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RESUMEN

Se ha descrito le oresencia de woléculas inmunosupresoras
en al embarazo temprans (primer trimestre), y en algunos casos
se ha establecido su posible mecanismo de accifn; en el csso -
particular de la gonadotropina corifnics hymana (MCG), se ha =
nostrado un efacto dependiente de concentraclidn y sn este tra-

bajo, se praetende establecer su nosible v{a de accidn,

En la presente investigacidn, se estudid la interaccién -
de la HCG con la molécula CO3 da linfocitos T humanos, €1 --
efacto fus valorado indirsctamente por medio del porcentaje de

inhibicidn de rogetas E.

Mediante el uso de un anticuerpo moncclonal anti-CD3 sp--
bra linfocitos purificados en Flcol~-hypaque, se logrd wodular
al receptor CD2 i{nduciendo un porcantaje de inhibicidn de ro~-
getas hasta 58,9 % 12,7, cuando los linfocitos fusron previa=-
mente tratedos con HCG, se logr§ abatir el efaecto, encontran--
do una difPerencia estadisticamente significativa en la disminy
cién del porcantaje de inhibicidén (P<€0,001)., Esta disminye=-
cidn, hace suponer que la HCG blogquea la interaceidn del anti-

cuerpo monoclaonel con la molécula CO3J.

para determinar si la HCG interfiere en la unidn dal anti
cuerpo monoclonal, se raalizé un exparimento can perlas da -
safarosa, en al cual, se utilizaron linfocitos sin tratar e -

incubadas con HCG, Que al incubarse con parlas de sefarosa con



el anticuerpo monoclonal acoplado, demostraron una diferencia

sstadisticamente significativa (P <5.001).

Los resultados del presente sstudio, augieren que la HCG
campite con el anticuerpo monsclonal anti-CD3 por la molécula

€03, modulando la molécula CO2 mediante una v{a alterna.

i1



I INTRODUCCION

Se puede considerar al embarazo normal como uno de los --
anigmas mas grandes de la inmunologf{a, debido a que los Fatos
de todas las especies de mam{feros no cunsangu{naua presantan
un juego de ant{genos paternos extrafos a la madre, y aun asi

al oroducto sobrevive durante el perfodo intrauterinc.

Actualmente, no se conocen todos los factores que {nter~=
vienen en la proteccidn del feto de un ataque inmunolégico por
parte de la madre. Dentro de los avances logrados sn este cam
po, ae han aislado protefnas asociadas al embarazo que pregen=-
tan actividad inmunosupresora. Una de aestas protsinas, as la
hormona gonadotraopina coridnica humana (HCG), que es secratada

desde 8l inicic del embaraze (embridn de preimplantacidn).

Le actividad de la HCG como inmunosupresor, ha iniclado ~
una serie de contraversias entre diversos investigadores, da--
bida princinalmente a las diferentes concentraciones de HCG -

usadas para la inhibicidn mitdgena da linfoeitos.

En la presante investigacidn, se estudia la intaraccidn -
de la HCG con linfocitos T humenos, especificaments con la w=

molésula CD3 y su posible efecto en la vfa altarna CD2/CO3,



1.1 1Es el embarazo un fendmeno paradéjico de la inmu-
nologfa?

Aparantemente el embarazo as un fendmenc paraddjico de la
inmunolog{a reproductiva, debide a que los fatos de los mamife
ros heredan antfgenos de histocowpatibilidad paternos que son
diferentes a los de la madre y normalsnente no eziste un recha-
zo; sin embargo, la madre rechaza injertos de tejido Petal o -
del padre en cualquier lugar diferente al sitio de jmnlanta---

cidén (Rocklin et al., 1979).

Medwar (1954 en Rocklin et al., 1979), propone cinco -=
hipftesis que tratan de eiplicar como @s posible qus el feto -
que puede ser considerado como un aloinjerto para la wadre, =
pueda sobrevivir al perfodo intrauterino sin ser rechazado por
ésta, las hipétesis son: a} €1 feto no es inmunogénico y =
por 1o tanto no provoca la raspuesta innunoldégica de la madre;
b) durants el embarazo se altera la resuvuesta inmundldgica ma
terna; s} el dtero es un sitio inmunologicamente privilegia
do; d) 1la placenta es una barrera inmunoléglca ePactiva; vy

8) El feto no lleva componantes inmunoldgicos.

Rocklin et al. (1979), amalizaron las hip6tesis de Medwar
sobre las reacciones inmunolégicas materno-embridn, y proponen
que: ELl aistema inmunoldgico materno es "desafiado® con ant{~
gaﬁus paternos expuestos por el tejido trofoblastico, y por ==
células Petales a través de la placenta al interjor de la cir-

culacién asangufnsa materna. Lo anterier hace suponer qus exig



te yn balance sobre la suyperficis de las célulaa del trofoblas
to, en el cual participan anticuerpos espec{ficos contra trofg
blasto y aloant{genos embrionarfos. Este "balance" se debe a
la produccién de anticuarpos bloqueadores y/o a células T su--
nresoras; de hecho, los bajos niveles en la denaidad del antf{-
geng sobre la superficie celular s blogqueada por efectos da -

la Inmunaglobulina G (IgG).

E)l papel de los anticuerpos bloquasadores sugiere un meca—
nismo para la sobrevivencia fetal, ya que se ha encontrado una
asociacidn entre la presencia de &stos anticuerpos sn mujerss

nmultigravidas y su ausencia an mujeres con abortos habituales.

Por otro lado Mendenhall (1976), considera clnco puntos
{mportantes para la sobravivencia dal feto como un homoinjerto
para la madre, debido posiblemente a numerosos mecaniamos; ==
1) La organizacidn especial de la Interfase Petal-materno; =
2) La proteccidn generada de los anticuerpos contra ant{gencs
sapecfficos Petales; 3) Los posibles efectos blogqueadores -
del complejo antfgeno anticuerpo; 4) Una modulacifn genera-
da por la placenta prote{nica, hormonas estercides y las pro--
tefnas asociadas al embarazo sobre la inmunided ceslular; y -

S} La aceidn supresora de los linfocites fetales,

Dentro de las hormonas relacicnadas con el embarazo, la -«
gonadotropina coridnica humana (HCG) juega un papel iwmportante

para el buen desarrollo del embridn.



La gonadotropina coriénica humana se sintetiza y sscreta =
an 6l cito y sinciciotrofablasto. La secrecidn en el embarazo
va a ser caracterizada por una elsvacidn entre la g y 122 ga-
manas de gestacidn, posteriormente disminuye y se conaerva cong
tante a partir de la 14% 2 la 162 semanas hasta que el embarazo
termine (Braunstein et al., 1976 en Ayala et al., 1984)., Se =
piensa que la elevacién de la HCG en el embarazo tampranc (me--
nos de 12 samanas), es necesaria para conservar la produccifn -
de pragesterona por el cuerpo lGteo del ovario, debidao a que la
produccién de esteroides por el troPablasto durante aata etapa
as insuficients para gue continue implantado el blastocisto -~-
(Ayala et al,, 1984). "Sin embargo, llama la atencidn que la =
administracidn oxdgena de HCG no pueda prolongar el funclonawe=
miento del cuerpo lditec en mujeres que ovulan normalnente; la -
cauas podrfa ser en parte que la sstimulacidn del ovario con -
HCG exdgena no ea fisfolSgica, al contrarioc de lo que sucede -
c;n las gonadotropinas hipéfisiarias (LH-FSH), que deben secre-

tarss en "pulsos" (Ayala et al., 1984).

Asimismo, los nivelea de HCG en mujeres embarazadas aumen-
tan répidamente en la sangre y su concentracién en la ci{rcula~=

cién es de 30 a 100 UI/ml elrededor de la 62 samana.

La hormona HCG so localiza sobre la mambrana de las célu--
las del sinciciotrofoblasto, fornande una cubierta que consti--
tuye una interfase entre al tejido materno y Petal; debido a ==
oste hecho, se niensa que la HCG sueda sroveer una proteccidn -

inmunolégica hacia el trofoblasto y se especula que su disposi=-



cifn suparficfal juega un papasl importante para la iwgalanta===-

cibn del cigoto (Beling y Weksler, 1974).

Por otra parte, la HCG ha demnostrado ser unAputante inhi=
bidor de la respuesta proliferativa de linPocitos tratados con
nitégenos, antfgenos & células alountfgenas, ademis prolonga =
la gsobrevivencia de injertos, lo que sugliere que tiene activi-~

dad inmunosupresara (Han, 1374).

