p·articioan en la toleNncia h•ci 4 •l feto (Degenne et al., ---

1988), 

1.2 Embaraza y rHpuHta inmunitaria 

la invasión traroblasttca as un co,,1po11nntP pri"lla.rio d'3 l.s 

plocentd.ci6n huf:ianu, que trc:H~ co"lD consecusnci:.l la ":-:pr~sián -

de tejido r~tal para el su 1iniotro de son9re >0te"''" (Tuttle 

et .. 1., 1985), 



7 

Poco ti~-;¡oo despu~s que la ;>lacPr.t<l se hJ fo=·1Jr1iJ, el dVO!!, 

ce ~arginal del trora~ldsto lnvasive ~ierde ta derinición de -­

los bord~s de la iJ~red cqiJl~~ jql cltotr~foiJl~sto, dJndo o=i-­

gan 41 sinciciotrofoblasto que carece de bordes celulares. 

Además de estos cambios morrol6gicoo, el sinciciotrofoblasto dá 

inicio a la bios!ntesis funcional de proteínas, esteroides e -­

incluyo la producci6n de la gonadotropina cori6nica humana 

{Tuttle et al,, 1985), 

El traroblasto ?rosenta una actividad invasiva, destructi­

va y durante las primeras semanas siguientes a la impla~taci6n 

las arteriolas, arterias y las vanas endo11etriales son 11 tapo-­

neadas11 por la proliferación del trofoblasto (Tuttle et al,, 

1985). La invasión trofoblástica de la arteria lumina y la de.!!_ 

trucci6n de l~ decidu~ contin6a a trav&s del pri11er trimestre, 

con und consecuente dilataci6n de las arterias ~alernas. Si--­

guicndo a la forillaci6n de la vellocidad terciaria, las clilulas 

del citotrofobla•to penetran la perireria del sincitlo y se ex­

tienden al interior de la decidua y a la superficie del raiorno-­

trio. Tuttls et al. (1965), proponen que la fusidn de los gra!! 

des grupos de las clilulas mononucleares intersticialos producen 

la aislaci6n del lecho placentario. 

La diferenciacidn del endometrio es acompañada por el au-­

•ento de l~ síntesis y/o secroci6n de ciort•• ?rote[nas y por -

un~ reducci6n de lJ síntesis de otrJs. De las cuales BA han -­

identificado 17 orote[nas endomotriales (EP), las proteínas --­

princloal<nente sacrebd~• son l• EP15 y la EP14. La EP14 es 

asociada con la"desid•Jalizclci6n del endo:netrio y su síntesis se 



incrementa durante el embarazo te':'lpr.:ino. La EP15 se secreta -

durante el ciclo 11enstrual y en el 0::1b..1rcizo tP,prano, ppro de­

crece a la 15ª sa~ana (8ell et al. 1 1985). Estas proteÍni.ls -

pueden ser utilizadas como Tiarcadores de ld runci6n y diFeren­

ciaci6n endo~etrial durante el ciclo menstrual (8ell et dl., 

1985). 

Las proteínas pueden ser secretadas en el interior del 

lúmen del útero, en el rlu!do amniótico 6 en la circulaci6n en 

general. Estas proteínas hon tenido un papel funda11entdl 13n -

la interrelaci6n feto-materna co~o in~unosupresores, o como -­

una señal para guiar el trofoblasto hacia el tejido 'rldterno. -

La inmunaT1odulaci6n local dabidc;1 a los ;Jrod•Jctas de la decidua 

y el traroblnsto, representa el pri~er ~ecanis~o an la interF~ 

se feto-11aterna que previene la activaci6n de los linfocitos -

maternos, que son potencialrnente citot6xicos 11 in si tu" (Parhar 

et al. 1 1988). 

Se ha de~ostrado que la prostaglandina E2 (PGEz) y la --­

progesterona químicamente puras, pueden actuar sinergica~ente 

en la oupraa16n policlonal da linrocitos (Parhar et al., 

1988). Donde la PGE 2 regula la genaraci6n del receptor para 

interlaucina 2 (IL-2) (L<ll;a et al., 1988). 

Wt1ng et al. (1987), encontraron que el endoTietrio que -­

aún no ha desarrollado la decidua, contiene un factor soluble 

i'll;:ilicado en la regulaci6n de la respuesta inmunitaria celular, 

y que la producci6n del factor se incre~enta conforme ~rogres~ 



el ciclo menstrual on l:i mujer. La ausencia de este ractor sa­

lublo, podría e•plicar la habitual pérdida de ambrlones antes 

de la implantaci6n y el baja porcentaje de rertilizaci6n 

11 1n Vitre". 

Stankava y Rola-Pleszczynsky (1984), proponen que la act! 

vidad inrnunitaria debe ocurrir en el útero, permitiendo el 

desarrollo de linfocitos supresores específicos •. Asi~is~o, 

investigaron si las c'lulas supresoras :naternas· y del corddn -

umbilical muestran ospecificidad para el estímulo de antígonoo 

en la reacci6n cultiva mhta de linfocitos (MLC) materna-ro---

ci~n nacido, encontrando que: a) ~as células 111aternas son -

hiporeactivas en el MLC¡ b) Las c'lulas no relacionadas ma-

terna-recién nacido no son tolerantes y c) La hiporoacci6n 

del MLC rnaterno-racián nacido as debido a una m!niina parte de 

células supresor as espec!r ic as, fund a'!lent clr:iente on ambas oo-­

blaclones. 

Tekelioglu-Uysal et al. (1975), realizaron estudias sobro 

la estructura y las interrelaciones entro la3 cél•Jlas de la -

decidue y las linfocitos durante la 1mplantaci6n temprana. 

Encontraron que las agregadas de células de la decldua y del -

trofoblasto en el endornetrio durante el e1T1barazo tnrnprano (co~ 

pleja declduotrofablasta), pueden runc1onar co•a un regulador 

hu•noral local r•lacionando f'actorea químicos y toman :>arte i:m 

al estublecirniento in·nunolÓgico paril la i'Tlola.,tación. 

La concentración de linfocitos (nti~a~ente asociada con -

las células de la docidua, puede elevarse dura~te el novimien-
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to narm..il do linfocitos al interior del siti:::i de i'Tlpla.-.tación, 

y entran al endo'lletrio co110 resultado de la inf'la':laci6n natural 

de la i'llplantación, y no corno una res?uesta específica hacia el 

embrión (Tekelioglu-Uysal et al,, 1975), 

Durante el em!larazo, la respuest.'1 in:nune haciJ los aloun-­

t!genos ~uede provocar el rechazo del feto, lo cual as evitado 

por medio de factores in.n1Jno-humaralos o por los 11.J'llados anti­

cuerpos foc1lit.:idores, E.stos anticua:;:>os son observados hacia 

la ;>lacenta, en'!luscarando los antígenos dP.terrninantes y prote-­

giendo al tejido fetal de un ataque materno (Youtananukorn y 

:1atangkaso'Tibut, 1972), 

Ln el ca~o ~articular del rat~n, el fracaso P~ el embarazo 

ae debe al rechaz::J ln~une ~Jter,a, e~ ~1 cudl los llnrocitos 

citotóxicos maternos se c.curn·Jlan en el sitlo de implantaci6n 

pueden atravesar la placenta y entrar al reto (Reg~~ y 8raud, 

1903 en Jargent et al,, 19BB), 

Existen proteínas inrnunosupresoréis asociadas dl e:n::iarazo -

que han sido aisladas en su. mayor parte Ce la placenta humana, 

estas prote!nas se dividen en tres grupos (Horne y Nisbet, 1979 

en Gironnet y Levrier, 1965), 



- Las proteínas esaecíficas d~l trofoblasto 

HCG y HCS 
rasratasa alcalina de placento 

Proteína plasrnática asociada al e111barazo (PAPP-A y 
PAPP-B) 

11 

Beta 1 glicoprate!na es?ec!fica de embarazo designada 
por la3 abreviaturas: ?S G, SP1, 3p5 y PAPP-C. 