Por ejemplo, la HCG extraida de orina da mujer embarazada
para vuso de humanps, ha demostrado ser inaunusupresiva., En ==
vivo, la inyeccidn de HCG puriPicada disminuye Lia hipersensibi
lidad ratardado para sl darivido protefco purificado (PPD) an
cobayos, pero no inte:fiere en el rachazo de injertos de piel
intrauterinos en ratas (Rocklin, 1979). Los lotes de HLG puri
ficeda con un rango de 1,000 - 13,000 UI/al inhibe la respuss-—
ta mitdgana inducida por fitchemaglutine (PHA), asimismo, -=
tiene igual efecto en linfocitus alogenicos en la reaccidn de
cultivo mixto de linfocitos (MLR). Por otra parte, el efecto
supresivo de la HCG se pierde cuando los linPocitos preincuba=-
dos son lavados & cuando se Incrementa la dosis de PHA (Rocklin,

1979).

schiff et al, (1975), sncontrarsn que la HCG causa el -~
15% de inhibicidn del MLR con 800 UI/al, y dol 15 - 204 de in-
hibicidn de la inducecién mitégena del linfoclto, con und dosis
- entre 150 - 2000 yI/ml. Por otra parte denostraron Que el ==
efecto inhibitorio de la HCG sobre el MLR es reversible y no -

se debe a un efecto citotd<ico, usinisno lu HCG pusde tenar ==



funciones para fnnibir las eventos temoranas :a 13 trunsforaa-

cidn linfoblistica,

Contractor y Daviea (1973, en Schiff at al.,, 1975), su--
gieren que la HCG puede inhibir la respuesta linfocitica dabi-
do ¢ una cenpalencia son el antigeno por el receptor de membra

na,

0dell y Griffin (1987), sugisren Que sl arlgen das lu HCG
en la sangrs de humonos, proviens de la gléndula pituitaria vy
ademfs, los niveles de HCG en mujeres camblisn en FPoraa garsle-

la con log de 14 LH durante el cic'n 1eastrual.

En ol wmbarazo temprans, la poblecldn de linfocitos 7ues-
tra un dagrementa significativo an la subsablacidn CO4%. Eate
gecrenants s3 acompafiade con al nfixino nivsl de HECG, lo cual -
puesde ser compatibles con cliartos mecenis+tos innuncligicos gue
particinan en la tolerancia hacia ol Feto (Deganne et al., --=

1988).

1,2 Embaraza y respuesta {nmunitaria

La invasifn trofoblastica ss un cowponaate primario da la
placentdacifin buaane, que trae coma consecusncia la nupresifin =
de tejido fatal para el suiinlstro de sangre asterns (Tuttle

ot al., 1985),



Poco tieaso después que la placerdia se hu Pociada, el avan
ce marginal del troPaslasto invasive nierde ‘a definicldn de --
log bordes de le pared criular iel citotrufodlasta, dindo o0:i--
gen sl sinciciotrofoblasto que carece de bordes celulares, --—
Ademfs de estes cambios morfoldgicos, el sinciciotroPoblasto dA4
inicio a la biosintesis Puncional de protefrnas, estercides e ==
incluye la produccién de la gonadotropina coridnica humana ---

(Tuttle et al,, 1985),

El trofoblasto prosenta una actividad invasiva, destructi-
va y durante las primeras semanas siguientes a la implantacién
las arteriolas, arterias y las venas endometriales son "tapa~-
neadas" por la proliferacién del trofoblasto (Tuttle et al,,
1985). La invasidén trofobl&stica de la arteria lumina y la deg
truccifn de la decidua continde a través del priver trimestre,
con una consecuente dilatacifn de las arterias maternas, Siwm=
guiendo a la Pormacién de la vellocidad terciaria, las células
del citotrofoblasto penetran la periferia del sincitio y se ex-
tiendan al {nterior do la decidua y a la superficie dal miome--
trio. Tuttle et al, (1985), proponen que la Pusién de los gran
des grupos de las células mononucleares intersticiales producen

la alslacién del lecho placentario.

La diferenciacidn del endometrio es scompafiada por el au-=
mento de la sfntesls y/o secrecidn de ciertes srotefnas y por -
uno reduccién de Lo s{ntesis de otras. De las cuales se han --
identificado 17 prote{nas endomatriales (EP), las proteinas —--
princioalmente secretadus son la EP15 y la EP14, La EP14 es -~

asociada con la’desidualizacién del endometrio y su sf{ntesis se



incrementa durante sl embarazo temprano, La EP15 se secreta =
durante el ciclo menstrual y en el eabarazo tenprano, pero de-
crece a la 152 senana (Bell et al., 1985). Estas protefnus =
pueden ser utilizadas como narcadores de la funcidn y diferen~
ciacidn endometrial durante el ciclo manstrual (Bell et al.,

1985).

Las protefnas puaden ser secretadas en el interior del ==
ldmen del Gtero, en el Plufdo amnibtica 6 en la circulacién en
general. Estas protefnas han tenide un papel fundanental on -
La interrelacién fPeto-materna como inmunosupresores, a como ==
una sefial para guiar al trofoblasto hacia el tejido materno, =
La inmunomodulacidn local debida a los aroductos de la decidua
y el trofoblasto, representa el priner mecanismo en la interfa
ae feto-naterna que previane la activacidn de los linfocitos -
maternos, que son potencialmente citotdxicos "in situ" (Parhar

et ak., 1988).

Se ha denostrado que la prostaglandina E, (PGE,) y la ~=-
progaesterona quimicamante putas, pueden actuar sinargicamente
an la supresidn policlonal de linfocitos (Parhar st al,, «a=
1968). Donde la PGE2 regula la generacidn del receptor para
interleucina 2 (IL-2) (La{a et al., 1988).

Wang ot al, (1987), encontraron que el endometrioc que --
aln no ha desarrollade la decidua, contiene un factor soluble
inplicado en la regulacidn de la respumssta inmunitaria celular,

y que 1a produccidn del Factor se incrementa conforme arogresa



al ciclo menstrual en la mujer. La ausencia de este facter se-
Llublo, podr{a explicar la habitual pérdida de embriones antes

de la implantacién y el bajo porcentaje de Pertilizacibn w=-
"in Vitra",

Stankova y Rola-Pleszezynsky (1984), proponen que la acti
vidad inmunitaria debe acurrir en sl (tero, permitiendo el =~
desarrollo de linPocitos supresores espec{ficos. Asiniswo, -
investigaron si las células supresoras maternas'y del corddn -
umbilical muastran especificidad para el esti{mulo de ant{gencs
an la reaccifn cultivo mixto de Linfocites (MLC) materngers=e-s
cién nacido, encontrando que: a) Las células maternas son -
hiporeactivas en el MLC; b) tlas células no relacionadas ma=
ternc-recidn nacido no son tolerantes y c¢) La hiporeaccién
del MLC materno~-recién nacido es debido a una minima parte de
células supresoras espec{ficas, fundamentolmente en ambas poe-

blaciones.

Tekelioglu-Uysal et al. (1975), realizaron estudios scbre
la estructura y las interrelaciones entre las células de la =~
decidua y los llnfocitus durante la implantacién temprana, --
Encontraron que los agregados de células de la decidua y del =
troPoblasto en el endometrio durante el embarazo temprano (com
plajo deciduotrofoblasto), pueden Punclonar ;onn un regulador
hunoral local relacionando factores quimicos y toman 2arte an

al establecimiento fnnunoldgico para la implantacida.

La concentracidn de linfocitos fntimamente asociada con ~

las células de la decidua, nuede elevarse durante el novimien-
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to normal de linfocitos al interior del sitis da implantacidn,
y entran al endometrio como resultado de la inflamacidn natural
de la implantacidn, y no como una respussta espec{fica hacia el

ambridn (Tekslioglu-Uysal et al,, 1975).

Durante el embarazo, la respumsta inmune hacia los aloan--
tigenos puede provoecar el rechazo del feto, lo cual es evitade
por medio de factores inmuno=humorales o por los llamados anti=-
cuerpos Pacilitado:és. Estos anticuerpos son observados hacia
la placenta, enmascarando los antf{genos determinantes y protee=
giendo al tejide Petal de un ataque materno (Youtananukarn y =

Matangkasombut, 1972},

En el cajo particular del ratdn, el fracaso en el embarazo
ge debe al rechazo laaune materno, en el cual los linPocitos -~
citotdxicos maternos se zcumulan en el sitio de implantacidn vy
pueden atravesar la placente y entrar al feto (Regan y 8raud,

1983 en Jargent et al,, 1988).