- Las proteínas retales; antígenos carcino-e~brionario y 
alfa feto proteína. 

- Otras prote!nas 

p 1-globulina (3?2) 

E'llbarazo asociado " 2-glicoorote!na (ex 2PAG) 
Proteínas placentarias PP-1, PP-2, PP-3, 11P-4, 
PP-6 y PP-7 

Prote!na normal inrnunoaupresora ó NIP 

Prota!na C reactiva Ó CRP 

2 H isoferritina globuli~a 

ractor de embarazo temprano 

Hochner-celnlkler et al. (1984), encootraron que las c~lu­

laa cultivsdas a partir de la decidua '1antienen su capacidad de 

producir prolactinas y varias prosteglendinas PGs y PGE2, y prE_ 

ponen qua junto con la secreción de ribronectinas, juega~ un 

papel importante en la implantación del óvulo fecundado y sub-­

secuentomente en el craciiniento del e'llbrián. 

Aai~ismo, se ha encontrado que la prorenina plasm!tica ~a­

tarna sintetizada por células coriónicas, alcanza su 'tláxirna 
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producción d la 4 a serndna del embarazo y se ·n:mtiene ¡Jor todo 

el per!odo de gestaci6n; por otra parte, la (l -HCG alcanza su 

?unto '!láxi'TID a la 9• se'llana (Sealey et al., 1985). 

Joder et al. (1984), proponen que las ~ol,culas inmune-­

reguladoras asociadas ul e~barazo, pueden prevenir la expre--­

si6n potencial citot6xice de las c'lulas naturalea asesinas -

(tlK). Tales mol6culas inmunoreguladoras son: Oeta-estradiol, 

prostaglandinas y la alfa-fetoprote!na, las cuales están pre­

sentes en el suero de mujer e~barazada y en el rluido anmi6-­

tico. 

Por otra parto, cuando un tu~or es desarrollado, se ha -

determinado que puede tener par&matra in11unol6gicos si ni lares 

al embarazo, siendo idéntico al co'!lporta11lento de las c~lulas 

asesinao (NK) (N•ir et al., 1980 en Toder et •l., 1994). 

finn et al. (1977), '!lencionan que la protecci6n del feto 

59 dabe a una reacción d6bil nntra las c~lulas maternas y fet~ 

les, deter'Tlin.Jda por un inhlbidor genético, ade,nds proponen 

que l.:i 'TlBdre tiene dos superficies alélicas marcadas, una do -

las cuales pasa al feto (as! que el fato y la ~adre tienen 

siempre ""/arcado res en común), y estos 'TI arcado res son 11utuamen­

te repulsivos. 

Sa.rgont et .J.!. (1988) 1 sintetizaron en tre::; puntos l.i ... -

rolac:ión in':'luno feto-¡¡utern<l: a) Hüy cÁlu!as de la reapuas-

t~ in;~unP 11atsrn.J !i~cta los fetos que se desarrollan durante -



el e~barazo, las cuales necesitan ser bloqueados; b) Loa 

anticueroos bloqueadores logran que el e~barazo evolucione 

exitosa~nnte¡ c) ~n ausencia de anticuerpos bloqueadores 

existe una respuesta de rechaza contra el reto. 

A través del tie~po, los conoci~ientos generados aobre 

la in~unalog!a del embar~za hdn trdtado de explicar los múlti­

ples factores que contribuyen a evitar que el feto sea racha--

zado. En base a experi'ilentos realizados, cada investigador -

en su tie~po ha abordado el fen6meno desde direrentes aspectos, 

contribuyend~ asi a la disqcación del fen6meno. 

Actual-irnnte, no se conocen todos los mecanis'ilos i'llplica-­

dos en la sobrevivencia fetal durante el período intrauterino¡ 

sin a~bdrgo, los descubrimientos realizados sugieren que 

desde el inicio del embarazo,se ganer~n señales que desencade­

nan los ~ecanismos implicados en la sobrevivoncia retdl. 

En tales ~ec~nis~os eotá i~olicddo el co~plejo decidua-troPo-­

blaato, los dnticuerpos bloqueadores y prote!nas in~unosu?re­

soras: entre las que se encuentra la hormond gonadotropina -­

cori6nica humana que ha demostrado su acci6n en la inhibición 

~it6gena de linfocitos, 
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1,3 Origen de las c'lulas T 

El sistema celular T 1 esta co!11puesto por c&lulas linfoides 

T que intervienen en les ~ecanis~oa de i~nunldad hu~oral y cel~ 

lar (Papiernik 1 1904), En general, los linfocitos tienen una -­

elevada reldción ~ucleocitoplas11atica¡ al citoplasTia as rico en 

ribosomas y escaso en lisoso~as (Bach y Reyes, 1904). El ta~año 

de los linPocitos varia de di&Tietro entre 7 y S u (Sell, 19S1), 

Loa linfocitos se van a originar a oartir de las células -

hematopoyétices da la 116dula dasa. En estado O'nbrionario htas 

º'lulas hamatopoyéticas se localizan en el saco vitelino y pos­

teriormente migran al hígado, bazo y por últi.110 a ·1ád 1Jl..i ÓS'?d -

(Bach y Reyns, 1964). 

Una vez que las c&lulas pracursorae de linfocitos T, han 

sido liberadas de m'dula óee .. , viajan al tho. En el ti'llO los 

linfocitos maduran y se diferencian hasta convertirse on c&lu­

las capacea de realizar actividades asociadas con la 1nrnunidad 

celular y humoral (Vonder et al., 1976). 

Oespu6s que las linfocitos T db"'1donan el timo, viajan a 

los ganglios linf &ticoo en los cuales se identifican dos subp.!!, 

blaciones celulareo distintas con diferentes capacidades run-­

cionales, llnfocÜoa T reguladores y linfocitos T erectores -­

(Katz, 1963). Los linfocitos T reguladores, san aquello• qua -

pueden ampliar o suprimir las rospuostus de otros linfocitos T 

o de linfocitos a, y las linfocitos T efectores son aquellos -

que causan reacciones in'!lunitarias rnadiudas por r.:6lt1las 

(Katz, 1983). 
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1.4 Marcadorea de llnrocitos T huraanos 

El reconoci'!liento del antígeno por parta de los linfoci-­

tos ~se realiza con espociricidad a trav~s del receptor lla-­

rnado receptor de T. (ate reconocimiento es esencial para la -

activación de las células T con funciones erectoras (Meuer et 

al,, 1904). 

Los linfocitos T hu11enos forman rosetas espontáneas con -

loo eritrocitos de carnero (rosetas E), y esta característica 

se usa para ident1r1carlos. Otros receptores presentes en los 

linfocitos T periféricos hu111anoe, para la porci.Sn del fragmen­

to cristalizable (re) de las IgG y de las i11'11unoglobul1nas -­

M(lgM) tnonoméricos, son lla~ados receptores 1 y )' res~ec-­

tiva'!lenta. Las c'lulas T )A- tienen funcionea auxiliares y las 

células T 1 ti•Mn funciones supresoras (Douglao, 1963). 

El desarrollo de anticuerpos monoclonalas ha permitido el 

an~lisie de l~s subpoblucionee dA linfocitos. L~ reactividad 

de los linrocitos do sangre periféric~ c.:>ntra los anticuorpos 

~onoclonalP.s, indica que los ~arcadores pueden deli~itar subp~ 

blacioneo de linfocitos cooperadores (Th), supresores (To), y 

citotóxicos (Te). Por eje'llplo, el anticuerpo 'llonoclonal 

onti-C01 reacciona con el 100~ de lae c~lulas T perif~ricas, -

::it>ro sol.J.1T1t:tnte con el 10~ dP ti·roocitas. Los ti-nacitos coi+ 
son los únicoo capaces de roaccio.,ar- ·.Jn cultivo 11ixto do 

linrocilos. Asi'Tlisiio, el anticuAroa •nonoclonal anti-CD3 iden­

tif'ic.a la rnisl'Tla. oobli:iciór,. (l a:1ti-C~4 reaccio~,r.s co • Pl 75~ -
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de los timocitos y con el 60% de linfocitos T oeriféricos; --­

parece ser que éste anticuerpo ~onoclonal puede identificar 

clilulas T cooperadoras o inductoras. Por otra parte, el 

anti-CD5 y el anti-CDS reaccionan con alrededor del 8D% de los 

timocitos y del 20 al JO% de células T periféricas; el 

anti-CDS puada identificar una subpoblaci6n can capacidad su­

presorJ 6 citot6xica (Dougl as, 198J). Los anti-CD6, anti-CD9 

y anti-CD1D reaccionan casi en su totalidad con timocitos. 

Los timocitos inmaduros portan marcadoras CD9 y CD10 ó única-­

mente CD10; al parecer, el antígeno CD10 se pierde cuando las 

células han abandonado al timo. La subpoblaci6n CD5+ es de -­

aproximadamente ol 80 - 90% de células T de sangre periférica 

(Oougl as, 198J). 

Por otro lsdo, existan poblaciones linfoc!ticas que ac--­

túan como células asesinas naturales y c'lulas asaoinas (K), 

~ue portan antígenos da células T, además poseen característi­

cas de promonocitos que reaccionan con anticuerpos ~onoclona-­

les qua se unen a los macr6fagos: OKM-1 y MAC-1 (Oouglas, 198J), 

La distribuci6n tisulur demuestra que lae células CD4+ de 

tipo inductor predominan en la médula t!mica, sangre y vías 

por donde pasan c'lulas T, incluyendo la paracorteza de las 

amígdalas y la lámina propia inteetinal. Lae c'lulas coa, 

constituyen una gran parte de la población de células T an la 

médula ósea y en el epi talio intestinal (Oouglas, 198J). 
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Distr!buci6n del complejo de diferenciaci6n (CD) (Shaw, -

1987), 

Antígeno 

CD1 a 
CD1 b 

CD1c 
CD2 

CDJ 
CD4 
CD5 
CD6 

CD7 
coa 
CD17 

CD18 
CD25 

CDw26 
CD27 

CD28 

CDw29 

COJO 
CDJ1 

CDwJ2 
CD4J 

CD44 

CD45R 

Distribuci6n 

Timocitos (células de Langerhans) 
ti mocitos 
timo citos 
célulaa T 
células T 
subpoblaciones de células T 
células T 
células T 
células T 
subpoblaciones de células T 
gr~nulocitos, monocitos y plaque­
tas 
leucocitos 
células T activadas 
células T activada• 
células T y células plasnáticas 
subpoblaciones de células T 
eubpoblacionos de células T 
células T activadas 
monocitos, granulocitos 

'ilonocitos, ')rdnulocitos 

células T, granulocitos, células 
rojas y cerebro 
c~lulas T, granulocitos y cora-­
bro 
subpobldciones de células T, --­
granulocitos y manocitas. 
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1.5 Vía• de activaci6n de linfocitos T 

Pr&cticamente existen dos v!as je activaci6n de linfocitos 

T: la v!a de activaci6n es¡:>ecífica y la v!a de activación ine..!! 

pacífica. La v!a de activaci6n específica la van d ~resent~r -

los linrocitos que posean el receptor para el antígena Jd~inis­

trado, los cuales tienen L1 C.Jpacidad de tr.:in3for11arse (8.!ch, -

1964). Dicho fen6meno ea específico, y• que solo el antígeno 

inmunizante es capaz de provocarlo (Ravillurd, 1964). 

Par otra parte, la vía de activaci6n inespecífico de loa -

linfocitos pu~de ser inducid~ por medio de subst~ncias obteni-­

das a partir de plant•s (Ling y Kay, 1975). Por oje-npla, de 

Phaseolus vulgarie se extrae la fitahe~aglutina 6 PHA, la cual 

actúa como un rnit6geno con propiedadi:ts de aglutinación. La 

concanavalina A (Con A), está caracterizada dentro de las-----

1,ectinas y g9 un derivado de Canuvalia ensiforrnls. Sin e-:.bargo, 

la Con A no es un aglutindnte tan fuerte co~o el PHA, prosu~i-­

~le~ente porque en las uniones tienen residuos de sacarina en -

su ouperficie. 

El 'llit6geno fitolaca a11ericana (PWM) derivado de 

Phytolaccd a11ericana tiene un bajo poder de aglutinación en 

compdraci6n can el PHA 6 con Can A, pero un 11~yor poder de es-­

t imul aci6n • 

. l\si~is-no, existen productos derivados de rnicroorga:iismos -

que igualmente dCtÚan CDilO activadores de la VÍd i11espec!f'icu -



(Ling y Kay 1 1975). Por ejo~plo, todas las líneas da 

Staphylacoccus aureus producen material difuso mitog,nico. 
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Adeinás, existen otros mit6genos que pueden dCtivar a los 

linfocitos, co:no son: el periodata, iones de Zinc, iones de -

Mercurio, enzimas proteolíticas, extracto de nuez y extracto -

de leucocitos polimorfonuclaarea (Ling y Kay, 1975). 

Ta:nbién se puede conseguir una activación .11oderada por -­

agentes físicos, como al rr!o, el calor 6 el ultrasonido 

(Ling y Kay, 1975). 

Por otra parte, las v!ns de activacHin pueden aer induci­

das por anticuerpos manaclonalas, las cuales derinan distintas 

mol&c".Jlas da superficie aobre las c6lulas T humanas. De esta 

manera, se logr6 conocer que existe una interacci6n del recep­

tor de T con el CD3 (Rainherz, et al., 1902). Par• tal efecto, 

se hizo uso de los anticuerpos monoclonales anti-CDJ y 

anti-COJA, loa cuales tienen patronas id&nticas de reactividad 

sobre las c&lulae linfoides, ya que ambos definen a la misma -

gllcoprate!na de 20 Kd y una banda de 25 - 20 Kd (Reinherz 

et al., 1902). 

El mecanismo de acción de estos anticuerpos monoclonales 

anti-CD) y anti-COJA' es que inducen el desprendimiento de la 

moUcula CDJ, provocando una ~arcada disminución del reconoci­

miento antígena específico y bloqueando una variedad de runci,g_ 

nes de las c'lulas T humanas pertr&ricas (Reinherz et al., ---

1902), Por ejemplo, se ha observada que 11 in vitre" inhiben el 
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efecto citot6xico de los linfocitos T de los clones T4 y T8, -

asimismo, mantienen inhibida la Producción de IL-2 evitando la 

proliferaci6n celular (Reinherz et al., 1982). 

Los linfocitos T humanos son definidos y aislados por su 

propiedad de formar rosetas con eritrocitos de carnero (Coombs 

et al,, 1970 y Jondal et al., 1982 en Palacios y Mart!nez­

Haza, 1982), Dichos linfocitos T tienen un receptor E, el 

cual puede tambitSn reaccionar con el anticuerpo monoclonal 

OKT11A, que detecta a un polipeptido de 50,000 MW (Kamoun 

et al,, 1981 y Verbi at al,, 1982, en Palacios y Mart!naz-Maza, 

1982), El polipeptido de 50,000 MW fue definido como C02 

(T, gp50) por la íiret International Workehop L•ucocyte 

Oifforentation Antigens. 