Existen protefnas inmynosupresorzs asocladas al embarazo -
que han sido aisladas en su mayor parte ce 13 placenta humana,
agtas protefnas se dividen en tres grupas (Horne y Nisbet, 1977

en Gironnet y Levrier, 1985).
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Las protefnas especificas del troPoblasto

HCG y HECS
FosPatasa alcalina de placenta

Protefna plasmitica asociada al embarazo (PAPP-A y
PAPP-B)

Beta 1 glicaoproteina espec{fica de embarazo designada
por las abreviaturas: PSS G, SP1, 3p5 vy PAPP-=C,

Las protefnas fetales; ant{genos carcino-embrionario y
alfa Peto protefna.

Otras protefnas

# ,~globulina (302)
Embearazo asociado « ,~glicooratesfna (& ,PAG)

Protefnas placentariss PP-1, PP-2, PP~3, P-4,
PP=6 y BP=7

Protefna normal inmunosupresora § HIP

Protefna C reactiva & CRP

2 H isoPerritina globulina

Factor de embarazo temprano

Hochner-celnikier et al. (1984), encontraren que las edlu-
las cultivedas a partir de la decidua mantienen su capacided de
producir prolactinas y varias prostaglandinas PGa y PGE2, y prg
ponen que junto con la secrecién de Pibronectinas, jusgan un =
papel importante en la implantacidn del dvulo fecundado y sub--

secuentementa en 8l crecimiento del embridn.

Asimismo, se ha encontrado que la prorenina plasmitica ma-

tarna sintetizada por células coridnicas, slcanza su méxima --
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oroduccidn a la 4% gemana del eambarazo y se mantiene por todo
sl perfodo de gestscifn; por otra parte, la @ -HCG alcanza su

aunto méximo a la 92 semana (Sealay et al., 1985),

Toder et al, (1984), proponen que las woléculas inmuno--
reguladoras asociadas al embarazo, pueden prevenir la expre---
sidn potencial citotéxica de las chlulas naturales asesinas -
(NK). Tales moldculas fnmmunoreguiadoras son: Beta-estradiol,
prostaglandinas y la alfa-Petoprotefna, las cuales estfn pre-
sentes en el suero de mujer embarazada y en el fluido anmif=~

tico.

Por otra parte, cuando un tumor es desarrollado, sa ha =
determinado que puede tensr parfmaetro innunolégicos sinilares
al smbarazo, sisndo idéntico al coaportaniento de las células

agesinag (NK) (Noir et al., 1980 en Toder et al., 1984).

Finn et al, (1977), mencionan gue la proteccién del feto
sa debe a una reaccién débil entre las células maternas y feta
les, determinoda por un inhibidor genético, adends proponen -~
que 13 madre tiene dos superficies alélicas marcadas, una de -
las euales pasa al Feto (as{ que el fato y la madre tisnen ==
siempre marcadores en comdn)s y estos marcadores son mutuamen—

te repulsivaos,

Sargent et al. {1908), sintetizaron en tres puntos la -=
relacidn inqune feto=muterna: a) Hay chlules de la respuas—

" ta inmune materm. hocia los Fetos fque se desarrollan durants -



13

el eanbarazo, los tuales necesiten ser bloqueados; b) Loa -
anticueroos blogueadorss logran que el embarazo evolucione -~
exitosamnante; ¢) En ausencia de anticuarpos blequeadores -

existe una respuesta de rechazo contra sl Feto.

A través del tiempo, los conocimjientos generados sobre =
la innunologfa dsl embarazo han trotado de explicar los adlti-
plas factores que contribuyen a evitar qus el feto sea recha=~-
zada. En bass a experimentos realizados, cada investigador -
en su tiemwpo ha abordado el fendmenc desdes diPerentes aspectos,

contribuyenda asi a la dismcacidn del fenémeno.

Actualmente, no se conocen todos los mecaniswos implica--
dos en la sobrevivencia fetal durante el perfodo intrauterino;
sin ambergo, los descubrimientos realizados sugisren que ===
desde el inicio del ambarazo, se genaeran sefales que desencade-
nan los necanismps implicados en la sobrevivencia fetal, —
En tales mecanisaos estl imelicaedo el comwplejo decidua-trofo--
blasto, los anticuerpos blogqueadores y protefnas inmunosuprae-
soras; entre las que se encuentra la hormona gonadotropina ==
corifnica humana que ha demostrado su accidn en la inhiblietidn

mitégana de linfocitos.
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1.3 Orfgen de las células T

El sistema celular T, ssta compuesto por células linfoides
T que intervienen sn los mecanismos de imnunidad humoral y sely
lar (Papiernik, 1984), £n general, log linfocitos tlenen una =~-
slevada relucidn nucleocitoplasmatica; al citoplasna es ricoe en
ribosomas y @scaso en lisosomas (Bach y Reyes, 1584). E1 tanafio

de loa linPocitos varia de difnatrs entre 7 y 8 u (5ell, 1981},

f.as linPocitos se van a originar a nartir de las células ~
hematapoyéticas da la médula dmea. En estada enkrionaric &stas
células hematopoyBticas se localizan en el saco vitelino y pas—
teriormenga migran al hf{gado, bazo y por Gltime a néduls Ssea =~

(Bach y Reyns, 1984},

Una vex gque las células pracurasoras da Linfocitos T, han
sido liberadas de médula Gpea, viajon al timo, En el timo los
linfocitos maduren y se diferancian hasta convertirse on oflu-
las capaces de realizar actividades asmpciadas con la inmunidad

celular y humoral (Vander et al., 1978),

Despufs que lee linfocitos T ebandonan ¢l timo, viajan a
los ganglios linP&ticos en laa cusles se identifican dos subpg
blaciones celulares distintas con diferentes capacidades fun~~
cionales, linfocitas T reguladares y linfocitoas T efectoras ==
{Kotz, 1983). Los linfocitos T reguladeres, son aquellos que ~
pueden ampliar o suprimir las raspusstas de otres linfocitos T
o de linfocitos B, y laos linfocitos T ePectores sun asquellos =
que causan reaccionas inmunitarias madiadas por 08lulas  cwmew

{Katz, 1983). .



1.4 Marcadoreas de linfocitos T humanos

El reconocimiento del antigeno por parte de los linfoci--
tos T, se realiza con espocificidad a través del receptor lla~-
mado receptor de T. Este reconocimiento es esencial para la =
activacidn de las células T con Funciones efactoras {Meuer et

al., 1984).

Los linfocitos T humanos forman rosetuas esponténeas con -
los eritrocitos de carnero {rosetas £), y e@sta caracter{stica
88 usa para identificarlos., Otros receptores presentas an los
Linfocites T periféricos humanos, para la porcién del fragmen-
to cristalizanle (Fc) de las IgG y de las inmunoglobulinas ==
M(Igh) monoméricos, son llavados receptores Y y M respec—-
tivamente. Las células T A tisnen funciones auxiliares y las

células T ¥ tienen Funclones supresoras {Douglas, 1983).

El desarrollo de anticuerpos monoclonales ha permitido el
anflieis dea las subpoblociones de linfocitos., La reactividad
de los linfocitos de sangre periférica cantra los anticusrpos
monoclanales, indica que los marcadores pueden delimitar subpg
blaciones de linfocitos cooperadores (Th), supresoras (Ts), vy
citotdxicos (Tc). Por ejesplo, el anticuerpe monoclonal  wee
anti-CD1 reacciona con el 1007 de las células T periféricas, -
nero solamante con el 1073 de tirocitos. Los timocitos cort ~"
son los dnicos capaces de raacclonar e~ un cultivo nixto de =~

linfocitos. Asimisno, el anticuerpo monoclonal anti=CD3 iden~

tifica la misma noblacidn, £1 anti=CD4 reaccio~a co: sl 759¢ -
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de los timocitos y con el 60% de linPocitos T oeriféricog; ==~
parece ser que éste anticuerpo monoclonal pusde identificar -
células T cooperadoras 0 inductoras. Por otra parte, el m——-
anti~-CD5 y el anti-CDB reaccionan con alrededor del 80% de los
timocitos y del 20 al 30% de células T periféricas; el  —~=-=
anti~CDB puede identificar una subpoblacidn con capacidad su=
presora 6 citotéxica (Douglas, 1983). Los anti-CD6, anti-CDY

y anti-CD!0 reaccionan casi en su totalidad con timocitos, -
Los timocitos inmaduros portan marcadoras CD9 y (D10 4 dnica--
mente CO10; &l parecer, el ant{genc CD10 se pierde cuando las

células han abandonado sl timo. La subpoblacidn CO5T es de =--
aproximadamente al 80 -~ 90% de células T de sangre periférica

(Douglas, 1983).