La interacci6n del anticuerpo monoclonal anti-CD2 con su 

correspondiente antígeno, causa la inhibición de la prolifera­

~ión de c&lulas T inducidas por antígenos (PPD y la reacción -

mixta con linfocitos aut6logos) y por mitógenos (Con A y anti­

cuerpos monoclonales) (Palacios y Mart!nez-Maza, 1982), 

Adem6s, ea encontró que ol anticuerpo monoclonal anti-C02 su-­

prime la prolireraclón de los linfocitos T cuando son estimul..!! 

dos con PWM; pero no la suprime, cuando se estimula can virus 

de Eptein ~· En otras palabras, el CD2 puede actuar co~o -

un receptor de señal negativa (Palacios y Mart!nez-Maza, 1982). 
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Se puede inducir la actiYación de linrocitos T, usando --

varias co'T\binaciones de anticuerpos rt1onoclonales dirigidos a -

ep(topes particulares de la ~olécula co2, por eje~plo, ca~ el 

066 y el 9.6/11 1 (9rottier et al., 1985). En el fenó~eno de -

activación se pueden distinguir dos inecanis~os de participa--­

ción del ión e~++ en el cltopldsma celular. En las células T 

trotadas con anticuarpos rnonoclonalas anti-CD2, se genera una 

elevación en los niveles de ca••; sin embargo, cuando se le -­

adiciona PMW, los niveles de ca++ na auinentan (Holter et al., 

1986). 

Por otra µarte, es importante la presencia de células 

accasorias o substitutos {12-0-tetradecanoyphorbol 1~ acatato), 

para que ol par de anticuerpos incnoclonalea puedan activdr las 

células T, En especial, cuando se usan el par de anticunrpos 

monoclonalas GT2+9.6/T11, los linfocitos debon tennr co~t•cto 

con las células accesorias para poder expresar el roc9ptor pa­

ra IL-2 (Huat nt al., 1986). El papel da las cHulas acceso--

rias on el proceso mitog&nico, no es cor ~edio de Lln entrecru­

za'Tiiento con la molécula CD2, sino que actuJ. corno un regulador 

de la molécula CD2 (OliYa et al., 1986). 

Cuando se induce la "modulaciÓn 11 de las células T, por on 
ticuerpos monoclonales anti-C02 no se evita una suboacuente ª.! 

tirnulación de las célulds; gin embargo, cu~ndo son activadas -

por .1\edio de anticueroos 11onoclonales dnti-CD3-Ti sa inducP. la 

rnodulación molecular, pero se evita una :Josterior estimulación 

(Moratta et al., 19B6). El anti-CDJ no afecta la suparficia -
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de CD2; no obstante, inhibe la generación de receptores ~ara 

IL-2 y l.i producción da IL-2 (Fax et al., 1986). 

La coasti"ulación da linfocitos T con anti-CDJ (SP34) y -

un anti-CD2 (9-1), activan su proliferación (Voung et al., 

1986), sugiriendo que la difarenciaci6n de los ant!genos de -­

las células T, CDJ y CD2 astS implicada en la activación vía -

ant!gano espac!Fico da las cálulaa T. HOning et al. {1987), -­

Proponen que una de las señales indispensables para la activa­

ción a través de la vía alterne (CD2/CD3), so debo a la inta-­

racci6n de la ~olécula CD2 con un complemento natural de la -­

superficie molecular. 

Por otro lado, las células T no pueden ser .!Ctivadas de!, 

pués que un anticuerpo monoclonal ha inducido la ~odul~ci6n -­

del complejo CDJ-Ti, debido posibla110nte a una refracción da -

las células T, provocada por la concentracl.ón de ca++ libre en 

91 citoplasma que inhibe algunos eventos metabólicos posterio­

res a la interacción receptor ligando (Pontalao et ul., 1987). 

Los ilflticuerpos monoclonales Mo inhiben la proliferaci6n 

de las células T, teniendo dif~rentcs efectos sobre la sínte-­

sis da IL-2 y la expresión del receptor para IL-2, adam&s tie­

ne efectos regulatorioe sabre la v!o alterna de activación de 

l•s c6lulas T v!a CD2 (Schwab et al., 1988). La prolifara-­

ci6n da las células T ·inducida por est!mulos de TJ, requiere 

da células adherentes (Haumann y Viocher, 1987). 



1 .6 Conncuenci• d• lao funcicnu •aociad•• a C:D2/C03 

El anticuerpo ~onoclonal 9.6 que reconoce y aa une el an­

tígeno C02, inhiba la producción da intarferon gamma, la ••--­

presión da loa racaptoree para IL-2 y también bloqued la pro-­

liPeración de las c&lulas T. Deduciendo que loa receptores 

para IL-2 son nacesarlos para llevar a cabo la prolifar•clÓn -

de las c•Hulas T (Wllkinaon y Morrie, 1984), También ea puada 

inhibir la producción de lntarraron gamma, por medio del anti­

cuerpo monoclonal OKT11A y al 35,1 qua además, suprime la pro­

ducción da IL-2 y racaptorH para IL-2 {Read et al,, 1995). 

tn a!nteals, la activación da las células T, ea deba a la 

interacción del receptor en ia superficie de las células con -

au correspondiente ligando; por otro lado, el uso de anticuar-

pos rnonaclonalea puede activar o bloquear una variedad de run-­

cionas de las º'lulas T, debido al reconochiento antígeno-e.!! 

pec!f ico. 

Sa puede inducir la proliferación de laa células T, por -

medio de ant!genoe ó mitógenoa; sin embargo, dicha prolifora-­

clón puede ser inhibida por medio dal anticuerpo monoclonal -­

anti-COJ y anti-C03A' lo '11ismo qua con al anticuerpo monoolo-­

nal anti-C02, loa cuales identifican las moléculas CD) y C02 

respectivamente sobre la superficie de las c'lulas T humanas. 

Por otra parte, se puede indudlr la proliferación de loa 

linfocitos T mediante la combi.iación de dos ar.tlcuarpo,. ·0"'~1--
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clonalea anti-CD2 (066 y 9,611 1). Para tal activación, es ne­

cesaria la presencia de células accesorias que actúan como 

reguladores de la moUcula C02, 

No obstante, cuando las células T son activadas por media 

del anticuerpo monoclonal anti-CD2, pueden responder a una --­

subsecuente estimulación; en cambio, cuando son activad as por 

ol anticuerpo monoclonal anti-CDJ-Ti, no responden a una subs! 

cuente astimulación. Debido a qua al anticuerpo monoclonal 

anti-CD3, inhibe la generación de receptores para IL-2 y la 

producción de IL-2; no afectando la superficie molecular de 

C02, 

Cuando san estimuladas las células T con el anticuerpo 

monoclonal anti-CD3, en combinación con un anti-C02, activan -

su proliferación. Lo cual sugiere, que los antígenos CD2 y -

C03 est&. implicados en la activación vía antígeno espec!f ico 

da las c~lulas r. 
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1,7 Objetiva 

ldentif icar la pasible relación entre la hor~ona gonado-­

tropina coriónica hu~ana y la vía alterna de activación 

C02/CDJ de los linfocitos T humanos, •~pleando anticuerpos 

monoclonales. 

Se oaba qua las moléculas C02 y CD) están i~plicadas en -

la activación da linfocitos T; por otro lado, la gonadotrooina 

coriánica hu~ana ha demostrada ser un potente inhibldor de la 

respuesta prolifnrativa de los linfocitos. Entonces al incu-­

bar los linfocitos T con hormona gonadotropina coridnica hu~a­

na, as de esperarse que ésta influya en la vía alterna de 

activación C02/CD), 
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11 MATERIAL Y l'IETDOOS 

En la presente investigación la parte e~perlmental rue -­

de•arrallada en área eot,ril (camoana de flujo la~inar), la9 -

soluciones empleadas, as! como el material, ruaran previamente 

eshrilizadas. 

- Obtención de linrocitco humanos 

Las muestras do sangre perifÁrica hurnana fueron tomadas -

da 32 persones sanas, cuyas edades fluctuaben entre los 22 y -

J2 años da edad. A cada persona ea la tornó una muestra de 

ml y •e les adicionó 250 ul del anticoagulante EDTA al 10%. 

A continuación, la sangra se pasó en partas igualas a dos tu-­

bos de tapón de rosca de 1) X 100 mm, la• cuales previamente 

cantanian 1.17 ml de rical-hypaque, can una densidad de 

1.077 gr/ml, y se procodió a centrifugar a 1500 rpm durante -

)0 minutaa. La• linfoclta9 obtenidos de la interra•e •a lava-

ron tres vacas con solución Hank•, en cada levada se centrifu-

gó a 1500 rpm durante tres minutos, al ter~inar •e aju•tÓ 

una concentración de 106 c&lulas/ml de solución Hank. 