Por otro lado, existen poblaclones linfocfticas que ace=-=
téan como células asesinas naturales y células agsesinas (K),
que portan antfgenos de células T, adem&s poseen caracter{sti-
cas de promonocitoa que reacclonan con anticuarpos monoclona==

les que se unen a los macrdfagos: OKM=1 y MAC=-1 (Douglas, 1983).

La distribucidn tisular demuestra que las células CD4™ do
tipo inductor predominan en la médula tf{mica, sangre y v{ag -=
por donde pasan células T, incluyenda la paracortsza de las =~
amfgdalas y la l&mina propia intestinal. Las células COB, =~=
constituyen una gran parte de la poblacién de células T en la

médula dsea y en el epitelio intestinal (Douglas, 1983).
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Oistribucidn del complejo de diferenciacidn (CO) (Shaw, -

1987),

Ant{geno

CD1a
th1b
thic
to2
Ccb3
coa
£os
(o114
co?
cos
co17?

cpig
co2s
GChw2§
cn27
cb2s
CDw29
colo
CD3t
COow32
CD43

CDaa

CDASR

Distribueidn

Timocitos (células de Langerhans)
timocitos

tivocites

célulaa T

células T

subpoblaciones de células T
células T

células T

células T

subpablaciones de células T

8ranulocitos, monocitos y plaque-
as

leucocitos

eélulas T activadas

célutas T activadas

células T y céflulas plasnticas
subpoblaciones de cflulas T
subpoblaciones de células T
células T activadas

monocitos, granulocitos
monogitos, fgranulocitos

células T, granulocitos, célulag
rojfas y cerebro

células T, granulocitos y cerp--
bro

subpoblaciones da células T, ===
granvlocitos y monocitos.
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1.5 V{as de activacién de linfocitos T

Préeticamente existen dos v{as de activacidn de linfocitos
T: la vfa de activacidn especifica y la via de activacidn inag
pec{fica, La ufa de activacién pspec{fica la van a sresentar =
los linfocitos que possan el receptor para el ant{geno adminis-
trado, los cuales tienen lu capacidad de tronaformarse (Bach, -
1984). Dicho fenémano es aspac{fico, ya que solo el antigeno

inmunizante es capaz de provocarle (Revillard, 1984).

Por otra parte, la via de activacidn inespec{fico de los -
linfocites ouede ser indycida por medic de substancias cbteni--
das a partir de plantas (Ling y Kay, 1975). Por ejenplo, doa =
Phaseolus wulgaris sa extras la Fitohemaglutina § PHA, la cual
actda como un mitégeno con propiedades de aglutinacibfn, La w=
concanavalina A (Con R), estd caracterizada dentro de las -==ww

lectinas y 23 un derivado de Canuvalia ensiformis. Sin ewbargo,

La Con A no es un aglutinante tan fuerte como el PHA, presumi--
bvlemente porque en las uniones tienen residuos de saczrina en -

su superficiae.

£l mitdgeno fitolaca awericana (PWM) derivado de  ——ec—wee

Phytolacca anericana tiene un bajo poder de aglutinacién en =~

comparacidn con el PHA & con Con A, pero un Mmayor poder de g~

timulacidn.,

Asinismo, existen productos derivados de microorganismos -

que igualmente actdan coao activedores de la via inespecifica ~



{Ling y Kay, 1975). Por ejamplo, todas Las l{neas deo  —===-

Staphylococcus aureus producen material diPuso mitogénico.

Ademds, existen otros mitégenos que pueden activar a los
linfocitos, como son: el periodato, ionaes de Zinc, ionas de =~
Mercurio, enzimea praoteolfticas, extractoc de nuez y extracto -

de leucocitos polimorfonucleares (Ling y Kay, 1975).

También se puede conseguir una ectivacidn moderada por ==
agentes Ffsicos, como sl frfo, sl calor & el ultrasonido —we=

(Ling y Kay, 1975).

Por otra parte, las vfas de activacidn pueden aser inducl-
das por anticuerpos monoclonales, las cuales definaen distintas
moléculas de superficie sobre las células T humanas. De asta
manera, se logt6 conocer que existe una interaccién del recep-
tor de T con el CO3 (Reinherz, et al.,, 1982), Pars tal efecto,
se hizo uso de los anticuerpos monoclonales anti-CD3 y ——c-me

onti=-CD3 las cuales tienen patrones idénticos de reactividad

Al
sobre las células linfoides, ya que ambos definen a la miama =
glicoprotefna de 20 Kd y una banda de 25 - 28 Kd (Reinherz -

ot al., 1982),

£l mecaniemo de accidn de estos anticuerpos monoclonales
anti=CDJ3 y nnti-CDSA. 8s qua inducen el desprendimiento de la
molécula £03, provocando una marcada disminucidn del reconoci-
miente antf{geno especifico y blogueando una variedad de funcig
nes de lag células T humanas periféricas (Reinherz et al,, ~--

1982). por sjemplo, se ha observada que "in vitro" inhiben el
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efacto citotdxico de los linfocitos T de los clones T4 y T8, -
asimismo, mantienen inhibida la sroduccidn de IL-2 svitando la

proliferacién cslular (Reinharz et al., 1962).

Los linfocitos T humanos son definidos y alslados por su
propiedad de Parmar roseatas con eritrocitos de carnero (Cnnmhs
et al., 1970 y Jondal et al., 1982 en Palacios y Mart{nez-
Maza, 1982), Dichos linfocitos T tienen un receptor E, el -~
cual puede también reaccionar con al anticuerpo monoclonal —-
OKT11A, que detecta a un polipeptido de 50,000 MW (Kamoun -
et al., 1981 y verbi et al., 1982, en Palaclios y Mart{nez-Maza,
1982). E1 polipeptido de 50,000 MW Pue definido como CD2 ==~
(T, gp50) por la First Intarnationel Workshop Leucocyte  =---
Differentation Antigens,

La interaccidn del anticuerpo monoclonal anti=-CD2 con su
correspondisnte antfgeno, causa la inhibicidn de la prolifera-
cién de células T inducidas por antf{genos (PPD y la reaccidn -
mixta con linfocitos sut8logos) y por mitdgenas (Con A y anti-
cuerpos monoclonales) (Palacios y Mart{nez-Maza, 1982), ---=~
Ademés, se sncontrd que el anticuerpo monoclonal anti-£D2 sy-=
prime la proliferacién de los linPocitos T cuando son estimula
dos con PWM; pero no la suprime, cuando se egtimula cen virus
de Egtein barc. En otras palabras, el CD2 puede actuar comog -

un raceptor de sefial negativa (Palacios y Mart{nez-Maza, 1982),
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Se pusde inducir la activacidn de linfocitos T, ugsando ==
varias combinaciones de anticuerpos monoclonales dirigidos a =
epftopes particulares de la molécula CD2, por ajemplo, can el
D66 y el 9.6/11, (Brottier et al., 1985). En al Pendmeno de -
activacidn se pueden distinguir dos mecenismos de participa-e-
cidn del idn Ca** an el cltoplasma celular. En las células T
tratadas con anticuerpos monoclonales anti-CD2, se genera una
elevacidn en los niveles de Ba**; sin embargo, cuando sa le --
adiciona PMY, los niveles de ca*t no aumentan (Holter et al.,

1986).

Por otra parte, es importante la presencia de células —-
accesgorias o substitutos {12-0-tetradecanoyphorbol 13 acetato),
para que el par de anticuerpos monoclonsles puedan activar las
cflulas T. En especial, cuande se usan el par de anticuerpos
monoclonales §72+9.8/T11, los linfocitos debon tenar contacto
con las células accesarias para poder expresar el recaptor pa-
ra IL=2 (Huet et al., 1986). El papel de las células accesom=
rias on el proceso mitegdnico, no es por nedic de un entrecru-
zamiento con la molécula CD2, sino que agtua como un reqgulador

de la molécula £D2 (Olive et al., 1985).

Cuando se induce la "modylacidn' de lag células T, por an
ticuaerpos monaclonales anti=CD2 no se evita una subsecusnte as
timulacién de las células; sin embargo, cuando son activadas =
por madic de anticuernos monoclonales anti-CO3-Ti se induce la
medulacidn molecular, pera se evita una posterior estimulacidn

(oretta et al., 1986)., El anti-CD3 no afecta la superficie =
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de CD2; no obstante, inhibe la generacién de receptores para

IL-2 y la produccidn de IL-2 (Fox et al., 1988).

La coestinulacidn de linfocites T con anti-CD3 (SP34) y -
un anti~CD2 (9-1), activan su proliferacién {Young et al,, ~-=
1986), sugiriendo que la diferenciacidn de los antfgenos da --
ias cflulas T, CD3 y CD2 est§ implicada sn la activacién via -
antigenc espec{fico de lag células 7. HUning et al, (i987), -~
Proponen Que una de las seiiales indispensables para la activa-
cidn a través de la v{a alterna (CD2/CD3), so debe a la inte-=
raccidn de la molédcula CD2 con un complemento natural de la --

superficie molecular,

Por otro lado, las células T no pueden ser activadas des
pués que un anticuarpo monoclonal ha inducido la modulacifin --
dal complejo CD3-Ti, debido posiblemente a una rafraccidn de =
las células T, provocada por la concentracién de Ca*® libre an
8l citoplasma que inhibe algunos eventos metab&licos postario-

res a la {nteraccién receptor ligando {Puntaleo et al., 1987).

Los anticuerpos monoclonales Mo inhiben la proliferacién
de las células T, teniendo difesrentes efectos scbre la sinte--
sis de IL-2 y la expresién del receptor para jL-2, ademfs tie-
ne efectos regulatorios sobra la v{a altarna de activacién de
tag células T vfa CD2 (Schwab et al,, 1988). La prolifera—-
cién de las células T inducida por est{mulos de T3, requiare

de células adherentes (Heumann y Vischer, 1987).
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1.6 Consecusncia de las Puncionss ssociadas a CO2/CD3

£} anticuerpo monoclonal 9,6 que reconoce y 8 une al an=
t{geno CD2, inhibe la produccidn de Lnterferon gamma, l# gx~=-
presidn de los receptores para IL=2 y también blogquea la pro--
liferacidn de las células T. Deduciendo dque los receptores =
para IL~2 son necesarios para llguar a cabo la proliferacidn -
de las célulaa T (Wilkinson y Morris, 1984)., También se puede
inhibir la producclén de interferon gamma, por medio del anti-
cuerpa monoclonal OKT11A y el 35,1 que ademfs, asuprime la pro~

duccidn de IL-2 y rmceptores para IL-2 (Reed ot al,, 1985).

€n sf{nteais, la activacidn de las células T, se debs a la
interaccidn del rsceptor en la supsrficie de las células con ~
su correspondisnte ligando; por otro lado, el use ’da anticyer=
pos monoclonales puede activaro bloquear una variedad de fun-=
ciones de las células T, debido al reconocimiento antigeno~sg

pec{fico.

Se puede inducir la proliferacidn de las células T, por -
medio de antfgenoas & mitégenca; ain embargo, dicha prolifera--
cidn puede ser inhibida por medio del anticuysrpo monoclanal -=
enti-CO3 y anu-CDBA, io mismo que con el anticuerpo monooloe=
nal anti-CO2, los cuales identificen las moléculas CO3 y CD2

respectivamente sobre la superficie de las c#lulas T humanas.

Bor otra parte, se pusde inducir la proliferacidn de los

linfocitos T mediante la combinacidn de dos antiguerpor “onn=s
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clonales anti-CD2 (D66 y 9.611,). Para tal activacidn, es ne-
casaria la presencia de células accesorias que actdan como ===

raguladores de la molécula CD2.

No obstante, cuando las células T son activadas por medio
del anticuerpo monoclonal anti~CD2, pueden responder a una =ee
subsacuente estimulacidn; en cambio, cuando son activadas por
el enticuerpo menoclonal anti-COD3-Ti, no responden a una subsa
cuente estimulacidn., Debido a que 8l anticuerps monoclonal ~=
anti=CD3, inhiba la generacidn de receptores para [L=2 y la =
produccidn de IL-2; no afectando la superficie molaecular de -

coz.

Cuando son estimuladas las células T con el anticuerpo -
monoglonal anti-CD3, en combinacldn con un anti-CD2, activan -
su proliferacién. Lo cual sugiere, que los ant{genos CD2 y =
CD3 ast8n implicados en la activacidn v{a ant{geno espec{fico
de las células T.
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1.7 GObjetivo

Identificar la posible ralacidn entre la hormona gonado~-
tropina coridnica humana y la vf{a alterna de activacidn ----
€02/C03 de los linfocitos T humanas, empleando anticuerpos -

moneoclonales.

1.8  Hipdteais

Se sabe que las moléculas CD2 y CD3 estin implicadas an -
la activacidn de 1inPocitos T; por otro lado, la gonadotrapina
coridnica humana ha demostrado ser un potente inhibidor de la
respuasta prolifarativa de los linfocitos. Entonceé al incu==
bar los linfPocitos T con hormona gonadotropina carifnica huma-
na, ea de esperarse gque fata influya en la via alterna de ===

activacidn CD2/CD3.
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1I MATERIAL Y METODOS

En la presente investigacidn la parte experimental Fue ==
desarrollada en 4rea estéril (campana de flujo laminar), las ~
solucianes empleadas, as{ como sl material, fueron previamente

esterilizados.

= Obtencidn de linfocitas humanos

Las muestras de sangre periférica humana fueron tomadag -
de 32 personas sanas, cuyas sdades fluctuaban entra los 22 y -~
32 afios de adad, A cada persona se le tom§ una muestra de --
5 ml y se les adiciond 250 ul del anticoagulante EDTA al 10%.
A continuacidn, la sangra se pasd an partes iguales a dos tu--
bos de tapdn de rosca de 13 X 100 mm, los cuales previamente
contenian 1,17 ml de Picol~hypaque, con una densidad da =—~—us
1.077 gr/ml, y se procedid a centrifugar a 1500 cpm durante =
30 minutos, Los linfocltoes obtenidos de la interfase se lava-
ron tres vaces con solucidn Hank®, en cada lavada se centrify-
g8 a 1500 rpm durante tres minutos, y al terminar se ajustd a

una concentracién da 10° células/ml de solucidn Hank.

- Obtencidn de eritrocitos de cernerc

Loa esritrocitos fueron obtenidos a partir de sangre da -~
carnero, ®l cual fue alojado en el hioterio y alimentado con =

alfalfa, agua y alimento concentrado (Purima, S.A. da C.V.),

* ver apéndice de reactivas



27

~ Eritrocitos de carnsro preparados con neuroeminidasa

56 tomaron 0,2 ml de gldbulos rojos de carnsra y se sug—-
pandieron an 9.8 ml de solucidn salina amortliguada con Poafa--
tos® (558); posteriormente, se lavaron tras vecas gon SS5A a =
1500 rpm durante tres minutos y se resuspendieron en 9.8 =l de
solucion Hank, con 200 ul de solucidn de neuroaminidasa (a una
concentracidn de 1 UI/! ml de solucidn Hank}, se incubaron par
30 minutos a 37°C, con agitacidn cada cinco minutos y nuevamen
te se lavaron con S54; por (ltimo, se resuspendieron en 10 mi

dae solucidn Hank.

~ Canteo de linPocitom humanos

£l nimero de linfocitos humanos Pue determinaedo mediante
una dilucidn de la suspensidn celular, en sclucidn Hank y azul
de tripano* al 0.2% en solucién salina isotdnica*, contando =~

las células en la clnara de Neubauer.

La vieoilidad celular se determind por la incorporacidn -
da azul de tripanc en la célula, ya que el azul de tripano es
un colorante de exclusidn y dnicamente se Lncorpora en las cé-

lulas muartas.

El ndmore de células vivas se determind nediante la si---

guienta Pérmulat

* ver apéndice de reactivos
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No. total do céiulea x dilucién 1000 = No. der célulaa/ml

0.4

= Inhibiecién de Lla formacldn de rosetas por el anticuerpo
monoclonal enti-CD3

Las linfacitos fueron resuspendidos en solucidn MEM®, a =
una concentracidn de 109 células/nl v sembradas an una micro--
placa de feado an U (Nunc), con un promedio de 50 Q00 células
por vezo. A sziete pozos se les adiciond el anticuerpo monoclo
nol anti-CO3 (OKT3 Bohsring Co.), cuyas diluciones fueron: ==
11236, 13215, 1:290, 1:185, 1:17ds 1:155 y 1:143; se =
dejaron tres pozos testigos y se incubarsn durante 15 ~ 30 ai-
nutos a 37°C durante 15 minutes; por Gltino, se dejaron du~--

rante toda la noche a 4°C.