- Obtención de eritracitae de cernera 

Loe eritrocitos ruaron obtenidos a partir de ••ngre da -

carnero, el cual fue alojado en el bioterio y alimentado con -

alfalfa, agua y alimento concentrado (Purina, S.A. de C.V.). 

• ver apéndice de reactivos 
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- Eritrocitos de carnero preparados con nauraBlltinidaaa 

Se tomaron 0.2 ml da glóbulos rojos de carnera y se sus-­

pandieron en 9.8 ml de solución salina a~ortlguada con rasra-­
tos• (SSA); posteriormente, se lavaron tras veces con SSA a -

1500 rp11 durante t rea minuto a y se resusp end1 eran an 9. 8 ml de 

solución Hank, con 200 ul de solución de neuraarninidasa. (a una 

concentración de 1 UI/1 ml de solución Hank), se incubaron par 

30 minutos a J7°c, con dgitación cada cinca ~inutoe y nuevame~ 

te se lavaron con SSA; por último, se resuapendieron en 10 ml 

de solución Hank. 

- Cantea de linracitoe hu•anao 

El n~mera de linfocitos humanos rue deter~in~do mediante 

una dilución da la suspensión celular, en sol'ución Hank y azul 

de tripdno• al 0.2% en solución sdlina iaot6nicd•, contando 

las células en la cá11ara de Naubauer. 

La viabilidad celular se deter~iná por la incorporación -

de azul de tripona en la célula, ya que el azul de tripano ea 

un colorante de e~clusión y única~ente se incorpora en las cé­

lulas muertas. 

r1 número de células vivas se dftterminó ~ediante la si--­

guiente rórmula: 

• ver apéndice de reactivos 
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Na. total do c~lulJs x dilución 1000 e No. do célul3o/ml 

o.~ 

- tnh1bici6n de la formación da rasatas par al anticuerpo 
monoclonal anti-CDJ 

Los linfocitos r~or~n rosuspendidos en soluci6n MEM•, a -

un• concentr.1ción de lllti ci§lul.H/:nl v sn:nbrodas nn una micro--

nl•ca do fa.ido en u (rlunc), con un µror.iodia do 50 uOO cálulos 

por llO%o. !iP.te pazas so les .Jdicianó al .Jnticuerpo rnonocl.2 

nJl Jnti-CDJ (OKT 1 Oahari''9. Ca.), cuyas dilucionns fuoron: 

1,2;c, 1:21s, 1:::io, 1:105, i:11l1, 1:1ss 1: 1.1J: •• -

dejdron tras pozas testigos y se incuoaron durJnte 15 - JO ~i­

nutos ~ 37°c durantP. 15 ~inutos; por Últi~a. se dej.Jron du·-­

r.Jnte toda la noche .:i 4~C. 

- Inhibición da la formación de rautas por el anticuerpo 
~onoclanal anti-CDJ + la HCG 

Los li~focitos fueron resuspendidos en solución MEM a una 

concentraci6n de 106 c&lul.:is/~l se~brJdos en seis oozos, con 

ur-t iJro:;iedio ~P. SiJ JOQ ilor 'Jozo; a cuatro ;JOZos se .Jdicion.uon 

dos diferentes concontracio•os de HCG ( 30 y 50 UI/oozo), de-­

ja.ido 1os ;-azos testigos >' se incubaror. .l "'7°C d~r.lnte 15 11.i-

nutas. continu'1tió;·. se .igregé el 4ntic.JPr:io :'lorioclonal 

anti-CDJ con oos diferentes diluciones (1:230 y 1:140), y so -

incuoaron .i ;7º: ;,,:-:- '5 'T':n:.::os. La co,-¡ain.J.ció~ da l.ls Jilu--

CiO'"lPS f ..;p; 
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a} Me 1 :2)0 + HCG !O U!/pozo 

b} Me 1 :2)0 + HCG 50 UI/pozo 

e) Me 1:140 + HCG )0 UI/pozo 

d) Me 1:140 + HCG so UI/pozo 

e) Testigo 

r) Tttstigo 

A continuación, a cada pozo se le agregaron glóbulos rojos 

da carnero tratados con nauroarninidaaa, en una proporción de 20 

eritrocitos por linfocito y se incubaron • nºc durante 15 "1i-­

nutos; por Último, as deraron durante toda la noche a 4ºC-

- Tratamiento da la aefaroea 

La sefarooa 49 activada con bromocian•Jro {Ph•rmacy flnP. 

Chemical, Plskataway, tlJ), se incubó con el anticuerpo monoclo­

nal anti-CDJ (Boharing Co.) en un amortig<Jador de borato 0.111 1 

con un pH de 9.5 y HaCl 0.05 M durante 2 - 4 horas o tempera-­

tura ambiente. Los sitios dtt •Jn!Ón desocupados fu~ron bloque_!! 

das incubando en 0.2 11 dP glicina can un pH de e. 5 durarit• das 

horas. 

- Ensayo de linfocitoa y seraraoa 

Se colocaron aproxi~ada~ente 10 000 oerl~s de 3erarosa An 

ceda pozo, sembrando JO pozos nn tr~s P.xperi~a~tos, ~vs fueron: 
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a) Serarosa 48 acooluda con glicina e incubada con lin­

rocitos (grupo testigo/unión inespec!rica). 

b) Sefaroaa 48 acoplada con anticuerpo monoclonal 

anti-CD3 e incubada con linrocitos (uni6n espec!rica), 

e) Sefarosa 48 acoplada con anticuerpo monoclonal 

anti-CD3 e incubada con linrocitos tratados con HCG (inhibi--­

ción espec!fica). 



III RESULTADOS 

- Obtención do linfocitos 

Se tomó una gota de solución Hank con linfocitos y aa di­

luyó oon cuatro gotas de solución de azul de tripano, contando 

al nú:nera de linfocitos en la cámara de Neubauer. Se cantaron 

~nicamonte las células viables, debido a que al azul de tripa­

no solamente penetra en cflulas muertas o en aquellas células 

con pared dañada, La población de linfocitos obtenida de san­

gra perif,rica humana, fue da 2.5 a 5X106 célulaa/5ml de san--

gre. 

- Porc•nt•J• da inhibición da rosetas debido al afecta 
del anticuerpo 11anoclanal anti-CD) 

Con una pipata Pasteur se tomó una ~uestra de tada pazo -

(tres teatigae y siete experimentales), la cual se depositó en 

4n portaobjetos y au•1li5ndasa en un microacopio, se contó al 

número de rosetas rormadas,. Para tal erecto, se contaron cien 

linraoltoa y Únicamente se consideró a una roseta, cuando un -

linfocito est& unido a tras o más aritrocitos, 

El porciento d• inhibición de rosetas se obtuvo en base -

a la relación que existe entre la ~adia del nú~ero de tosetas 

formadas an loa pozos testigos (ain anticuerpo ~onoclonal), y 

el número de rosetas formadas sn cada pozo experimental (con -

anticuerpo monoclonal anti-COJ), con diferentes diluciones en 



cada pozo. La tabla 1 muestra los porcentajes de inhibici&n 

de rosetas debido al erecto de las diferent•s diluciones del -

anticuerpo monoclonal anti-CDJ. Representando las resultados 

en una gr&fica de barras, 98 puede apreciar una relación •ntre 

la cantidad de anticuorpo monoclonal ompleada y el porcentaje 

de inhibioi6n (fig,1), los porcentajes de inhibici6n do ro-

sotas causados por las diluciones del anticuerpo monoclonal 

anti-CDJ 1:230 y 1:140, se les tom6 co~o patr6n de referen-­

cia, para •atablec•r si la HCG tiene algún efecto sobre el po~ 

centaje de inhibici6n de rosetas, Se tomaron estas dos dilu-­

ciones como patr&n, dabido a su gran diferencia en el pareen--

toje de inhibición, 

- Porcent•J• d• 1nhibic16n da roeotas debido al •focto de 
la HCG + al anticuerpo Monoclonal anti-CDJ, 

Con una pipeta·Pasteur se tom6 uno muestra de cada pozo -

(dos testigos y cuatro experimentales), se depositó en un por­

taobjetos y auxill&idose en un microscopia, se contó al nú~e­

ro de rosetas formadas. Paro tal afecta, se cantaron 100 linf~ 

citos y ~nlcsmente se consideró a una roseta cuando un linfa-­

cito esta unido o tres o más eritrocitos. 