- Inhibicidn de la formacién de rosetas por el anticuerpo
monoclaonal anti-CD3 + la HGG

Los linfocitos fueron resuspendidos an solucidn MEM a una
concentracifn de 106 células/al y sembrados en seis oozos, con
un proaedio de 50 )03 por Dozoj 3 cuatro oozos sa adiclionuron
dos diferentes conceontraciones de HCG ( 30 y 50 UI/cozo), de~-
Jando dos ro20s testipos y se incubaron 2 *79¢ Jurante 15 ni-
nAutos. & continuacids se agregd el anticuerao sonoclonal  ~ew
anti=CD3 con sos Jiferentes dilucjones (1:230 y 1:140), y sg =
incuparan a 37°2 5ar '5 minutos. La conoinacids de las dilyee
clones fues

ver apénzice Ze reastivos
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a} Me 13230 + HEG I8 ul/poze

b) tic 13230 + HCG 50 ul/poze

¢} He 13148 + HCG 30 ul/pozo

d) Me 11140 + HCG 50 UI/sozo

&) Testigo .
) Testigo

A continuacidn, 2 cads pozo se ls agrsgaren glébulos rojos
de carnerg tratados con neuroaminidasa, en una proporcidn de 20
eritrocitos por linfocito y se incubaren a 37°¢ durente 15 mi=e

nutos; per $ltima, s® deraron durante toda la nochs a 4%,

- Tratamfento de la asParosa

La sefarosa 48 activada con bromocianuro {Pharmacy Fine -
Chemical, Piskataway, N3), se incubd con el anticuerpo monccla-
nal anti~CO3 (Bohering Co.) en un amartiguador de borato 0.1M,
con un pH de 8.5 y #all 0.05 M durante 2 ~ 4 horas a teapera--
tura ambiente. Los sitios de unidn desccupadas fueron bloquea
dos incubando en 0.2 M de glicina con un pH de 8.5 durante dos

horas.

- Ensayo de linfocitos y safarcea

58 colocaron aproximadaments 10 000 serlas de sefarosa en

cada pozo, sembrande 30 pozos en tras axperimentos, 3jue fueron:
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a) Sefarosa 48 acoplada con glicina e fncubada con lin-

Pocitos (grupo testigo/unidn inespecifica),

b) Sefarosa 48 acoplada con anticusrpo monoclonal -

anti-CD3 e incubada con linfocitos (unidn espec{fica).

e) Sefarasa 4B acoplada con anticuerpo monoclonal —
anti-CD3 e incubada con linfacitos tratados con HCG {inhibi---
cidn eapecifica).
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111  RESULTADBS

- Bhtencida de linPocitos

S8 tomd una gota de solucidn Hank con linfocitoa y ae di-
luyd zon cuatro gotaa de solucidn de ;zul de tripano, contando
al nimero de linfocitos an ra cémara de Neubausr. Se contaron
dnicamants las células viables, debido a que al azul de tripa=
no sclamente penstra en células muurtas o en agqusllas células
con pared dafiada, La poblacidn de linfocitos obtenida de aan-
gre psriférica humana, Puo du 2.5 a 5x10% células/sml de san-=

gre,

- porcentajs de inhibicidn de rosstas debido sl sfscto
del anticuerpo monoclonal anti-LD3
Con una pipeta Pasteur se tomd una muestrs de cada pozo =
(tres testigos y siste sxpsrimenteles), l1a cual se depuaitd en
yn portsobjetos y auxililndosa ®n un microscopio, se contd el
nimero de rosstas formadas., Para tal efecto, se contaron cien
linfucitos y dnicamente se considerd a uyna ruseta, cuando un =

linfocito wst8 unido 2 tres o m4s aritrocitas.

€l pocciento ds inhibicién de rasetas se obtuvo en base -
a8 la relacidén que existe entrs la madia dal nimera ds tasatas
formadas en los pozos testigos (sin anticuerpo monoclonal), vy
sl ndmero de rosatas formedas en cada pozo experimental {con =

anticusrpo monoclanal antisC03), con diferentes dilucionas en
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cada pozo. La tabla I muestra los porcentajes de inhibicidn
d; rosatas debido al efecto de las diferentes diluciones del =
anticuarpo monoclonal anti-CD3. Representando los resultados
en una gr&fica de barras, se puede aprecisr una relacidn entre
la cantidad de anticuerpo monoclonal empleada y el porcentaje
de inhibiocidn (fig.1). A los porcentajes de inhibicidén de ro~
sotas causados por las diluciones del anticuerpo monoclonal -
anti-C03 1:230 y 1:140, s8e les tomé como patrdn de referen-—
cla, para establecer si la HCG tiena algin efecto sobra al por
centaje de inhibicidn de rosetas, Se tomaron estas dos dilu-~
ciones como patrdn, debido a au gran diferencia en el porcen--

tsje de inhibicidn,

- Porcentaje de inhibieidn de rosstas debido al efecto de
la HCG + el anticusrpo monooclonal anti~CD3,
Con una pipeta Paasteur se tom§ una muaestra de cada poza -
(dos testigos y cuatro experimentales), se depositd en un por-
tachjetos y auxilifndose en un microscopio, se contd ol ndme-
ro de rosetas formadas. Pora tal afecto, se cantaron 100 linfo
citos y dnicamente se considerd a una roseta cuando un linfo--

cito esta unido o tres o mds sritrocitos.

El porecentaje de inhibici{dn de rosetas, se obtuvo en base
a la relacidn que existe entre la media del ndmero de rosetas
formadas en los pozos testigos (sin HCG, ni enticuerse mono-
clenal), y el ndmaro de rosetas Formadas en cada dozo experi--

nental {eon HCG + el anticuserpo monoclonall}, La tabla 11 ==
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muestra los porcentajes de Inhibicidén de rosetas debido al —--
efecto de la combinacidn de la HCG con 8l anticuerpo monoclo=
nal anti-CD3, compardndolos con los parcentajes de inhibicidn

que se tomaron como patrén de referancis del anticuerpo monoe=

clonal anti-CD3 {diluciones 1:230 y 1:140),

Los linfocitos tratados con 30 Ul y 50 UI de HCG por oozo,
més 1:230 de dilucién del anticuerpo monoclonal anti-CD3, dan
como tresultado un porcentaje de inhibicién de rosetas de -
9.5 +* 9.6 y 9.59 * B.8 reapectivamente, Comparando estos -
porcentajes con el porcentaje de inhibjicidn de rosstas Que ===
produce dnicamonte sl anticuerpo monoclonal anti-CD3 a la mis-
ma diluecidn (18.4 % 10.0), y mediante la prueba de x? cruzeada,
se encontrd que no existe una diferencia estadisticamente sig-
nificativa., Ppor otra parte, los linfocitos incubados con ===
30 Ul y 50 Ui del HCG por pozo, m&s 1:140 de dilucidén de enti-
cusrpo monoclonal anti-CD3, dan un porcentaje de Inhibicién de
7.68 * 11,18 y 13,57 ¥ 9,44 respectivamente. Comparando ---
estos porecentajes con el porcentaje de inhibicidn de rosstas -
que produca Unicamente el anticuerpo monoclonal anti~CD3 a la
migma dilucidn (58.9 % 12,7), se encontré due existe una dife-
rencia estadisticamente significativa (P <0.001), Estos resul
tados eotén representados en la figura 2, en le cual s® pusde
apreciar la diferencia de los distintos porcentajes de inhibi=

cidn,
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~ Ensayo de linfocitos y sefarosa

En este experimento se contaron 100 esferas por pozo, de-
terminando el ndmero de linfocitos adheridos, tamando como pa~
trdn las esfaras que tenfan 0, %, 2 y 3 & més linfocitos

(tabla II1).

Los resultados de este experimento en farma global wnues--
tran que: las perlas acopladas con glicina presentan una difg
rancia estadisticamente significativa en el ndmero de linfoci-
tos adheridos, respecto a las parlas de sefarocsa acopladas con
anticuerpo monoclohal anti-CD3 (P <€0.007). Igualmente, las -
perlas de seParosa acopladaa con anticuerpo monoglonal ——m---
anti-CD3, presentan una diferencia estadisticanente significa=
tiva en al ndmero de linfocitos adheridos, sn relacidn a las
perlas de gefarosa acopladas con anticuerpo monoclonal anti-
C03, pero incubadas con linPoclitos previamente tratados con --
HCG (P <0,081)., €En la Pigura Il est8n rapresentados en forma
de gr&fica de barras, los difsrentes oxperimentoa con ssfarosa
que muestran los porcentajes da esferas que tienen 0, 1, 2

y 3 6 mfs linfocitoa adheridos.
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PORCENTAJE DE INHIBICION DE ROSETAS DEBIDO AL EFECTO
DEL ANTICUERPO MONODCLONAL ANTI-CD3

Dilucién del anticusrpa X & S de inhibicidn da

monoclonal anti-CD3 rosetas(?)

Mo 1:230 18.4 1 10.0
Mc 1:215 27.7 ha 15.4
Mc 1:200 27.9 + 21.9
Me 1:185 36.0 + 20,3
Me 1:170 45.0 + 19.0
Me 1:155 48,1 + 15.7
Mc- 1:140 58.9 b4 12,7

% = Promedio de valores obtenidos an 1B ensayos
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11 PORCENTAJES COMPARATIVOS DE LA INHIBICION DE ROSETAS DEBIDO AL EFECTD DEL
ANTICUERPO MONODCLONAL ANTI-CD3 VS €L EFECTO DE LA HCG + €L
ANTICUERPD MONOCLONAL ANTI-CO3

Dilucidn del antlcuerpo X % S dJo inhibicidn Concentracién de HCG + X £ 5 de iahibicién
wonocloial snti-Los dn rosntas (%) la dilucidn del anti-- de rosatas (
cusrpo monoclonal wee-
anti-CD3
e 1:250 18,4 % 10.0 Mc 1:230 7.57 % 9.6
HEG 30 Ul/ul
Mc 1:230 8.59 % 0.8

HCG 50 Ur/ul

i1 12140 58,9 * 12.7 M 1:140 7.68 % 11,19
HEG 30 u1/ul
Me 1:140 13,51 & v.,a4
HCG 50 ur/ul

g
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ANTICUERPQ MONDCLONAL ANTI-CO3
ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CD3
ANTICUERPD MONOCLONAL ANTI-CD3

ANTICUERPO MONGCLONAL ANTI=CD3

ANTICUERPD MONDCLONAL ANTI-CD3
ANTICUERPO MONOELONAL ANTI-CD3

11230
1:230 +
1:230 +

1:140
1:140 +
1:140 +

30 ul HCG
50 ul HCG

30 ul HCG
50 ul HCG

GRAFICA DE BARRAS COMPARANDO LA INHIBICION DE ROSETAS
DEBIOD AL EFECTD DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CD3
VS, EL EFECTO DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CD3

HCG,
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ESFERAS DE SEFAROSA QUE PRESENTAM LINFOCITOS ADHERIDDS

Srfurosa 48 ucoply
da con glicina o =
incubada can linfo

Sefarosu 48 acoplg
da con anticuarpo
monoclonal antie

Safarosa 40 ucoplada
con anticuerpo monoe
clonal ant{-CD3 & in

citos. CD3 o lncubada con cubuda con linfocl-=
linfocitos. tos trutados con HCG.

X % 5* do osferus da sa-= 8v.1 L 2,5 65,3 £ 5.9 87.0 % 2,4
Parpas que tienen 0 lin=-
focitos adheridon.
% 25 dn aoferas de se- 10.0 % 2.2 24,8 * 3.0 11,5 % 2.3
furgsu qua tienen 1 lin-
facito adherido,
X 5 de caferva de se- 0.5 t 0.5 8.2 % 6.2 1.2 ¢ 0.9
farosa que tienen 2 line-
focitos udheridos,
X %S do saferes do se= 0.3 % 08,7 1.6 £ 1.1 0.2 . % 0.4
faroau que tienen 3 & ~
mds linfocltos adheridos,
* X X5 €50l producto de iU nAngayas

14
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OBTENIDAS DEL ENSAYO DE LINFOCITOS Y SEFARDSA.
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IV DISCUSION

Estudios realizados por diversos sutores sugieren que en
el embarazo temprano, se genaras seiiales que desencadenan la -
produccidn de anticuerpoa blogueadores, sustancies inmunorre--
guladoras y otros mecanismos que psrmiten al feto aobrevivir =
durante el perfodo Intrauterino, a peser de presentar un juego
inmurioldgico de ant{genocs extrafios a la madra {Rocklin st al.,
1979; Ayala st al,, 1984; Gironnet y Levrier, 1985). En esta
discusidn se pretenda analizar el pasible papsl qus desempefia
la Gonadotropina Coridnica Humana (HCG) como inmunorregulador,
egpacificaments en la vfa alterna de sctivacidn CD2/CD3 en ==

linfocitos T humanos,

L.a Pormacidn espontfnea de rosetas se dabe 3 qua los lin-
focitos T humanos presentan un marcador en su superficio, que
funciona como un receptor sspecf{fico para los eritrocitos de -
carnaro {receptor £), El receptor £, porta el marcador T11 =
(cp2); por otro lado, su ligands natural recibs el nombre de -
estructura blenco T11 (T11TS), presents en la suparficie de =
los aritrocitos de carnero (HUning, 1985}, Se sabe que la ==
formacidn de rosetas puede ser bloqueada mediante el anticuer~
po monoclonal anti=T11, debido 2 que compite con los eritroci-
tos de carnero por el sitic da unidn presente en le superficie

de los linfocitos T humanos (HUning, 1985).
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En el presente trabajo se empled sl anticuerna 7eacclonal
anti=CD3, para inhidir la forwacidn de rosetas, Las diluciones
enpleadas Pusron llevadas de 1:230 a 1:;140, encontrando 3que
con una dilycién dea 1:140, se produce un porcentaje de inhibi-
cién de rosetas de 58.9 ¥ 12.7, lo cual {ndica gue el efecto -
del anticuerpo monoclonal anti-CD3, es orooorcional & la con--
ceatracidn enpleada; nor lo que, se puede sugerir gue la molée
cula CD2 es modulada via CD3, reaflirmando as{ loo reportes de -
diferentes autores, que menclonan la estrecha relacidn gque ---
existe entra amhas moldculas (CD2 y C03) (Young et al,, 1986;

Stohl et al,, 1988; Schyab et al., 1988),

Por otra parte, se mabe que hay proteinas ascciadas al en
barazo que tienen propiedades inmunorreguladoras, entre lag --
que se ancuentra la HCG, que pertenece al grupn de las protef-
nas sspec{ficas del trofoolasto (Horne y Nisber, 1979 en «——-=
Gironnet y Levrier, 1985), La HCG se sintetiza en la membrana
dol trofoblasto y se caleula, nara el décimo dfa después gue -
ha ocurrido la oyulacidn, un aromedio de 3000 células quae pro-
ducen una concentracidn de 42 Ui/d{a (Brsunstein et al., 1973).
La secracidn de la HCG ocurre en descargas sulsadas cada 2 a 4
horas, importantes pars mantener el cuerpe ldteo (Ayala at al,,

1984; 0dell y Griffin, 1987).

L.as concentraciones de HCG, usadas en la exgerinantacidn
para inhibir la reaccidn del cultivo mixto de linfocitos (MLR),
han gausado controversia. Schiff et al. (1988), reportan gue

solanente con concentraciones elevadas se Juede causar la ===
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iahioicidn del MLR, nor ejemolo, con B00 UE de HCG se puede =
lagrar un 15 de inhibicidn; milentras que, Beling y Weksler
(1974 en Schiff at al., 1975), han reportado oue con 40 UI/=l,
so puede lograr un porcentaje de inhibicidn significative; por
otro lade, Benavides (1988), ha reportada que con concentras==
ciones de 30 UI y 60 Ul/ml de HCG, se pueds inhibir la Forma—=
clén de rosetas cuando se i{ncuva durante dos horas con linfoe--

citos 7.

Las concentraciones de HCG empleadas en este trabajo,
eat3n en funcidn al décimo dfe en el que ha ocurride la ovula
cidn (Braunstein et al., 1973), El tliempe de incubacidn de -
Lla HCG con los Linfocitos se deternind de 15 minutes, debido ~
a que con un tiempo superior de 30 minutos, 1a HCG es capaz de
inhibir por sf sola la formecidn de rosetas. Estos hallazgos

carroboran los datos reportados por Benavides (1968).