El porcentaje de inhibición de rosetas, se obtuvo en base 

a lo relación que existe entre lo ~edia del número de rosetas 

for~adas en los pozos testigos (sin HCG, ni anticueroa mono­

clonal), y el número de rosetas for~adas en cada oozo e~peri-­

~ental (con HCG +el anticuerpo ~onoclcnal), La tabla 11 



muestra los porcentajes de inhibición do rosetas debido al --­

erecto de la combinación de la HCG con el anticuerpo nanoclo­

nal anti-COJ, comparándolos can los porcentajes de inhibición 

que se tomaran como patrón de rererencia del anticuerpo mono--

clonal anti-COJ (diluciones 1:230 y 1:140), 

Los linrocitos tratudos con JO U! y 50 U! de HCG por cazo, 

más 1 :2JO da dilución del anticuerpo monoclonal anti-CDJ, don 

como resultado un porcentaje de inhibición de rosetas dn 

9,5 :!: 9.6 9.59 ± B.8 reapoctiva~ente. Co~parando estos 

porcentajes con el porcentaje de inhibición de rosetas que --­

produce únicamonte el anticuerpo ~anoclonal antl-CDJ a la mis­

ma dilución (18.4 :!: 10,0), y 11ediante la prueba de x2 cruzada, 

se encontró que na B}(iste una diferencia estadistica1nente sig­

nlPicativa. Por otra parte, los linfocitos incubados con 

JO U! y 50 U! del HCG por pozo, más 1:140 de dilución de anti­

cuerpo monoclonal anti-COJ, dan un porcentaje de inhibición da 

7.68 :!: 11.18 y 13.57 :!: 9.44 respectivamente. Comparando --­

estos porcentajes con el porcentaje de inhillición de rosetas -

que produce Únicamente el anticuerpo monoclonal anti-CD3 a la 

misma dilución (58.9 :!: 12,7), se encontró que existe una dire­

rencia estadisticamente signiricativa (P <0.001), Estos resu.!. 

tadoe eat&n representadas en la figure 2, en la cual se puede 

apreciar la direr1ncia de los distintos porcentajes de inhib1-

ci6n. 
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- Enaayo de linrocitoa y seraroaa 

En este experi~ento se cantaron 100 esferas por pozo, de­

terminando al número de linfocitos adheridas, toi;iando co111a pa-

trón las esferas que tenían o, 1, 2 y 

(tabla III). 

ó ~&s linfocitos 

Los resultados de este experimento en for~a global ~ues-­

tran que: lae perlas acopladas can glicina presentan una dif,! 

rancia eetadistica:nente significativa en el número de linfoci­

tos adheridos, respecto a las parlas de sef arosa acopladas con 

anticuerpo monoclonal anti-CDJ (P <0.001), Igualmente, las 

perlas da a11farosa acopladas con anticuerpo monoclonal 

anti-CDJ, presentan uno direrencia estadistica~ente significa­

tiva en al número de linfoeitoa adheridos, en relación a las 

perlas de safarosa acopladas con anticuerpo rt1onoclonal anti­

CDJ, pero incubadas con linfocitos previa~ente tratados con -­

HCG (P <0,001), En la rigura llI eat&l rBpresentados en for'lla 

de gr&fica de barras, los direrentes oxoeri~ento3 con sefarosa 

que muostran 109 porcentajes de esferas que tienen O, 1, 2 

y á más linrocitoa adheridos. 



PORCENTAJE DE INHIBICIDN DE ROSETAS DEBIDO AL EFECTO 

DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CDJ 

Oiluci6n del anticuerpo 
monoclonal anti-CDJ 

Mo 1 :230 

Me 1 :215 

Me 1 :200 

Me 1:195 

Me 1:170 

Me 1:155 

Me· 1:140 

X t S da inhibición de 
rosetas(¡() 

19.4 :!: 10,0 

27.7 :!: 15.4 

27.9 :!: 21,9 

36.0 :!: 20,J 

45.0 :!: 19,0 

48,1 :!: 15, 7 

58.9 :!: 12,7 

i = Promedio de valores obtenidos en 18 ensayos 
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DILUCIONES DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CD3 

fIG, 1, PORCENTAJE DE INHIBICION DE ROSETAS DEBIDO AL Ef'ECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL 
ANTI-COJ. 
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1:230 1:215 1:200 1:185 1:170 1:155 1:140 

DILUCIONES DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTl•CD' 

f!G. 1. PORCENTAJE OC INH!BICION OC ROSETAS DEBIDO AL trECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL 
ANTI-C03. 

"' "' 



11 PORCENTAJES COMPARATIVOS DE LA INHIDICION DE ROSETAS DEDlDD AL EFECTO DEL 

ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CDJ VS EL EfECTD DE LA HCG + EL 

ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CDJ 

Dilución dnl Jnt lcuerpo 
•11onor.lo:1Jl unli-COJ 

X ± S dn inh1ll lci6n 
dn ro~mt1.1s (;%) 

Concentr1Jci6n da HCC + 
ld dilución dol onti-­
cuarpo •nonoclonal 
•nti-CDJ 

X :!: S do inhiliicL6n 
dR rasRtos (~) 

Me 1 :2 JU 10,4 :!: 10.u Me 1: 230 IJ. 57 ± 9.6 

HCG JO Ul/ul 

Me 1 :230 B. 59 :!: a.a 
liCG 50 UI/ul 

lle 1: 140 50,9 :!: 12. 7 Me 1: 140 7.68 :!: 11.10 

HCG jQ U!/ul 

Me 1: 140 1! .5'/ ~.44 

HCG 50 UI/ul 

"' ... 
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~ 
ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI•CDJ 1 t2JO 
ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI•CDJ 1 :2'0 + JO ul HCG 
ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI•CDJ 1 :2JO + 50 ul HCG 

~ 
ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI•CDJ 1:140 
ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI•CDJ 1: 140 + JO ul HCG 
ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CDJ 1:140 + 50 ul HCG -

f'IG. 2. GRAF"ICA DE BARRAS COMPARANDO LA INHIBICION DE ROSETAS 
DEBIDO AL EFECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTT-CDJ 
VS, EL EFECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI•CDJ + 
HCG, · 



llI ESFERAS DE SEFAROSA QUE PRESENTAN LINFOCITOS ADHERIDOS 

ir :!: s• de oafer..is de s•-
r .iros a qun tionon o Un-
focito:i adheridos. 

x ! s dn no foras de se-
raros u qun tioneo 1 !In-
foclto Jdherido, 

x :!: s dn oarer llO de se-
farosc.1 qun tienen :! !in-
focit.oa odheridos. 

x is do oaforua do se-
fJrao.i que tienen ; Ó -
•11.'.Ís linfocitos ctdheridos • 

• "R' :!: 5 Eo ol pr0Jr1ctu do 10 

5f'furasa 48 ucopl.1 
r.1.l con glicind o:: 
lncubJdot con linro 
citos. -

69.1 + 2.5 -

10.0 :!: 2.2 

o.5 ! 0 .. 5 

o.J :!: 0,7 

nno..1yas 

Sef.Jroea 48 acopld 
da con unticuerpo­
monoclonal anti• 
C0.3 e incubar.Ja con 
llnroc.ltos. 

65.J ! 5.9 

24.6 :!: J.U 

B.2 :!: 6. 2 

1. 6 ± 1.1 

Sof..irosa 40 o.1coplallu 
con .mticuRrµo •nono• 
clondl .tnti-CD3 n in 
cuuo.1dd con linfoci-= 
toe tr.ltadoa con HCG. 

67 .o ! 2.4 

11. 5 :!: 2. J 

1. 2 :!: 0,9 

o. 2 0.4 

"' "' 
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A 

I PRESENTA O % OE LINFOCITOS ADHERIDOS A LAS ESFERAS DE SEFARDSA 
II PRESENTA 1 ~ DE LINFOCITOS ADHERIDOS A LAS ESrERAS DE SEFARDSA 
III PRESENTA 2 % DE LINFOCITOS ADHERIDOS A LAS ESFERAS DE SEFAROSA 
IV PRESENTA 3 % OE LINFOCITOS ADHERIDOS A LAS ESFERAS DE SEFAROSA 

SEFAROSA 4B ACOPLADA CON GLICINA E INCUBADA CON LINFOCITOS 
SEFAROSA 4B ACOPLADA CON ANTI-CD3 E INCUBADA CON LINFOCITOS 
SEFAROSA 4B ACOPLADA CON ANTI-CD3 E INCUBADA CON LINFOCITOS 

FIG. l, GRAFICAS QUE REPRESENTAN LAS MEDIAS Y DESVIACION ESTANDAR 
OBTENIDAS DEL ENSAYO DE LINFOCITOS Y SEFARDSA. 
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IV DISCUSIOtl 

Estudios realizados por diversas autores 1ugl•ren qu• en 

el embarazo temprano, sa ganaran señalas que desencadenan la -

producción de anticuerpos bloqueadores, sustancies innaunorre-­

guladaras y otras mecanismos que permiten al reta sobrevivir -

durante el per!ada intrauterina, a pesar de presentar un Juega 

inmunaldgica da antígenas ••trañaa a la madre {Racklin et al., 

1979; Ayala et al., 1904; Gironnet y Levrier, 1905). En esta 

diocuaidn H pretende analizar el pasible papel que daeempeña 

la Ganadatropina Caridnica Hu.una {HCG) cama inmunarreguladar, 

aspacificamante en la v!a alterna de activación CD2/CD3 en 

linfocitos T hu'11anas. 

La rarmacidn espant&nea de rosetas se dobe a que los lin­

focitos T hu!Tlanos presentan un marcador en su superficio, que 

funciono como un receptor aepeclrico para loe eritrocitos de -

carnero (receptor E). El receptar E, porta ol marcador T11 

(CD2); por otro lado, su ligando natural recibe el no,.bre de -

estructura blanco T11 (T11TS), presente en la superficie de 

los eritracitoe de carnero (HUning, 1905). Sa sabe que la 

formación de ro set as puede ser bloqueada '"ªdi anta el ant icuer­

po monaclon al anti-T11, debida a que campi to can los eri t ro ci­

tos da carnero por el sitio de unión prosente en la euperricie 

de los linfocitos T humanos (Hüning, 1905). 
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[n el presente tr.:i::iajo se e11¡Jloó 1Jl anticuer::>o ¡o¡onoclonal 

anti-CDJ, para inhi~ir la far.ación de rosetas. Las dilucion•_! 

e~pleadas fueron llevadas je 1:230 a 1:140, 9ncontrd~da que 

con una dilución de 1:140, se produce un porce,taje de inhibi­

ción je rosetds de 58.9 ! 12.7, la cual indica que el efecto -

del dnticueroo mo:ioclonal onti-CDJ, es :::>ro::iorcianal el la con-­

centración e~olaada; por lo que, se ~~eje SJgerir QUP la 1101~­

cula C02 es modulada v!a CDJ, rearir,,ando as! loa reportes de -

diferentes autores, que ~encioniln la estrecha relación que --­

existe entre a~bds rnoléculae (CD2 y CDJ) (Young et al., 1986; 

Stohl et al., 1988; Sch:uab et al., 1988). 

Por otra parte, se sabe que hay proteínas asociadas al ª!!!. 

barazo que tienen propiedades inmunorreguladoras, entre las 

que se encuentra la HCG, que pertenece al grupo de las proteí­

nas eopec!ricao del trofoolasto (Horno y Nisber, 1979 en 

Cironnet y Levrier, 1985). La HCG se sintetizo en la u~brana 

del trofoblasto y se calcula, oara el déci~o día después qu~ -

ha ocurrido la o~ulación, un ~remedio de JODO c'lulas que pro­

ducen una concentración de 42 UI/d!a (Braunstein et al., 197,). 

La secreción de la HCG ocurre en descaroas Pulsadas cada a 4 

horas, i-nportantes para rna;itener el cuerpo lúteo (Ay ala et "l.• 

1984; Odell y Griffin, 1987). 

L&s concentrdcion'!!'s de HCG, usad.la en la e:<::ieri':ionleción 

~ara inhibir la reacci6n del cultivo ~ixto de linfocitos (MLR), 

han causado controversia. Schiff et al. (198B), reportan q•Je 

sola11ente con concentraciones elevad.is se :J•Jede causar la 
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iohioición del MLR, oor eje~olo, con 800 UI de HCG se ~uedP -

lograr un 15% de inhibi6i6n; ~ientras qua, Beling y Weksler 

(1974 en Schirr At al., 1975), han reportodo oue con 40 UI/d, 

s~ puede lograr un porcentaje de inhibición significativo; por 

otro lado, Benavides (1998), ha reportado que con concentra--­

ciones da JO U! y 60 Ul/~l de HCG, se puede inhibir la forrna-­

ciÓn de rosetas cuando ae incub& durante dos horas con linfa-­

citos T. 

Las concentraciones de HCG empleadas en este trabajo, 

están en función al d'ci~o d!a en al que ha ocurrido la ovul_2 

ción (Brounstein et al., 1973). El tie<npo de incubación de -

la HCG con los linfocitoa os dater<ninó de 15 <ninutos, debido -

a que con un tiempo superior de JO ~inutos, la HCG es capaz de 

inhibir por s! sola la ronaciil'n de roseta.. Estos hallazgos 

corroboran loe datos reportados por Benavides (1988). 

Después de haber determinado que por ~edio del anticuer­

?o ~onoclo~al anti-C03, sa logra ~adular indirncta~ento la ~o­

lÁcula CD2, ~edionte una u!a alterna, el 3iguinnte pasa cansi~ 

tió Rn investigar si la HCG tendría algún erecto sobre la 

interacción entre las ~ollculas CD2 y CD3. Para tal erecto, -

las linfocitos huinanas fueran ¡,rsviarnente tratadas ca11 30 UI y 

50 U! de HCG; posterior~ente se agregaron 1:2JO y 1:140 de di­

lución de dnticuerpa ~onoclonal anti-C03, res~ectiva~ente a -­

cada concP.ntrdción de HCG: ~ar Últi~a. se ~diclonúron los eri­

trocitos de carnero. 
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Loa resultados del experimento indican, qua los linroci-­

toa previamante tratadoa con 30 UI y 50 UI de HCG m&s 1:230 da 

dilución del anticuerpo monoclonal antl-C03, producen un por-­

cantaja da inhibición de rosetas da 9.5 ! 9.6 y 8.59 :!: 8,8 

raap•ctiva~ante. Se camparáron éstos porcentajes con el por­

centaje de inhibición de rosetas que produce Única~ente el an­

ticuerpo monoclonal anti-CD3 con la misma dilución (18,4 :!: 

10,0), oncontrando que no existen diraranciaa eatadisticamanta 

signlricativaa, Por otro lado, los llnracitos tratado• con 

30 UI y 50 UI de HCG m&e 1:140 de dilución da anticuerpo mono­

clonal anti-CD3, produjeron un porcentaje de inhibición de 

7,68 :!; 11, 18 13.57 :!: 9.44 respectivamente, Sa compar&ron 

6stoa porcentajaa contra el porcentaje da inhibición da rose-­

ta1 que produce únioament• el anticuerpo monoclonal antl-COJ -

con la mioma dilución (58.9 ! 12.7), encontrando qua existe 

una dirarencia astadlstlcamanta signiricatlva (P < 0.001). 