Despuds de haber determinado que por medio del anticuer-
2o moneelenal anti-CD3, se logra modular indirsctamente la mo-
lécula CD2, mediante un2 v{a alterna, el siguiente pasa consis
tid an investigar si la HCG tendr{a algdn efecto sovre la ——-
interaccidn entre las moléculas CO2 y CDY, Pars tal afecto, =~
los linPacitos humanos Fueron previamente tratados con 30 UI y
50 Ul de HCG; postariorrente ae agregaron 13230 y 1:140 de di-
lucidn de anticuacpo monoclonal anti-CO03, respectivanente a —-
cada congentracidn de HCG3 por Gltimo, se adicionaron los eri-

trocitos de carnera.
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Los resultados del experimento indicaen, que los linfocie=~
tos previamente tratados con 30 UI y SO UI de HCG mlg 1:230 de
dilucidn del anticuerpo monoclonal anti=CD3, producen un pores
centaje de inhibicidn de rosetas de 9.5 % 9.6 y 8.59 £ 8.8 -~
respectivamante, Se compardron éstos parcentajes cen el por=
centaje de inhibicidn de rosetas que praduce dnicamenta el an-
ticuerpo monoclonal anti-CD3 con la misma dilucidn (18,4 ¥ —-
10.0), encaontrando que no exiaten diferencias estadisticamente
significativas. Por otro lado, los linfocitos tratados con -~
30 UI y 50 UI de HCG m8s 1:140 de dilucidn de anticuerpo mono-
clonal anti-CD3, produjeron un porcentaje de inhibicidn de --
7.68 ¥ 11,18 y 13.57 & 9.44 respectivamente. Se comparéron
éatos porcentajes contra el porcentajs de fnhibicidn de rose--
tas que produce Unicamente ®l anticuerpo monoclaonal anti-CD3 =
con la misma dilucidn (58,9 * 12.7), encontrando qus existe -
una diferencia estadisticamente significativa (p <0,001). =w=
En este resultade se pueds apreciar una Puerte disminucidn en
el porcentaje de inhibicidén de roaetaé, Lo que hace suponer =
que la HCG bloquea la interaccidn del anticuerpo monoclonal --

anti-CD3, econ su ant{geno.

pPosteriormente se investigd el sitio de accidn de lLa HCG
sobre los linPocitos, por medio del anticuerpo monoclonal —w-=
anti=C03, unido covalentemente a perlas de sefarosa (Geppert y
Lipsky, 1988). La hipdtesis planteada en este ensayo fus la -

sigufente: sl la HCG compite con el anticuerpo monoclonal ==
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por 1a molécula CO3, as de esperarse que sea inhibida sy ===
unidn, cuando los linfocitos ssan tratados previamente con ==
HCG. Por otra parte, sl la HCG no inhibe la unidn del anti=-
cusrpo monoclonal anti-CO3 con la molécula CO3, entonces ten—
dr8 un sitio diferente de entrada al linfocito y esto ocasio-

na la modificacidn indirecta de la moléoula CD2.

para confirmar la hipStesis propuesta, el disefio expsri-~
mental con las perlas de sefarosa se realizd en tres fases: =
la primera consistid en gue las perlas de sefarosa sm acopla-
ron con glicina y se incubaron con linfocitas (grupo testigo/
unidn inespecifica), en la assgunda, las perlas de sefarosa —
se acoplaron con el anticuerpo monoclonal anti-CD3 y se incu—
baron con linfocitos (unidn eapec{fica); y en la tercara, las
perlas de sefarosa se acoplaron con anticuerpo monoclonal ==
anti-CO3 y se incubaron con linfocitos tratados con HCG ———
(inhibicidn espec{fica). Posteriorments, se contaron 100 es-
faras por ensayo, determinands el ndmero de linfoclitos adherf
dos, tomando come patrén las esferas que ctenfan 0, 1, 2 y
3 § m&s linfocitos (tabla I11). Los resultados de éste expe-
rimento, en forma global indican, que las porlas de sefaraosa
acopladas con glicina tienen uns diferencia estadisticamante
significativa en el ndmneroc de linfocitos adheridos, respecto
a4 las perlas de sefarocsa acopladas con anticuerpos nonaoclaona-
les anti~CD3 (P¢0.001), Asimismo, las perlas de sefarosa -
acoplodas con anticuerpo monoclonal anti-CD3, tisnen una di--

ferencia estadisticamente significativa en el admero de lin--
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focitos adheridos, respectsc a las perlas de sefarosa acopladas
con el anticuerpo monoclonal anti-CD3, pars incubadas con lin-

focites tratados con HCG (P <0,001),

Los reaultades indican gue los linfocitos tratados con --
HCG Pueron bloqueados en l8 molécula CO3 directamente; sin em-
bargo, no se invalida la posibilidad de una entrada externa ==
diferante de la HCG que modifique indirectamsnte a la molécula

CD3, evitando su unidn con 8l anticuerpo monoclonal antieCD3.

Por otra parte Stoho et al. (1988), mencilonan que 8l es--
timular a la molécula CO3, se modula mediante una via slterna
a la moldcula CD2. En base & sste eatudlo, se sugiere que la
HCG se une a la molégula C33, modulando a la molécula CD2 y de
esta forma, posiblamente pueda inhibir le formacidn del racep-

tor para IL-2.

- Las avidancias del presente estudio indican que la HCG =~
compite con el anticuerpe monaclonal enti-CD3 por la molécula

co3.

En base a este estudio, se propone que la HCG interviene -
en La via alterna CD2/CD3 a nivel de nembrana celular, lo cual
podr{a aer vital para mantener deprimide la respuesta Lnmune -
en el sitio de implantacidn y posteriormente evita que el en=~

bridn sea rechazado.
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Debido a que el ant{gens T3 eat8 implicads con el dispars
de linfocitos T (Wauue et al,, 1980 sn Zandars et al., 1983),
posiblemente con la HCG se inhiha au activacidn, evitando que
a8 produyzca IL=2 y rsceptores para [L-2, como se ha comproba~
do cuando se utilizd el anticuerpo monoclonal OKT11A (Reed
et al,, 1985),
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¥V CONCLUSIONES

€n base al modelo experimental desarrollada, gse puade ==

concluir lo siguisnte:

- La formacidn de rosetas puede ser inhibidas mediante -
el anticustpo monoclonal anti-CD3, y ol porcentaje de f{nhibi--
cidn estd en funcidn a la cantidad de anticuerpo monoclonal -

empleado,

~ Exliste una compstencia entre la HCG y el anticuerpo -
monoclonal anti-CD3 a nivel de membrana celular por la molécu~-
la CD3, que modula mediante una v{a alterna a la molécula CD2,
provocando una disminucidn en la Pormecién de rosatas, lo que
probablemente indigque un cambio estructural en le molécula —--~

coz,

- La presente investigacidn debe conaiderarse como un -~
trabajo inicial que pretendes abrir una lfnea de investigacidn,
enfocada principslmente al aspecto bioldgico de la activacidn
de linfocitos y al inmunaqufmico, que demuestre Pehacientemen~

te si la HCG se une espac{ficamente a la molécula CDJ,
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VII APENDICE DE REACTIVOS

Solucidn de Hank

NaCl cesecrsecsvrsracenes .
KCLl’ secressancas

Call,  aevsensase

MQSO4 sessneseras

NGZHPU4 . 12 HZU

KHaPOy  eesvosiadsens

NEHCOy  eevvesionsnvanssinsisnssanees
MICL,  wevevnsasessossosasonasssssons
Dextrosa ceveecsesscncinsrasccccsonsone
Rojo de fenocl sessesresssranssesens

Ajustar el pH a 7.2 y aforar can agua destilada

Solucidn de Alssver

Glucosa

R R RN R PR PR EY TRy P

Citrato de SOJI0  seeceerecscsvocoasaes

Cloruro de S0dio eecssvenvcccscocoases

Agua destilada cesessstsesseestesren

Ajustar eL pH a 6.2 con &cido citrico al 10%,

Esterilizar por filtracidn.

54

8.0 gr
' 0.4 9r
0.14 gr
0,20 gr
0,12 gr
0.6 gr
0.35 gr
0.1 gr
1.0 gr
0,020 gr
a 1 litro
2,05 gr
0.8 gr
0.42 gr
100 ol



Solucidn Salina Isotdnica

Cloruro de Sodio ...............7..;.,

Agua destilada Peedensencerariiniens

Azyl de Tripano (0.2%),

Azul de tripanc racrecrerasriraseeas

Solucidn salina 180t6nica ..eecececses

Solucidn MEW

Solucidn Hank cestessesessnsesnnins

Suero fetal de terners sesssciascna

Solucidn Salina Amortiguada, pH 7.4
Solucidn A
NaCl eresvesiessatasearransrnrsen
KCl sessseteasancesresisranesssans
Mgsﬂa 7H20 eemesscicocsseososesisons
NaHPO,  seeserarocersnsnnnscaioncnes

KHLPO, e

.

Disolver en 500 al de agud destilada

0.85

100

0.2
100

8.0
0.4
0.2
0.045
¢.060

55

qr
al

gr
ml

al
ml
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Solucidn 8

CaClZ ZHZO seebtecssensssrsesnesesces ~0.747 gr

Disolver en 500 ml de agua destilada

Solucidn C

Glucosea etevessesesstsaspessesecscnnen 1.06 gr

Disolver en 100 ml de agua destilada y mezclar con 1000
ml de partes iguales de la golucidn A + B

Selucidn D
RoJjo Penol cteteecssrecsrssscsssese 0.002 gr

Disolver en 10 ml de agus deatilada. Afadir a la mezcla

A+8 +C

Solucidn E

Tris Hidroximetil - Aminometano ...... 19.1 gr

Disolver en 800 =l de agua destilada,
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