En esta resultado a• puede apreciar una fuerte disminuci6n en 

el porcentaje da inhibición da roseta~, lo quo haca suponer 

qu• la HCG bloquea la interacción del anticuerpo monoclonal 

anti-CD3, con au antígeno. 

Poatariormanta se inuaatigÓ al aitio da acción da la HCG 

aobre loa linrocitos, por medio del anticuerpo monoclonal 

anti-CD3, unido covalantamente a perlas de aararoaa (Gappert y 

Lipsky, 1988). La hipótesis planteada en este ensayo rue la -

aiguiante: ai la HCG compite con el anticuerpo monoclonal 
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por la mollcula CD), •• de ••P•rarae qua saa inhibida su 

unión, cuando loe lint'ooltoa sean tratados previamente con -­

HCG. Por otra parte, si la HCG no inhibe la unión dei anti-­

cuerpo ~onoclonal anti-CD) con la ~ol,cula CD), entonces ten­

drá un sitio direrente de entrada al linfocito y esto ocasio­

na la modificación indirecta de la mo1'oula CD2. 

Para confirmar la hipótesis propuesta, el diseña experi­

mental con las perlas de seraro1a se realizó en tras fases: -

la primara consistid en que las perlas de aefarosa 98 acopla­

ron con glicina y •• incubaron con linfocitos (grupo testigo/ 

uni6n in .. pec!fica), on la aegunda, las perlas de sefarooa -

sa acoplaran con el anticuerpo monoclonal anti-CDJ y se incu­

baron con linfocitos (uni6n espoc!fica)¡ y en la tercera, las 

perlas de aararosa sa acoplaron con anticuerpo lftonaclonal 

anti-CD) y se incubaron con linfocitos tratados con HCG 

(inhlbici6n espec!fics). Posteriormente, se contdron 100 es­

feras por ensayo, determinando el número di:' linfocitos adherJ. 

dos, tomando coma patrón las asrerds que ~on!an o, 1, y 

) 6 m5s linfocitos (tabla III). Los resultados de éste expe­

rimento, en forma global indican, que la9 perlas de serarosa 

acoplada9 con glicina tienen una diferencia eetddietica~ente 

significativa en el nÚTinro de linfocitos adheridos, respecto 

a las perlas de aararoea acopladas con anticuerpos ~onoclona­

les anti-CD) (P<0.001). Asimis'llo, las perlas de sofarooa 

acopladas con d!lticuerpo '1lOnoclondl anti-CDJ, tignen und di-­

rorencid estadi3tica~nnte significativa en el ~ú~era de lin--
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focitoa adheridas, resoecto a las perlas de sefarosa acopladas 

con el anticuerpo monoclonal anti-CDJ, pero incubadas con lin­

focitos tratados can HCG (P<0,001), 

Los resultados indican que los linfocitos tratados con -­

HCG fueron bloqueados en la molécula CD3 directamente; sin eTI­

bargo, no se invalida la oosibilidad de una entrada externa -­

diferente de la HCG que modifique indirectamente a la molécula 

C03, evitando su unión con el anticuerpo monoclonal anti-C03. 

Por otra parte Stoha et al, (1900), mencionan que al es-­

tlmular a la mol6cula.CDJ, se modula ~odiante una vía alterna 

a la mol8cula C02. En baoe d este estudio, se sugiore que la 

HCG se une a la moléculü CJJ, ~adulando a la molécula CD2 y de 

esta forma, poaiblemente pueda inhibir la farmaci&n del recep­

tor para IL-2. 

Las evidnncias del presente estudia indican qua la HCG 

compite con el anticuerpo ~onoclanal anti-CD) por la ~olécula 

En baee a este estudia, se propone que la HCG interviene -

en la v[a alterna CD2/CD3 a nivel de membrana celular, lo cual 

podría ser vital para rnantener deprimida la respuesta LnfJ\una -

en el sitio da implantación y pasteriar~ente ~vita que el em-­

brión sea rech1;izado. 
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Debido a que el ant{9eno T3 est! i~plicado can el disparo 

de Hnrocitos T (ll•uve et al., 1980 en Zondaro et al., 1983), 

posiblemente con la HCG ea inhiba su activación, evitondo que 

se produzca IL-2 y receptores para IL-2, como se ha comproba­

do cuando se utilizó el anticuerpo 111anaclonal OKT11A (Raed 

et al., 1985), 



V CDMCLUSIDNES 

En baaa al modelo axperimental desarrollado, ae puede 

concluir lo oiguionta: 

- La formación de rosetas puede ser inhibida '11ediante 

40 

el anticuerpo monoclonal anti-CDJ, y el porcentaje de lnhibi-­

ción eet& en runción a la cantidad de anticuerpo monoclonal 

empleado. 

- Exiete una competencia entre la HCG y el anticuerpo 

monoclonel anti-CDJ a nivel de membrana celular por la mo1'cu­

la CDJ, que modula mediante una vía alterne a la ~ol6cula CD2, 

provocando una diarnlnuc16n en la formación de rosetas, lo qua 

probablamante indique un cambio estructural en la "'ºl'cula --­

CD2, 

- La presente investigación debe considerarse como un 

trabajo inicial qua pretende abrir una línea de investigación, 

enfocada principalm&nt1 al aspecto biológico de la activación 

de linrocitoe y al inmunoqu!mico, que de'11ueotre rehacientamen­

te si la HCG ea une específicamente a la mol6cula COJ, 
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VII APENDICE DE REACTIVOS 

Solución da Hank 

NaCl 

KCl. 

CaC1 2 

MgSD4 

.................. ·. ~:;~· ... · ..... . 

Na2HP04 , 12 H20 """"""""""" 

KH 2Po4 ............................. , 

Dextrosa 

Rojo da ranol 

54 

a.o gr 

0,4 gr 

o. 14 gr 

0,20 gr 

0,12 gr 

0,6 gr 

O,J5 gr 

0.1 gr 

1.0 gr 

0,020 gr 

Ajustar al pH a 7.2 y arorar con agua daatileda • 1 litro 

Solución da Alsauer 

Glucooa 

Citrato da Sodio 

Cloruro da Sodio 

Agua dastilade 

Ajustar al pH a 6,2 con &cido citrico al 1o;g, 

Esterilizar por filtración, 

2.os 
o.a 
0.42 

100 

gr 

gr 

gr 

ml 



Solución Salina Isotónica 

Cloruro da Sodio 

Agua destilada 

Azul de TriPano (0,2~). 

Azul da tripano 

Solución salina iaotónica 

Solución ME:l1 

Solución Hank 

Suero retal da ternera 

Solución Salina A'Tlortiguada, pH 7.4 

Solución A 

NaCl 

KCl 

MgS04 

N a2HP0 4 

KH 2P04 

7H20 ........................ . 

Disolver en 500 ~1 de agu• destilada 

o.es 
100 

0.2 

100 

9,e 

0.2 

e.o 
0.4 

0.2 

0.045 

0.060 

55 

gr 

'111 

gr 

ml 

ml 

'111 

gr 

gr 

gr 

gr 

gr 



56 

Soluci&n B 

2H 20 ........................ . 0.147 gr 

Oiaolver en 500 111l de agua destilada 

Soluci&n C 

Glucoea gr 

Disolver en 100 ml de agua daatllada y 111ezclar con 1000 

ml de partea iguales de la soluci&n A + B 

Soluci&n D 

Rojo fenol 0.002 gr 

Disolver un 10 1111 de aguo destilada. Añadir a la Tiezcla 

A + a + e 

Soluci&n E 

Tris Hidroxi111etil - A111inometano 

Disolver en 800 ml de agua destilada. 

19.1 gr 
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